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Resumen

El trabajo presentado en esta memoria, titulado “VEHICULOS HIBRIDOS
FORMADOS POR EXOSOMAS Y NANOPARTICULAS. APLICACIONES EN TERAPIA
Y DIAGNOSTICO DEL CANCER’ se ha desarrollado en el grupo de investigacion
Particulas y Peliculas Nanoestructuradas (NFP), perteneciente al Instituto de
Nanociencia y Materiales de Aragén (INMA) de la Universidad de Zaragoza. Este trabajo
se ha llevado a cabo con una beca predoctoral de Formacion de Profesorado
Universitario (FPU) dentro del Programa Estatal de Promociéon del Talento y su
Empleabilidad (referencia FPU15/03419) del Ministerio de Educacion, Cultura y Deporte
del Gobierno de Espafia. Ademas, se enmarca dentro del proyecto CADENCE

financiado como Advanced Grant por el European Research Council (ref. 742684).

La mayor parte de la investigacion se ha realizado en los laboratorios de este
grupo, situados en el INMA, en el Laboratorio de Microscopias Avanzadas (LMA)
asociado al mismo, asi como en los laboratorios del Centro de Investigacién Biomédica
de Aragon (CIBA), durante un periodo de 4 afos (2016-2020). Una parte significativa de
los ensayos experimentales relacionados con el uso de exosomas y Perfecta para
imagen y diagnostico se llevaron a cabo en la Universidad Politécnica de Milan, durante
una estancia de investigacion de un mes y medio realizada en el grupo SupraBioNano
Lab, dirigido por el Prof. Pierangelo Metrangolo. Durante esta Tesis Doctoral también se
realizé otra estancia de investigacion de tres meses en la Escuela Politécnica Federal
(ETH) de Zurich en el grupo de investigacion liderado por el Prof. Andrew deMello. Otros
colaboradores muy importantes de esta tesis han sido el grupo del Prof. Asier Unciti-
Broceta de la Universidad de Edimburgo, implicados en el desarrollo de los
catalizadores bioortogonales como terapia anticancerosa; asi como el Dr. Vicente
Cebolla, del Instituto de Carboquimica (ICB) del Centro Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC).

El cancer es un problema global que necesita seguir siendo estudiado en
profundidad. En este trabajo se ha realizado una aproximacion multidisciplinar
combinando avances logrados en el campo de la nanomedicina, con las terapias
avanzadas en el area de los exosomas, con el objetivo de intentar profundizar en el
desarrollo de estrategias selectivas para el tratamiento y el diagndstico del cancer. Con
este proposito, se han sintetizado, funcionalizado y caracterizado diversos

nanomateriales y se ha optimizado su encapsulacién en el interior de exosomas
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procedentes de diversas lineas celulares, antes de ser usados como vectores

teragnosticos tanto in vitro como in vivo.

El presente documento se estructura en diferentes capitulos para facilitar su
compresion y lectura. El capitulo 1 (introduccién) contiene una breve exposicion de la
situacion actual, resaltando la necesidad que existe de desarrollar agentes terapéuticos
y diagnosticos selectivos para el tratamiento del cancer. Se describe cémo las terapias
avanzadas, y en particular la nanotecnologia, proporcionan herramientas utiles y
novedosas que, combinadas con las propiedades de los exosomas, se postulan como
estrategias alternativas y prometedoras en aplicaciones oncoldgicas. Sin embargo,
todavia no se han desarrollado abordajes efectivos para encapsular y combinar los
productos nanotecnoldgicos con las vesiculas extracelulares; y tampoco se conocen en
profundidad las interacciones de estos productos con células y tejidos del organismo.
Asi mismo, la entrega de dichos materiales de forma especifica y selectiva al tejido diana

es un problema que todavia esta por resolver.

Considerando los antecedentes expuestos, el capitulo 2 (objetivos del trabajo)
describe el objetivo principal, asi como los objetivos especificos de esta Tesis Doctoral.
Los capitulos posteriores recogen los estudios realizados para solventar las principales
limitaciones existentes hasta la fecha y mostrar el posible uso de estos vectores hibridos

para el teragndstico del cancer.

Para facilitar la lectura de esta memoria, los materiales y métodos generales
empleados a lo largo de la Tesis Doctoral para caracterizar los nanomateriales, asi como
para purificar y caracterizar los exosomas, tanto por métodos fisicoquimicos como por
métodos bioldgicos se recogen en un solo capitulo. Igualmente, este capitulo contiene
tanto la metodologia empleada para trabajar con los cultivos celulares, como los
procedimientos utilizados para estudiar la biocompatibilidad y la internalizacion vy
localizacion intracelular de los diferentes complejos estudiados (capitulo 3, materiales
y métodos). Tanto los exosomas como los nanomateriales sintetizados se han
caracterizado por técnicas fisicoquimicas (espectroscopia fotoelectrénica de rayos X
(XPS), andlisis termogravimétrico (TGA), espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS), analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA),
microscopia electrénica de transmision (TEM), espectrofotometria ultravioleta visible
(UV-VIS), dispersién dinamica de la luz (DLS), espectroscopia infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR), potencial zeta y microscopia de fuerza atémica (AFM))
y por técnicas bioquimicas (western blot (WB), microscopia optica y electroforesis).
Ademas, la caracterizacion biolégica y la interaccién de los complejos de particulas y

exosomas se ha estudiado evaluando su citotoxicidad metabdlica, su afectacién al ciclo
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celular, asi como su muerte por necrosis/apoptosis mediante citometria de flujo. Las
técnicas de espectrometria de emision atomica por plasma de microonda (MP-AES),
microscopia confocal e inmunocitoquimica se emplearon para determinar la
internalizacion y la localizacion de las particulas y los exosomas en los diversos
compartimentos celulares. Independientemente de los contenidos de este capitulo
general, en cada una de las secciones de la Tesis Doctoral se particularizan los métodos
generales, o bien, se recogen técnicas especificas usadas en el correspondiente

capitulo.

El capitulo 4 incluye las estrategias empleadas para encapsular los
nanomateriales (nanoparticulas de oro huecas (HGNs), HGNs funcionalizadas con
polietinelglicol (PEG-HGNSs) y Perfecta) en el interior de los exosomas. En concreto,
se han investigado abordajes de encapsulacién forzada por métodos fisicoquimicos
exdgenos y métodos de carga indirecta por captacién natural por parte de las células
parentales. A partir de los resultados obtenidos y como alternativa a las estrategias
exploradas en el capitulo anterior, en el capitulo 5 se detalla un método novedoso
desarrollado por primera vez en esta Tesis Doctoral, para sintetizar in situ los
diferentes nanomateriales (nanoparticulas de oro (AuNPs), nanolaminas de Pd
(PdNSs) y nanoparticulas de Pt (PtNPs)) en el interior de los exosomas. Esto permite el
ensamblaje de diferentes nanoestructuras metalicas directamente en el interior de

dichas vesiculas sin dafar su integridad ni comprometer sus funciones.

Una vez estudiadas las metodologias de encapsulacién en los exosomas, en los
capitulos posteriores se evalud la capacidad de los vectores hibridos como herramientas
para el tratamiento y el diagndstico del cancer. El capitulo 6 recoge los diversos
métodos diagndsticos, incluyendo el desarrollo de un microdispositivo de captura y
captacion magnética de exosomas presentes en sangre periférica de pacientes con
adenocarcinoma de pancreas, conjugando nanoparticulas magnéticas de o6xido de
hierro (FesOsNPs) a un anticuerpo especifico exosomal. Ademas, se estudi6 el posible
uso de los exosomas cargados con Perfecta (Perfecta-Exos) como agentes de imagen
por resonancia magnética (MRI) in vivo. Finalmente, también se presentan estudios
preliminares para utilizar los exosomas cargados con las AuNPs como agente de

contraste por tomografia computarizada (CT).

Los abordajes para el posible tratamiento del cancer con los exosomas
combinados con los nanomateriales mostrados en los primeros capitulos, se recogen
en el capitulo 7. En concreto, este capitulo incluye los experimentos relacionados con
1) el uso de exosomas cargados con PtNPs (Pt-Exos) como agentes citotoxicos

selectivos de células diana; 2) exosomas con un tropismo celular especifico cargados
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con PdNSs (Pd-Exos) para el tratamiento de células cancerosas por catalisis
bioortogonal, mediante reacciones de desalquilacion activadas por Pd in vitro; y 3)
exosomas como vectores selectivos de hipertermia optica cargados con PEG-HGNs

(PEG-HGNSs-Exos) in vitro en monocultivos y en co-cultivos.

En el capitulo 8 se ha llevado a cabo el tratamiento in vivo de tumores en un
modelo de xenotrasplante y de regiones malignas en un modelo multinodular en ratones
atimicos por hipertermia 6ptica mediada por los exosomas cargados con las PEG-
HGNSs.

Finalmente, se presentan las conclusiones generales (capitulo 9), donde se
destacan las principales aportaciones. El listado de referencias se recoge en el apartado
de Bibliografia, y en los Anexos, se incluyen las publicaciones (articulos cientificos y
contribuciones a congresos) resultado de esta Tesis Doctoral, asi como algunas de las

metodologias empleadas para su desarrollo.

La figura 1 recoge un resumen del trabajo contenido en esta memoria.
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Summary

The present doctoral Thesis dissertation entitled: “HYBRID VECTORS
INVOLVING EXOSOMES AND NANOPARTICLES.APPLICATION TO CANCER
DIAGNOSIS AND THERAPY” has been developed in the group of Nanostructured Films
and Particles IN the Institute of Nanoscience and Materials of Aragon (INMA) from the
University of Zaragoza. The work has been funded by the predoctoral FPU (Formacion
de Profesorado Univesitario) fellowship (ref FPU15/03419) from the Ministry of
Education, Culture and Sports of the Spanish Government. The work was carried out
within project CADENCE, and Advanced Grant found by the European Research Council
(ref. 742684).

Most of the experimental research has been carried out in a period of 4 years
(from 2016 to 2020) in the facilities of this group located in the INMA and in the Advanced
Microscopy Laboratory (LMA), as well as in the laboratories localized in Biomedical
Research Center of Aragon (CIBA). Furthermore, some of the experimental studies
related with the use exosomes and Perfecta for imaging and diagnosis were performed
at the Polytechnic University of Milan, during a research stay of month and a half in the
SupraBioNanoLab Lab research group, headed by Prof. Pierangelo Metrangolo. During
this PhD Thesis, another three months research stay was also carried out at the
Eidgenéssische Technische Hoschschule (ETH) Zurich in the research group led by
Prof. Andrew deMello. Other key collaborations in this Thesis were developed with Prof.
Asier Unciti-Broceta at the University of Edinburg (bioorthogonal catalysis) and with Prof.
Vicente Cebolla at the Instituto de Carboquimica (ICB) CSIC.

Cancer is a multifaceted global health issue that continues to demand new
solutions. This PhD Thesis aims to develop a multidisciplinary approach based on the
latest advances in the field of nanomedicine and in the area of the extracellular vesicles
such as exosomes. For this purpose, different nanomaterials have been synthesized,
functionalized and characterized, then encapsulated within exosomes derived from
various cell lines. This work enabled us to investigate the development of selective

strategies for the treatment and diagnosis of cancer, both in vitro and in vivo.

This dissertation is structured in different chapters for the sake of an easier
understanding. Chapter 1 (introduction) presents general concepts about cancer,
nanotechnology and exosomes, paying particular attention in the importance and the
need to develop new selective therapeutic and diagnostic tools for cancer. It discusses

how advanced therapies, and in particular nanotechnology, provide useful and suitable
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tools, that, when combined with the properties of exosomes, become promising
alternative strategies for oncological applications. However, to the date there are no
effective methodologies to encapsulate and combine the nanomaterials with extracellular
vesicles, and thus. Also, interaction of these products with cells and tissues in the

organism is not well known.

Chapter 2 (objectives of the work) addresses the main and the subsidiary
objectives of this PhD Thesis. The following chapters are focused on the studies
developed to achieve the objectives and to solve the problems related to the use of these
exosome-nanoparticle hybrids as cancer theragnostic vehicles. To make easier the
reading of this work, chapter 3 (materials and methods) describes the methodology
generally employed throughout the study to purify and characterize exosomes and
nanoparticles. This chapter also includes the procedures for cell culture maintenance,
evaluation of cytotoxicity and studies of internalization of the nanoparticles. Exosomes
and nanoparticles have been characterized by a widely battery of physicochemical (X-
ray photoelectron spectroscopy (XPS), thermogravimetric analysis (TGA), nanoparticle
tracking analysis (NTA), transmission electron microscopy (TEM), ultraviolet visible
spectrophotometry (UV-VIS), dynamic light dispersion (DLS), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), zeta potential and atomic force microscopy (AFM)) and biological
(western blot (WB), optic microscopy and electrophoresis) techniques also included in
chapter Ill. In addition, the biological interactions of the exosome complexes with the
target cells were studied by monitoring their metabolic cytotoxicity and their effects in the
cell cycle as well as in cell death by necrosis or apoptosis. Finally, techniques such as
microwave plasma atomic emission spectroscopy (MP-AES), confocal microscopy and
immunocytochemistry were used to study the trafficking of the particles and the

exosomes in different cells.

Chapter 4 is focused on methods for the encapsulation of the nanoparticles
(Hollow gold nanoparticles (HGNs), HGNs functionalized with poliethylenglycol (PEG-
HGNSs) y Perfecta) within exosomes. Different exogenous methods (electroporation,
passive loading by diffusion, thermal shock, sonication and saponin-assisted loading)
were studied, as well as the internalization using the natural exosome biogenesis
pathway following the incubation with their parental cells. The physicochemical and

biological characterization of the resulted exosomes is thoroughly described.

Chapter 5 details a chemical methodology developed in this work to enable
the controlled assembly of Pd, Au and Pt nanostructures (AuNPs, PANSs and PtNPs)
directly within exosomes employing CO as a gaseous reducing agent. This is performed

under wet conditions without disrupting their integrity and functionality.
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After studying the encapsulation of each nanomaterial their application in cancer
treatment and diagnosis was explored. In Chapter 6 the diagnostic properties of
exosomes were explored. The first section of this chapter is dedicated to the design of
a microdevice for the isolation of exosome from whole blood of pancreatic cancer
patients as cancer biomarkers. Then, the imaging properties of exosomes loaded with
Perfecta as in vitro and in vivo contrast agents for magnetic resonance imaging (MRI)
were assessed. Furthermore, preliminary studies were carried out to elucidate the

potential use of Au-NPs loaded exosomes as CT contrast agents.

Cancer treatment by exosome-nanoparticle hybrids is studied in chapter 7.
Specifically, this chapter includes the experiments related to: 1) the use of Pt-Exos as
selective cytotoxic antitumoral agents; 2) the characteristics of Pd-Exos as biorthogonal
catalyst to mediate Pt-triggered dealkylation reactions in vitro and inside cancerous cells,
and 3) the demonstration of the specific in vitro optical hyperthermia therapy using

exosome-mediated delivery of Near Infrared (NIR) responding plasmonic nanoparticles.

Finally, in chapter 8 the in vivo biodistribution of exosomes loaded with PEG-
HGNs was explored in a xenograft model and in a multinodular intraperitoneal model.
Then, the treatment of primary subcutaneous solid tumors and the multinodular areas
in the peritoneum (that simulate a neoplasm in an advanced metastatic stage), were

explored.

Next is chapter 9, where we summarized the main conclusions of this work.
The references list, the publications resulting from this work (scientific articles and
conference proceedings) as well as Annexes describing specific experimental

procedures are given in the final section of this Thesis.

Figure 1 summarizes the PhD Thesis structure herein presented.
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1. Introduccidn

1.1. El cancer

1.1.1. El cancer en cifras

Hoy en dia, el cancer sigue constituyendo una de las principales causas de
morbilidad y de mortalidad a nivel mundial, con aproximadamente 18,1 millones de
casos nuevos diagnosticados en 2018. Ademas, segun la International Agency for
Research on Cancer, se estima que a lo largo de las proximas décadas el niumero de
casos nuevos a nivel mundial aumentara hasta alcanzar los 29,5 millones de casos en
2040 (un aumento del 63,1 %)."?

A nivel mundial, los tumores mas frecuentemente diagnosticados en 2018 fueron
los de pulmén (11,6 %), mama (11,6 %), colon y recto (10,2 %), prostata (7,1 %) y
estomago (5,7 %). A nivel nacional, el cancer también es una de las principales causas
de morbi-mortalidad y el numero absoluto de tumores diagnosticados ha continuado
aumentando desde hace décadas. De hecho, segun los ultimos datos proporcionados
por el Instituto Nacional de Estadistica (INE) referentes al afio 2018, los tumores
constituyen la segunda causa de muerte en Espafa (26,4 % de los fallecimientos), por
detras de las enfermedades del sistema circulatorio.® Se estima que en este afio 2020,
el numero de nuevos casos de cancer diagnosticados en Espafia alcanzara los 277.394.
Los canceres detectados con mas frecuencia seran colon y recto, préstata, mama,
pulmoén y vejiga.* Este aumento en la incidencia del cancer en las Ultimas décadas se
ha relacionado directamente con varios factores tales como el envejecimiento de la
poblacién (la edad un factor de riesgo crucial en el desarrollo del cancer y de hecho, el
75 % de personas diagnosticadas con esta enfermedad son mayores de 65 afos) y la

exposicion a factores de riesgo como tabaco, alcohol, contaminacion u obesidad.®
1.1.2. Conceptos basicos sobre el cancer

Con el objetivo de mantener el orden y el equilibrio a medida que los tejidos
crecen y se renuevan, las células individuales deben adaptar su comportamiento a las
necesidades del organismo como unidad. Para ello, las células se dividen de forma
controlada y organizada cuando se necesitan células nuevas para reemplazar a
aquellas que estan inactivas o no funcionales. El cancer se considera un desorden por
el cual un conjunto de células se divide anormalmente, lo que conduce a la formacion
de agregados celulares conocidos como tumor, que se nutren del organismo completo

y pueden dafiar tejidos vecinos, alterando su hemostasia y fisiologia. Si ademas estas



células adquieren la capacidad de migrar e invadir tejidos lejanos con su crecimiento
descontrolado, este tumor primario evolucionara a una metastasis. Esta division y
multiplicacion celular descontroladas se deben a alteraciones genéticas y epigenéticas
que sufren las células malignas causadas por 1) estimulos externos, tales como la
radiacion ionizante, compuestos quimicos o infecciones virales; y en menor medida 2)

mutaciones originadas al azar y factores hereditarios.

El proceso por el cual una célula sana se transforma en cancerosa es conocido
como carcinogénesis, y se relaciona con alteraciones del material genético, es decir, en
mutaciones patoldgicas en la informacion que porta el acido desoxirribonucleico (ADN).
Estas mutaciones dotan a la célula sana con la capacidad de dividirse con mas
velocidad, generando células hijas que conservan dicha mutacion. A su vez, esas
células hijas (clones de la célula parental), son capaces de generar nuevos subclones
con otras mutaciones que les confieren mayor capacidad de proliferacion y crecimiento,
lo que, con el paso del tiempo, genera clones neoplasicos capaces de evitar ser
reconocidos por el propio sistema inmune del organismo, dando lugar a una masa
tumoral o neoplasia. Las principales alteraciones genéticas implicadas en el desarrollo
de cancer son, en primer lugar, la sobreexpresién de los denominados oncogenes
(relacionados con el crecimiento descontrolado y proliferacion celular); y, por otro lado,
la inhibicion de los genes supresores de tumores (los cuales controlan la proliferacion,
reparacion y apoptosis o muerte celular). Los oncogenes y los genes supresores de
tumores son de varios tipos. Entre ellos, pueden destacarse los que codifican para
factores de crecimiento, receptores o componentes de las vias de sefializacion
intracelulares activadas por factores de crecimiento como las proteinas Ras. Otros
codifican proteinas reparadoras del ADN (mediadores de la respuesta al dafio del ADN

como la proteina p53), o reguladores del ciclo celular o del programa de muerte celular.

Para que las mutaciones de los genes responsables de la carcinogénesis logren
persistir y transferirse de una célula a otra, un tumor y su microambiente tumoral tienen
que cumplir con dos caracteristicas fundamentales: 1) desarrollar una inestabilidad
genomica que favorezca la adquisicion de las mutaciones, y 2) presentar procesos de
inflamacién tumorigénica y angiogénesis para dotar al tumor de un soporte y matriz
sobre el que crecer, mediado por macrofagos y mastocitos que se infiltran en el tumor 'y
producen factores para promover el crecimiento tumoral, facilitando a su vez la invasion

tisular y la extravasacion celular, favoreciendo el desarrollo de las metastasis.

El cancer es una enfermedad compleja, no solo existen mas de 200 tipos de
cancer, sino que los tumores son tejidos altamente heterogéneos a nivel genético no

sélo entre pacientes, sino también entre las propias células que lo componen y entre las



diferentes regiones y areas metastasicas en las que pueden derivar. Todo ello hace que
cada tumor posea unas caracteristicas particulares, que en algunos casos son
completamente diferentes al resto de otros canceres, pudiendo considerarse incluso
enfermedades independientes, con sus causas, su evolucidon y su tratamiento
especifico. En general, el tumor esta formado por las células cancerosas propiamente
dichas (parénquima) y por el microambiente que las rodea que es fundamentalmente
tejido conjuntivo de sostén vascularizado, conocido como estroma. Dentro del estroma,
se encuentran vasos sanguineos y matriz extracelular (ECM), que proporcionan un
soporte para el crecimiento tumoral, asi como una gran variedad de tipos celulares entre
los que destacan las células endoteliales, los pericitos, los fibroblastos, los adipocitos,
las células mesenquimales asociadas a carcinoma, células inflamatorias y células del
sistema inmune como macréfagos y monocitos asociados a tumores. Todos estos
componentes del estroma constituyen una compleja red de comunicacion intercelular
basada en la liberacién de citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento, moléculas
inflamatorias o vesiculas extracelulares (p.ej. exosomas) que influyen sobre la
remodelacion de la ECM, asi como de la vascularizacién del tumor y por tanto de sus
niveles de crecimiento, diseminacién y acondicionamiento de nuevos nichos en tejidos
distales para la generacién de metastasis. Por otro lado, el parénquima tumoral esta

formado por las células tumorales propiamente dichas.

1.2. La nanotecnologia y la nanomedicina

El término nanotecnologia (que deriva de la palabra griega “nanno o néno” que
significa enano) fue acufado por Norio Taniguchu en 1974 refiriéndose al
procesamiento, separacion y manipulacién de los materiales atomo por atomo.® Sin
embargo, el origen conceptual de la nanotecnologia suele situarse en la famosa charla
de Richard Feyman “There is plenty of room at the bottom”, en 1959. Se trata de una
disciplina emergente (mas significativamente desde finales del siglo XX) que esta
contribuyendo al avance de diferentes ciencias gracias a la manipulacién, desarrollo y
utilizacion de materiales y estructuras con un orden de magnitud en la escala
nanométrica.” La Comisién Europea define los nanomateriales como estructuras
compuestas por al menos un 50 % de particulas con tamafios entre 1 y 100 nm en
alguna de sus dimensiones (figura 1.1).% Debido a la alta relacion superficie/volumen vy,
en consecuencia, al elevado niumero de atomos expuestos en la superficie de estos
nanomateriales (comparado con el numero total de atomos del material), y también
gracias a sus dimensiones intrinsecas, estas nanoestructuras exhiben propiedades
unicas, a menudo muy diferentes a las que presentan sus analogos macroscopicos. Se

ha demostrado que pequefios cambios en la forma y en el tamafio de los nanomateriales



conllevan una modificacién significativa en sus propiedades, y por ello, funciones muy
concretas estan directamente correlacionadas con las caracteristicas morfologicas, de

composicion y de tamaro de las nanoestructuras.

Microescala Nanoescala

Célula Bacteria Virus Proteinas ADN Atomo

[ T 7 1 N T
10 ym 1 um 106 nm 10 nm 1 nm, 1A
Microscopia éptica Microscopia electrénica

Nanomateriales 5

Figura 1.1. llustracién de la microescala y la nanoescala, incluyendo en esta ultima algunos
ejemplos de nanomateriales (1-100 nm).

Hoy en dia, la nanotecnologia posee multiples aplicaciones en campos tan
diversos como la electrénica, la informatica, el medio ambiente, la cosmética, las
telecomunicaciones, la biologia y la medicina.® Entre las aplicaciones multidisciplinares
de la nanotecnologia, las que se registran en el campo de la medicina y la biologia han
despertado un enorme interés. Esta estrecha relacion entre la nanotecnologia y la

medicina, ha dado lugar a la aparicion de una nueva disciplina: la nanomedicina.'®"!

La nanomedicina se define como la aplicacion de la nanotecnologia en el ambito
biomédico, dotando a la medicina convencional de nuevas herramientas para la
reparacion de tejidos, el diagndstico y el tratamiento de patologias, a menudo mediante
la vehiculizacion de farmacos a tejidos y areas de interés.'?'3 Se trata de una ciencia de
reciente aplicacién, que recoge el guante lanzado hacia 1900 por Paul Ehrilich cuando
enuncié el concepto de “bala magica” (un agente terapéutico capaz de destruir
determinados patdgenos sin causar dafios a células sanas).™ A lo largo del siglo XX, se
lograron grandes avances en el conocimiento de los procesos de comunicacion celular
y biologia molecular, que junto con el desarrollo de una amplia gama de microscopios
de sonda local con resolucion nanométrica, permitieron comprender la estructura de los
nanomateriales, mejorar los procesos de sintesis y desarrollar aplicaciones en multiples

campos incluido el biomédico.'®



Puesto que las dimensiones de los componentes celulares son de escala
nanomeétrica, el tamano de los nanomateriales les confiere propiedades utiles como la
capacidad de atravesar barreras fisiolégicas e interaccionar a diferentes niveles con
biomoléculas presentes en células, tejidos y 6rganos diana. Ademas, su elevada area
superficial hace que sean quimicamente mas reactivos y los hace susceptibles de ser
conjugados con una gran variedad de ligandos (incluidos anticuerpos, polimeros,
copolimeros, aptameros, etc.), generando dispositivos y materiales mas especificos y
multifuncionales que detecten, diagnostiquen y/o combatan una cierta patologia. Todo
ello otorga a la nanomedicina un gran potencial en el desarrollo de nuevos dispositivos,
materiales, farmacos o moléculas con aplicaciones tanto en diagndstico temprano como

en el tratamiento de una amplia variedad de patologias con alta especificidad.
1.2.1. Aplicaciones de la nanomedicina

Existe una gran variedad de nanomateriales muy diferentes entre si con
aplicaciones médicas. Una de las clasificaciones mas ampliamente utilizada distingue
entre nanomateriales organicos o inorganicos.” Entre los primeros, destacan las
micelas lipidicas, los liposomas, las nanoparticulas (NPs) poliméricas y copoliméricas
(p.ej. NPs de acido poli lactic-co-glicolico (PLGA)), los carbon dots (C-dots) y los
nanotubos de carbono (CNTs). Por su parte, algunas de las nanoestructuras inorganicas
mas ampliamente utilizadas en el campo de la nanomedicina son las nanoparticulas
mesoporosas de silice (MSNPs), las nanoparticulas de oxido de hierro
superparamagnéticas (SPIONs), los quantum dots (QDs), o las nanoparticulas de oro

(AuNPs), entre otras.

Como se ha descrito anteriormente, las caracteristicas de morfologia,
composicion y tamafio especificas de cada nanomaterial estan directamente
correlacionadas con sus propiedades y, por tanto, determinan sus funciones y
aplicaciones. Dentro del ambito de la medicina, estas propiedades inherentes y
caracteristicas de los nanomateriales permiten su aplicacion en tres areas principales
(figura 1.2): 1) diagnostico (disefar sistemas de imagen y de deteccion de patologias
en fases tempranas), 2) terapia y liberacion controlada de farmacos (para dirigir
plataformas nanotecnoldgicas que contengan moléculas u otros agentes terapéuticos y
que sean capaces de transportar y activar dichos agentes exclusivamente a las areas
de interés) y, 3) ingenieria de tejidos y medicina regenerativa (cuyo principal objetivo es
reparar o reemplazar tejidos y 6érganos dafiados utilizando nanomateriales con diversas

propiedades: antiinflamatorias, regenerativas, antibacterianas etc.).
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Figura 1.2. Aplicaciones principales de la nanomedicina: 1) Imagen, diagnostico y sensores; 2)
terapia y liberacion de farmacos; y 3) ingenieria de tejidos y medicina regenerativa.

El empleo de nanomateriales para el diagndstico de enfermedades, permite una

mejora en la deteccion y diagnodstico precoz, asi como en la monitorizacion de la
respuesta ante una determinada terapia. Asi, Cabrera-Garcia y cols., desarrollaron NPs
de silice de 90 nm conteniendo centros magnéticos de hierro y de gadolinio en su interior
que aumentaban significativamente el contraste positivo y negativo de las imagenes MRI
in vivo comparado con agentes de contraste comerciales."” También se han disefiado
nanomateriales formados por C-dots y SPIONs para ser visualizadas simultaneamente
por varias técnicas de diagndstico, dando lugar a sistemas duales capaces de ser
monitorizados por CT, MRI o por luminiscencia (p.ej. NPs de 6xido de gadolinio dopadas
con iterbio y erbio)."®"® Por su parte, Liu y cols., sintetizaron NPs de 6xido de gadolinio
dopadas con lantanidos fluorescentes, susceptibles de ser visualizadas de manera dual

por MRI y por luminiscencia in vivo.?

Por otro lado, la nanomedicina también ha dado lugar al desarrollo de

biosensores o microdispositivos de alto rendimiento para extraer muestras biologicas y

analizar la presencia de determinados antigenos en fluidos corporales, con el objetivo
de detectar simultaneamente varios marcadores biolégicos de ciertas patologias, asi
como alteraciones moleculares para mejorar la precision y la sensibilidad en el
diagndstico. Estos biosensores a menudo presentan ventajas importantes comparados
con los métodos de diagndstico convencionales: pequefio tamafio y portabilidad, mayor
sensibilidad, facil manejo por personal no especializado y necesidad de poca cantidad

de muestra, siendo por tanto menos invasivo para el paciente.?"??

También se ha propuesto el uso de los nanomateriales como vectores

terapéuticos y de liberacion de farmacos para numerosas enfermedades. Para ello, se

han desarrollado y sintetizado NPs que actuan como vehiculos de farmacos y materiales
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bioactivos con propiedades antimicrobianas y regenerativas, siendo componentes
principales de implantes. Recientemente, Garcia-Salinas y cols., sintetizaron fibras de
policaprolactona (PCL) de 300 nm de diametro con la técnica del electrohilado y las
cargaron con diversos aceites esenciales, incluido el timol. Un estudio in vivo demostré
que estas nanofibras inhibian el crecimiento de la bacteria Staphylococcus aureus en
heridas de ratones atimicos, promoviendo su cicatrizacion y su regeneracion.? Otra
ventaja de la nanomedicina es el uso de los nanomateriales como agentes antitumorales
para combatir el cancer haciendo llegar estas moléculas terapéuticas de manera
localizada y controlada a sus tejidos diana. Esto permitiria evitar efectos secundarios y
toxicidades asociados a los mismos. Men y cols., encapsularon doxorrubicina (DOX) en
una particula multicapa hibrida (liposoma-polimérica) compuesta de lipidos, acido
hialurénico y poli-amino éster (PBAE). Este polimero (sensible al pH) permiti6 la
liberacion del farmaco de manera controlada modificando el pH. Estudios in vivo
demostraron como estas particulas liberaban DOX en las areas tumorales de manera
regulada, minimizando los efectos secundarios en comparacion con DOX libre.?* Otras
veces, en lugar de transportar un farmaco, la propia nanoparticula se convierte en un
agente terapéutico. Un ejemplo muy conocido es el de los SPIONs o el de las HGNs
que actuan como vectores de hipertermia, calentandose en respuesta a un campo
externo y destruyendo las células objetivo gracias al aumento de la temperatura

producido.

Otro de los campos mas explorados, es el empleo de productos

nanotecnoldgicos en la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa. La
nanotecnologia permite desarrollar soportes biodegradables y porosos, sobre los cuales
pueden depositarse células progenitoras y moléculas de sefalizacién celular, creando
un microambiente propicio para crear tejidos vascularizados in vivo. Por ejemplo,
Holmes y cols., han desarrollado andamios de acido poli(L-lactico) tratados con plasma
(PLLA) recubiertos con CNTs que presentaban propiedades mecanicas similares a las
del tejido cartilaginoso, promoviendo significativamente la diferenciacion de células

madre a condrocitos, y por tanto, la regeneracion de tejido.?

1.3. Tratamientos convencionales del cancer vs terapias avanzadas

Actualmente, las principales estrategias empleadas en el ambito clinico para
combatir el cancer son la cirugia, la quimioterapia y la radioterapia. La cirugia suele ser
mas eficaz en el caso de tumores que estén localizados, aunque también se emplea
para eliminar neoplasias que no son tratables y aliviar los sintomas del paciente. Por su
parte, la quimioterapia y la radioterapia emplean moléculas citotoxicas o radiaciones de

alta energia, respectivamente, para mediar la muerte de las células cancerosas
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danando su ADN e impidiendo su division descontrolada. Sin embargo, estas técnicas
también afectan a los tejidos sanos y, en numerosas ocasiones, su eficacia contra el
tumor esta limitada, por lo que han de ser combinadas con la cirugia. Aunque estos
farmacos antineoplasicos se administran en dosis habitualmente bajas, la escasa
especificidad del tratamiento propicia la aparicion de efectos sistémicos (a nivel
digestivo, nervioso o muscular, entre otros), lo que repercute en la calidad de vida del
paciente, y con frecuencia obliga a disminuir la cantidad de farmacos administrados, lo
que, a su vez disminuye la eficacia del tratamiento, dando lugar a la aparicion de
resistencias y/o recidivas. Factores como la gran heterogeneidad genética de las células
cancerosas, el propio microambiente tumoral (el cual presenta numerosas proteinas de
adhesioén y citoquinas que lo convierten en una barrera fisica para la entrada de los
farmacos), asi como el pH y las condiciones de hipoxia que se dan este entorno tumoral,
estan relacionados con la aparicion de resistencias a los farmacos convencionales. Para
obtener un efecto sinérgico y por tanto mejores resultados en el tratamiento del cancer,

en numerosas ocasiones se emplean tratamientos convencionales combinados entre si.

Ante este panorama, se ha realizado un gran esfuerzo para desarrollar
estrategias terapéuticas alternativas, y en los ultimos afios estan emergiendo nuevos
abordajes como la inmunoterapia, la terapia hormonal o las terapias avanzadas
(medicamentos basados en genes, células y tejidos). La inmunoterapia emplea
anticuerpos monoclonales, vacunas o células T para estimular el sistema inmune del
organismo con el objetivo de reforzar su accion para combatir el tumor. Por su parte, la
terapia hormonal pretende bloquear o proporcionar determinadas hormonas para inhibir
el crecimiento de ciertos tumores sensibles las mismas. Las terapias avanzadas
engloban una variedad de productos médicos basados en genes, células y tejidos, que
ofrecen oportunidades innovadoras para el tratamiento de patologias con opciones
terapéuticas limitadas. En 2017, un trabajo bibliografico (a partir de las bases de datos
Clinicaltrials.gov, International Clinical Trials Registry Platform de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), y EudraCT) estim6 que en los ultimos 15 afios, se habian
realizado 939 ensayos clinicos en todo el mundo usando medicamentos de terapias
avanzadas.?® Un ejemplo de terapia avanzada implantada en la clinica es el Provenge®,
un medicamento aprobado en 2013 que utiliza células mononucleares autélogas para

el tratamiento del cancer de préstata metastasico resistente a hormonoterapia.
1.3.1. La nanomedicina aplicada al tratamiento del cancer

En las ultimas décadas, gran parte de los esfuerzos de la nanomedicina se
centran en la aplicacién clinica de sus productos y materiales para el diagnéstico y el

tratamiento oncolégico. En este ambito, la nanomedicina representa una gran

12



oportunidad para mejorar las estrategias terapéuticas convencionales o para disefiar
nuevos tratamientos mas eficaces que reduzcan los efectos secundarios, eviten la

generacion de resistencias y mejoren la eficacia terapéutica.

Algunas de las aplicaciones de la nanomedicina incluyen el tratamiento de
tumores solidos por hipertermia (tanto magnética como 6ptica). La hipertermia se
emplea en el ambito clinico desde la década de los 80 y se fundamenta en un aumento
local de la temperatura en la zona del organismo que contiene la neoplasia.?” Cuando
ciertas particulas se excitan de forma externa con un laser (hipertermia 6ptica) o con un
campo magnético (hipertermia magnética), provocan una elevacion local de la
temperatura de los tejidos o areas donde estan acumuladas. Este aumento de
temperatura desencadena la muerte térmica de las células tumorales cuando ésta

aumenta mas de 40 °C - 43 °C.

La aplicacion de las nanoparticulas magnéticas (MNPs) para tratamientos
oncoldgicos ya se ha trasladado al ambito clinico. Actualmente se aborda el tratamiento
de cancer de prostata y de glioblastoma mediante la tecnologia Nanotherm™, basado
en la generacion de calor en los tumores tras la administracion intratumoral de NPs de
oxido de hierro (con un recubrimiento de aminosilano), seguido de la aplicacion de un
campo magnético alterno externo que provoca una disipacion de energia térmica
mediante relajaciones de Neél (por rotacion del espin) y de Brown (por rotacion de la

particula).

Por su parte, las AuNPs como agente de hipertermia Optica para terapias
antitumorales también han sido objeto de gran interés en los Gltimos afios.? Xiao y cols.,
disefiaron un nanomaterial hibrido compuesto de ADN, polietinelglicol (PEG) y bastones
de oro, que contenian DOX en su interior. Estas nanoestructuras son susceptibles de
ser irradiadas con un laser con una longitud de onda en el infrarrojo cercano (NIR),
causando la muerte de células tumorales in vitro e inhibiendo el crecimiento de tumores
solidos in vivo a través de un aumento de la temperatura y de la liberacion del agente
quimioterapéutico encapsulado en su interior.?° Hale y cols., funcionalizaron AuNPs de
2 nm de diametro con un analogo del farmaco trastuzumab emtansina, aumentando la
tolerabilidad y el efecto terapéutico del farmaco en animales con tumores de células de
un carcinoma hepatocelular.®® Actualmente, existen terapias como AuroShell® y
AuroLaser® (NPs de silicio recubiertas con una fina capa externa de oro) que estan en
fase clinica para el tratamiento de tumores refractarios y/o recurrentes de cabeza y
cuello. Aunque el uso de estas particulas estd ganando importancia en el tratamiento
de varios tipos de cancer,® el transporte y la vehiculizacidon de las mismas

exclusivamente a las zonas diana es todavia un reto por resolver.
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La nanomedicina también ha permitido disefiar nuevos dispositivos de
diagnostico, asi como nuevos agentes de imagene mucho mas especificos
permitiéndonos obtener una deteccion precoz en estadios mas tempranos del cancer,
asi como la monitorizacién y visualizacion de los tejidos y areas tumorales de manera

mas especifica.>%

En los ultimos afios ha aparecido un nuevo concepto conocido como teragnosis
(figura 1.3), cuyo objetivo es el desarrollo y el disefio de estrategias personalizadas que
permitan no solo detectar de forma temprana diversas afecciones, sino

simultaneamente tratarlas.

Diagnéstico
e imagen

Terapia

Teragnostico

Figura 1.3. Combinacién de nanomateriales con propiedades de terapia e imagen para dar lugar
a una nueva aplicacion multidisciplinar de la nanomedicina: teragnaéstico.

Esta nueva aproximacion, permitiria tener un feedback casi instantaneo de la
eficacia de una determinada terapia, asi como un control muy estricto en la respuesta
de cada paciente a la misma, aumentando la eficacia en el tratamiento. Por ejemplo,
Wang y cols., han desarrollado MNPs de grafeno funcionalizadas con quitosano,
susceptibles de ser visualizadas por MRI en las areas tumorales gracias a las SPIONs
y, por otra parte, capaces de liberar DOX encapsulada en su interior, acumulandose
exitosamente en tumores de ratones tras 24 y 48 horas de su administracion
intravenosa.® En otro trabajo, Shen y cols., desarrollaron NPs multifuncionales
conjugadas a un anticuerpo anti-HER2 para la deteccién y el diagnéstico de cancer de

mama con una alta especificidad.®

Ya existen nanomateriales implantados para el tratamiento oncoldgico en la
clinica, asi como en fases avanzadas de ensayos clinicos. Las formulaciones
liposomales (tanto recubiertas con PEG como desnudas) fueron los primeros

nanomateriales aprobados para su uso en humanos. Destacan los derivados de la DOX
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para el tratamiento de cancer de ovario, de mama o el sarcoma de Kaposi (p.ej. Doxil®,
Myocet® y DaunoXome®). También existen NPs para el tratamiento de cancer de mama
ya aprobadas o en fase avanzada de ensayos clinicos, como el Abraxane® (paclitaxel
(PTX) encapsulado en NPs de albumina), o para el tratamiento de hepatocarcinomas
como el NBTXR3® (cristales de Oxido de hafnio). Finalmente, cabe destacar las
formulaciones a base de conjugados poliméricos con proteinas o con farmacos. Por
ejemplo, el Oncaspar® que se emplea para el tratamiento de leucemias, consiste en la
union covalente del enzima L-asparaginasa a una cadena de PEG. Por su parte, el
Opaxtio® fue el primer conjugado polimero-farmaco en alcanzar la fase Il de un ensayo
clinico para el tratamiento de cancer de mama y de ovario. Se trata de una combinacién

de acido poliglutamico y PTX.

Este campo esta en continuo y rapido crecimiento, desde 2016 a 2019 se han
registrado 15 ensayos clinicos® y se han aprobado por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (FDA) dos nuevos tipos de NPs administradas intravenosamente e

intratumoralmente como alternativa para combatir el cancer:

- VYXEOS: formulacion liposémica biolaminar que contiene citarabina y
daunorubicina para el tratamiento de leucemia mieloide aguda con dos
quimioterapias de manera sinérgica (aprobada en 2018).%"

- NBTXRB3/Hensify: NPs de 50 nm de 6xido de hafnio recubiertas con grupos
fosfato empleadas para el tratamiento de sarcoma en tejidos blandos

localmente avanzado (aprobada en 2019).%

La principal aportacion de la nanomedicina en el ambito oncoldgico se centra en
el disefio de vectores nanométricos para 1) proporcionar a los farmacos y moléculas ya
existentes modificandolos para un direccionamiento activo, utilizando ligandos
especificos como péptidos, anticuerpos o acidos nucleicos expuestos en la superficie
de los vectores, que reconocen especificamente epitopos tumorales, maximizando la
eficacia de entrega; 2) generar sistemas multifuncionales que lleven en su interior varios
farmacos o incluso que tengan propiedades terapéuticas y al mismo tiempo sirvan como
vectores de imagen para generar plataformas teragndsticas; y 3) dirigir NPs a varias
dianas de manera simultanea para abordar el tratamiento del tumor a través de
diferentes rutas metabdlicas celulares o actuar ante diferentes mutaciones. La figura
1.4 ilustra la multitud de posibilidades que existen para crear un nanomaterial

multifuncional y teragnostico.

Cuando un nanomaterial se administra intravenosamente, debe de superar una

primera barrera que consiste en la adsorcion de proteinas plasmaticas en la superficie,
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lo que favorece su reconocimiento por parte del sistema fagocitico mononuclear (SFM)
y por tanto su eliminacion del sistema circulatorio, acumulandose en tejidos como
higado y bazo, favoreciendo su eliminacion y aclaramiento renal. En caso de superar
las barreras extracelulares y alcanzar el tejido tumoral, las NPs deben de acumularse e

interaccionar con las células tumorales para liberar su contenido y realizar su funcién
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Figura 1.4. Esquema representativo de una nanoparticula multifuncional. Algunas posibilidades
para cambiar su morfologia, composicion, propiedades fisicoquimicas, asi como las moléculas
expuestas en su superficie y su especificidad hacia moléculas y dianas terapéuticas. (Adaptado
de Dios y cols.; y Heinz y cols.).3%40

La eficacia terapéutica de estos materiales y por tanto su acumulaciéon en los
tumores, fue ya evidenciada hace mas de 30 afos, atribuida principalmente al fenémeno
de permeacion y retencién aumentada (EPR).*' En las primeras fases de los tumores,
se induce la rapida formacién de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) para
favorecer su nutricion y por tanto su crecimiento. Esta vasculatura tumoral se caracteriza
por un endotelio poco cohesionado, con la presencia de amplios espacios, poros y

fenestras entre las células endoteliales que los rodean. La alta permeabilidad vascular,
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asi como la escasez de drenaje linfatico, favorece que las nanoestructuras con un
tamario entre 100 y 200 nm se extravasen al tejido tumoral y queden retenidas en él,
pudiendo llevar a cabo su efecto terapéutico antitumoral. Este mecanismo de
acumulacion pasiva de NPs en los tejidos tumorales es conocido como efecto EPR. El
tamano, la carga y la forma de los nanomateriales, son cruciales en la extravasacion y
la acumulacién de los mismos en los tumores, ya que determinan directamente
parametros clave (el grado de reconocimiento por parte de los macréfagos del SFM, su
tiempo de circulacién en sangre, su difusividad a través de la pared de los vasos
sanguineos y sus interacciones con las propias células tumorales y la matriz
tumoral).*>** Por ejemplo, se ha demostrado que macromoléculas pequefias de entre
3,3 y 10 kDa (radio hidrodinamico entre 2 y 3 nm) difundian y se acumulaban mucho
mas rapido en regiones internas de un tumor xenograft en ratones, comparado con
moléculas més grandes de entre 70 y 2000 kDa (radio hidrodinamico entre 7 y 25 nm).*
La acumulacion preferencial de AuNPs menores de 50 nm se ha confirmado en varios
trabajos.*® Se ha visto una acumulacion diferencial de las AuNPs en tumores de
adenocarcinoma de pancreas en funcion de su tamafio (NPs de 30, 50 y 70 nm se
acumulaban exitosamente, mientras que aquellas con un diametro mayor de 100 nm no
se encontraron en los tumores).*® En cuanto a la carga superficial de las particulas,
también se ha descrito como, las NPs cargadas positivamente son mas facilmente

reconocidas por el MPS siendo eliminadas mas rapidamente.*’

Sin embargo, en la mayor parte de las ocasiones este mecanismo pasivo no
logra acumular una cantidad de NPs suficientemente alta como para llevar a cabo una
accion terapéutica exitosa en la diana tumoral (se ha visto que menos del 0,7 % de las
particulas se acumulan en los tumores por este fendmeno). Es por ello que se han
disefiado otras estrategias para dirigir de forma activa las NPs a los tumores, basandose
en la funcionalizacion de las mismas con pequefias moléculas, anticuerpos, aptameros,
polisacaridos o polimeros que reconocen y se unen mas especificamente a la

membrana de las células diana.

Una biomolécula ampliamente utilizada es el acido hialurénico, que es capaz de

unirse a receptores presentes en la superficie de las células. El acido hialurénico es un
polisacarido que supone el principal componente de la ECM, junto con el colageno. Este
polisacarido se une especificamente a CD44, frecuentemente sobreexpresado en la

superficie de células madre tumorales.*®

Otro elemento a menudo empleado son los aptameros, se trata de acidos
nucleicos (tanto acido ribonucleico (ARN) como ADN) de cadena corta compuestos por

varios nucleotidos. Se caracterizan por ser pequefios, muy sensibles, biodegradables y
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capaces de reconocer dianas selectivas.*® Algunos de los aptameros mas ampliamente
empleados son AS-1411 y la molécula de adhesion epitelial celular (EpCAM), los cuales
se conjugan especificamente a los receptores de la nucleolina y de la proteina EpCAM,
respectivamente (ambos presentes en la membrana de las células tumorales). Asi, Due
y cols., se sirvieron del aptamero AS-1411, que reconoce especificamente la nucleolina
para dirigir particulas mesoporosas de silice cargadas con CX-5461 (inhibidor de la
sintesis de un acido ribonucleico ribosomal (rARN) que promueve la muerte de las
células tumorales por autofagia) al nucleo de células HeLa de tumores xenograft en
ratones.* La principal desventaja en el empleo de aptameros es, ademas de su posible

degradacién por parte de las nucleasas, el alto coste de produccion.®’

El uso de péptidos también tiene numerosas ventajas ya que su produccioén tiene
un bajo coste y son estables y sencillos de conjugar a la superficie de las NPs con alta
densidad debido a su pequefio tamafio.’® Por ejemplo, el péptido 1 de union a
interleuquina 4 (sobreexpresada en células de cancer de pulmén y en células tumorales
endoteliales) se ha conjugado a liposomas cargados con DOX, que se acumulaban mas
eficazmente en los tumores comparado con liposomas sin el péptido.>® Otro de los
péptidos mas empleados para funcionalizar NPs es el péptido RGD, el cual es capaz
de unirse especificamente a las integrinas av presentes en la superficie de las células

endoteliales tumorales.’*® E|

uso de péptidos para funcionalizar NPs presenta
inconvenientes como susceptibilidad de ser reconocidos y digeridos por las proteasas

celulares.’!

Las proteinas (y especialmente los anticuerpos) son las biomoléculas mas
ampliamente utilizadas para dirigir selectivamente NPs a dianas tumorales, gracias a su
alta especificidad en el reconocimiento de antigenos presentes en la membrana de las
células cancerosas. Algunos de los anticuerpos utilizados para alcanzar las células
tumorales son: anti-CD20, anti-CD67, anti-EGFR y anti-Fas. Por ejemplo, se utilizé un
anticuerpo CD47 para funcionalizar NPs de 6xido de hierro cargadas con gemcitabina,
incrementandose su internalizacion en células humanas de adenocarcinoma ductal de
pancreas (Panc215 y PAc345).% Sin embargo, dado el gran tamafio de los anticuerpos,

la cantidad de los mismos que se puede acoplar a cada nanoparticula es limitada.

En este trabajo se han utilizado NPs de diversos metales nobles, como AuNPs
con propiedades Opticas adecuadas, capaces de absorber luz en una determinada
longitud de onda, transformandola en energia térmica para mediar la muerte de células
tumorales a través de la fototerapia. También se ha trabajado con nanolaminas de
paladio (PdNSs) capaces de catalizar reacciones intracelularmente para combatir y

mediar la apoptosis de células cancerosas. Otro de los nanomateriales empleados han
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sido nanoparticulas de platino (PtNPs) con propiedades citotdxicas antitumorales. Por
otro lado, se han sintetizado MNPs como vectores para aislamiento de vesiculas

exosomales, posteriormente utilizadas como elementos diagnosticos del cancer.

1.4. Los exosomas

1.4.1. Definicién, composicion, biogénesis y funciones

La practica totalidad de las células presentes en el organismo son capaces de
secretar distintos tipos de vesiculas extracelulares. Entre ellas se encuentran los
cuerpos apoptéticos, los ectosomas, las microvesiculas y los exosomas. La tabla 1.1
muestra las propiedades y caracteristicas de los diferentes tipos de vesiculas

extracelulares.

Tabla 1.1. Comparacioén de las caracteristicas de diferentes vesiculas extracelulares: exosomas,
microvesiculas, ectosomas y cuerpos apoptéticos. (Adaptado de Burger y cols., y Chen y

cols.)57:58
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Lo exosomas fueron descubiertos por Trams y cols. en 1981, quienes los

describieron como vesiculas de origen celular procedentes de la exfoliacion de la
membrana plasmatica.®® Dos afios después, se publico la produccién intracelular de
vesiculas por reticulocitos maduros de oveja. Estas vesiculas estaban englobadas en

compartimentos endosomales de gran tamafo, conteniendo receptores de transferrina
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procedentes de la membrana plasmatica celular (mayoritariamente localizados en la
superficie interna de las vesiculas). Finalmente, observaron que estos compartimentos
endosomales multivesiculares se fusionaban con la membrana plasmatica liberando su
contenido al espacio extracelular. Se concluyd que estas vesiculas eran capturadas
desde la membrana plasmatica y secretadas al exterior, denominandose desde

entonces “exosomas”.%°

Desde 1994, |la cantidad de articulos publicados cada afio conteniendo la palabra
‘exosoma” ha ido aumentando exponencialmente, demostrando el gran interés de la

comunidad cientifica por este area de investigacion (figura 1.5).5"%?
1000
800
600

400

Nimero de publicaciones

Ano

Figura 1.5. Numero de publicaciones anuales recogidas en los ultimos 23 afios relacionadas con
trabajos de investigacion conteniendo exosomas. (Adaptado de Wang y cols.,).5!

Los exosomas se definen como vesiculas extracelulares esféricas de origen
endocitico con un diametro entre 20 y 150 nm, rodeados de una membrana fosfolipidica
orientada y organizada de forma similar a la membrana plasmatica. Ademas de
fosfolipidos, la membrana exosomal esta enriquecida en ciertos esfingolipidos
(esfingomielina y ceramidas) y glicerofosfolipidos como por ejemplo la fosfatidilcolina,
fosfatidilserina y el fosfatidilenositol. En su interior transportan gran variedad de
moléculas bioactivas (péptidos, lipidos, proteinas y material genético como acido

).63

ribonucleico mensajero (mMARN) o micro acido ribonucleico (miARN).>> También se ha

descrito la presencia de ADN de doble (dsADN) y simple cadena acoplado a la

membrana del exosoma, asi como ADN mitocondrial.®*

En general, la composicion de los exosomas depende directamente de la célula
de la que provienen, si bien, existen biomoléculas conservadas constitutivamente de
forma general en todos los exosomas.®® En lo que se refiere a su composicion proteica,

en la superficie de los mismos se pueden encontrar proteinas asociadas a su origen
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endosomal como por ejemplo proteinas de transporte y de fusién (anexinas, flotilinas,
ATPasas) de adhesion (tetraspaninas como CD9, CD63, CD881 o LAMP1), asi como
proteinas involucradas en la biogénesis de los cuerpos multivesiculares (MVBs) como
Alix y TSG101. También se han descrito proteinas de choque térmico (HSP) como por
ejemplo HSP70 y HSP90, proteinas presentadores de antigeno y proteinas del
citoesqueleto de la célula.®*5"® Sin embargo, por el momento no se ha descrito la
existencia de proteinas presentes Unicamente en exosomas que no se encuentren en
la célula de la que derivan. La mayoria de las proteinas mencionadas anteriormente solo
se han encontrado en la superficie de los exosomas, lo que permite diferenciarlos de
otras vesiculas extracelulares de diferente naturaleza. Por ello, aunque no se conoce la
composicion completa de los exosomas, la presencia de determinadas proteinas como

CD9, CD63 o TSG101 se utiliza como identificador de los mismos.®”¢8

La formacion de los exosomas se inicia con la invaginacion de la membrana
plasmatica, dando lugar a un endosoma temprano, que va madurando a un endosoma
tardio y fusionandose con otros endosomas a la vez que se producen invaginaciones
de sus membranas, formando MVBs.®*"° La formacion de los MVBs esta dirigida por el
complejo de clasificacion endosomal necesario para el transporte (ESCRT), donde se
encuentran las proteinas Alix y TSG101. Cuando se produce la invaginacion de la
membrana de estos MVBs, se generan las denominadas vesiculas endosémicas
intraluminales (ILVs). Una vez formados estos MVBs, se transportan intracelularmente
a la periferia celular regulados por la familia de proteinas asociadas a Ras (RAB), como
por ejemplo Rab25 y Rab27a y Rab27b.%® Finalmente, los MVBs se fusionan con la
membrana plasmatica y liberan todo su contenido vesicular al exterior, es decir, los
exosomas.”"? Las proteinas solubles de union al factor sensible a la N-etiimaleimida
(SNARES) son las encargadas de dirigir la etapa final de fusién de los MVBs con la
membrana plasmatica. Igualmente, complejos proteicos presentes en la envoltura de
las vesiculas, asi como la familia de proteinas Sec1 son necesarios para la secrecion

de estas vesiculas extracelulares.”>™

La figura 1.6 ilustra el proceso de biogénesis de los exosomas asi como la

composicion y estructura de los mismos.
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Figura 1.6. En la parte superior se ilustra la estructura y la composicién del exosoma. En la parte
inferior se muestra su ruta de biogénesis. Se forman dentro de los MVBs generados a partir de
la maduracién de un endosoma. Estos MVBs sufren un proceso de maduracion produciéndose
en su interior las vesiculas intraluminales, las cuales se fusionaran con la membrana plasmatica
para liberarse al exterior de la célula en forma de exosomas. (Adaptado de Zhou y cols., y Ni y

cols.,)’5"®
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Una vez que los exosomas son liberados por la célula donante, viajan por el
torrente sanguineo hasta alcanzar la célula receptora. El destino final de los exosomas
esta determinado principalmente por moléculas de superficie (tetraspaninas, integrinas,

proteoglicanos y lectinas).”’

Sin embargo el proceso por el cual estas vesiculas son
internalizadas por parte de las células diana todavia no se conoce con exactitud. Se han
propuesto diferentes posibles mecanismos: 1) sefalizacion mediante receptores
solubles y juxtacrinos (mediante este mecanismo los receptores de la propia célula
interaccionarian con moléculas presentes en la superficie del exosoma); 2) fusion de
membranas (este mecanismo fue comprobado mediante el marcaje fluorescente de
lipidos presentes en la membrana de exosomas de monocitos, observandose como tras
la incubacion con plaquetas activadas aparecia fluorescencia en la membrana de dichas
plaquetas); 3) fagocitosis (proceso que requiere la presencia de receptores tipo
opsonina en la membrana de las células receptoras); 4) macropinocitosis dependiente
de Na+ y de la activacion de la ruta de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K); y 5) endocitosis
mediada por receptores que requiere de la presencia de un ligando en la superficie del
exosoma para que se acople a receptores especificos de la célula receptora siendo

necesaria la activacion de la ruta ERK1/2 MAP quinasa.’879#°

Respecto a las funciones desempefadas por estas vesiculas, estudios previos
han indicado un papel crucial en procesos celulares relacionados con la transmisién de
sefales a través de la interaccion de unas células con otras mediante receptores
especificos, siendo claves en funciones implicadas en procesos de inflamacion,
coagulacion y diseminacion tumoral. Estudios recientes han relacionado estas vesiculas
con otras funciones importantes que incluyen la transmision de ARN a diferentes células
diana del organismo. Por ejemplo, Valadi y cols., demostraron que los exosomas
derivados de mastocitos estan enriquecidos en mARN y miARN, transportando este
material genético a mastocitos adyacentes, que son capaces de traducirlo, indicando
que el ARN transferido es biolégicamente activo. Ademas, se vio que este ARN no era

capturado por linfocitos T, sino por otros mastocitos.®’

La comunicacion intercelular entre las diferentes células del organismo tanto a
nivel local como distal (de unos 6rganos a otros) es esencial y fundamental para su
correcto desarrollo y funcionamiento. Existen multitud de moléculas quimicas implicadas
(de manera directa o indirecta) en la comunicacion celular.? Aunque inicialmente los
exosomas se consideraron vesiculas colectoras de desechos celulares, en la actualidad
se reconoce su rol central en los mecanismos de comunicacion célula-célula. Esta idea
esta basada en el hecho de que los exosomas procedentes de una determinada célula

pueden interaccionar con otras células a través de receptores especificos dando lugar
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a una estimulacion directa en la célula diana transfiriendo receptores de membrana,
proteinas funcionales, material genético o factores de crecimiento. Ademas, se ha
observado que el contenido de los exosomas varia en funciéon de la célula que lo
genera.®® Por todo ello, actualmente los exosomas se consideran vectores naturales de
sefalizacién que juegan un papel esencial en la comunicacion intercelular, regulando
procesos fisiolégicos como la respuesta inmunoldgica, procesos metabdlicos,
neurodegenerativos, cardiovasculares o patolégicos como el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) o el cancer.3*8%# E| papel principal de los exosomas
en estos procesos es servir como vectores naturales de moléculas de sefalizacion a
diferentes células diana, pudiendo modificar el metabolismo y las funciones de la célula
receptora a través de la informacién que transporta.®” Los exosomas se han encontrado
en todos los fluidos biolégicos incluidos sangre, orina, leche materna, saliva, semen o

bilis.®
1.4.2. Exosomas y cancer

Como se ha comentado, los exosomas juegan un papel importante en diferentes
procesos fisioldgicos y patoldgicos de comunicacion intercelular, tanto en células
normales como malignas. Aunque estas vesiculas son secretadas por numerosas lineas
celulares, la mayoria de los estudios publicados se centran en los exosomas secretados
por reticulocitos, células madre mesenquimales (MSCs), células del sistema inmune y
células tumorales.®” Multiples estudios han mostrado que los exosomas derivados de
células tumorales pueden afectar al desarrollo y a la evolucion del cancer en diferentes
fases.®® El contenido de estas vesiculas puede inducir y/o inhibir diferentes vias
celulares y moleculares que conducen a la alteracion del comportamiento celular,
regulando procesos como el crecimiento tumoral, desarrollo de metastasis, resistencia
a farmacos, angiogénesis o la inhibicion del sistema inmune, todos ellos indicadores del
avance y un peor pronéstico de la enfermedad. Por ejemplo, Oshima y cols., indicaron
que la cantidad del mIARN Let7 en exosomas de células tumorales era
significativamente mas abundante en exosomas de pacientes con cancer gastrico
metastasico y que esta abundancia estaba asociada a su potencial oncogénico.®
También se ha visto que exosomas derivados de células tumorales son los causantes
de la reprogramaciéon del entorno y del microambiente tumoral, actuando de forma
autocrina sobre las proteinas de las células tumorales, de manera yuxtacrina sobre
linfocitos T y de forma paracrina sobre otras lineas celulares como células inmunes,
endoteliales, MSCs o fibroblastos.®' Por tanto, los exosomas no solo tienen un papel
crucial en la interacciéon entre las diferentes células que componen el tumor, sino

también entre las células tumorales y su entorno, favoreciendo la evasién del sistema
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inmune, la generacion de nichos pro-tumorales, la angiogénesis o la proliferacion
celular.®? Wang y cols., demostraron que adipocitos sanos que incorporaban exosomas
derivados de células de un hepatocarcinoma cambiaban su transcriptoma asi como los
patrones de secrecion de citoquinas y exosomas, generandose un microambiente
favorable para la progresion del tumor.%® La figura 1.7 recoge un esquema que ilustra
diferentes procesos reguladores de los tumores y su entorno en los que los exosomas

tienen un papel fundamental.
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Figura 1.7. llustracion mostrando diferentes procesos en los que exosomas derivados de células
tumorales participan para favorecer la invasion y la malignidad del tumor. (Adaptado de
Zebrowska y cols., y Jiang y cols.)%%

Se ha podido observar que exosomas generados por células tumorales, son
detectables en la sangre de pacientes con cancer. De hecho, los niveles de exosomas
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derivados de células tumorales encontrados en sangre son hasta 10 veces superiores
a los de las células sanas. Ademas, estos exosomas tienen un perfil proteico y génico
muy especifico del entorno tumoral del que derivan, y por tanto su presencia se
correlaciona con la progresion tumoral, la supresion de la respuesta inmune, la
angiogénesis, la evasion de la apoptosis y/o la aparicion de metastasis.®® Estas
caracteristicas han potenciado la utilidad de los exosomas como biomarcadores en el
diagnostico del cancer, ya que podrian ser utilizados como elementos detectables en
los fluidos corporales para realizar el prondstico de un determinado tumor y evaluar su
respuesta al tratamiento. En este sentido, se cree que los exosomas ofrecen una
alternativa novedosa para desarrollar terapias personalizadas, y asi contener el
desarrollo de un tumor o incluso su completa eliminacion. Ademas, considerando su
implicacion en los procesos de transporte y comunicacion intercelular, se estan
disefiando diferentes estrategias encaminadas a modular y modificar la carga de los
exosomas para dotarlos de propiedades terapéuticas y/o diagndsticas con el objetivo de

ser usados como vehiculos selectivos de dichas moléculas a areas tumorales.®”%

1.4.3. Exosomas como vectores de terapia y agentes de imagen y
diagnéstico

Como se ha expuesto, se considera demostrado el papel de los exosomas como
mediadores en la comunicacién intercelular a corta y larga distancia, transportando
informacion desde la célula de origen a la célula receptora. Ademas, se ha visto que los
exosomas presentan un fuerte tropismo por las células de las que proceden, lo que ha
motivado numerosos estudios de su uso como vectores terapéuticos.®® Una de las
caracteristicas que convierten a los exosomas en vehiculos ideales de moléculas
terapéuticas y diagndsticas es su capacidad de atravesar las barreras biolégicas como
la membrana plasmatica y la barrera hetamatoencefalica. Esta propiedad nos permite
transportar selectivamente terapias a ciertas células localizadas en areas del organismo

de dificil accesibilidad como al sistema nervioso central y, en particular, al cerebro.

Algunas de las caracteristicas mas importantes que convierten a los exosomas
en excelentes candidatos para transportar farmacos, moléculas, proteinas o acidos
nucleicos, (comparado con otros vehiculos artificiales como los liposomas o las
particulas poliméricas) incluyen: 1) su presencia y abundancia de manera natural en los
fluidos corporales; 2) su estabilidad en condiciones fisioldgicas de pH y temperatura; 3)
el hecho de que su contenido esta protegido por la membrana lipidica; 4) baja
inmunogenicidad; 5) baja toxicidad; 6) pequefio tamafo; y 7) capacidad de dirigir su

contenido a células diana de manera selectiva y especifica gracias a las proteinas y
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lipidos presentes en su membrana, que actuan como huella dactilar. Ademas, los
exosomas pueden ser almacenados y conservados durante largos periodos de tiempo.
En dos estudios diferentes, Sokolova y cols., y Kalra y cols., observaron que las

vesiculas extracelulares eran estables durante 3 meses a 37 °C, 4 °C, -20 °C y -80
OC.100'101

En general, los exosomas se han combinado con moléculas de pequefio tamafio
y de caracter lipofilico. No obstante, también se han introducido moléculas mas
complejas como algunos antioxidantes (p.ej. curcumina), observandose que los
exosomas cargados con esta molécula eran capaces de reducir drasticamente la
inflamacioén del cerebro inducida por la presencia del lipopolisacarido bacteriano en un
modelo murino.'? Otros autores han publicado la encapsulacidn en exosomas de
agentes quimioterapéuticos como la DOX o el PTX. Por ejemplo Batrakova y cols.,
observaron que la encapsulacion de DOX en exosomas no solo reducia los efectos
secundarios generados por la administracion del farmaco libre, sino que ademas ofrecia
una mejor biodistribucion y acumulacion en las regiones tumorales comparado con el
uso de liposomas artificiales.'® Munagala y cols., emplearon exosomas derivados de
leche de vaca cargados con whitaferin A y modificados con acido félico para el
tratamiento de tumores subcutaneos de pulmén.'® Tanto el tratamiento con el farmaco
libre como cargado en los exosomas, consiguieron la reduccion del volumen tumoral.
Si bien, el efecto alcanzado con los exosomas cargados fue mucho mayor,
atribuyéndose su efecto inhibitorio al aumento de su estabilidad y tiempo en circulacion,

asi como a las propiedades intrinsecas de los exosomas.

Por su parte Haney y cols., abordaron el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson utilizando exosomas como vectores terapéuticos.'® Dado que el Parkinson
es una enfermedad neurodegenerativa asociada con procesos de inflamacion y con una
reduccion de enzimas implicadas en procesos redox (catalasa y superédxido dismutasa)
en este estudio se internalizd catalasa en exosomas derivados de macrofagos. Se
abordé mediante dos estrategias diferentes: 1) transfectando con un plasmido que
contenia el gen de la catalasa y posteriormente verificando la presencia de la enzima
en exosomas aislados, o0 2) mediante técnicas que permitian la incorporacién de
catalasa directamente en los exosomas aislados. Se observo la localizacion de los
exosomas en el cerebro, consiguiéndose una disminucion del estrés oxidativo y un

aumento en la supervivencia neuronal tanto in vitro como in vivo.

Los exosomas también han sido utilizados como vehiculos de acidos nucleicos.
Esto podria suponer un gran avance en el campo de la transferencia de acido

ribonucleico de silenciamiento (siARN) y miARN, ya que actualmente no existen
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métodos eficaces para garantizar la entrega de acidos nucleicos a los tejidos diana. Esto
se debe a su rapida hidrdlisis, baja biodisponibilidad y a la incapacidad de los acidos
nucleicos para atravesar las barreras biologicas. Las caracteristicas de los exosomas
comentadas, los convierten en candidatos idébneos como vectores de acidos nucleicos.
En este sentido Alvarez-Erviti y cols., fueron pioneros en introducir siARNs en exosomas
derivados de células dendriticas de raton (mediante electroporacién) para el tratamiento
de Alzheimer.'” La electroporacion también fue el método utilizado por Batrakova y
cols., para la incorporacion de un miARN en exosomas con el objetivo de inhibir la
expresion del receptor-2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) en

células tumorales de cancer de mama.'"”

Finalmente, también se esta explorando el empleo de exosomas como agentes
diagnosticos y como biomarcadores de diferentes patologias. Se ha descrito la
participacién y el papel crucial de los exosomas en procesos patologicos como el VIH o
el cancer.'®'%” Debido a la carga selectiva de estas vesiculas extracelulares y a la
semejanza con sus ceélulas de origen, hoy en dia se explora su uso como biomarcadores
de multiples enfermedades. Ademas, dado que se encuentran en fluidos corporales, se
consideran agentes ideales para su utilizacion como herramienta diagnostica no
invasiva. Igualmente, estas vesiculas extracelulares se estdn empleando para
vehiculizar moléculas o nanomateriales con propiedades de imagen a zonas de
inflamacioén. Por ejemplo, Lai y cols., conjugaron luciferasa y biotina a estas vesiculas
extracelulares para generar un sistema de imagen dual con gran sensibilidad para

estudiar la estructura y funcionalidad de tejidos in vivo.'"°

1.5. Combinaciéon de exosomas y nanoparticulas

La mayoria de estrategias terapéuticas y diagnésticas que emplean exosomas
lo hacen en combinacién con ARN, proteinas, virus, moléculas terapéuticas o agentes
de imagen. Sin embargo, en otras terapias avanzadas, otros materiales como por
ejemplo productos derivados de la nanotecnologia, también pueden ser incorporados

en el interior de estas vesiculas.!"

La combinacién del potencial terapéutico y
diagndstico de los exosomas con las propiedades de los nanomateriales abre un campo
con prometedoras aplicaciones. Las vesiculas extracelulares y en particular los
exosomas, proporcionan a la nanotecnologia un nuevo vector natural y robusto donde
vehiculizar nanomateriales terapéuticos y/o diagnésticos. En particular, propiedades
como el elevado tiempo de circulacion en sangre, pequefio tamafo, baja
imunogenicidad y la capacidad de direccionamiento a determinadas lineas celulares,
hacen de los exosomas vectores ideales como nanovehiculos para dirigir productos

nanotecnologicos a sus células objetivo.
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En los ultimos seis afos, varios estudios han investigado la combinacion de la
nanotecnologia con los exosomas.'? En 2014, Alhasan y cols. incorporaron AuNPs
conjugadas con un miARN antisentido (anti-miARN21) en exosomas procedentes de
células de cancer de préstata humano PC-3.""® En primer lugar, se formé el complejo
NPs-anti-miARN y se co-cultivo con células tumorales, aislandose sus exosomas.
Posteriormente, estas vesiculas fueron afiadidas a otro cultivo de células de la misma
linea tumoral observandose como la expresiéon de miARN21 se veia notablemente
reducida. Asi pues, se demostrd que los exosomas eran internalizados por las células
objetivo liberando su contenido al interior de las mismas. Ese mismo afio Hood y cols.,
lograron la carga por electroporacion de SPIONs de 5 nm en exosomas derivados de
células de melanoma humano." Dos afios mas tarde Hu y cols., describieron el mismo
proceso en exosomas procedentes de células de melanoma murino (B16-F10)."° Se
demostré su localizacion en los nédulos linfaticos mediante MR, utilizando las SPIONs
internalizadas como agentes de contraste. Por su parte, Altanerova y cols., marcaron
MSCs con NPs de 6xido de hierro recubiertas con carbohidratos, transfectandolas a la
vez con un mARN de un gen suicida (citosina deaminasa de levadura::uracil fosforibosil
transferasa, yCD::UPRT) capaz de convertir el compuesto no téxico 5-fluorocitosina en
el compuesto citotéxico 5-fluorouracilo. Observaron como las células liberaban las NPs
y el gen terapéutico en el interior de sus exosomas y como estos eran internalizados
exitosamente por células malignas. Ademas, demostraron su acumulacion en las areas
tumorales tras ser administrados intravenosamente in vivo, asi como su muerte por
apoptosis mediada por 1) hipertermia magnética de las MNPs, y 2) la conversion del
farmaco no téxico en 5-fluorouracilo a través del gen suicida incorporado en el
exosoma.'® También se han combinado exosomas derivados de células madre de
tejido adiposo, células neuronales o macréfagos con SPIONs para desarrollar
aplicaciones de imagen y diagndstico por MRI, asi como terapias antitumorales por
hipertermia magnética in vivo.'""118119.120121.122 Bg hecho, la combinacion de MNPs con
exosomas es uno de los campos mas explorados dentro de esta incipiente disciplina,
generando un nuevo vector con doble funcién: es capaz de ser visualizado por MRl y a
la vez, tiene un potencial terapéutico en hipertermia gracias a la aplicacion de un campo

magnético externo in vivo.

Ademas del trabajo realizado por Alhasan y cols. ya citado, otros autores han
combinado exosomas con AuNPs para aplicaciones terapéuticas y diagnosticas. Betzer
y cols., marcaron exosomas derivados de MSCs con AuNPs recubiertas con glucosa a
través del transportador activo de glucosa GLUT-1. Observaron por imagen CT y por

fluorescencia como estos exosomas se acumulaban en regiones del cerebro con dafio
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isquémico hasta 24 horas tras su administracion intranasal.'® Roma-rodrigues y cols.,
se sirvieron de AuNPs recubiertas con oligonucleétidos para silenciar selectivamente el
gen RAB27A (esencial para la biogénesis de los exosomas), observando una
disminucion en la secrecién de exosomas en las células tratadas.'®* Por su parte, Lara
y cols., han creado un novedoso protocolo para incorporar AUNPs recubiertas con acido
félico en exosomas derivados de células de melanoma (B16-F10). Tras su
administracion in vivo, se observé una acumulacién y un tropismo preferencial hacia
pequefios tumores metastasicos comparado con otros 6rganos.'® En otros estudios
también se ha realizado bioingenieria en sus membranas para decorar AuNPs con
fracciones de la membrana exosomal dotando a estas NPs de propiedades exosomales
como elevada estabilidad y direccionamiento celular. Por ejemplo, Khongkow y cols.,
modificaron la superficie de AuNPs con lipidos funcionales de la membrana de los
exosomas conteniendo el péptido de la glicoproteina viral de la rabia (RVG) especifica
de neuronas, y observaron por bioluminiscencia como estas particulas hibridas se
internalizaban exitosamente en neuronas atravesando la barrera hematoencefalica

gracias al recubrimiento exosomal.'®

llles y cols., combinaron estructuras cristalinas organometalicas (MOFs), esto es,
materiales organicos cristalinos generados por la asociacion de iones metalicos
enlazados a través de ligandos organicos en estructuras tridimensionales, con
exosomas derivados de células HelLa. Se cred un vehiculo inteligente capaz de liberar
moléculas terapéuticas a demanda.’® Zhu y col., desarrollaron una vacuna doble
basada en exosomas derivados de células dendriticas contra el melanoma y el cancer
de pulmén.'® Para ello, se valieron del papel que juegan los exosomas en la respuesta
inmune inducida por NPs, promoviendo la activacion de las células T del sistema inmune
innato. Esta nueva vacuna estimulaba los linfocitos T y causaba el reconocimiento y

rechazo del tumor, proporcionando una nueva terapia basada en exosomas y NPs.'®

En vista de las numerosas ventajas de la combinacién de las aplicaciones
terapéuticas y diagnosticas de la nanotecnologia, con las caracteristicas de los
exosomas como vectores, es posible que en los proximos afios estas estrategias den el
paso de consolidarse en el ambito clinico. De hecho, existen 84 ensayos clinicos que
emplean exosomas. Sin embargo, la ausencia de métodos de purificacion eficientes, asi
como la falta de conocimiento que aun existe sobre las interacciones de los exosomas
en los sistemas bioldgicos, son importantes limitaciones que tienen que ser resueltas

antes de trasladar este conocimiento desde los modelos animales al ambito clinico.

En esta Tesis Doctoral se ha intentado combinar la experiencia existente en

diversos aspectos de la nanotecnologia (sintesis de nanomateriales, exploracién de sus
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propiedades opticas, magnéticas o cataliticas y funcionalizacion de su superficie), con
las capacidades de direccionamiento selectivo de los exosomas para constituir nuevos
vectores hibridos capaces de llegar de forma mas eficaz a los tumores. El objetivo es
abrir nuevas posibilidades para la entrega selectiva de materiales terapéuticos y
diagndsticos que permitan superar las bajas eficiencias obtenidas hasta ahora. Esto
permitiria disefiar nuevos tratamientos oncolégicos con mayor eficacia y reducir los

efectos secundarios.
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Imagen de microscopia confocal de una célula madre mesenquimal de placenta
humana.

Marcaje de actina (cian), endosomas tardios (verde) y nucleos (magenta)



2. Objetivos







2. Obijetivos

En base a los antecedentes mostrados en el capitulo anterior, se plante6 como

objetivo principal de este trabajo estudiar la combinacion de nanomateriales con

diversas funcionalidades con exosomas de distintos origenes celulares, para

desarrollar nuevos abordajes en el diagnéstico y tratamiento del cancer.

Para alcanzar este objetivo, se han planteado las siguientes tareas especificas:

1) Desarrollar estrategias dirigidas a encapsular eficazmente nanomateriales

y otros agentes de interés dentro de exosomas.

1.

Poner a punto métodos que permitan aislar y caracterizar exosomas
procedentes de diferentes cultivos celulares.

Comparar la eficacia obtenida por las distintas estrategias de
encapsulacion y optimizarlas para conseguir una carga controlable y
reproducible de los nanomateriales deseados dentro de los
exosomas.

Desarrollar una metodologia no invasiva que permita sintetizar NPs
de metales nobles directamente en el interior de los exosomas.
Encapsular una molécula hidrofébica (Perfecta) con alto contenido
en flior en exosomas con el objetivo de poder monitorizar

localizacion de los mismos in vivo.

2) Explorar la aplicacion de exosomas modificados en diagnéstico e imagen

de areas cancerosas.

5.

Evaluacion de los exosomas cargados con Perfecta como agentes
de imagen por MRI.

Estudio de exosomas cargados con PEG-HGNs como agentes de
imagen por CT.

Disefio de un microdispositivo de captura magnética para la
realizacion de biopsias liquidas mediante el aislamiento de

exosomas a partir de sangre de pacientes oncolégicos.

3) Explotar las propiedades de estos hibridos de exosomas y NPs para el

tratamiento del cancer.

10. Explorar el potencial terapéutico de exosomas combinados con PEG-

HGNs como vectores de hipertermia 6ptica especificos y selectivos
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in vitro e in vivo, tanto en tumores definidos, asi como en zonas
multinodulares.

10. Estudiar el potencial de exosomas cargados con PtNPs como
agentes citotoxicos, para aplicaciones terapéuticas oncoldgicas.

10. Estudiar la viabilidad de exosomas cargados con PdNSs como

catalizadores bioortogonales para tratamiento del cancer.
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Imagen de microscopia confocal de células de cancer de pulmén A549.

Marcaje de la ruta endosomal (azul), nanolaminas de paladio (rojo) y nucleos (gris).
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3. Materiales y métodos

En este capitulo se recogen las técnicas generales empleadas para la
caracterizacion de los nanomateriales sintetizados. También la metodologia relacionada
con el mantenimiento de los cultivos celulares, los ensayos de citotoxicidad y los
estudios de internalizacion celular. Ademas, se detallan las estrategias empleadas para
el aislamiento y caracterizacion de exosomas de los cultivos celulares. Igualmente, se
hace una breve descripcion de los modelos animales empleados en esta Tesis Doctoral.
Por ultimo, se detalla el analisis estadistico realizado en los experimentos presentados

en esta memoria.

3.1. Caracterizacion de las NPs

3.1.1. DLS y potencial zeta

La técnica de DLS proporciona informacién sobre la distribucién del tamafio
hidrodinamico y sobre la carga superficial (potencial zeta) del material objeto de estudio
a partir de la luz dispersada por el mismo. En esta Tesis Doctoral se ha utilizado un
equipo Brookhaven 90 plus y el software ZetaPALS (Brookhaven Instruments Co.). La
luz incidente se dispersa en diferentes intensidades dependiendo del movimiento
browniano de las particulas en suspension y, analizando estas variaciones de
intensidad, se puede obtener el diametro hidrodinamico de las particulas (proporcional
a la velocidad del movimiento browniano a través de la relacion de Stokes-Einstein). El
diametro hidrodinamico se corresponde con el tamafio de la particula mas el espesor

de la capa de solvatacion alrededor de la misma, conocida como doble capa eléctrica.

El potencial zeta es una medida de estabilidad de las particulas. Valores de
potencial zeta altos corresponden a una gran repulsién entre las particulas de una
dispersion, confiriendo estabilidad. Por lo contrario, cuando el potencial es cercano a
cero, las fuerzas de atraccion superan a las de repulsion y las NPs tienden a agregarse.
El potencial zeta de las NPs se ha obtenido mediante la ecuacién de Henry a partir de
la movilidad electroforética de las mismas en un campo eléctrico a pH 7-7,4 en un
disolucion de KCI 1 mM. Las muestras se midieron a temperatura ambiente realizando

3 réplicas de 5 medidas cada una.

La técnica DLS se ha empleado para determinar el potencial zeta de las PEG-
HGNs (capitulo 4) asi como el potencial zeta y el tamafio hidrodinamico de las FesOsNPs

y funcionalizadas (FesO4sNPs-EDC-NHS-NPs), mostrado en el capitulo 6.
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3.1.2. XPS

El analisis XPS es una herramienta de analisis de superficie para medir la
composicion elemental y el estado quimico de los elementos que componen un
determinado material. Esta técnica utiliza fotones de rayos X de alta energia para inducir
la emisidon de fotoelectrones. La energia cinética de estos electrones puede medirse y
estad determinada por la energia de enlace del electron expulsado, la cual a su vez
depende directamente de la composicién elemental y de las caracteristicas del material.
En este trabajo, el analisis XPS se ha empleado para medir composiciones atémicas

superficiales y estados de oxidacion de los atomos correspondientes.

El analisis XPS se ha realizado con un espectrometro de rayos X Axis Ultra DLD
(Kratos Tech.) para caracterizar la estabilidad de las FesO4sNPs tanto desnudas como
funcionalizadas (capitulo 6). Igualmente, también se caracterizaron las PdNSs
presentes en el interior de los exosomas (capitulo 5). Las muestras se depositaron sobre
cubreobjetos y se dejaron secar a temperatura ambiente. A continuacion, se sometieron
a una fuente de excitacion monocromatica de rayos X (Al Ka (hv=1486,6 eV) operada a
16 kV y 10 mA. Para el anadlisis de las regiones individuales se aplicd una energia de

paso de 20 eV. El software CasaXPS se empled para analizar los espectros obtenidos.
3.1.3. ICP-MS

En analisis por ICP-MS es una técnica altamente sensible capaz de cuantificar
los elementos presentes en una muestra a concentraciones muy bajas. En concreto,
permite realizar un analisis cuantitativo multielemental de metales, metaloides y no
metales hasta concentraciones de ng/mL. En esta técnica, la muestra en forma liquida
es transportada hasta el nebulizador donde se transforma en aerosol, que es conducido
a la camara de ionizacion por plasma acoplado inductivamente donde se vaporiza,
atomiza e ioniza. Finalmente, los iones se separan segun su relacién masa/carga en un
analizador de cuadrupolo, siendo contados por un detector de dinodos. Las relaciones
masa/carga generan informacion cualitativa mientras que el conteo de iones a las
distintas relaciones masa/carga permiten obtener informacion cuantitativa de los

elementos.

Las muestras se diluyeron en acido nitrico al 1% (69,0-70 % Baker Instra-
analyzed, Fisher Scientific) y se digirieron con agua regia. Para calibrar el sistema se
utilizaron patrones de Pd con correlaciones excelentes para todos los isétopos (R=
0,9994 o superiores) y las muestras se midieron por triplicado. Ademas, se realizé un
test spike recovery afadiéndose 1,0791 ng/mL de una disoluciéon concentrada de Pd. El

analisis ICP-MS se realizé en un equipo perteneciente al Servicio de Analisis Quimico
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de la Universidad de Zaragoza. Se trata de un espectrometro de masas con fuente de
ionizacion plasma (ICP Pekin Elmer Elan dRC-e), equipado con una celda dinamica de
reaccion para la eliminacién de interferencias espectrales, un nebulizador de flujo
cruzado y con una camara de espray Scottt Double Pass. El indio fue empleado como
patrén interno para eliminar las fluctuaciones procedentes del proceso de preparacion
de la muestra, asi como de las condiciones experimentales de medida. Esta técnica se
empled para cuantificar la cantidad de PANSs presentes en el interior de los exosomas
mostrados en el capitulo 5. La tabla 3.1 muestra las condiciones experimentales
empleadas en la medicién de las PANSs.

Tabla 3.1. Caracteristicas de las condiciones experimentales del equipo ICP-MS en la
caracterizacion de las PdNSs.

Flujo gas nebulizador 0,93 I min™
Flujo gas auxiliar 1,2 | min™’
Flujo gas del plasma 15,00 | min
Potencia ICP RF 1200 W
Voltaje de las lentes 565V
Voltaje detector analégico -1900 V
Voltaje detector pulsos 1350 V
Detector Dual
Modo del detector Modo pulsado
Isotopos medidos 102pd 104pg, 105p( 106pP(, 108pd 110p(

La cantidad de PEG-HGNs presente en los 6rganos recogidos en los
experimentos con animales del capitulo 8 también se determiné por ICP-MS analizando

la cantidad de Au de forma similar al caso anterior.
3.1.4. MP-AES

El analisis por MP-AES, al igual que el ICP-MS definido anteriormente, permite
realizar un analisis multielemental de los metales presentes en una disolucién,
determinando metales, metaloides y no metales hasta niveles de ug/L. En el analisis por
MP-AES se genera un aerosol de la muestra a partir de un nebulizador, y las gotas
suspendidas llegan al plasma donde se atomizan e ionizan. Estos &tomos e iones emiten
radiacion con una longitud de onda caracteristicas de cada elemento y con una
intensidad proporcional a su abundancia, permitiéndonos hacer un analisis cualitativo y
cuantitativo de los distintos elementos que componen una suspension de particulas. En
este trabajo, se empled un equipo MP-AES Agilent 4100 operado por el software MP
Expert y equipado con una fuente de plasma por microondas excitada magnéticamente

y con un detector de carga acoplada (CCD) de amplio intervalo.
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Esta herramienta se ha utilizado para cuantificar la cantidad de NPs metalicas
sintetizadas in situ en el interior de los exosomas, resultados mostrados en el capitulo
5. El analisis por MP-AES de todas las muestras requirié un tratamiento previo de
digestion con agua regia (HNO3 + 3HCI). La preparacion de dichas muestras para el
analisis por MP-AES se detalla en los materiales especificos mostrados en los capitulos
posteriores. La recta de calibrado se realizé con patrones de Pd, Pt y Au con

concentraciones desde 10 a 0 ppm.
3.1.5. FTIR

La evaluaciéon por FTIR permite estudiar las huellas moleculares de las
estructuras quimicas. La muestra es irradiada con radiacion del espectro infrarrojo y
parte de esa radiacién es absorbida. Dicha energia de absorcion esta directamente
relacionada con la energia vibracional y rotacional de las moléculas, generando una
sefal en el detector que representa la huella molecular de las estructuras quimicas,
proporcionando informacion estructural de los componentes presentes en la muestra.
Finalmente, la transformada de Fourier convierte la informacion generada por el detector

en un espectro interpretable.

La técnica FTIR ha sido empleada para estudiar las estructuras quimicas
presentes en las FesOsNPs desnudas y funcionalizadas (capitulo 6). Las muestras en
estado liquido se concentraron e introdujeron directamente en el portamuestras del
equipo para su analisis. Los espectros FTIR se obtuvieron utilizando un espectrometro
Vertex 70 de Bruker Optics equipado con un detector sulfato de triglicina deuterado
(DTGS) y un accesorio Golden Gate Diamond. Los espectros se obtuvieron realizando
200 barridos en un rango de nimero de onda de entre 600 cm™ y 4000 cm™, con una
resolucion de 4 cm™. Finalmente, el analisis de datos se realizé utilizando el software

OPUS proporcionado por el fabricante.
3.1.6. TGA

En TGA permite medir la cantidad y la velocidad en el cambio de masa de una
material en funcion de la temperatura en una atmdsfera controlada. Con esta técnica se
caracterizan los materiales en funcion de su perdida o ganancia de peso debido a la
descomposicién, oxidacién o deshidratacion. En este trabajo se ha empleado para
conocer la proporcidon de los diferentes componentes organicos presentes en las
dispersiones de particulas (tanto restos de materiales provenientes de la propia sintesis

como polimeros empleados en la funcionalizacion de las particulas).
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Con el ensayo TGA, se estimaron los porcentajes de materia organica presentes
en las FesOsNPs (capitulo 6). Para ello, las muestras se analizaron en estado sélido en
una atmésfera de nitrdgeno con una rampa de temperatura entre 30 y 850 °C con una
velocidad de calentamiento de 20 °C/min. El equipo utilizado fue Mettler Toledo
TGA/STDA 851e.

3.1.7. Espectrofotometria UV-VIS

El patron de absorbancia en la region UV-VIS y NIR esta directamente
relacionado con la energia de transicion de los electrones segun su distribucién en la
molécula. La ley de Beer-Lambert nos permite explicar la alteracién de la intensidad de
la luz causada por la absorcion y/o difusion de ésta al interaccionar con la muestra. En
funcién del material, morfologia y tamario de las diferentes NPs metalicas, se obtienen
maximos de absorbancia debido al fenédmeno de resonancia del plasmoén superficial
(SPR).™° Es por ello, que el estudio del patron de absorbancia en la region del UV-VIS
y NIR, permite comprobar si las NPs poseen las caracteristicas morfolégicas, el tamafio

optimo y las propiedades de absorcion deseadas para cada aplicacién.

El patron de absorbancia UV-VIS de los nanomateriales utilizados en esta Tesis
Doctoral, se midi6 en el rango de 300 a 1100 nm. Las medidas se realizaron en dos
espectrofotdmetros diferentes: 1) UV-VIS V-67 de Jasco y 2) Cary®50 de Vairan. En
todos los casos se tomé como linea base la absorbancia de agua destilada o de tampdn

fosfato salino (PBS), en funcion del solvente en el que estaba contenido la muestra.
3.1.8. TEM

En el analisis por TEM se irradia una muestra ultrafina con un haz de electrones
para obtener imagenes de la misma. Por su parte, los electrones difractados permiten
obtener informacion relacionada con la estructura cristalina, y la emisién de rayos X
caracteristicos proporciona informacién sobre la composicién elemental de la muestra.
Los microscopios electronicos utilizados para caracterizar las NPs en esta Tesis
Doctoral pertenecen al LMA del INMA. En concreto se han utilizado los siguientes
modelos: FEI Tecnai T20, FEI Tecnai F30 y FEI TITAN analitico (Low-base).

El microscopio T20-FEI puede operar a un voltaje maximo de 200 kDa , y cuenta
con una fuente de electrones LaB6 unida a una lente con un objetivo “SuperTwin®” con
una resolucién de 2,4 A. Para preparar la muestra, una gota de la disolucion las NPs se
deposita sobre una rejilla de TEM. Esta rejilla, se coloca sobre un papel desecante
favoreciendo la evaporacion del disolvente. Las rejillas utilizadas son de cobre con

recubrimiento de carbono/Formvar de 2 mm de diametro. En el caso de querer observar
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la funcionalizacion de las particulas con material organico, se utiliza acido fosfotungstico
(PTA) al 3 % como agente de contraste. Las imagenes de microscopia electronica de
transmision de barrido (STEM) se adquirieron utilizando un detector anular de campo
oscuro de gran angulo (HAADF) (STEM-HAADF) en un microscopio XFEG TITAN
operado a 300 kV y equipado con un corrector CETCOR con sonda CS de la compania
CEOS, permitiendo la formacion de una sonda electronica de 0,08 nm. Ademas, la
microscopia electronica permite analizar la composicion quimica de una muestra por un
analisis de dispersion de energia de rayos X (EDX) empleando electrones de alta
energia. Para ello, se empled un detector EDAX, el cual permite realizar experimentos
de espectrometria de dispersién de energia de rayos X (EDS) en modo escaneo (FEI
Inspect F30).

El tamaiio intrinseco de las NPs se evalud con el programa ImagedJ a partir de
fotografias de TEM contabilizando al menos 250 eventos. Posteriormente, con el
programa estadistico OriginPro® 8, se calcularon las frecuencias relativas y la

distribucion de tamanos.

3.2. Lineas celulares

3.2.1. Mantenimiento de los cultivos celulares

Como se observa en la tabla 3.2, las células con las que se ha trabajado son:
B16-F1 y B16-F10 (células derivadas de melanoma de raton no metastasico y
metastasico, respectivamente), HeLa (células derivadas de adenocarcinoma de cérvix
humano), A549 (células derivadas de carcinoma de pulmén humano), SKOV3_Luc
(células derivadas de carcinoma de ovario humano infectadas de forma estable para
expresar luciferasa, cedidas por el Dr. Antonio de la Vieja del Instituto de Salud Carlos
[l (ISCIIN)), hpMSCs (células madre mesenquimales de placenta humana), mMSCs
(células madre mesenquimales de médula ésea de ratén), U87-MG (células tumorales
de glioblastoma humano), U251-MG (células tumorales de glioblastoma humano) y

TPH1 (monocitos humanos derivados de leucemia monocitica aguda).

Todos los medios de cultivo (medio de cultivo Eagle modificado por Dubelcco
(DMEM) 4,5 glucosa, DMEM/F12 y RPMI) se suministraron por Sigma Aldrich. Estos
medios se suplementaron con suero fetal bovino (FBS) obtenido de Gibco, asi como
con dos antibiéticos (penicilina y estreptomicina) y un antifungicos (anfotericina),
suministrados por Biowest. En el caso de las hpMSCs, el medio también se
complementd con 5 ng de FGF humano recombinante (FGF-2), obtenido de Peprotech.
Todas las lineas celulares se manipularon en una campana de flujo laminar vertical, en

condiciones de esterilidad. Ademas, todas ellas fueron testadas de micoplasma cada
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mes. En la parte experimental especifica de cada capitulo aparece debidamente

indicada cada una de las lineas empleadas.

Tabla 3.2. Lineas celulares utilizadas, medio de cultivo, suplementos y condiciones de

crecimiento empleadas.

Linea Origen Medio de Sublementos Condiciones
celular 9 cultivo P crecimiento
Melanoma DMEM 4,5 1 %_P_enicilina/ . 37 °(_3,
B16-F1 e —— g/L Estreptomicina/Anfotericina | normoxia (5
Glucosa 10% FBS % CO2)
Melanoma DMEM 4,5 1 %_P_enicilina/ N 37 °C,
B16-F10 humano g/L Estreptomicina/Anfotericina | normoxia (5
Glucosa 10% FBS % CO2)
Adenocarcinoma | DMEM 4,5 1 % Penicilina/ 37 °C,
HelLa de cérvix g/L Estreptomicina/Anfotericina | normoxia (5
humano Glucosa 10% FBS % CO2)
. DMEM 4,5 1 % Penicilina/ 37 °C,
A549 Carcwl\orrja de g/L Estreptomicina/Anfotericina | normoxia (5
puimon Glucosa 10% FBS % CO2)
. DMEM 4,5 1 % Penicilina/ 37 °C,
SKOV3_Luc g,:r%nﬁma?\% g/L Estreptomicina/Anfotericina | normoxia (5
Glucosa 10% FBS % CO2)
, 1 % Penicilina/
hpMSCs Cgéuszcrgﬁfare DME}YI_ 45 Estreptomicina/Anfotericina | 37 °C, hipoxia
humana Glucosa 10% FBS (3% CO2)
10% FGF-2
Células madre 1 % Penicilina/ o i
mMSCs de médula 6sea | DMEM/F12 | Estreptomicina/Anfotericina 37(32/’ rgpgn;la
de ratén 10% FBS o2
Glioblastoma DMEM 4,5 1 %_P_enicilina/ N 37 °C,
Us87-MG humano g/L Estreptomicina/Anfotericina | normoxia (5
Glucosa 10% FBS % CO2)
Glioblastoma DMEM 4,5 1 %_P_enicilina/ . 37 °(_3,
U251-MG humano g/L Estreptomicina/Anfotericina | normoxia (5
Glucosa 10% FBS % CO2)
Monocttos 1% Penicilinal 37 °C,
THP1 monocitica RPMI Estreptomicina/Anfotericina | normoxia (5
aguda humana 10% FBS % CO2)

3.2.2. Congelacion y descongelacion de células

Para la congelacién de las células, se centrifugaron durante 5 minutos a 300 g.
Tras el lavado, el pellet celular se resuspendid en medio de congelacion con
dimetilsulféxido (DMSO), (FBS:DMSO 90:10 v:v). EI DMSO actua como agente
preservante, evitando la formacién de cristales en la membrana plasmatica de las
células. El proceso de congelacion se llevo a cabo en crioviales de forma gradual: en
primer lugar, manteniendo las células en un criocooler con isopropanol almacenado en
un ultracongelador a -80 °C durante 24 h. Posteriormente, las células se trasladaron a

nitrégeno liquido para su almacenamiento final a -195 °C. Para descongelar las células,
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se realiz6 el proceso anterior de forma inversa. Si bien, en este caso las células fueron
descongeladas de forma rapida, pasando los crioviales del nitrégeno liquido a un bafio
a 37 °C hasta su completa descongelacion. Antes de sembrar las células en placas de
cultivos, se realizé un lavado durante 5 minutos a 300 g para eliminar los restos de
DMSO provenientes del medio de congelacion. Pasadas 24 horas de su siembra, se

reemplazé el medio de cultivo por medio fresco.

3.3. Determinacion de la citotoxicidad de las NPs

3.3.1. Analisis de citotoxicidad metabodlica

La citotoxicidad metabdlica de las diferentes particulas y de los diversos
vehiculos exosomales se determind mediante el ensayo de Alamar Blue (Thermo
Fisher). Una vez sembradas las células en placas de 96 pocillos, estas se dejaron en
mantenimiento durante 24 h. La tabla 3.3 resume la densidad de células 6ptima de cada

linea sembrada en cada pocillo de una placa de 96 pocillos.

Tabla 3.3. Cantidad de células sembradas en cada pocillo de una placa de 96 pocillos.

Linea celular | Numero de células por pocillo

B16-F1 4000
B16-F10 4000
A549 1500
U251-MG 4000
U87-MG 2000
hpMSCs 3000
mMSCs 4000

Pasado este tiempo se afadid el nanomaterial de interés a diferentes dosis
durante el tiempo deseado (las concentraciones y tiempos de estudio de cada
experimento se especifican en los capitulos correspondientes). Posteriormente, las
células se lavaron con PBS tres veces y se afiadio el reactivo Alamar Blue siguiendo las
especificaciones de la casa comercial. Este ensayo colorimétrico nos permite determinar
la viabilidad celular midiendo la fluorescencia o absorbancia en funcién de la actividad
metabdlica de las células. Esta fundamentado en la capacidad de las oxidoreductasas
mitocondriales de transformar la resazurina (compuesto azul, no fluorescente vy
permeable) en resofurina (compuesto fluorescente, ex’em 530/590 nm). Esta actividad
mitocondrial es proporcional a la actividad del metabolismo de las células,

permitiéndonos cuantificar la fluorescencia producida y relacionarla proporcionalmente
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a la viabilidad celular (figura 3.1). Las medidas de fluorescencia se realizaron en un

lector de placas Synergy HT (Biotech).

DH NAD*
o° !
oo, SO
HO 0 o HO O 0
. Resofurina
Resazurina

ex/em 530/590

Figura 3.1. Reduccion de la resazurina (no fluorescente) a resofurina (fluorescente) por las
oxidoreductasas mitocondriales.

3.3.2. Ensayo LIVE/DEAD

Con este ensayo también se ha determinado la mortalidad celular haciendo uso
de dos compuestos: 1) calceina AM y 2) homodimero de etidio (EthD-1). La calceina
AM es un reactivo no fluorescente capaz de atravesar la membrana de las células vivas.
Una vez en el interior celular, se transforma en calceina fluorescente (ex/em 494/517
nm) por las esterasas celulares, las cuales son activas Unicamente en células vivas,
permitiéndonos visualizar las células viables de manera selectiva. Respecto al EthD-1,
se trata de un compuesto fluorescente (ex/em 517/617 nm) capaz de penetrar
unicamente en las células con la membrana plasmatica dafiada y unirse al ADN,
permitiendo visualizar Unicamente las células muertas de manera selectiva. De manera
resumida, se preparé una disolucion de calceina AM 2 mM y de EthD-1 4 mM en PBS,
qgue se anadio sobre las células e incubada durante 30 minutos a 37 °C. Por ultimo, las
células se lavaron dos veces con PBS y se visualizaron en un microscopio invertido de
fluorescencia Olympus 1X81. La proporcion de células vivas y muertas también se

cuantificada mediante citometria de flujo (citdmetro FACSAria BD, BS Bioscience).

Concretamente, el ensayo LIVE/DEAD (Thermo Fihser) se realizé en los
experimentos del capitulo 7 para determinar la muerte celular causada por hipertermia
dptica mediada por los exosomas derivados de células B16-F10 (Exos®'®F'%) y hpMSCs
(Exos"PMSCs) cargados con las PEG-HGNs (PEG-HGNs-Exos®'®f'"° y PEG-HGNs-

EXOShpMSCs

, respectivamente).
3.3.3. Analisis de las fases del ciclo celular

Con el objetivo de evaluar la influencia de las NPs en la proliferaciéon celular de
las hpMSCs, se realizé un estudio de las diferentes fases del ciclo celular por citometria
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de flujo. El ciclo celular es un conjunto de etapas sucesivas que ocurren en la célula
durante su crecimiento y divisién, dando lugar a dos células hijas. Los eventos mas
notables del ciclo son la division nuclear o mitosis y la division de la célula en dos o

citocinesis, las cuales constituyen la fase M (figura 3.2).

Fase M
Mitosis Citocinesis
(division (division

citoplasmatica)

4 n nuclear)

Fase G2

GO
Interfase

Fase G1

\

Figura 3.2. Fases del ciclo celular: fase M (compuesta por la division del nacleo (mitosis) y la
divisién del citoplasma (citocinesis)) e interfase formada por la fase G1, S y G2.

Fase S (replicacion del ADN)

2n

Entre dos fases M, ocurre la interfase, un acontecimiento formado por tres
etapas. La fase S, es conocida como la fase de sintesis y en ella se produce la
replicacién del ADN celular, un requisito esencial para la division de la célula. En esta
etapa de sintesis, cada cromosoma se duplica, pasando a estar formado por dos
cromatidas idénticas. La fase S es precedida y seguida por la fase G1 y la fase G2,
respectivamente. Durante la fase G1, fase de gap (intervalo), se produce la duplicacién
de los componentes celulares a excepcion del ADN y se produce un aumento del
tamaro celular. La carga genética de la célula en esta fase seria 2n. La fase G1 tiene
lugar entre el final de la fase M y el comienzo de la fase S. Finalmente, la fase G2 es el
periodo comprendido entre la fase S y el comienzo de la fase M. A final de la fase G2 la
célula presenta una carga genética 4n. En las fases G1y G2, la célula se encarga de
controlar que las condiciones de division sean las adecuadas antes de entrar en la fase
Sy fase M.

Para evaluar la influencia de las particulas en el ciclo celular, se sembraron las
lineas de interés en placas de 6 pocillos (a la densidad celular optimizada para cada una
de ellas, indicada en la tabla 3.4). Tras 24 h de mantenimiento, las células se incubaron

con las NPs a la dosis de interés y durante el tiempo deseado. Pasado este tiempo, las
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células se lavaron dos veces con PBS vy se tripsinizaron. El pellet celular se centrifugd
con PBS durante 5 minutos a 300 g y se resuspendié en 200 uL de PBS. Por ultimo, las
células se fijaron y se permeabilizaron afiadiendo lentamente sobre el pellet celular 1
mL de EtOH al 70 % a -20 °C con agitacion constante. Antes del analisis en el citdmetro,
las células se mantuvieron a 4 °C durante al menos 24 h. Pasado este tiempo, se afiadié
yoduro de propidio (IP) para marcar el ADN celular, y paralelamente, se afiadi6 ARNasa
sobre la suspensién celular para eliminar el ARN. EI IP es un compuesto fluorescente
que se une proporcionalmente al ADN vy, por tanto, emite fluorescencia de forma
proporcional a la cantidad de ADN. Por ello, considerando que la cantidad de material
genético se duplica durante la fase S, la cantidad relativa de células en fases G1, S, G2
y M puede determinarse dado que la fluorescencia de las células en fase G2/M es dos
veces superior a la de las células en fase G1. Finalmente, las células se analizaron en
un citdmetro FACSAria BD (BS Bioscience). Los porcentajes de células en las diferentes
fases del ciclo celular se analizaron simultaneamente en suspensiones celulares

tratadas con PEG-HGNSs (capitulo 4) y en células sin tratar.

Tabla 3.4. Cantidad de células sembradas en cada pocillo de una placa de 6 pocillos.

Linea celular | Numero de células por pocillo
B16-F1 250000
B16-F10 250000
U251-MG 300000
hpMSCs 200000
mMSCs 300000

3.4. Evaluacion de la internalizacion de las NPs

3.4.1. Inmunocitoquimica y microscopia confocal

La capacidad de internalizacion de los diferentes nanomateriales empleados a
lo largo de esta Tesis Doctoral, asi como su distribucion y vehiculizacion en el interior
celular, se evalué por microscopia confocal. En concreto, se han utilizado dos
microscopios confocales pertenecientes al Servicio Cientifico Técnico de Microscopia e
Imagen del Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud (IACS): 1) microscopio confocal
espectral Leica TCS SP2 y 2) microscopio confocal espectral Zeiss LSM 880 con

Airyscan.

En primer lugar, las células se sembraron sobre un cubreobjetos de 20 mm
(previamente dispuesto en una placa de 24 pocillos) y se cultivaron durante 24 h (la

densidad de células por pocillo en una placa de 24 pocillos se resume en la tabla 3.5).
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A continuacién, se afadieron las NPs de interés y se mantuvieron en contacto durante
diferentes tiempos en funcion del estudio a realizar (datos detallados en los capitulos
posteriores). Seguidamente, las células se lavaron dos veces con PBS para eliminar el
material no internalizado y se fijaron durante 20 minutos a temperatura ambiente con
paraformaldehido (PFA) al 4 %. Finalmente se realizd un marcaje de

inmunofluorescencia para visualizar las diferentes estructuras subcelulares.

Tabla 3.5. Cantidad de células sembradas en cada pocillo de una placa de 24 pocillos.

Linea celular | Numero de células por pocillo
B16-F1 25000
B16-F10 25000
A549 20000
U251-MG 30000
hpMSCs 20000
mMSCs 25000

La inmunofluorescencia es una técnica de inmunomarcacion que hace uso de
anticuerpos conjugados a sustancias fluorescentes para demostrar la presencia de
ciertas dianas de interés. Esta técnica se ha utilizado en combinacién con otras
metodologias de coloracion fluorescentes que no hacen uso de anticuerpos. En general,
en esta Tesis Doctoral se ha usado DRAQS5 para observar los nucleos, faloidina-
Alexa488 o faloidina-Alexa546 para visualizar los filamentos de actina citoplasmaticos,
anti-CD63-Alexa488 para observar la ruta endosomal y lysotracker™ (Thermo Fisher)
para observar los compartimentos lisosomales. Dado que en este trabajo se ha trabajo
mayoritariamente con NPs inorganicas, éstas se han visualizado directamente por
reflexion de la luz incidente. La tabla 3.6 recoge las sondas y/o anticuerpos
fluorescentes empleados para el marcaje de los diversos compartimentos celulares

antes de ser visualizados bajo el microscopio confocal.

Tabla 3.6. Sondas fluorescentes y anticuerpos utilizados en el inmunomarcaje para Microscopia
confocal.

Fluoroforo Diana Excitacion (nm) Emision (nm)
Anti-CD63 Ruta endosomal 490 525
Lysotracker™ Lisosomas 504 511
Faloidina Filamentos de actina 495 518
Faloidina Filamentos de actina 556 570
DRAQ5 Ndcleos 647 670
- NPs Reflexion Reflexion
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Previamente a la realizacion del marcaje, se ensamblé la camara humeda para
llevar a cabo la immunomarcacion. A continuacion, los cubreobjetos con las células
adheridas en su superficie se lavaron tres veces con tampon fosfato salino con albumina
sérica (PBS-BSA) 1 % (p/v) y otras tres veces con tampon fosfato salino con albumina
sérica con saponina (PBS-BSA-saponina) 0,1 % (p/v). La saponina es un agente
permeabilizador que crea poros en la membrana celular, permitiendo la entrada de los
fluoréforos al interior de las mismas. La faloidina y el anti-CD63 se diluyeron en PBS-
BSA-saponina a concentracion 1/200 y 1/250, respectivamente, y se pusieron en
contacto con el cubreobjetos conteniendo las células durante 1 hora en oscuridad en la
camara humeda. Seguidamente, los cubreobjetos se lavaron con PBS y agua destilada
y se montaron sobre portaobjetos con 5 uL de medio de montaje Fluoromont-G (Thermo
Fisher) conteniendo DRAQ5 para marcar los nucleos. En ultimo lugar, se dejaron secar
los cubreobjetos antes de sellarse. Las muestras se visualizaron en los microscopios
confocales mencionados anteriormente. Para garantizar la localizacion de las NPs en
los diferentes compartimentos celulares objeto de interés, se realizaron proyecciones

ortogonales a partir de las adquisiciones en direccion Z.
3.4.2. MP-AES

La cantidad de particulas presentes dentro de las células se cuantificd por MP-
AES mediante la determinacion del contenido de Au como se ha descrito anteriormente.
En concreto, esta metodologia se ha empleado para cuantificar la cantidad de HGNs y
PEG-HGNs en células B16-F10 y células hpMSCs (mostrado en el capitulo 4). El
analisis por MP-AES de las diferentes muestras celulares incubadas con las NPs,
requirié de un lavado previo con dH20 antes de la digestién con agua regia (HNO3 +
3HCI). La preparacion de los diferentes pellets celulares objeto de estudio se detalla en
los capitulos posteriores correspondientes. La recta de calibrado se realizd con el patrén

de Au con un rango de concentraciones desde 20 a 0 ppm.

3.5. Aislamiento de exosomas por ultracentrifugacion

3.5.1. Obtencion del medio ULTRACEN

Para purificar los exosomas producidos por las diferentes poblaciones celulares,
éstas se mantuvieron en crecimiento a las condiciones 6ptimas para cada una de ellas
(tabla 3.2), si bien el medio empleado se enriqueci6 con FBS sin exosomas
(denominado ULTRACEN). Para eliminar los exosomas presentes naturalmente en el

FBS, éste se ultracentrifugdé durante una noche (12 horas), a 100000 gy a 4 °C.
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3.5.2. Aislamiento de exosomas de cultivos celulares

El aislamiento de los exosomas a partir de cultivos celulares se llevo a cabo
siguiendo una estrategia de ciclos sucesivos de ultracentrifugacion. En primer lugar, las
células se sembraron en placas p100 o p150 hasta alcanzar un 80 % de confluencia en
su medio y condiciones de cultivo correspondientes (tabla 3.2). Posteriormente, el
medio de cultivo se cambié por medio de cultivo ULTRACEN (suplementado con los
antibioticos y antifungicos y con FBS libre de exosomas) y las células se incubaron
durante 48 horas mas con este medio antes de proceder a la purificacion de los
exosomas secretados por las mismas. Pasado este tiempo, se recogieron los
sobrenadantes de las placas en tubos de centrifuga, y se comenzo el protocolo de

aislamiento esquematizado en la figura 3.3.

2000 g 10000 g 100000 g 100000 g
20 min 30 min 2h 2h
4°C 4°C 4°C 4°C
— — — —
Cultivo celular
Sobrenadante Eliminacion de Eliminacién de Exosomas y Exosomas

organulos y
fragmentos
celulares

de cultivo microvesiculas

celular

proteinas del
suero

Figura 3.3. Esquema del proceso de aislamiento de los exosomas a partir de cultivos celulares
siguiendo un método basado en rondas sucesivas de ultracentrifugacion.

En primer lugar, y con el objetivo de eliminar los fragmentos y los organulos
celulares, las muestras se centrifugaron durante 20 minutos a 2000 g a 4 °C. Tras este
ciclo, se descarto el pellet, y el sobrenadante obtenido se sometié de nuevo a una
centrifugacion a 10000 g durante 30 minutos a 4 °C. En esta centrifugacion se
consiguieron eliminar las microvesiculas de mayor tamafo presentes en las muestras.
Posteriormente, se recogio el sobrenadante y se ultracentrifugd a 100000 g durante 2 h
a 4 °C, obteniéndose un pellet de exosomas y proteinas del suero. Con el fin de eliminar
las proteinas séricas, el pellet exosomas se lavdo en PBS mediante otra ronda de
ultracentrifugacion (100000 g durante 2 h a 4 °C). El pellet final de exosomas se

resuspendio en PBS y se almacend para su posterior analisis.

3.6. Caracterizacion de los exosomas

La caracterizacion de los exosomas se llevé a cabo por las técnicas que se
detallan a continuacion, siempre en presencia y en ausencia de los nanomateriales

correspondientes.
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3.6.1. Cuantificaciéon de proteina total por BCA

El ensayo del acido bicinconinico (BCA), se utilizé para cuantificar los exosomas
en forma de proteina total. Este ensayo esta basado en la formacién de un complejo
proteina-Cu®*, seguido de la reduccion del Cu®* a Cu*en condiciones alcalinas (figura
3.4).

. . o4
Proteina (aminoacidos Complejo proteina/Cu Complejo BCA/Cu*

cistina, cisteina, Abs 562 nm
triptéfano y tirosina)

Figura 3.4. Esquema general de la reaccion que ocurre en el ensayo BCA para cuantificar la
cantidad de proteina total.

Esta reaccién es proporcional a la cantidad de proteina presente en la muestra
y se fundamenta en la capacidad de reduccion de la cadena peptidica y de cuatro
aminoacidos (cisteina, cistina, triptéfano y tirosina). Finalmente, el acido bicinconinico
(reactivo cromogénico) se une especificamente al Cu* formando un complejo estable de
color azulado-morado, que absorbe a 562 nm. Por tanto, la absorbancia es directamente
proporcional a la cantidad de proteina presente en la solucién, la cual puede ser
obtenida por comparacion con una recta patron de estandares de concentracion
conocida (0-2000 pg/mL) realizada con albumina sérica (BSA). Los estandares y la
muestra se afiadieron en una placa de 96 pocillos, y se incubaron con la solucién de
trabajo conteniendo el BCA durante 30 minutos a 37 °C siguiendo las especificaciones
de la casa comercial (Thermo Fisher). Finalmente, se procedié a la lectura de la

absorbancia a 562 nm utilizando un lector de placas Synergy HT.
3.6.2. TEM

La morfologia y el tamafio de los exosomas, tanto en presencia como en
ausencia de particulas, se evaluaron principalmente mediante TEM convencional con el
microscopio TEM FEI TECNAI T20 operado a 200 kV. Para ello, una gota de la
disolucion de exosomas (en PBS) se depositdé sobre una rejilla de cobre con
recubrimiento de carbono/Formvar. Ademas, para poder visualizar los exosomas, se

utilizé PTA al 3 % (p/v) como agente de contraste negativo, que fue afiadido sobre la
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muestra depositada en la rejilla. Para calcular el tamafio intrinseco de los exosomas,
éste se midio en 250 entidades a partir de las microfotografia de TEM con el programa
informatico Imaged, y posteriormente se realizé un analisis estadistico con el programa
OriginPro, calculando las frecuencias relativas y realizandose un diagrama de dispersion

con un ajuste gaussiano.

En el capitulo referente a los exosomas cargados con las PdNSs, estos fueron
inmovilizados criogénicamente en rejillas para ser observados por criomicroscopia
electronica de transmision (crioTEM). Esto requirié un proceso de congelacion de la
muestra extremadamente rapido para llegar al estado vitreo. Para ello, una fina pelicula
de la muestra se vitrifico utilizando Vitrobot (FEI) con etano liquido. Posteriormente, el
portamuestras conteniendo la rejilla se mantuvo bajo condiciones criogénicas con
nitrégeno liquido. Finalmente, las muestras fueron visualizadas mediante la técnica de

crioTEM en el microscopio Tecnai T20 (FEI) operado a 200 kV.

Ademas, en algunos capitulos se observaron los exosomas por STEM-HAADF
en el microscopio Titan Low Base (FEI) tal y como se ha detallado anteriormente. El
analisis EDX empleando electrones de alta energia permitid analizar la composicion
quimica de las nanoestructuras generadas directamente en el interior de los exosomas
tras el tratamiento con CO (capitulo 5). Para ello, se empleé un detector EDS (EDAX),

que permite realizar experimentos EDS en modo escaneo (FEI Inspect F30).
3.6.3. Analisis de proteinas por WB

La evaluacioén de la expresion de proteinas especificas en los exosomas (con o
sin particulas) se realizd6 mediante un ensayo WB. EI WB permite separar proteinas en
un gel de poliacrilamida, y posteriormente, transferir dichas proteinas del gel a una
membrana de nitrocelulosa, sobre la cual se incuban anticuerpos especificos que
reconocen las proteinas de interés permitiendo su deteccion. Por tanto, esta técnica se
puede dividir en cuatro fases principales: obtencién de la muestra, electroforesis,

transferencia e inmmunodeteccion.

Para la obtencién de la muestra, en primer lugar, se extrajo la proteina total de
los exosomas. Para ello, una vez aislados exosomas y/o cargados con las NPs, se
precipitaron con acetona fria en proporcién 1:1 (v:v), incubandose durante 12 horas a -
20 °C. Pasado este tiempo, la muestra se centrifugd a 17000 g durante 30 minutos, se
descarté el sobrenadante, y el pellet de exosomas se resuspendié en tampon de lisis
para ensayo de radioimmunoprecipitacion (RIPA) con inhibidores de proteasas vy

Laemmly™ en proporcion 3:1 (v:v). Las muestras se calentaron durante 5 minutos a 95
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°C para llevar a cabo la desnaturalizacion de las proteinas y seguidamente, se incubaron

durante 15 minutos en hielo antes de ser cargadas en el gel de poliacrilamida.

Para realizar la separaciéon de proteinas en primer lugar se sintetizé el gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) formado a su vez por dos partes:
1) un gel superior concentrador al 4 % de acrilamida y 2) un gel inferior separador al 12
% de acrilamida. La tabla 3.7 resume los reactivos empleados en la sintesis de los geles
concentrador y separador.

Tabla 3.7. Reactivos empleados para sintetizar el gel concentrador y el gel separador empleados
en el WB.

Gel separador concg:tlra dor
Entrecruzamiento 12 % 8 % 4%
H20 1,75 mL 2,75 mL 1,606 mL
Tris-HCI
0,37 M Tris, pH=8,8 (concentrador) 1,25 mL 1,25 mL 625 pL
1,12 M Tris, pH=6,8 (separador)

10 % (p/v) dodecil sulfato sédico (SDS) 50 pL 50 pL 25 uL
Acril/Bisacrilamida 40 % 1,5 mL 1mL 244 yuL
10 % Persulfato de amonio (APS) (p/v) 25 uL 25 uL 23,5 L
N,N,N ,N -tet(?énl\c/a"tzllgr;tllendlamma 25 L 25 L 25 L
Volumen total 4.5 mL 4.5 mL 2,5mL

Tras cargar las proteinas en el gel (25 ug de proteina total), éstas se separaron
utilizando un sistema de electroforesis vertical Miniprotean Ill de Bio-Rad a 100 v
(constantes), temperatura ambiente y durante aproximadamente 1 h y 30 minutos (hasta
que el frente de bromofenol presente en el tampon Laemmly™ alcanzo el final del gel).
Una vez separadas las proteinas, estas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Millipore) a 4 °C, 300 mA (constantes) durante 4 horas. En el gel SDS-
PAGE siempre se incluyé un marcador de peso molecular preteiido para poder

determinar el tamafio de la proteina de interés.

Finalmente, se realizdé la inmmunodeteccién. En primer lugar, se bloqued la
membrana con tampon tris salino (TBS) con un 5 % de leche (p/v) durante toda la noche
a 4 °C para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos utilizados en el siguiente
paso del WB. Seguidamente, la membrana se lavo tres veces con Tween-TBS 1%

durante 10 minutos. A continuacion, se procedi6 a la incubacion de la membrana con el
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anticuerpo primario que reconocia especificamente las proteinas exosomales (CD9,
CD63, CD81, TSG10 y ALIX) o proteinas control (calnexina y a-actina). La dilucion de

los anticuerpos, asi como el correspondiente buffer se indica en la tabla 3.8.

Tabla 3.8. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en los WB realizados en este trabajo.

Anticuerpo Diana cozaesr?:ial Dilucion Tampon I-Ilzjzse:éecl
Tween-TBS
Anti-CD9 CD9 Abcam 1/2000 5 % (p/v) Conejo
leche
Tween-TBS
Anti-CD63 CD63 Invitrogen 1/250 5 % (p/v) Raton
leche
Santa Cruz Tween-TBS
Anti-CD81 CD81 Biotechnolog  1/500 5 % (p/v) Raton
y leche
Cell Tween-TBS
Anti-ALIX Alix Si : 1/1000 5 % (p/v) Ratén
ignaling |
eche
Anti- Tween-TBS )
TSG101 TSG101 Abcam 1/500 5 % (p/v) Raton
leche
Anti- _ Tween-TBS
Calnexi Calenxina Abcam 1/1000 5 % (p/v) Raton
alnexina leche
Anti-a- : Sigma Tween-TBS .
actina o-acting | A grich 11000 | 4" vy %BSA | RAON
Inmunogl
Anti- obulina Bioss Tween-TBS
Conejo-HRP |  (IgG) | Antibodies | 1900 | 1 (pny%BSA | CaPra
conejo
Anti-Raton . Sigma Tween-TBS
HRP IgG raton Aldrich 1/12000 1 (plv) %BSA Cabra

Los anticuerpos primarios se mantuvieron en contacto con la muestra durante 1
h y 30 minutos. Antes de la incubacion con el anticuerpo secundario, la membrana se
sometié a tres lavados sucesivos (de 15 minutos cada uno) con Tween-TBS 1%.
Finalmente, se afiadié el anticuerpo secundario conjugado a la peroxidasa de rabano
(HRP), Anti-Conejo-HRP y Anti-Ratéon-HRP, permitiéndonos su posterior visualizaciéon

tras la incubacion con el substrato quimioluminiscente de la peroxidasa.
3.6.4. NTA

El analisis por NTA permite la visualizacion y la determinacion del tamafio y la
concentracion de una disolucion de particulas desde 10 a 2000 nm de diametro,
relacionando tanto el movimiento browniano como las propiedades de dispersion de la
luz con el tamafio de las mismas y su concentracién. Para medir el diametro de los
exosomas, éstos se diluyeron en 500 uL de PBS con un ratio 1:1000 o 1:5000 (v:v)

dependiendo de la concentracion inicial de la muestra, ajustandose a los requerimientos

60



establecidos por la casa comercial. En concreto, se utilizd un equipo Nanosight NS500

(Malvern Panalytical).

En algunos de los experimentos realizados durante la estancia predoctoral en la
Universidad Politécnica de Milan, se utilizé el equipo NTA 3.2 Dev Build 3.2.16 (Malvern
Instrument, Worcesterchire, UK) para evaluar la concentracion y la distribucion de

tamanos de los exosomas cargados con Perfecta.
3.6.5. DLS y potencial zeta

El potencial zeta (carga superficial) de los exosomas (a pH=7.4 en una disolucion
de PBS) se evalué mediante la técnica de analisis de fase de la difraccion de la luz
descrita anteriormente, empleando un equipo Brookhaven 09 plus y el software
ZetaPALS (Brookhaven Instruments Co). Para realizar el andlisis, se utiliz6 la

aproximacion de Smoluchowski.

También se midi6 el diametro de los exosomas cargados con Perfecta en la
Universidad Politécnica de Milan, con un equipo DLS Nano ZS (Malvern Instrument,

Worcesterchire, UK) equipado un laser rojo de 633 nm.
3.6.6. Microscopia confocal: co-localizacién con NPs

Para visualizar los exosomas en el interior celular, se realizé6 un marcaje con el
anticuerpo anti-CD63-Alexa488 tal y como se ha detallado anteriormente. Dado que la
mayoria de particulas empleadas en esta Tesis Doctoral son NPs inorganicas, éstas se
visualizaron directamente por reflexion de la luz incidente (a excepcion de la molécula
de Perfecta).

Los niveles de co-localizacion de las NPs en el interior de las vesiculas marcadas
con CD63 tras diferentes tiempos de estudio se realizé utilizando los microscopios

confocales descritos.

3.7. Modelos animales de experimentacion

En esta Tesis se ha utilizado como especie animal el ratén (mus musculus). En
concreto fueron ratones hembra Balc/c (Hsd nu/nu) de 6-8 semanas de edad
suministrados por Envigo. Las ratonas fueron estabuladas en jaulas autoventiladas y
mantenidas en ciclos de 12 h luz/oscuridad con acceso a comida y agua ad libitum en
las instalaciones habilitadas para tal fin en el CIBA. Ademas, el cuidado, manejo,
instalaciones y eutanasia de los animales se realiz6 de acuerdo con la normativa vigente
con respecto a la proteccion de los animales de experimentacion (RD 53/2013),

englobada en la Directiva de la Unién Europea 2010/63. En general, la biodistribucion y
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el potencial teragndstico de los hibridos exosomas-NPs presentados en este trabajo, se
ha evaluado en dos modelos animales diferentes (tanto en tumores solidos como en

zonas multinodulares).

3.8. Analisis estadistico

Los experimentos realizados en esta Tesis Doctoral, se llevaron a cabo por
triplicado y estan expresados como la media * la desviacion estandar. El analisis
estadistico se realizd utilizando el software GraphPad Prism 7,04. El nivel de
significancia se determin6 con un analisis de varianza (ANOVA) one-way utilizando el
test de comparaciones multiples de promedios (Tukey’s) o el test de rango multiple
Dunnett’s. Las diferencias estadisticamente significativas se expresaron de la siguiente
forma: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001 y ****p<0,00001.
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Imagen de microscopia confocal de células madre mesenquimales de placenta
humana.

Marcaje de la actina (verde), nanoparticulas (magenta) y nucleos (azul).
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4. Encapsulacion de nanoparticulas en el interior de

exosomas. Métodos exdgenos e incubaciéon con

células parentales

4.1. Introduccion

Los avances recientes en el ambito de la nanomedicina han proporcionado
numerosos vectores capaces de transportar diferentes tipos de terapias a tejidos y
células diana, tales como particulas de PLGA, liposomas, dendrimeros, particulas
poliméricas, estructuras metalicas e inorganicas, etc.”' Sin embargo, todavia persisten
numerosos obstaculos que dificultan su traslacion a la clinica, relacionados
especialmente con la falta de conocimiento sobre la toxicidad y las interacciones de los
nanomateriales in vivo, que pueden dar lugar a efectos sistémicos e inmmunogénicos
no deseados.’™ En este ambito, las vesiculas extracelulares y, en particular los
exosomas, constituyen nuevos vehiculos de naturaleza biologica que resultan
especialmente interesantes gracias a sus propiedades, descritas en la introduccion de
esta memoria (p.ej. tiempo de circulacion elevado, pequefio tamafo, baja
inmunogenicidad y posible especificidad). Por ello, los exosomas exhiben
caracteristicas muy interesantes como vectores para transportar elementos terapéuticos
(p.ej. NPs) a células y tejidos de interés. Ademas, hoy en dia los exosomas se
consideran vectores de sefalizacion naturales que juegan un papel crucial en los
procesos de comunicacion intercelular y en la transferencia de moléculas y sefales
entre células.®® En resumen, los exosomas actualmente despiertan gran interés como
vehiculos alternativos para entregar NPs con propiedades terapéuticas o de imagen,
abriendo un campo novedoso con multiples aplicaciones en el ambito de la

nanomedicina.

En la dltima década se han realizado importantes avances centrados en la
combinacién de productos nanotecnoldgicas con exosomas.''? Principalmente, se
utilizan dos estrategias para incorporar los agentes terapéuticos en el interior de estas
vesiculas extracelulares: 1) encapsulacion forzada en exosomas ya secretados y 2)
captacion natural por parte de las células parentales, que incorporan la carga en los

exosomas que secretan.

Dentro de los abordajes de encapsulacion forzada, se diferencian dos grandes

grupos: 1) difusién pasiva y 2) encapsulacién activa a través de la creacion de poros en
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la membrana. EI método de carga pasiva es la forma mas sencilla de incorporar
moléculas en el interior de exosomas. En este caso, las particulas, farmacos o
moléculas se incuban con los exosomas que previamente se han aislado y se permite
su difusién pasiva al interior de la vesicula gracias al gradiente de concentracion.
Aunque con este método se obtienen eficacias de encapsulacién significativamente
bajas, hace una década fue la principal estrategia usada para encapsular pequefias
moléculas lipofilicas en el interior de exosomas incubandolos a temperatura ambiente. '3
El primer estudio en el que se emplearon exosomas como vectores para liberacion de
farmacos se desarrollé en 2010. Se encapsulé exitosamente curcumina por incubacioén
pasiva en exosomas derivados de linfocitos T y se observé como la biodisponibilidad y
la solubilidad de esta molécula incrementaba significativamente respecto a la molécula
libre cuando estaba encapsulada.™ Finalmente, se demostré6 como estos exosomas
cargados con la curcumina reducian significativamente la respuesta antiinflamatoria in
vivo en ratones con sepsis inducida por lipopolisacaridos. Posteriormente, se
introdujeron moléculas mas complejas (tales como compuestos antioxidantes,
moléculas  antiinflamatorias o NPs inorganicas) en el interior de

exosomas.102'135'126'136'137'138

Mientras que la encapsulaciéon de moléculas ha podido realizarse con cierta
facilidad, la naturaleza sélida de las NPs y su gran tamafo (comparado con el de las
moléculas) representan dificultades muy importantes. Es por ello que los métodos de
difusion pasiva apenas se utilizan para encapsular NPs en estas vesiculas
extracelulares y se han desarrollado estrategias de transporte activo basadas en la
creacion de poros en la membrana exosomal para favorecer la entrada de las particulas
en su interior. La aplicacion de ultrasonidos (sonicacién), de ciclos de electroporacion,
choques térmicos o la incubacion con detergentes son las estrategias mas utilizadas

para generar poros transitorios en la membrana exosomal.

La encapsulacion de MNPs en exosomas por métodos activos, se ha estudiado
ampliamente para crear vectores multifuncionales. El hibrido resultante tendria
propiedades de agente de contraste para MRI y al mismo tiempo seria un agente
terapéutico gracias a las propiedades de hipertermia magnética.”® Hood y cols.,
cargaron SPIONs de 5 nm en exosomas derivados de células de melanoma B16-F10
aplicando pulsos de electroporacion en presencia de trehalosa sin modificar su tamario
original y minimizando la agregacion de los mismos."'* Esta estrategia fue también
empleada por Hu y cols., quienes cargaron NPs similares en exosomas y observaron su
acumulacion in vivo en ganglios linfaticos mediante MRI.'"® En otro trabajo, Jia y cols.,

crearon un vehiculo multifuncional con exosomas derivados de células de gliobastoma
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U251-MG que fueron electroporados en presencia de SPIONs y curcumina.
Posteriormente se acopld un péptido dirigido al neuropilo (conjunto de conexiones de
axones, dendritas y prolongaciones gliales situada en la corteza cerebral) mediante un
enlace entre N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) y N-Hidroxisuccinimida
(NHS). Estos exosomas eran capaces de cruzar la barrera hematoencefalica
dirigiéndose a células de glioblastoma y se utilizaron por un lado como vectores de
hipertermia mediada por las MNPs, y por otro como agentes antiinflamatorios, gracias a

la presencia de curcumina en su interior.'?

La figura 4.1 muestra un esquema de los diferentes métodos de encapsulacion

forzada.

METODOS DE

CARGA ACTIVA Sonicacion

< @ Electroporacion

. o

> ©
Choque .. ®
térmico Py ¢ Q @

P000® ..
; O Nanoparticula
Og ® \
... ..... | Exosoma

Incubacién con METODO DE
detergentes CARGA PASIVA

Figura 4.1. Algunos métodos de encapsulacion forzada utilizados para introducir NPs en
exosomas: carga activa (incubacion con detergentes, choque térmico, sonicacion y
electroporacion) y difusién pasiva.

Por ultimo, ademas de la incubacion pasiva y de las estrategias de carga activa,
también se pueden utilizar métodos de captacion natural de la carga que se desea
encapsular. En este caso, las NPs susceptibles de ser encapsuladas se incuban con las
células objetivo para favorecer su internalizacion en las mismas y su incorporacion en
la ruta de biogénesis exosomal. Asi, las NPs serian incorporadas en un endosoma
temprano, que posteriormente madurara a un endosoma tardio, sobre el cual se
produciran invaginaciones de su membrana para formar un MVB conteniendo las NPs
en el interior de estas vesiculas. Finalmente, este MVB se fusionara con la membrana

plasmatica para liberar los exosomas conteniendo las NPs (figura 4.2).
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Figura 4.2. Esquema de encapsulaciéon de NPs en exosomas siguiendo el método de captacion
natural por parte de las células parentales.

Aunque algunos autores sugieren que el método de captacion natural no
proporciona altos porcentajes de encapsulacion, esta es una de las estrategias mas
empleadas ya que no implica la utilizacion de métodos exdgenos agresivos que puedan
dafiar o comprometer la membrana exosomal. Altanerova y cols. transfectaron células
madre de pulpa dental para introducir un gen (citosina deamilasa de levadura::uracil
fosforibosil transferasa, yCD:UPRT) que expresa una proteina capaz de convertir el
compuesto no toxico 5-fluorocitosina en el compuesto citotoxico 5-fluorouracilo. Las
células se incubaron con Fe3sO4NPs y se obtuvieron exosomas que eran internalizados
eficazmente por células tumorales y que tenian una doble capacidad terapéutica: no
sélo eran herramientas de hipertermia magnética sino que podian producir la conversion
de la molécula inactiva al farmaco citotoxico 5-fluorouracilo.’*® En otros trabajos se han
usado células madre del tejido adiposo, células neuronales primarias o macrofagos,
incubandolos con nanoparticulas de O6xido de  hierro ultrapequeias
superparamagnéticas (USPIOs) o con SPIONs para purificar posteriormente las
microvesiculas precargadas con estas particulas y emplearlas como agente de

contraste por MRI y terapia fotodinamica in vivo.'" 18119

En lugar de encapsular NPs en el interior de exosomas, otros trabajos las han
unido a la superficie de la membrana exosomal. Este es el caso de Qi y cols., quienes
emplearon SPIONs conjugadas a transferrina para purificar exosomas del suero. Los
exosomas presentes en la sangre tienen en su membrana un receptor de transferrina a
través del cual se unieron especificamente las SPIONs funcionalizadas con esta
proteina. Posteriormente se cargdé DOX en los exosomas purificados, utilizandolos para

el tratamiento de tumores in vivo tras la aplicacion de un campo magnético externo.'
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En una aproximacioén diferente, Khongkow y cols., unieron exosomas derivados de
células embrionarias de rifion humano (Hek293T) a AuNPs siguiendo un abordaje de
extrusion con filtros en serie. Con este método lograron recubrir las particulas con
material exosomal, produciendo vectores con capacidad para atravesar la barrera
hematoencefalica y ser internalizados in vivo por células cerebrales, mediada por el
recubrimiento exosomal.'' También se han combinado exosomas con MOFs para

crear sistemas inteligentes y biodegradables de liberacién controlada.'®’

Los estudios que se han centrado en combinar exosomas con particulas de oro
para desarrollar nuevas terapias y agentes de diagndéstico son escasos. Ademas del
trabajo de Khongkow y cols. ya citado, Betzer y cols., conjugaron exosomas con AuNPs
(5-20 nm de diametro) recubiertas con glucosa. Este vector fue usado como agente de
imagen en cerebro por CT." En otro trabajo, Alhasan y cols., marcaron células de
cancer de prostata con AuNPs acopladas a un anti-mi21 (implicado en procesos de
proliferacion y progresion de células cancerosas que esta sobreexpresado en varios
tipos de tumores). Posteriormente aislaron los exosomas del sobrenadante celular y
transfectaron sus células parentales, observando la inhibiciéon selectiva del miR21.""3
Roma-rodrigues y cols., utilizaron AuNPs recubiertas con oligonucleotidos para silenciar
selectivamente el gen RAB27A (crucial para la biogénesis y el procesamiento y
liberacién de los exosomas), observando la consiguiente disminucion de la produccion
de estas vesiculas.' Muy recientemente, Lara y cols., desarrollaron una estrategia para
incorporar las AUNPs en exosomas derivados de células B16-F10 incubandolos con sus
células parentales. Para maximizar la incorporacion de las NPs a las células secretoras,
éstas fueron funcionalizadas con acido félico el cual se une a receptores de la

membrana celular. '%°

En este trabajo se han encapsulado HGNs de 40 nm de diametro (capaces de
absorber en la region del NIR) en exosomas derivados de células B16-F10 por diferentes
métodos fisicoquimicos de encapsulacion forzada incluyendo la incubacion pasiva
(incubacioén a temperatura ambiente) y la incubacion activa (electroporacion, sonicacion,
dos meétodos de choque térmico e incubacion asistida por saponina) asi como
induciendo su captacion natural por parte de las células parentales. En este capitulo
también se compara la eficacia de los distintos métodos de encapsulacion de HGNs en
exosomas derivados de células madre mesenquimales de placenta (hpMSCs) para
usarse como agentes terapéuticos antitumorales in vitro e in vivo mediante hipertermia
Optica. Se ha realizado un estudio del tropismo de los exosomas conteniendo estas NPs
hacia sus células parentales, cumpliendo el papel de agentes terapéuticos selectivos

basados en hipertermia éptica.
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Por ultimo, utilizando técnicas analogas a las empleadas con NPs, en la ultima
seccion de este apartado se incluye la encapsulacion de una molécula altamente
hidrofobica (Perfecta) en exosomas derivados de dos lineas celulares. Otro de los
principales retos en el campo de las vesiculas extracelulares y la nanotecnologia, es el
uso de los exosomas como vehiculos teragndsticos de farmacos, moléculas y NPs con
alto caracter hidrofébico. La alta hidrofobicidad de algunas moléculas y compuestos, asi
como su interaccion preferente con las membranas lipidicas y su baja solubilidad en
medios y entornos acuosos, limita su biodisponibilidad y determina su baja eficacia
terapéutica, y por tanto su traslacion a la clinica.'** En este punto, los exosomas surgen
como vectores no artificiales alternativos a los liposomas, a las particulas poliméricas, a
las microemulsiones o a los hidrogeles sintéticos para vehiculizar moléculas vy

compuestos hidrofébicos.#5:146.147.148  Epy

los estudios desarrollados para cargar
moléculas hidrofébicas en el interior de exosomas, se ha observado como el porcentaje
de encapsulacion depende directamente de la hidrofobicidad del farmaco o la molécula
en cuestion.™* Y principalmente, se ha descrito la encapsulacion de estas moléculas y

compuestos en la membrana de los exosomas.

Como se ha comentado anteriormente, algunos trabajos han mostrado el empleo
de métodos pasivos y activos para encapsular curcumina, JSI-124 (curcubitacina I) o
porfirinas (todos ellos compuestos hidrofébicos) en exosomas derivados de diferentes
lineas celulares.™ %2 Fuhrmann y cols., encapsularon porfirinas con diferentes grados
de hidrofobicidad en el interior de vesiculas extracelulares por varios métodos tanto
pasivos como activos (electroporacion, difusién mediada por saponina, extrusién o
dialisis) y consiguieron porcentajes de encapsulacion significativamente superiores a los
obtenidos con liposomas convencionales. La encapsulacion de las porfirinas en los
exosomas resultd en un aumento de la internalizacion celular y de su efecto terapéutico
fotodinamico in vitro en células de cancer de mama mediado por la produccion de

especies reactivas de oxigeno (ROS) inducida por luz.'*®

La molécula Perfecta empleada en la ultima secciéon de este capitulo esta
compuesta por 36 atomos de 19-Fluor equivalentes y exhibe un espectro de resonancia
con un pico muy intenso y definido (debido a los atomos de fluor equivalentes), lo que
permitiria, en principio, localizar los exosomas mediante imagen por resonancia
magnética con 19-Fltor (**F-MRI)."® La preparacion de la emulsion de Perfecta asi
como algunos de los experimentos de caracterizacién de estos exosomas se realizaron
durante la estancia de investigacion en el grupo del Prof. Pierangelo Metrangolo de la
Universidad Politécnica de Milan, pionero en la sintesis de Perfecta y su utilizacion en

diversas aplicaciones.
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4.2. Encapsulacion de HGNs y PEG-HGNs en exosomas de células B16-
F10

Dado que las células metastasicas de melanoma B16-F10 producen gran
cantidad de exosomas y éstos han sido ampliamente descritos y caracterizados
previamente en bibliografia, se eligio esta linea celular con el fin de disefar y optimizar
la purificacion de los mismos, asi como para testar y evaluar los diferentes métodos de

encapsulacion de HGNs en los exosomas empleados en esta Tesis Doctoral.
4.2.1. Experimental

El manejo y mantenimiento de la linea celular B16-F10 se realiz6 como se ha
explicado con anterioridad. Siguiendo el protocolo detallado en el capitulo 3, los
exosomas se purificaron a través de ciclos sucesivos de ultracentrifugacion, y se
caracterizaron mediante TEM, WB, NTA y potencial zeta, siguiendo los procedimientos

descritos anteriormente.
4.2.1.1. Sintesis de HGNs y PEG-HGNs y determinacion de su estabilidad

Los reactivos utilizados para sintetizar estas NPs fueron: cloruro de cobalto (ll)
hexahidratado, citrato de sodio tribasico dihidratado, poli (vinilpirrolidona) (PVP) Mm=
55000 Da, acido cloroaurico (Ill) (pureza 50 %), borohidruro de sodio y métil-tiol-PEG

Mm=1000 Da, todos ellos suministrados por Sigma Aldrich.

Las NPs se sintetizaron siguiendo un protocolo establecido por Preciado-Flores
y cols.,”! ligeramente modificado. La figura 4.3.A muestra fotografias del proceso
experimental de la sintesis de las particulas, asi como un esquema de las diferentes
etapas de la misma. En primer lugar, 400 mL de agua destilada se pusieron en contacto
en un matraz redondo de dos cuellos con 400 uL de una disolucion acuosa 0,4 M de
cloruro de cobalto (Il) hexahidratado y 1,6 mL de una disolucién de 0,01M de citrato de
sodio tribasico dihidratado con agitacion magnética en una atmésfera inerte de argon.
En este primer paso, se produce la sintesis de NPs de cobalto que actuan como nucleo
sacrificial. Pasados 40 minutos, 2 mL de una disolucion de PVP al 0,1 % (p/v) y 0,4 mL
de borohidruro de sodio 1 M se afadieron a la mezcla inicial. Durante este paso, se
produce un cambio de color de la mezcla de rosa palido a marrdon oscuro, indicando la
formacion de las particulas de cobalto. En esta etapa, el PVP actua como estabilizador
de las NPs, controlando la morfologia de las mismas. De nuevo, la disolucién se
mantuvo con agitacion magnética durante 15 minutos bajo una atmodsfera inerte.
Posteriormente, 180 uL de acido cloroaurico 0,1 M se mezclaron con 120 mL de agua

destilada y con 360 mL de la dispersion anterior contiendo las NPs de cobalto (las cuales
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actuan como nucleo sacrificial para generar las AuNPs). En este momento, ocurre la
oxidacion de las NPs de cobalto, formandose cloruro de cobalto y 6xido de cobalto.
Paralelamente, se produce la reduccion galvanica del Au** disuelto, el cual se va
depositando en forma Au® (oro metalico), obteniéndose las HGNs. En esta etapa final
ser observa un cambio de color de marrén oscuro a azul turquesa, indicativo de la
formacion de las HGNs. Las etapas que ocurren en la sintesis de estas NPs se ilustran

en la figura 4.3.B.

Figura 4.3. A) Fotografias del proceso de sintesis de las HGNs. B) esquema de la sintesis de
las HGNs. i) creacion de las NPs de cobalto y recubrimiento con PVP; ii) inicio de la deposicion
del acido cloroaurico en la superficie de las NPs de cobalto; iii) reduccion del Au®* a Au®; iv) inicio
de la creacion de la corona de oro sobre las NPs de cobalto y oxidacion del cobalto; v) oxidacion
del cobalto remanente y engrosamiento de la corona de oro; y vi) formacion de las HGNS.

Con el objetivo de eliminar restos de compuestos sin reaccionar empleados en
la sintesis de las particulas (exceso de PVP, cloruro de cobalto y las NPs de cobalto que
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hubieran podido quedar en la disolucion), se llevaron acabo dos lavados consecutivos
de la mezcla resultante mediante centrifugacion de la misma a 10000 g durante 10 min.
A continuacion, se calcul6 la concentracion de las particulas en disolucion y una parte
de las HGNs obtenidas se funcionalizé con metil-tiol-PEG de 1000 Da de peso
molecular. Para ello, se prepard una disolucién acuosa de PEG, y se afiadid gota a gota
sobre una dispersion de particulas sin funcionalizar con una relacion 1:1 (p:p),
garantizando un exceso del polimero. El grupo tiol presente en la molécula de PEG tiene
una gran afinidad por el oro, permitiendo la formaciéon de un enlace quimico con las
NPs."2 La mezcla se mantuvo en agitacion magnética durante 30 minutos y finalmente
las PEG-HGNSs se dializaron durante 48 h frente a agua destilada, empleando una
membrana de celulosa con paso hasta 14 kDa, con el objetivo de eliminar el exceso de
PEG no unido a las particulas. La figura 4.4 recoge un esquema de la funcionalizacion
de las HGNs con PEG.

Figura 4.4. llustracion de la funcionalizacion de las HGNs con PEG gracias a la gran afinidad
del oro con los grupos tiol presentes en el polimero.

Las técnicas empleadas para la caracterizacion de las HGNs y PEG-HGNSs,
pueden consultarse en el capitulo 3 de la presente memoria. Para determinar la
estabilidad de las HGNs y las PEG-HGNSs, y descifrar por tanto el papel del PEG como
agente estabilizador de las mismas, en primer lugar, se crearon disoluciones de medio
de cultivo suplementado con 10 % de FBS y enriquecido con 0,125 mg/mL de HGNs
(tanto recubiertas con PEG como desnudas). Dichas disoluciones fueron agitadas
durante 1 minuto para dispersar correctamente las particulas, e incubadas a 37 °C
durante 24 h, simulando las condiciones de cultivo celular. Pasado este tiempo, se
analizé el estado de agregacion y se visualizoé la corona proteica alrededor de las
particulas por TEM, como se ha indicado en el capitulo 3. Ademas, para evaluar la carga
superficial de las particulas pasadas 24 h en medio de cultivo, se analizé su potencial
zeta tal y como se ha descrito previamente (capitulo 3). También se realizd un ensayo
de adsorcion de proteina para cuantificar la corona proteica formada alrededor de las
particulas en medio de cultivo. Para ello, se prepararon varias disoluciones con 0,125

mg de particulas (tanto desnudas como funcionalizadas) en 1 mL de PBS-BSA (0,125
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mg/mL)."® Dichas soluciones de NPs fueron agitadas e incubadas tanto a temperatura
ambiente como a 37 °C durante 24, 48 y 72 h. Finalmente, se cuantificé la cantidad de
proteina adsorbida en su superficie por el método de cuantificacion de proteina total

BCA descrito en el capitulo 3.
4.2.1.2. Métodos de encapsulacion forzada

La encapsulacion de HGNs en exosomas derivados de células B16-F10 se
realizo por los métodos descritos a continuacion. En todos ellos, se mezclaron 10 ug de
exosomas previamente purificados con 33 ug de HGNs en un volumen final de 200 uL
de PBS. Como control, los exosomas fueron también sometidos a todos los tratamientos
en ausencia de NPs con el objetivo de evaluar si dichas estrategias afectaban
intrinsecamente a la morfologia y funcionalidad de los mismos. La eficacia de
encapsulacion (porcentaje de exosomas cargados con al menos una particula) obtenida
en cada uno de los abordajes estudiados se calculo a partir de imagenes de TEM
cuantificando el porcentaje de exosomas cargados con al menos una nanoparticula a
partir de una amplia muestra de imagenes de microscopia electrénica. Ademas, en
todos los experimentos se realizaron al menos tres réplicas independientes. Los

métodos empleados han sido:

Incubacién a temperatura ambiente (difusion simple)

Los exosomas se pusieron en contacto con una disolucion de particulas y se
incubaron durante 18 h a temperatura ambiente sin agitacion para que las particulas
difundiesen pasivamente al interior de las vesiculas sin inducir la creacion de poros en

su membrana.

Incubacién con saponina

Es bien conocido que la saponina interacciona selectivamente con las moléculas
de colesterol presentes en las membranas, formando poros y/o eliminando dichas
moléculas de la bicapa lipidica celular.”* Por ello, la mezcla de exosomas y particulas
se incubd con saponina con el objetivo de forzar la aparicion de poros transitorios en la
membrana exosomal y por tanto, facilitar la entrada de las NPs en los mismos. Para ello,
una vez puestos en contacto los exosomas con las particulas, se afadio la saponina a
una concentracion final del 0,2 % (p/v).'® Esta nueva mezcla se incubd durante 20

minutos bajo agitacion magnética a temperatura ambiente.

Choque térmico |

En este caso, la mezcla de particulas y exosomas se puso en contacto a -80 °C

durante 30 minutos. Pasado este tiempo, se colocé la disolucion a temperatura
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ambiente. Se repitio este ciclo de congelacion-descongelacion tres veces consecutivas,
esperando que el proceso produjese la formacion de poros transitorios ya que la
variacion de temperatura altera de manera considerable la estabilidad de las

membranas lipidicas.

Choque térmico Il

Oftra alternativa para introducir las HGNs en los exosomas fue utilizar la

estrategia clasica de transformacion de bacterias de Cohen y cols.,'®

quienes
desarrollaron un método de incorporacién de material genético exégeno de las bacterias
a través de su bicapa lipidica. Para ello, la mezcla de particulas y exosomas se someti6
a 42 °C durante 3° segundos, seguido de 2 minutos a 4 °C (temperatura que

corresponde a la mayor densidad del agua liquida).
Sonicacion

Las condiciones utilizadas en este método se obtuvieron también a partir de los
estudios realizados por Haney y cols."® El empleo de ultrasonidos con frecuencias
superiores a 20 KHz permite desestabilizar las membrana aumentando su
permeabilidad de forma transitoria. La disolucion de exosomas y NPs se sometio a ciclos
de sonicacion en bafio de hielo utilizando las siguientes condiciones: 500 V, 2 kHz y 6
ciclos de 4 segundos de pulso y 2 segundos de pausa, empleando un sonicador UW
2200 de Bandelin Sonoplus. Seguidamente, se incubd la muestra a 37 °C durante 1 hora
con el objeto de permitir el re-ensamblaje de las membranas tras el tratamiento con

ultrasonidos.

Electroporacion

En este caso la referencia fueron los estudios de Hu y cols. para introducir
SPIONS en exosomas.""® La mezcla de exosomas y HGNs se introdujo en una cubeta
de ranura de 4 mm y se someti6é a electroporacion en un electroporador Fenepulser
XCell™ de Biorad. La capacitancia empleada fue de 950 uF y resistencia infinita. Tras
la electroporacion, se mantuvo la muestra a 37 °C durante 1 hora para permitir el re-

ensamblaje de las membranas.
4.2.1.3. Captacion natural: incubacion de PEG-HGNs con células B16-F10

Antes de llevar a cabo los experimentos de captacion natural a través de la
incubacién de las particulas con las células parentales, se realizaron estudios de la
toxicidad de las particulas y de su capacidad de internalizacion celular con el fin de
optimizar las condiciones experimentales que permitiesen maximizar la eficacia de

encapsulacion.
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Ensayo de citotoxicidad metabdlica

Se llevo a cabo el ensayo de Alarmar Blue detallado en el capitulo 3, incubando
las células durante 24, 48 y 72 h, con diferentes concentraciones de particulas desnudas
y funcionalizadas con PEG (0,5; 0,25; 0,125; 0,06; 0,03; 0,015 y 0,006 mg/mL). Los
experimentos se realizaron en triplicado y los resultados se expresan en porcentaje de

viabilidad, tomando como 100 % la viabilidad de células no incubadas con las NPs.

Estudio de internalizacion por MP-AES y microscopia confocal

El analisis de la cantidad de oro presente en el interior de las células B16-F10 se
llevd a cabo por MP-AES (capitulo 3). Para ello, las células se sembraron en placas de
6 pocillos y se mantuvieron en cultivo durante 24 horas. Pasado este tiempo, se
anadieron 1,5 mL de DMEM completo conteniendo HGNs o PEG-HGNs a una
concentracion de 0,125 mg/mL (dosis establecida como subcitotdxica). Después de 24,
48 y 72 h, se recogié el medio de cultivo, se tripsinizaron las células, se contaron con
ayuda de una camara de Neubauer y se lavaron 3 veces con PBS (300 g, 5 min). El
sobrenadante y el precipitado celular de las diferentes muestras se conservo a 4 °C
hasta su analisis. Como control negativo se realizé el mismo procedimiento en células
no tratadas. A su vez, como control positivo, se realizé el mismo procedimiento en medio
de cultivo conteniendo tanto particulas desnudas como funcionalizadas pero en
ausencia de células. Tanto precipitados como sobrenadantes celulares se lavaron una
vez mas a 10000 g durante 12 minutos y se digirieron con agua regia (HNO3 + 3HCI) al
10 % en 1,5 mL de agua destilada durante 1 hora antes de ser analizados por MP-AES.
Teniendo en cuenta la cantidad de células presentes en cada muestra, asi como la
concentracion de oro obtenida, se estimé la cantidad de oro presente en cada célula
individual. Para ello, las particulas se consideraron como esferas huecas de diametro y
grosor conocido y, sabiendo la densidad del oro, pudo determinarse el numero de
particulas presentes de cada tipo (HGNs o PEG-HGNSs). En el caso de las PEG-HGNs
el resultado se corrigio por la contribucién del PEG a la masa total, obtenida en estudios
anteriores por TGA."® Los calculos realizados para calcular el nimero de particulas
para una cierta cantidad de oro, se muestran a continuacioén:

— 3 faa 3
VAnillo esférico esfera exterior — Vesfera interior — §T[(T‘ exte® —rint )

Diametro exterior PEG — HGN = 44,9 nm

Diametro interior PEG — HGN = 38,3 nm

Densidad 4y, metar = 19,3 g/cm3
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Considerando los diametros de las particulas obtenidos a partir de las imagenes

de microscopia electronica:

4 [(r449\* 383\’
Vanitio esférico = Vesfera exterio = Vesfera interior = 3T (—) — (—)

3 2 2
= 17969,7 nm?
19,3 g 1cm3
1cm3 1-10%21nms3

=3,47-10""ng de Au tiene cada NP

17969,7 nm3 - = 3,47 107 16g

La captaciéon celular de particulas fue ademas observada por microscopia
confocal. Para ello se siguio el protocolo detallado en el capitulo 3. De forma resumida,
las células se sembraron en cubreobjetos estériles (dispuestos en una placa de 24
pocillos). Tras este tiempo, las células se incubaron con medio de cultivo conteniendo
HGNs o PEG-HGNs a una concentracion de 0,125 mg/mL durante 24 h mas.
Posteriormente, las células se lavaron para eliminar las particulas no internalizadas y
finalmente se fijaron, permeabilizaron y se procedid al marcaje de la actina
citoplasmatica con faloidina-Alexa-488 y al marcaje de los nucleos con DRAQS5. Los
laseres de excitacion empleados para visualizar cada fluoréforo se muestran en la tabla
3.6 y los agregados de NPs fueron observados directamente por reflexion sin necesidad
del uso de fluoréforos. La confirmacion de la localizacion de las particulas en el interior
celular se llevé a cabo realizando proyecciones ortogonales a partir de las adquisiciones

en direccion Z de los diferentes planos de las células.
4.2.1.4. Aislamiento y caracterizacion de exosomas con PEG-HGNs

Los cultivos celulares se incubaron con medio enriquecido con PEG-HGNSs a la
dosis subcitotoxica previamente establecida (0,125 mg/mL) durante el tiempo de
internalizacién éptimo (24 h) de acuerdo con los estudios de microscopia confocal y MP-
AES. Tras este tiempo, las células se lavaron 3 veces con PBS con el objetivo de
eliminar las particulas no internalizadas y se cambi6é el medio de cultivo a medio
ULTRACEN (6 mL de medio por placa). Finalmente, se mantuvieron los cultivos durante
48 h secretando las vesiculas y se procedi6 a la purificacion de los exosomas por rondas
sucesivas de ultracentrifugacion tal y como se ha detallado anteriormente (capitulo 3).
La presencia de las PEG-HGNSs en el interior de los exosomas, asi como la morfologia,
integridad y funcionalidad de los PEG-HGNs-Exos®'®F'° fue estudiada mediante TEM,
WB, NTA, potencial zeta, microscopia confocal y electroforesis en gel de agarosa.
Algunas de estas técnicas ya han sido descritas en capitulos anteriores (TEM, WB, NTA
y potencial zeta), por lo que uUnicamente se detallan aqui las no presentadas

previamente, salvo que el uso de las mismas sea distinto al explicado con anterioridad.
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Co-localizacion de exosomas con PEG-HGNSs por microscopia confocal

En los ensayos de co-localizacion entre los exosomas derivados de células B16-
F10 y las PEG-HGNSs, los exosomas se marcaron con la sonda PKH67 de Sigma Aldrich
(ex/em 490/502 nm). Para ello, el precipitado de exosomas obtenido en la ultima etapa
del ciclo de aislamiento se resuspendié en 1 mL de PBS. Por otro lado, 4 uL de la sonda
PKHG67 se pusieron en contacto con 1 mL de PBS. A continuacion, la disolucion de PBS
con la sonda se afiadi6é sobre la de los exosomas y se incubaron durante 4 minutos a
temperatura ambiente. Para parar la reaccion, se afiadieron 57 uL de BSA al 35 % (p/v)
en PBS y se completd con este solvente hasta llegar a 33 mL (volumen final). Para
eliminar el exceso de sonda no conjugado, la disolucion de exosomas fluorescentes se
centrifugd durante 2h a 4 °C a 100.000 g. El precipitado de exosomas fluorescente se
resuspendié en PBS. Tanto los exosomas control (sin NPs en su interior) como los PEG-
HGNs-Exos®'®F'° se sometieron a este marcaje con la sonda fluorescente. Finalmente,
20 ug de PEG-HGNs-Exos®'®"'% se afadieron a un pocillo de una placa p-Slide de 8
pocillos (Ibidi), completando el volumen hasta 300 uL de PBS.

Por ultimo, la misma cantidad de exosomas sin particulas se deposité sobre otro
pocillo a la vez que 10 uL de PEG-HGNs 0,125 mg/mL. Las muestras se observaron en
un microscopio confocal Espectral Zeiss LSM 880 con Airyscan, excitando con un laser
de 488 nm los exosomas y viendo directamente por reflexion las NPs (ex/em 488/490
nm). Las proyecciones en direccion Z corroboraron que las particulas se localizaban

preferentemente en el interior exosomal.

Ensayo de retencion por electroforesis en gel de agarosa

Recientemente, Thakur y cols.,"™ han descubierto la presencia de dsADN de
tamafio mayor a 2,5 Kpb asociado a la cara externa de la membrana de exosomas
derivados de células tumorales. Aprovechando estos resultados, se analizé la migracion
en un gel de agarosa de exosomas control y de PEG-HGNs-Exos®'¢'°. Debido a la
carga negativa de los exosomas (aportada por los fosfolipidos presentes en su
membrana lipidica), cabe esperar que los exosomas migren hacia el polo positivo del
gel. Pero, ademas, en el caso de los exosomas conteniendo NPs, el vector tendria un
peso mayor (aportado por las particulas), generando un retardo en la migracion del
exosoma, manifestado por la banda correspondiente al dsADN presente en su

membrana externa.

Para estos ensayos, 10 ug de exosomas control (Exos®'®F'%) y PEG-HGNs-

B16-F10

Exos se dispersaron en un volumen de 15 uL y se mezclaron con 5 uL de buffer
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de carga (Takara) antes de su adicion al gel (al 1 % de agarosa en tampon tris borato
EDTA (TBE) conteniendo SYBER Safe). La electroforesis se realiz6 durante 45 minutos
a 150 V y la migracion de los complejos se analizé6 en una camara de UV (Biorad
ChemiDoc RXS). La visualizaciéon del dsADN exosomal es posible gracias a la
intercalacion del SYBER Safe en la doble cadena del material genético. EI SYBER Safe,
que no es fluorescente en su forma libre, se convierte en una molécula altamente

fluorescente cuando se intercala en el ADN.

4.2.1.5. Estudio de la ruta de secrecion exosomal

Parte del desarrollo de esta metodologia y, por consiguiente, de los resultados
referentes al estudio de la ruta de biogénesis y secrecion exosomal de los PEG-HGNs-

EXOSB16-F1O

se realizd6 en el Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares
(CNIC). En concreto, en el laboratorio del Prof. Dr. Francisco Sanchez Madrid se
procedié al tratamiento de las células con los diferentes inhibidores de la ruta de

biogénesis y de secrecion de exosomas.

Para evaluar la implicacion de las rutas de biogénesis y de secrecion de

B16-F10 135 células B16-F10 se

exosomas en la produccion de los PEG-HGNs-Exos
sembraron en una placa de 6 pocillos y se mantuvieron en crecimiento durante 24 horas.
Posteriormente estas células se incubaron con las PEG-HGNs a una dosis de 0,125
mg/mL durante 24 h. Las células control, se mantuvieron en cultivo sin incubarse con
PEG-HGNSs. A continuacion, parte de las células control y de las células incubadas con
NPs fueron tratadas con manumicina A durante 2 horas a fin de suprimir la secrecion de
exosomas (la manumicina reduce la endocitosis gracias a la inhibicién de la ruta de
sefializacién de Ras en células cancerosas).'®® La otra parte de las células se transfectd
con un siRNA-SMART pool Rab27 ON-TARGET plus 250 nM (Dharmacon) usando
lipofectamina 2000 tal y como indica el fabricante. Rab27 es una GTPasa que media las
fases tardias de la exocitosis de las vesiculas en las células.” Tras los
correspondientes tratamientos con manumicina A o con siRNA-Rab27, se cambid el
medio de cultivo por medio ULTRACEN durante 48 horas y se purificaron las nuevas
vesiculas secretadas por las células en las diferentes condiciones de cultivo (células
cultivadas en ausencia de particulas tratadas con manumicina A o transfectadas con
siRNA-Rab27; y células incubadas con las particulas tratadas con manumicina A o
transfectadas con siRNA-Rab27). El numero de exosomas secretados por células
sometidas a ambos tratamientos, se comparé frente a los producidos por células no

tratadas (tanto en presencia como en ausencia de particulas).
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Los exosomas purificados fueron caracterizados por TEM y WB, siguiendo los
protocolos descritos anteriormente. A partir de las fotos de TEM se realizé un analisis
semicuantitativo para estimar el numero de exosomas producidos por las células en
todas las condiciones del estudio. Respecto al WB, se evalud la expresion de calnexina
y de TSG101.

4.2.1.6. Evaluacion de la estabilidad de los PEG-HGNs-ExosB'6-F1°

Para evaluar la estabilidad hidrodinamica de los PEG-HGNs-Exos se evalu6 su
tamano a partir de fotografias de TEM realizadas tras 7 y 14 dias después de su
aislamiento y almacenamiento posterior a -20 °C. Ademas, se determin6 la carga
superficial de los mismos (potencial zeta) pasados 7 y 14 dias de la purificacion. La
preparacion de las muestras para estos experimentos se detalla en la seccion de

materiales y métodos.
4.2.2. Resultados y discusién
4.2.2.1. Caracterizacion de las HGNs y PEG-HGNs

En la sintesis de las HGNs por reemplazamiento galvanico partiendo de NPs de
cobalto empleadas como nucleo sacrificial, se obtuvieron particulas huecas de oro
pseudoesféricas. En las imagenes de TEM mostradas en la figura 4.5 se puede
observar la fina pared de oro en forma de anillo mas oscuro alrededor del nicleo hueco
de las HGNSs. Tras la funcionalizacion de las HGNs con metil-tiol-PEG, en la figura 4.5
puede observarse una corona de material organico de unos 5 nm de espesor bordeando

las HGNs correspondiente con el PEG.

HGNs PEG-HGNs

20 nm o 20 nm 20 nm

Figura 4.5. Imagenes de TEM de las HGNs (derecha) y de las PEG-HGNSs (izquierda). En estas
ultimas es posible observar la corona de PEG bordeando las NPs.

A partir de las imagenes de TEM, se representaron histogramas de tamafo de
ambos tipos de particulas (figura 4.6), observandose que las HGNs y las PEG-HGNs
presentan un diametro medio de 38,3 £ 8,3 nm y 44,9 + 7,6 nm, respectivamente. Las

medidas de potencial zeta de ambos tipos de NPs a pH fisiolégico (pH 7), revelaron una
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carga superficial negativa de -15,35 + 0,84 mV para las HGNs y —10,48 + 0,35 mV para
las PEG-HGNSs.
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Figura 4.6. Histogramas de distribucion de tamafios obtenidos a partir de las fotografias de TEM
de las A) HGNs y B) PEG-HGNSs.

Las medidas de absorbancia por espectroscopia UV-VIS se realizaron entre 400
y 1000 nm, observandose un pico de maxima absorbancia en la region NIR del espectro
electromagnético, en particular alrededor de 808 nm, tanto en las NPs desnudas como
funcionalizadas con PEG (figura 4.7). Si bien, un pequefio desplazamiento hacia
longitudes de onda menores se observo en las PEG-HGNSs, atribuido a un posible
cambio en el valor de la constante dieléctrica en la doble capa interfacial tras la
funcionalizacion.’™ El maximo de absorbancia es debido al fenémeno SPR, que
consiste en la oscilacion colectiva de los electrones libre del metal cuando son excitados
con la luz. Esta oscilacién produce un gran aumento de la absorcion y la dispersién de
la radiacion electromagnética en la zona del espectro correspondiente a la frecuencia
SPR. La frecuencia a la que ocurre dicho plasmon es caracteristica del tamafio y de la
morfologia de las NPs."®
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Figura 4.7. A) Espectro de absorbancia obtenido para por espectroscopia UV-VIS de las
particulas desnudas y funcionalizadas con un maximo de absorbancia alrededor de 808 nm. B)
Fotografias de disoluciones de PBS, HGNS y PEG-HGNs en las que se observa el color azul-
turquesa de las particulas.
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En este caso, es crucial obtener dispersiones de NPs con un maximo de
absorbancia a en la regién NIR, ya que es la zona del espectro donde la luz puede
penetrar mas profundamente en los tejidos bioldgicos, posibilitando el uso de estas NPs
en aplicaciones de hipertermia oOptica. Esto se atribuye al fendmeno conocido como
ventana bioldgica, en el cual en ese rango de longitudes de onda el agua y los

croméforos (p.ej. hemoglobina y desoxihemoglobina) tienen una baja absorbancia.
4.2.2.2. Evaluacion de la estabilidad de HGNs y PEG-HGNs

El efecto del PEG en la estabilidad de las NPs, se evalu6é con un ensayo BCA
para cuantificar la corona proteica generada alrededor de las HGNs y PEG-HGNSs en
una disolucion de PBS-BSA (0,125 mg/mL) en un volumen final de 1 mL, tanto a
temperatura ambiente como a 37 °C. La figura 4.8.A confirma que, en el caso de las
particulas desnudas, la cantidad de proteina total adsorbida en su superficie aumenta a
lo largo del tiempo durante 3 dias, tanto a 37 °C como a temperatura ambiente. Por lo
contrario, la proteina adsorbida en las particulas pegiladas es significativamente mas
baja comparado con las particulas desnudas y ademas no se ve aumentada con el paso

de los dias a ninguna de las dos temperaturas de estudio.

A
_ 801 -o- PEG-HGNs 37 °C
_EI -# HGNs 37 °C
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HGNs PEG-HGNs
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Figura 4.8. A) Cuantificacion de la cantidad de corona proteica (BSA) formada alrededor de las
HGNs y PEG-HGNs durante 3 dias a 37 °C y a temperatura ambiente. B) Fotografias de TEM de
las particulas incubadas en medio de cultivo a 37 °C durante 24 horas para observar la influencia
del PEG sobre su estado de agregacion.
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Por otro lado, también se estudio el estado de agregacion de las particulas por
TEM. En la Figura 4.8.B se recogen imagenes de las particulas en presencia (derecha)
y ausencia (izquierda) de PEG tras su incubacion en DMEM + 10 % de FBS durante 24
h. Estas imagenes corroboran los datos obtenidos por el ensayo de BCA y muestran un
estado de agregacion de las particulas significativamente mayor en ausencia de PEG.
Ademas, puede observarse que dichos agregados de HGNs estan rodeados por una
corona de materia organica (atribuida a material proteico presente en el medio de cultivo
sefalada con flechas azules) comparado con las PEG-HGNSs, las cuales se muestran
aparentemente monodispersas y sin estar rodeadas de la corona proteica. Finalmente,
para confirmar dicha hipotesis se realizaron medidas de la carga superficial de ambos
tipos de NPs tras haber sido incubadas en medio de cultivo durante 24 h (tabla 4.1).
Dichos valores de potencial zeta fueron -3,64 £+ 2,73 mV y -8,50 £+ 1,50 mV para las
HGNs y las PEG-HGNSs, respectivamente. Por tanto, la ausencia de la corona de PEG
favorece la adsorcion de proteinas en la superficie de las NPs, contribuyendo a
neutralizar la carga superficial de las NPs en dispersion, y por tanto favoreciendo su
aglomeracion.
Tabla 4.1. Determinacion de la carga superficial de las particulas desnudas y funcionalizadas

recién sintetizadas y tras 24 horas de incubacion en medio de cultivo complementado con 10 %
de FBS.

Dia 0 Tras 24 h en DMEM + 10 % FBS
HGNs -15,35 + 0,84 mV -3,64 £ 2,73 mV
PEG-HGNs | -10,48 + 0,35 mV -8,50 + 1,50 mV

4.2.2.3. Caracterizacion de exosomas derivados de células B16-F10

Las fotografias de TEM de los Exos®'¢"'°

aislados por ultracentrifugacion (figura
4.9) asi como el histograma de dispersion de tamafos obtenido a partir de las mismas

(figura 4.10.A), muestran particulas esféricas de 95,1 + 27,8 nm similares a los

mostrados en otras publicaciones.®"




En las imagenes de microscopia electronica es posible observar la doble bicapa
lipidica de unos de 10 nm de grosor, caracteristica de este tipo de vesiculas
extracelulares.'®1%2 E| an4lisis de potencial zeta reveld una carga superficial de -18,56
+1,9mV a pH 7. Esta carga negativa se atribuye a la naturaleza fosfolipidica de la doble

membrana que rodea al exosoma.'®

El diametro de estos ExosB'6-F10

(108,47 + 24,90 nm), asi como por NTA (159,7 + 54,4 nm). Ambos ligeramente

superiores a los valores obtenidos por las fotografias de TEM ya que técnicas como el

se evalud también independientemente por DLS

DLS o el NTA proporcionan valores sobre el diametro hidrodinamico (correspondiente a
la suma del diametro del exosoma junto con una capa eléctrica dipolar adherida a su
superficie). La figura 4.10.B y figura 4.10.C recoge los histogramas de tamafio de los

exosomas derivados de células B16-F10 obtenidos por DLS y NTA, respetivamente.
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Figura 4.10. Histogramas de dispersion de tamafos obtenidos para los exosomas derivados de
células B16-F10 obtenidos por A) TEM y B) DLS. C) Resultados de NTA.

La expresion de varias proteinas exosomales se estudié6 mediante WB (figura
4.11), encontrandose la presencia de CD9 (proteina de la familia de la tetraspaninas) y
de TSG101 en los mismos. Ademas, como control se evalué la expresion de un gen
housekeeping (o-Actina) y la ausencia de calnexina (proteina no expresada en estas
vesiculas extracelulares). Los resultados de TEM, potencial zeta, NTA y WB demuestran
que estas vesiculas se corresponden con exosomas y no con otro tipo de vesiculas

extracelulares de naturaleza diferente.'®

CD9

v
TSG101 |-
a-Actina E

Calnexina

Figura 4.11. Resultados de WB para evaluar la expresiéon de las proteinas CD9, TSG101, a-
Actina y calnexina en los exosomas purificados.
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4.2.2.4. Eficacia de la encapsulacion por métodos de carga forzada

Los complejos de exosomas y HGNs obtenidos con las diferentes estrategias de
encapsulacién se visualizaron por TEM. Es importante sefalar que el analisis por
microscopia electronica no permite cuantificar la eficacia de la encapsulacion
(porcentaje de exosomas cargados con al menos una particula). Sin embargo, esta
eficacia de encapsulacion pudo estimarse de forma semicuantitativa a partir de un
anadlisis estadistico de las imagenes de microscopia electronica mostrados en la figura
4.12.

Es bien conocido el papel de la saponina como detergente capaz de abrir poros
en las membranas.'**'% De hecho, la eficacia de encapsulaciéon aumentd de 13,7 + 9,9
% a 16,4 £ 5,1 % en presencia de saponina comparado con la incubacion pasiva de las
HGNs con los exosomas a temperatura ambiente. La figura 4.12 claramente muestra
que ni la incubacién de las NPs con los exosomas a temperatura ambiente durante 18
h ni el uso de la saponina como agente permeabilizador afecta a la morfologia de los
exosomas. Sin embargo, el aumento del eficacia de encapsulacion sigue siendo
limitado, y teniendo en cuenta su funcion como agente hemolitico, el uso de este

permeabilizador se limita a ensayos in vitro."®

Los choques térmicos | y Il produjeron eficacias de encapsulacién de 18,20 +
1,35 % y 9,11 + 2% respectivamente. Las diferencias obtenidas entre estas dos
estrategias se atribuyen a las temperaturas alcanzadas en ambos procesos y
consecuentemente, a los poros generados. Mientras que congelar la dispersién de
particulas y exosomas hasta -80 °C (choque térmico 1) podria dafiar permanentemente
la integridad de la membrana exosomal, es de esperar que el abordaje de choque
térmico Il produzca poros mas pequefios y transitorios. Haney y cols., ya usaron
procesos de choque térmico para encapsular catalasa en exosomas.'® No obstante,
tanto el tamafo como el tipo de compuesto de interés (molécula, farmaco,
nanoparticula, etc.) son cruciales para su incorporacion en el interior de estas vesiculas.
En este caso, la figura 4.12 claramente muestra que el empleo de choques térmicos
para encapsular HGNs no sélo conduce a bajas eficacias de encapsulacion, sino que,
ademas, el tratamiento claramente afecta a la morfologia de los exosomas, asi como a
su estado de agregacion. Sin embargo, es posible observar que cuando se aplicé el
tratamiento a modo de control en ausencia de particulas (Unicamente a exosomas), la
morfologia de los exosomas no se vio afectada. Esto sugiere que el dafo en los
exosomas es atribuible a la enorme deformacién que deben sufrir sus membranas para
envolver las HGNs en su interior. En trabajos anteriores también se ha encontrado que

los ciclos de congelacion y descongelacion aplicados a exosomas en presencia de
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ciertas moléculas y farmacos pueden inducir su ruptura, asi como favorecer su

agregacion.'%

A Control B + HGNs

Temperatura ambiente ~ Saponina Choque térmico | Temperatura ambiente  Saponina Choque térmico |
¥ \ZT : o ¥

e ¥
<€
. x

*200 nm

_Electroporacion Electroporacion

Choque térmico Il Sonica
LJ

R [

e

& A - : » g

M

e
Figura 4.12. Fotografias de TEM de exosomas derivados de células B16-F10 sometidos a los
tratamientos de encapsulacion forzada (difusion pasiva, incubacion asistida por saponina, dos
estrategias de choque térmico, sonicacion y electroporacion) en A) ausencia o B) presencia de
HGNs.

En el caso de la sonicacion, de manera similar a lo que ocurre con células, Kim
y cols., revelaron que la viscosidad de la membrana de los exosomas disminuye tras
haberlos sometido a ultrasonidos, generando disrupciones en la misma.'®” Aqui se han
empleado ultrasonidos para crear poros o agujeros en la bicapa lipidica de los
exosomas, a fin de promover la incorporacion de las HGNs al interior de los mismos.
Los resultados indican que, aplicando pulsos de sonicacion de baja intensidad se
incremento la eficacia de encapsulacion (19,34 + 10%) respecto al obtenido con los
métodos probados anteriormente. Ademas, el efecto de los ultrasonidos en la integridad
y morfologias de los exosomas fue minimo (figura 4.12). Estos resultados sugieren que
cuando los exosomas son sometidos a ciclos suaves de sonicacion, su membrana sufre
una remodelacién que puede englobar a las particulas de los alrededores, generando
un mayor numero de eventos de encapsulacion.'® Sin embargo, las imagenes

obtenidas por TEM, revelaron que algunas de las NPs estaban adheridas a la superficie
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del exosoma y no encapsuladas en su interior. Esto concuerda con trabajos previos, que
establecen que los ultrasonidos pueden promover la adhesién de farmacos a la cara

externa de las membranas cuando estas se reorganizan. "%’

El ultimo abordaje exdgeno testado para encapsular HGNs en exosomas fue la
electroporacién, que ha sido usada para encapsular acidos nucleicos en exosomas.
Esta técnica altera la membrana exosomal abriendo poros temporales en presencia de
un campo electrénico en un medio conductivo.'®® Por ejemplo, Alvarez-Erviti y cols.,
emplearon la electroporacion para introducir un siARN terapéutico de la enzima critica
beta secretasa 1 (BACE1) en exosomas derivados de células dendriticas para el
tratamiento de Alzheimer."”® También Ohno y cols. utilizaron electroporacion para cargar
exosomas con un miARN terapéutico que inhibe la expresion del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR). Ademas, la superficie de los exosomas se modificé con
GE11 o factor de crecimiento epidérmico (EGF) para alcanzar especificamente tejidos
cancerosos que expresaran EGFR, previo a su administracion intravenosa en ratones
con tumores xenograft de mama.'® Sin embargo, los resultados de esta Tesis Doctoral
muestran que la electroporacion causa un significativo dafio exosomal y no fue posible
cuantificar la eficiencia de encapsulacion (los exosomas mostrados en la figura 4.12
sufren un dafo severo tras la electroporacion, generandose grandes agregados de
materia organica tanto en ausencia como en presencia de HGNs), que en todo caso fue

muy baja.

En resumen, en cuanto a la eficacia de encapsulacion de HGNs en exosomas
derivados de células B16-F10 con los métodos testados, no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre: la incubacion a temperatura ambiente con y sin
saponina, los choques térmicos | y Il o los pulsos de sonicacion. Por el contrario, la
electroporacion no solo condujo a una bajo eficacia de encapsulacion, sino que ademas
produjo un importante dafo en su morfologia induciendo la formaciéon de grandes
agregados. La figura 4.13 recoge un resumen comparativo de los porcentajes de
encapsulacion de HGNs en exosomas derivados de células B16-F10 obtenidos con los

diferentes métodos testados.
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Figura 4.13 Porcentaje de encapsulacion de HGNs en exosomas derivados de células B16-F10
obtenidos con los diferentes métodos exdégenos fisicoquimicos testados.

4.2.2.5. Encapsulacion de HGNs y PEG-HGNs mediante captacion natural

Considerando las bajas eficacias de encapsulacion obtenidas por los diferentes
métodos de encapsulacion forzada probados; y con el objetivo de maximizar dicho
porcentaje de encapsulacién, se decidié explorar un método alternativo en el cual,
gracias a la maquinaria propia de la ruta de biogénesis de los exosomas, la
incorporacion de las NPs en estas vesiculas ocurriria por el propio mecanismo celular
(captacion natural). En este método las particulas objetivo se introducen en el medio de
cultivo en el que se incuban las células, por tanto, el primer paso necesariamente
consiste en establecer la dosis maxima de NPs que puede utilizarse en el proceso. Con
este fin, se realizaron ensayos de toxicidad metabdlica con HGNs y PEG-HGNs en
células B16-F10 para determinar la dosis subcitotoxica y experimentos de
internalizacion para elegir las condiciones 6ptimas para la encapsulacion siguiendo su

propia ruta de biogénesis.

Evaluacion de la citotoxicidad de las particulas

Aunque las particulas de oro se caracterizan por ser inertes y biocompatibles, se
comprob6 su toxicidad en la linea celular B16-F10 antes de proceder a su incubacion
con las células parentales. La figura 4.14 recoge los resultados del ensayo de
citotoxicidad metabdlica Alamar Blue realizado sobre células B16-F10 tratadas con
HGNs y PEG-HGN s a diferentes tiempos de estudio (24,48 y 72 h). Todos los resultados
se expresan en porcentaje de viabilidad comparados con un control sin tratamiento,
considerado como el 100 % de viabilidad. En el caso de las HGNs en todos los tiempos
de estudio se observd una disminucion dosis dependiente de la viabilidad celular. Con
las dosis mas altas de HGNs (0,5 y 0,25 mg/mL) se obtuvo una disminucion
estadisticamente significativa en la viabilidad celular comparado con células sin tratar.

Estos resultados contrastan con los obtenidos para las PEG-HGNs (donde la viabilidad
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de las células no se vio significativamente afectada). Solo se observd una disminucion

de viabilidad significativa a las 48 h de incubacion para las dos dosis mas altas.

A B
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Figura 4.14. Citotoxicidad de A) HGNs y B) PEG-HGNs en células B16-F10. Las graficas
muestran la viabilidad celular después de la incubacion durante 24, 48 y 72 h con diferentes
concentraciones de particulas desnudas y funcionalizadas con PEG.

Estos datos concuerdan con resultados previamente descritos, los cuales
establecen que la funcionalizacién de nanomateriales con PEG contribuye notablemente
a reducir su toxicidad y aumentar su estabilidad en medios biologicos."”' Ademas, éstos
también son coherentes con los obtenidos por nuestro grupo de investigacion en otras
lineas celulares tales como HeLa, mMSCs o fibroblastos."® Conforme marca la norma
UNE-EN ISO 10993-5:2009 (Evaluacion biolégica de productos sanitarios. Parte 5:
Ensayos de citotoxicidad in vitro), una reduccion en la viabilidad celular mayor del 30 %
comparado con células control se considera efecto citotdxico. Consecuentemente, 0,125
mg/mL fue elegida como la dosis subcitotoxica de HGNs y PEG-HGNSs para realizar los

experimentos posteriores.

Internalizacion de PEG-HGNs en células B16-F10: Microscopia confocal y MP-AES

Tras poner en contacto las dispersiones de particulas HGNs y PEG-HGNs con
células B16-F10 durante 24, 48 y 72 h, se recogieron los precipitados celulares y los
sobrenadantes de dichos cultivos con el fin de cuantificar por MP-AES la cantidad de
oro presente en ambas fracciones. Ademas, conociendo la cantidad de oro puesta en
contacto con las células inicialmente (tanto de HGNs como de PEG-HGNSs) se realizo
un balance de materia, indicado en la figura 4.15.A. Estos resultados muestran que de
los 91,5 ug de oro (provenientes de las HGNs) puestos en contacto inicialmente con las
células (6 mL de medio de cultivo complementado con 0,125 mg/mL de particulas),
unicamente el 1,4; 2,2 y 3,2 % de las mismas fueron internalizadas por las células tras
24, 48 y 72 h de incubacion, respectivamente. En el caso de las PEG-HGNs, de la
cantidad de oro anadida inicialmente (65 pg tras descontar la contribucion de

funcionalizacion organica obtenida a partir de analisis TGA) en los precipitados celulares
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se encontré un 59,9; 63,5 y 81 % de la carga inicial tras 24, 48 y 72 h de incubacion,

respectivamente.
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Figura 4.15. Estudio de internalizacion de HGNs y PEG-HGNs en células B16-F10 por MP-AES.
A) Balance de materia de la cantidad de oro en los precipitados y sobrenadantes celulares. B)
Cantidad de oro presente en cada célula individual. C) Cantidad de NPs internalizadas en cada
célula individual.

Conociendo la cantidad de oro presente en los precipitados celulares analizados
tras 24,48 y 72 h de incubacion con HGNs y PEG-HGNSs; y cuantificando la cantidad de
células presentes en los mismos, se realizé una estimacion de los ng de oro presentes
en cada célula B16-F10 individual para los diferentes tiempos de estudio. La figura
4.15.B y la figura 4.15.C indican que, incubando las particulas con las células durante
24 h se alcanzaba la maxima internalizaciéon (una media de 0,14 ng de Au por cada
célula se obtuvieron al incubar las PEG-HGNs durante este tiempo). Esto significa que
cada célula B16-F10 contenia aproximadamente 700000 PEG-HGNs en su interior
(correspondientes con 0,14 ng de oro). En el caso de las particulas desnudas, también
se obtuvo una internalizacion celular maxima a las 24 h de incubacion (comparado con
48 y 72 h). Si bien, la cantidad de HGNs internalizadas fue significativamente menor que
cuando estas eran recubiertas con PEG (cada célula individual contenia 1,2 pg de oro,

correspondiéndose con aproximadamente 6000 particulas HGNs). El aumento en la
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internalizacion celular de los nanomateriales funcionalizados con PEG (comparado con
sus homologos desnudos), se ha atribuido a una mayor estabilidad hidrodinamica de las
particulas y a un menor grado de aglomeracion asociado al recubrimiento con
PEG 172,173,174

Finalmente, se estudio el trafico intracelular de las particulas por microscopia
confocal. Tal y como se ha descrito anteriormente, las fibras de actina del citoesqueleto
se marcaron con faloidina (en este caso, conjugada a Alexa-488). La tincién de los
nucleos se realizé con DRAQ5 y los aglomerados de particulas se observaron
directamente por reflexion. Las proyecciones ortogonales realizadas a partir de las
adquisiciones en direccion Z (figura 4.16), muestran la distribuciéon de ambos tipos de
NPs en el citoplasma celular tras 24 h de incubacién. Tal y como se esperaba,
considerando el tamafo de las particulas comparado con el de los poros nucleares

(aproximadamente 9 nm), éstas no se observaron en los nucleos de las células.'”®

Nucleos Luz transmitida NPs Superposicion

HGNs Control

PEG-HGNs

Figura 4.16. Estudio de internalizacion de HGNs y PEG-HGNs en células B16-F10 por
microscopia confocal. Los puntos rojos se corresponden con agregados de particulas en el
interior celular.

Caracterizacion de los PEG-HGNs-Exos®'®""°tras su incubacién con células parentales

Considerando los datos proporcionados por el ensayo de citotoxicidad y por el
analisis de internalizacion celular, las células B16-F10 se incubaron durante 24 h con
las PEG-HGNSs para posteriormente purificar sus exosomas siguiendo el protocolo de

ultracentrifugacion detallado anteriormente.
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El estudio de microscopia electronica muestra la presencia de las particulas en
el interior de los exosomas tras su purificacion (PEG-HGNs-Exos®'®F1%) indicando que
una gran proporcion de estas vesiculas extracelulares secretadas por sus células
parentales estaban cargadas con particulas, y a menudo los exosomas portaban mas
de una nanoparticula en su interior (figura 4.17). El porcentaje de exosomas
eficazmente cargados con las particulas se estimé de forma semicuantitativa a partir de
las imagenes tomadas por TEM.

50 nm

Figura 4.17. Fotografias de TEM de PEG-HGNs-ExosB'¢'? obtenidos de células previamente
incubadas con las particulas durante 24 horas.

El analisis estadistico de todas las estrategias testadas (encapsulacion forzada
y captacioén natural) mostrado en la figura 4.18 indica que el 49,11 % de los exosomas
secretados por las células estaban cargados PEG-HGNs, un incremento muy
considerable comparado con las estrategias fisicoquimicas de encapsulacién forzada
testadas anteriormente.
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Figura 4.18. Eficacias de encapsulacion de particulas en exosomas derivados de células B16-
F10 obtenidos por los métodos directos (estrategias de incubacion pasiva y activa) y por un
abordaje indirecto (incubacioén de las particulas con las células secretoras).
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Para confirmar que las particulas estaban realmente dentro de los exosomas y
no adheridas a su superficie, se realizé un ensayo de co-localizacion. Las imagenes de
microscopia confocal (figura 4.19.A) revelaron que al poner en contacto exosomas de
células control (sin tratamiento) con PEG-HGNs en una disoluciéon de PBS y someterlas
a observacion inmediata bajo el microscopio confocal, se apreciaron segregadamente
sefiales rojas (proporcionadas por la reflexion emitida por las particulas) y puntos de
fluorescencia verde (correspondientes con los exosomas marcados con la sonda

PKHG67). Por otro lado, en la muestra correspondiente a los PEG-HGNs-Exos?'5F1°,

se
observaron pixeles amarillo-anaranjados, causados por la emisién simultanea de sefal
roja de las PEG-HGNs y de sefial verde de los exosomas en el mismo pixel,
demostrandose asi co-localizacion y, por tanto, la presencia de las NPs en el interior de
los exosomas. Las imagenes de microscopia de alta resolucién en 3D adquiridas en el
modo Airy Scan del microscopio confocal LSM 880, de nuevo revelaron la presencia de
pixeles amarillo-anaranjados, reflejando la presencia de las NPs en el interior de los

exosomas (figura 4.19.B).

ExosB16-F10 y PEG-HGNs preparadas
separadamente y afiadidas PEG-HGNs-ExosB16-F10

Figura 4.19. Seguimiento de la co-localizaciéon de PEG-HGNs con exosomas por microscopia
confocal. Los pixeles amarillos demuestran la presencia de las particulas en el interior de los
exosomas. B) Imagen de alta resolucion en 3D de los PEG-HGNs-Exos816-F1°,

95



El analisis de potencial zeta de los Exos®'®F'°y de los PEG-HGNs-Exos?'¢F1°
aislados muestra que la presencia de las particulas en el interior de las vesiculas no
afectaba a la carga superficial de los exosomas (-18,56 + 1,93 mV vs-19,50 £ 1,2 mV).
Beltzer y cols., mostraron que la carga superficial de los exosomas disminuia
significativamente al producirse la adherencia de AuNPs en su superficie.™? En nuestro
caso, la constancia en la carga superficial de los PEG-HGNs-Exos®'®f'° es otra
indicacion de que las HGNs se encuentran preferentemente en el interior de las
vesiculas y no adheridas a su superficie. El analisis de WB realizado a Exos®'*""°y a
PEG-HGNs-Exos®'®F'° purificados a partir del mismo numero de células, corrobora la
naturaleza exosomal de estas vesiculas, pues ambas muestran expresién de CD9
(figura 4.20.A). Es interesante notar que, para el mismo numero de células secretoras
de exosomas, los niveles de expresion de CD9 eran claramente superiores en presencia
de particulas, sugiriendo que la presencia de PEG-HGNSs podria estimular la biogénesis
y secrecion de estas vesiculas extracelulares. De forma similar, la expresion de la a-
actina (proteina control) también era mas alta en los exosomas secretados por las
células B16-F10 en presencia de PEG-HGNs.
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Figura 4.20. Caracterizacion de los PEG-HGNs-ExosB'¢-F1°, A) Expresion de a-actina y CD9 por
WB. B) Ensayo de retardo en gel. C) Distribucion de tamarios de los PEG-HGNs-ExosB'6F10
obtenida a partir de observaciones de TEM. D) Distribucion de tamafios de los PEG-HGNs-
ExosB'6F10 gbtenida a partir de NTA.
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Se analizé la velocidad de migracion de los exosomas con y sin particulas en un
gel de agarosa sometido a electroforesis (figura 4.20.B). Se observé que en ausencia
de particulas, aparecia una banda de fluorescencia a lo largo del carril, atribuida a
material genético presente en la superficie de estas vesiculas (es bien conocido que los
exosomas contienen dsADN de gran tamafio (> 2,5 Kpb) en su superficie)."’
Contrariamente, aunque no se observd banda de fluorescencia de forma clara, los
exosomas cargados con particulas (tonalidad azul-negra) quedaron retenidos en el
pocillo. Esta falta de fluorescencia es probablemente debida al fenémeno de quenching
provocado por la aglomeracion de las particulas.'® Si bien, gracias a la coloracion
turquesa oscura de las NPs localizadas en el interior de los exosomas, éstos se
observaron claramente retenidos en el interior del pocillo del gel. Por su parte, el tamario
de los PEG-HGNs-Exos®'®'° calculado a partir de las observaciones de TEM fue de
88,02 + 10,2 nm y el obtenido a partir del NTA revel6 diametro hidrodinamico medio de
135,2 £ 82,8 nm (figura 4.20.C y figura 4.20.D), en ambos casos similar al obtenido
para los exosomas control mostrado anteriormente. De nuevo, tal y como se esperaba,
el diametro hidrodinamico de los exosomas fue ligeramente superior al medido a partir

de las imagenes de microscopia electronica.

En un estudio reciente se internalizé DOX y PTX en exosomas derivados de
células endoteliales de cerebro incubandolos a temperatura ambiente. Este estudio
demostré el potencial terapéutico de dichos exosomas (aumentando la internalizacion
de los farmacos en las células diana y demostrando su eficacia como agente
anticanceroso in vitro). Ademas, gracias a la encapsulacion de ambas moléculas en
exosomas, dichos vectores atravesaron la barrera hematoencefalica en modelos de
glioblastoma en Danio Rerio (Zebrafish), liberando exitosamente su contenido
terapéutico en el cerebro y disminuyendo significativamente el crecimiento de los
tumores cerebrales comparado con los farmacos desnudos.™® Del mismo modo,
también se ha conseguido la encapsulacion eficiente de pequefias AuNPs (10 nm)
conjugadas a DOX en exosomas con el objetivo de vehiculizar el farmaco
especificamente a células de cancer de pulmoén, protegiéndolo de la degradacion
gracias a la envoltura exosomal.'”” Por su parte, la combinacion de exosomas con NPs
de diferentes materiales ha abierto recientemente un nuevo campo con multiples
aplicaciones, aunque la mayoria de los intentos de encapsulacion han utilizado métodos

exogenos, obteniendo eficacias relativamente bajas (tabla 4.2).

97



Tabla 4.2. Resumen de los trabajos publicados combinando exosomas y NPs.

. Tama . .
Célula . - Estrategia de L Referenci
parental Tipo de NPs n;I)Pcie encapsulacion Aplicacion a
Células madre Marcaje de : : Altanerov
mesenquimale Venofer 65 nm células maH;%?gzmliivo ay cols.,
s parentales 9 2017 '16
Células madre Marcaje de Busato y
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) P parentales 2016 "7
Células de . Hood y
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Gran parte de los estudios en la bibliografia se sirven de procesos de
electroporacion para cargar exosomas con SPIONs y utilizarlos como vectores de
MR 17114121122 En Jygar de encapsular las particulas, Qi y cols., crearon un vector
exosomal con doble funcionalidad anclando nanocristales de magnetita
superparamagnéticos en la superficie de exosomas derivados de reticulocitos usando
la interaccion con el receptor de transferrina. Posteriormente, llevaron a cabo la carga
de DOX en los exosomas purificados, utilizandose para el tratamiento de tumores.'®
Las MNPs han sido el objeto de estudio mas habitual, y hasta ahora unicamente tres
estudios habian descrito la encapsulacion de particulas de oro en exosomas. En el
primero de ellos, se trataron células PC-3 con AuNPs de 13 nm conjugadas a un anti-
mi21 con el objetivo de purificar sus exosomas cargados con dicho vector y observaron
que, aunque parte de los exosomas contenian las particulas de oro en su interior, en
muchos otros exosomas estaban ancladas a su superficie. Estos exosomas se utilizaron
como agentes de transfeccion para inhibir selectivamente la expresion de miR-21 en
células PC-3, siendo 3000 veces mas efectivos que el ARN desnudo.'"® Betzer y cols.
se sirvieron de un mecanismo activo mediado por el transportador de glucosa GLUT-1
para marcar las células parentales (células madre mesenquimales) y purificar
posteriormente sus exosomas cargados con AuNPs de 5 a 20 nm de diametro
funcionalizadas con moléculas de glucosa. Estos exosomas se administraron
intranasalmente en ratones C57bl/6, acumulandose especificamente en regiones
cerebrales con lesiones, sirviendo como una prometedora estrategia para el tratamiento
y diagnéstico de enfermedades del sistema nerviosos central.’*? Paralelamente, Roma-
rodrigues y cols., funcionalizaron AuNPs con un oligonucleétido para silenciar
especificamente RAB27A, una proteina crucial en la ruta de biogénesis y procesamiento
de los exosomas. Estas particulas produjeron una inhibicion de la secrecion de
exosomas en las células parentales de cancer de mama, asi como en células
receptoras, demostrando el papel de los exosomas en la comunicacién paracrina y el
potencial de las terapias basadas en exosomas para el tratamiento y diagnostico de
cancer. Sin embargo, Unicamente alcanzaron un 5 % de encapsulacién.'? Este mismo
afio, Lara y cols. han publicado un método para encapsular AUNPs en exosomas
derivados de células B16-F10 mediado por su funcionalizacion con acido folico. Estos
complejos se visualizaron gracias a su acumulacién preferente en tumores de pulmén

metastasicos in vivo.'?®

Liberacién de PEG-HGNs-Exos®'®F'° a través de la ruta de secrecion exosomal

B16-F10

Para confirmar que los PEG-HGNs-Exos eran exosomas y no otro tipo de

vesiculas derivadas de membrana, se evalué el papel de las rutas de biogénesis y
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secrecion en la produccién de los mismos. Los resultados de la figura 4.21 demuestran

que, inhibiendo el proceso de formacion y secrecion de exosomas (con Manumicina A

B16-F10

o con siRab27, respectivamente) el niumero de PEG-HGNs-Exos secretados fue

significativamente menor.
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Figura 4.21. Liberacion de exosomas en células tratadas con manumicina A o transfectadas con
siRab27. A) WB para evaluar la expresién de las proteinas calnexina (no expresada en
exosomas) y TSG101 (proteina exosomal). B) Imagenes de TEM de exosomas obtenidos en
presencia o ausencia de particulas, tanto sin tratamiento como incubadas con manumicina A o
siRab27.

Los resultados de WB revelan que, comparado con células control sin tratar, la
expresion de la proteina TSG101 en la fraccion era significativamente mas baja tras el
tratamiento de las células con manumicina A o con siRab27 (bloqueando la invaginacion
y formacion de las vesiculas intraluminales en los cuerpos multivesiculares o los
procesos finales de la exocitosis de las vesiculas, respectivamente). Las imagenes de
TEM de exosomas de ceélulas control o de células tratadas con manumicina A o con
siRab27, tanto en presencia como en ausencia de particulas, corroboran los resultados
obtenidos por WB demostrando como la produccién de PEG-HGNs-Exos®'¢F'° se ve
inhibida al tratar las células con cualquiera de estos compuestos. Un analisis
semicuantitativo a partir de las fotografias de TEM muestra que las células tratadas con
manumicina A producian Unicamente un 18,75 % y un 10,41 % de Exos®'*'°y de PEG-

HGNs-Exos®'¢F'0 respecto al control (células sin tratar), respectivamente.

Por otro lado, las células transfectadas con el siRab27 unicamente secretaron
un 6,25 %y un 4,5 % de exosomas en ausencia y en presencia de NPs, respectivamente
(tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Analisis semicuantitativo a partir de las fotografias de TEM del porcentaje de
exosomas producidos por células B16-10 sin tratar o incubadas con Manumicina A o siRab27.

Sin tratar Manumicina A siRab27
ExosB16-F10 100% 18,75 % 6,25 %
PEG-HGNs-ExosB16-F10 100 % 10,41 % 4.5 %

Estabilidad de los PEG-HGNs-ExosB¢-F1°

La tabla 4.4 recoge el tamafio (obtenido a partir de imagenes de TEM) y el
potencial zeta de los exosomas cargados con las PEG-HGNs por el método de
incubacion de las células parentales. Considerando los pequefos cambios sufridos
tanto en el tamafio como en el potencial zeta de los PEG-HGNs-Exos®'¢F'° 3 |o largo de
2 semanas de almacenamiento, se puede concluir que estos son estables a -20 °C

durante 7 a 14 dias.

Tabla 4.4. Estudio de la estabilidad de los PEG-HGNs-ExosB16-F10,

Tiempo d_e’ Tamaiio a partir de Potencial zeta
Conse’rvaclon imagenes de TEM (nm) (mV)
(dias)
0 89,7 + 14,9 -19,50 £ 1,2
7 81,6 +9,8 -19,68 £ 4,1
14 75,4 £ 6,5 -15,86 £ 3,5

4.2.3. Conclusiones de esta seccion

Las estrategias de encapsulacion forzada (difusion pasiva de las NPs, con o sin
saponina como agente permeabilizador, dos estrategias de choque térmico y
sonicacion) proporcionaron eficacias de encapsulacion de hasta un 20 %. En cambio, el
uso de pulsos de electroporacién causé dafios irreversibles en la integridad y morfologia
de los exosomas, tanto en presencia como en ausencia de particulas. Por otro lado,
mejores resultados se obtuvieron con la via de captacion y encapsulacion natural. En
este caso, aunque tanto las particulas desnudas como funcionalizadas con PEG pueden
ser empleadas in vitro a dosis subcitotdxicas, se observé como la funcionalizacién de
las NPs con PEG 1) disminuye la citotoxicidad de las mismas en células B16-F10, y 2)
aumenta significativamente la estabilidad de las mismas en medio de cultivo,
favoreciendo su internalizacion en células diana, en particular pasadas 24 h de
incubaciéon. Por su parte, en los exosomas secretados por las células parentales el
porcentaje de encapsulacion aumenté hasta el 50 %. Ademas, se pudo confirmar que

los PEG-HGNs-Exo0s®'®F'° procedian de la ruta de biogénesis y secrecion exosomal, y
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que conservaban el tamafo, la morfologia, la carga superficial y la expresién de

proteinas especificas.

4.3. Encapsulaciéon de HGNs y PEG-HGNs en Exos"PMSCs: yectores

especificos con selectividad celular

Una vez optimizado el método de encapsulacion de las HGNs en el interior de
exosomas derivados de células B16-F10; y siendo la incubacién de las particulas
recubiertas con PEG con células parentales el método significativamente mas eficaz, se
procedioé a optimizar la encapsulacion de dichas particulas en exosomas derivados de
hpMSCs. Dichos exosomas se plantean como vectores para transportar las particulas

teragndsticas a los tumores in vivo.
4.3.1.Experimental

En este apartado unicamente se detallaran los materiales y métodos no descritos
anteriormente. En particular, el manejo y el mantenimiento en cultivo de las hpMSCs,
asi como el proceso de purificacion de los exosomas, y las técnicas empleadas en la
caracterizacion de los mismos se encuentran en el capitulo 3. Los ensayos de
citotoxicidad y de internalizacion celular se realizaron de manera similar a los llevados

a cabo con las células B16-F10.
4.3.1.1. Ensayos de toxicidad, ciclo celular e internalizacién celular

Los estudios se han realizado en condiciones analogas a los desarrollados con
células B16-F10, salvo pequefias diferencias que se sefialaran en su momento. A

continuacion, se detallan las técnicas especificas empleadas en esta seccion.

Identificacion de la ruta de entrada de las PEG-HGNSs en las células

Con el objetivo de identificar la ruta de entrada de las particulas en las hpMSCs,
diversas rutas de captacion se bloquearon sucesivamente haciendo uso de reactivos
especificos.'8182183 | 3 endocitosis dependiente de clatrina, se bloqueé con 500 mM de
sacarosa con el objetivo de atrapar la clatrina en “micro jaulas”. Para inhibir la escision
de las vesiculas de clatrina de la membrana celular, las células se incubaron con HCI
0,1 mM. Para eliminar el Adenosin -5-trifosfato (ATP), las células se incubaron con 3
mg/mL de NaN.? La interrupcion de la endocitosis mediada por caveolina y la eliminacion
del colesterol, se realizé afiadiendo ciclodextrina 5 mM a las células. Finalmente, el
cultivo de las células a 4 °C durante 1 hora sirvié para inhibir la endocitosis dependiente
de energia. La presencia o ausencia de las PEG-HGNSs en el interior de células tratadas
con los diferentes inhibidores se siguié por proyecciones ortogonales en direccion Z

adquiridas por microscopia confocal. Las hpMSCs se sembraron en placas de 24
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pocillos sobre cubreobjetos (tal y como se ha mencionado en el capitulo 3) y entonces
se trataron con los diferentes inhibidores durante 1 hora. Tras ese tiempo, las HGNs y
las PEG-HGNs se incubaron en dosis subcitotéxicas (0,125 mg/mL) junto con los
agentes inhibidores durante 3 horas mas. Por ultimo, las células se fijaron y se marcaron
los filamentos de actina y el nucleo con faloidina (conjugada a Alexa488) y DRAQS5,

respectivamente, antes de ser visualizadas bajo el microscopio confocal.

Se llevaron a cabo experimentos de co-localizacién por microscopia confocal
para estudiar la presencia de las particulas en diferentes fases de la ruta endosomal: en
el interior de endosomas tempranos o tardios. Dichos experimentos se realizaron tanto
en células con la ruta endosomal dependiente de energia inhibida (incubadas a 4 °C) o
en células control (cultivadas en condiciones normales de crecimiento). Las células se
sembraron sobre cubreobjetos depositados sobre placas de 24 pocillos, y se afiadieron
las HGNs y las PEG-HGNSs antes de incubar las células a 4 o 37 °C. Los endosomas
tempranos y tardios se marcaron fluorescentemente con el kit CellLight® Reagents
BaMam 2.0 (Thermo Fisher) siguiendo el protocolo del fabricante. De forma resumida,
tras 5 horas de la incubacién de las particulas con las células a4 o a 37°C, se eliminaron
las particulas no internalizadas y se reemplazdé el medio de cultivo con medio
conteniendo 9 pL de la sonda suministrada por el fabricante durante 16 horas.
Finalmente, las células se fijaron con PFA al 4 % y se montaron sobre portaobjetos con

medio de montaje (Fluoromont-G) conteniendo DRAQS5 para marcar los nucleos.

Co-localizacion con CD63

La presencia de las particulas en el interior de exosomas se evalué mediante su
co-localizacion con la proteina CD63, de la familia de las tetraspaninas, una de las mas
conservadas en exosomas y clave en la génesis y secrecion de estas vesiculas
extracelulares. Para ello, las células fueron sembradas sobre cubreobjetos e incubadas
con las particulas (0,125 mg/mL) durante 24 horas (tiempo 6ptimo de internalizaciéon
previamente establecido). Tras la fijacion celular se realizé una inmunocitoquimica (ver
capitulo 3) marcando los exosomas con el anticuerpo CD63-Alexa488 y los nucleos con
DRAQS5. Los aglomerados de NPs se observaron directamente por reflexion de la luz
incidente (ex/em 480/490 nm).

4.3.1.2. Exosomas como vectores selectivos de PEG-HGNs

Optimizacion de co-cultivo entre hpMSCs vy monocitos THP1

Para evaluar la transferencia e intercambio de PEG-HGNs encapsuladas en
exosomas entre células distintas (monocitos y hpMSCs), y compararlo con el

intercambio entre células homogéneas, ambas lineas celulares se cultivaron
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independientemente y también en co-cultivo simultaneo. En primer lugar, para optimizar
el crecimiento de ambas lineas celulares en condiciones de co-cultivo, se analizaron
diferentes composiciones de medio de cultivo, mezclando RPMI y DMEM con 10 % FGF
utilizados para el crecimiento de THP1 y las hpMSCs, respectivamente. Finalmente se
eligié un medio de cultivo conteniendo un 50 % de ambos. Una vez seleccionada la
composicion del medio de cultivo se marcaron los monocitos y las hpMSCs con las
sondas PKH26 (ex/em 551/567 nm) y PKH67 (ex/em 490/502 nm), respectivamente, y

se analizo su crecimiento en condiciones de co-cultivo por microscopia de fluorescencia.

Se evalud la expresion de marcadores celulares de superficie especificos de
monocitos y de células madre (CD19, CD14, CD34, CD45, CD73, CD90, CD10 y HLA-
DR) por citometria de flujo, tanto en células co-cultivadas como en cultivos
independientes. Para ello, las células incubadas en cultivos independientes fueron
sembradas en placas de 6 pocillos (tabla 3.4) y se mantuvieron en crecimiento durante
24 horas. En el caso de los co-cultivos, se sembraron 125000 células de cada tipo.
Pasadas 24 horas, se anadieron las PEG-HGNSs y se incubaron durante 24 y 48 horas.
Antes de analizar la expresién de los marcadores especificos por citometria de flujo, las

células se tripsinizaron y lavaron con PBS dos veces (300 g, 5 minutos).

Distribucién de PEG-HGNs-Exos"™V5°¢ en co-cultivo: microscopia time-lapse y MP-AES

La distribucion de los PEG-HGNs-Exos derivados de monocitos y hpMSCs entre
ambas lineas celulares fue visualizada en tiempo real in vitro (time-lapse) con un
microscopio multidimensional Leica AF6000 LX con un objetivo de 20 x en modo luz
transmitida y con camara de cultivo acoplada, realizando capturas cada 15 minutos
durante 72 horas. Como control se sembraron 100000 hpMSCs y 100000 monocitos
independientemente en placas p-Slide de 8 pocillos (IBIDI). Por otro lado, se co-
cultivaron 50000 monocitos THP1 junto con la misma cantidad de hpMSCs. Se evalué
en condiciones de co-cultivo la captura y la distribucion in vitro de las PEG-HGNs
encapsuladas en exosomas de monocitos y hpMSCs cuando 1) las particulas se
anadieron simultaneamente al co-cultivo durante 72 horas y 2) cuando se afiadieron las
hpMSCs previamente incubadas con PEG-HGNs a un cultivo con la misma cantidad de
monocitos control. Las imagenes secuenciales se utilizaron para componer videos con
el software Leica LAS AF (Leica Microsystems CMS GmbH). Las secuencias de
imagenes, asi como el seguimiento de las particulas en las diferentes secuencias fue

realizado con el software Imaged.

El intercambio selectivo de exosomas cargados con PEG-HGNs entre monocitos

y hpMSCs también se determin6é por MP-AES, cuantificando el Au presente en cada
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linea celular, asi como en el sobrenadante de los cultivos. Para ello, se sembraron
independientemente hpMSCs y monocitos en placas de 6 pocillos. Por otro lado, se co-
cultivaron monocitos con la misma cantidad de hpMSCs. Pasadas 24 horas, las PEG-
HGNSs se anadieron (0,125 mg/mL) e incubaron durante 24 y 48 horas adicionales con

los diferentes cultivos.

En otro experimento, las particulas se preincubaron con hpMSCs durante 24 h;
y posteriormente éstas hpMSCs cargadas con PEG-HGNs se pusieron en contacto con
la misma cantidad de monocitos durante 24 y 48 horas mas. Se realizé un experimento
simétrico preincubando las particulas con los monocitos en vez de con las hpMSCs,
para estudiar también la transferencia mediante exosomas derivados de monocitos. La

cantidad de Au se cuantific6 por MP-AES tal y como se indica anteriormente.

La captura especifica de exosomas conteniendo particulas también se evalu6
usando exosomas cargados con PEG-HGNs derivados de THP1 y hpMSCs
previamente aislados por ultracentrifugacion. Estos exosomas se afadieron a co-
cultivos durante 24 y 48 h y se determind la cantidad de oro presente en los precipitados

celulares, asi como en los sobrenadantes.

4.3.2. Resultados y discusién

4.3.2.1. Caracterizacién Exos"P¥sCs

Como control, se caracterizaron los exosomas secretados por las hpMSCs en
ausencia de particulas. Las imagenes de microscopia electrénica (figura 4.22),
muestran vesiculas con tamafo y morfologia acordes con la descrita previamente para

heMSCs (gstructuras redondeadas de aproximadamente 100 nm de diametro)."®* En

Exos
algunas de las imagenes es posible apreciar la doble bicapa lipidica caracteristica de
estas vesiculas. La distribucion de tamafios proporciona un diametro medio de 109,9 +

34,7 nm (figura 4.23.A).

Figura 4.22. Imagenes de TEM de exosomas derivados de hpMSCs con diferente magnificacion.

105



El diametro hidrodinamico de estos exosomas fue también medido por DLS y por
NTA (figura 4.23.B y figura 4.23.C, respectivamente), obteniendo un tamafio de
alrededor de 170 nm. En concordancia con la bibliografia, y al igual que en los exosomas
derivados de células B16-F10, el diametro hidrodinamico fue superior al obtenido a partir
de las fotografias de microscopia electronica. Esto es de nuevo debido a que técnicas
como el DLS o el NTA proporcionan valores sobre el diametro hidrodinamico
(correspondiente a la suma del diametro del exosoma junto con una capa eléctrica

dipolar adherida a su superficie).

A 2251 B 100/ C 525
© E
2 20+ 80- ]
S ° 3
215 g 60 £
8 S 8
S 101 Z 40 =
g b]
o 51 20+ S
: £
% 0. 04 g
0 60 120 180 240 300 0 100 200 300 400 500 S 0 100 200 300 400 500
Diametro (nm) Diametro (nm) o Diametro (nm)

Figura 4.23. Distribucion de tamafios para Exos"SCs gbtenidos por A) TEM; B) DLS; C) NTA.

4.3.2.2. Ensayos de viabilidad y de internalizacion celular

Evaluacion de la viabilidad celular: toxicidad metabdlica y ciclo celular

La biocompatibilidad de HGNs en células hpMSCs se estudié mediante Alamar
Blue demostrandose que las particulas no afectan a la viabilidad celular a ninguna de
las dosis y tiempos de estudio ensayados (figura 4.24). Por otro lado, con las PEG-
HGNs se observé una disminucion de la viabilidad celular estadisticamente significativa
a las dosis mas altas (0,5 y 0,250 mg/mL), un resultado inesperado ya que el
recubrimiento con PEG suele aumentar la viabilidad. Sin embargo, la viabilidad celular
a 24 h siempre estuvo por encima del 70 %, es decir, se consideran no citotoxicas de
acuerdo con la norma UNE-EN ISO 10993-5:2009.
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Figura 4.24. Evaluacion de la citotoxicidad de las particulas en células madre mesenquimales de placenta.
A) HGNs y B) PEG-HGNs.

106



A la vista de los resultados mostrados en la figura 4.24, se eligié de nuevo 0,125
mg/mL como dosis subcitotdxica para la realizacion de los experimentos de incubacion
con las particulas. Este aparente aumento en la toxicidad provocado por las PEG-HGNs
en las hpMSCs, se atribuye a la gran cantidad de particulas internalizadas en estas
células, las cuales, a pesar de no ser toxicas, podrian provocar cambios en su

metabolismo celular.

Establecida a dosis subcitotoxica, se estudié la influencia de HGNs y PEG-HGNs
en el ciclo celular. En la figura 4.25 puede observarse que las HGNs y las PEG-HGNs
no producen alteraciones estadisticamente significativas en el porcentaje de células
presentes en cada fase del ciclo. Sin embargo, puede observarse una ligera
acumulacion de células en la fase S (momento en el que se produce la sintesis del ADN)
cuando son tratadas con ambos tipos de particulas. Esta alteracion ha sido reportada

previamente para diferentes tipos de AuNPs y puede explicarse por la acumulacién de

las particulas en el interior de las células.'8%'8
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Figura 4.25. Analisis del ciclo celular de las hpMSCs control (sin tratar), con HGNs o con PEG-
HGNSs. A) Fases del ciclo celular. B) Analisis del porcentaje de células en cada fase del ciclo.

Internalizacion de PEG-HGNs en hpMSCs: microscopia confocal y MP-AES

El analisis cuantitativo por MP-AES de la cantidad de Au en las células hpMSCs
se desarrollé de la misma manera que con las células metastasicas B16-F10 detallado
en la seccion anterior. La figura 4.26.A muestra como tras 24, 48 y 72 h de incubacion,

las hpMSCs unicamente incorporaron el 2,7; 6,8 y 6,3 %, respectivamente (de los 91,5
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ug de oro presentes en las HGNs puestos en contacto inicialmente). Sin embargo, los
porcentajes de PEG-HGNs en el precipitado de células aumentaron significativamente
hasta alcanzar mas de un 50 % de internalizacion en algunos de los tiempos estudiados
(figura 4.26.A).
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Figura 4.26. Internalizacion de HGNs y PEG-HGNs en hpMSCs por MP-AES. A) Balance de
materia del oro en los precipitados y sobrenadantes celulares. B) Cantidad de oro presente en
cada célula individual. C) Cantidad de NPs en cada célula individual.

La figura 4.26.B recoge la masa de particulas en el interior de cada célula
individual tras diferentes tiempos de incubacion (24, 48 y 72 h), calculado a partir de la
cantidad de oro en los precipitados y el numero de células presentes en los mismos. Al
igual que con las células B16-F10, puede observarse una cantidad de oro
significativamente superior en las hpMSCs cuando se usaron PEG-HGNSs (en concreto,
tras 24 h cada célula era capaz de internalizar mas de 1 ng de oro), lo que proporciona
una estimacion de mas de 3 millones de PEG-HGNSs por célula hpMSC. En el caso de
las particulas desnudas, la internalizacién maxima también se alcanzd tras 24 horas de
incubacion, en cuyo momento cada célula hpMSCs contenia 0,08 ng de oro en su
interior, unas 400000 HGNs. Estos resultados muestran como las hpMSCs son capaces

de internalizar casi 10 veces mas PEG-HGNs que las B16-F10 (ver figura 4.15.C). En
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este punto es importante mencionar que aunque las propiedades fisicas de los
nanomateriales son determinantes para la internalizacién de las particulas, también
juegan un papel importante los receptores presentes en las membranas de los
diferentes tipos celulares.’'®® En todo caso, una vez mas se demuestra que la
funcionalizacion con PEG favorece significativamente su captura por parte de células
en cultivo'2'73174 1o que se atribuye a una mayor estabilidad de las mismas aportada

por el PEG, con un menor grado de aglomeracion.

Como puede observarse en la figura 4.27, los resultados de microscopia
confocal revelan una gran cantidad de agregados de PEG-HGNSs en el citoplasma de
las hpMSCs tras 24 horas de incubacién, comparado con las particulas desnudas. Tal
y como se esperaba, tampoco aqui aparecieron agregados en el nucleo de las células,
en coherencia con el tamafio de las NPs utilizadas en relacion al de los poros nucleares

(de aproximadamente 9 nm)."8%1%

Nucleos Luz transmitida NPs Superposicion

HGNs Control

PEG-HGNs

Figura 4.27. Internalizacion de HGNs y PEG-HGNs en células B16-F10 estudiada por
microscopia confocal. Los puntos rojos se corresponden con agregados de HGNs en el interior
celular.

A continuacion, se presenta el estudio de las rutas de internalizacion seguidas
por las NPs para penetrar la membrana celular y localizarse en el interior del citoplasma,
como paso previo a la generacion de exosomas en el interior de las células. La figura
4.28 muestra imagenes de microscopia confocal de células tratadas con diferentes
reactivos inhibitorios de rutas especificas de captacion (HCI para acidificar el citoplasma

celular, NaNs para depleccionar ATP, sacarosa para capturar clatrina en “jaulas”, -
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ciclodextrina para inhibir la endocitosis mediada por caveolina e incubaciéon a 4°C para
inhibir la endocitosis dependiente de energia).
Control - 4° Sacarosa

HCI NaNs3 i C|codextrna

HGNs

PEG-HGNs

Figura 4.28. Estudio de las diferentes rutas de internalizacion empleadas por las HGNs y PEG-
HGNs para penetrar en el citoplasma de hpMSCs.

Los resultados indican que cuando las células eran tratadas con NaNs; e
incubadas a 4°C (inhibicién de endocitosis dependiente de energia), se produjo una
disminucion de la cantidad de particulas presentes en el citosol de las mismas (tanto
HGNs como PEG-HGNs). Este mismo hecho se observd al inhibir la endocitosis
dependiente de clatrina tras la adicién de sacarosa al cultivo celular. Cuando las células
se trataban con HCI, las particulas se localizaron en los alrededores de la membrana
celular, sugiriendo que HGNs y PEG-HGNs quedaban atrapadas en vesiculas
recubiertas de clatrina. Por ultimo, el tratamiento con B-ciclodextrina no afecté a la
internalizacion, indicando que las hpMSCs incorporaban las particulas por una ruta

independiente de caveolina.

Con el objetivo de profundizar en la localizacion de las NPs en el interior
citosolico, se evalud la presencia de HGNs y PEG-HGNs en endosomas tempranos o
tardios cuando las células se incubaron durante 5 horas con las particulas, a 4 °C o en
condiciones normales de crecimiento (hipoxia, 37 °C). La figura 4.29 demuestra como
las particulas estaban localizadas en el citosol unicamente en las células incubadas en
condiciones normales de crecimiento, y no en aquellas crecidas a 4°C. Tras 5 horas de
incubacion, las NPs se encontraban presentes en las primeras fases de la ruta de
endocitosis ya que se observan pixeles amarillos, (co-localizacion de las particulas (en
rojo), con endosomas tempranos marcados en verde). Sin embargo, tras 5 horas de

incubacién, no se observo co-localizacion de las particulas con endosomas tardios,
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indicando que pasado este tiempo las NPs no estaban presentes en la fase mas

avanzada de la ruta endosomal.
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Figura 4.29. Co-localizacién de las HGNs y PEG-HGNs con endosomas tempranos y tardios en
hpMSCs cultivadas a 37 °C 0 a 4 °C.

En resumen, los resultados de microscopia confocal mostrados en las figura
4.28 y figura 4.29 demuestran que las principales rutas implicadas en la internalizacion
de las HGNs y de las PEG-HGNSs en el citoplasma de las hpMSCs son la endocitosis
mediada por clatrina y la endocitosis dependiente de energia. Ambas rutas, necesarias

en las primeras fases de la ruta de biogénesis de los exosomas. 9192

4.3.2.3. Incorporacién de las PEG-HGNs en Exos"PSCcs

El estudio de co-localizacién de PEG-HGNSs en el interior de vesiculas positivas

para CD63 se muestra en la figura 4.30.

Para ello, los exosomas se marcaron con un anticuerpo CD63-Alexa488 (azul),
los nucleos con DRAQS5 (amarillo) y las particulas se visualizaron directamente por
reflexion (rojo). La figura muestra regiones de alta co-localizacion de las particulas (rojo)
con exosomas CD63 (azul) como pixeles morados, indicando la presencia de las HGNs
y PEG-HGNSs en la ruta endosomal y secretora de exosomas. Esto confirma que los
MVBs y los endosomas (positivos para CD63), ambos necesarios para la secrecion de

exosomas, contenian las particulas en su interior antes de liberarlos al medio de cultivo.
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Figura 4.30. Co-localizacién de las HGNs y PEG-HGNs con CD63 en hpMSCs, por microscopia
confocal.

Los exosomas secretados se aislaron por rondas sucesivas de
ultracentrifugacion y se analiz6 la presencia de particulas en su interior por microscopia
electronica. Las observaciones de TEM revelaron que gran parte de dichos PEG-HGNs-
Exos"MSCs estaban cargados con, al menos, una particula en su interior, confirmando
de nuevo la eficacia de encapsulacion obtenida por el método de captacion natural
(figura 4.31). Algunas imagenes muestran ademas la doble bicapa lipidica

caracteristica de los exosomas, que los diferencia de otras vesiculas extracelulares.

Figura 4.31. Imagenes de TEM de exosomas derivados de hpMSCs conteniendo PEG-HGNSs.

Las imagenes TEM proporcionaron la distribucion de tamafios de los PEG-
HGNs-Exos"™SCs obteniéndose un diametro medio de 126,2 + 30,6 nm, similar al

obtenido para los Exos"™S% (109,9 + 34,7 nm). El andlisis por NTA también revel6 un
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diametro de 150 nm, similar al de los exosomas control (figura 4.32). La tabla 4.5
recoge la concentracion (obtenida por NTA) de exosomas secretados por células en
presencia o ausencia de PEG-HGNs, asi como el potencial zeta de los mismos. La
cuantificacién de exosomas purificados a partir del mismo numero de células control y
de células incubadas con las PEG-HGNSs reveld que las primeras secretaban 2,53 x 108
vesiculas/mL mientras que las células incubadas con particulas produjeron seis veces
mas 13,65 x 108 vesiculas/mL. Por otro lado, el analisis del potencial zeta a pH 7 de los
exosomas reveld una carga superficial similar de -8,28 + 3,42 mV y -10,26 + 0,17 mV
para los exosomas Exos"™5¢ y |os PEG-HGNs-Exos™M*¢* respectivamente, sugiriendo
de nuevo la presencia de particulas preferentemente en el interior de los exosomas en

lugar de adheridas a su superficie.
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Figura 4.32. Tamario de los PEG-HGNs-Exos"™VSCs por el método de captacion natural, medido
mediante: A) NTA y B) Fotografias de TEM.

Tabla 4.5. Concentracion y potencial zeta de exosomas secretados por las hpMSCs en presencia
0 ausencia de PEG-HGNSs.

Particulas/mL Potencial zeta (mV)
Exos"PMSCs 2.53 x 108 -8,28 + 3,42
PEG-HGNs-Exos"PVSCs 13.65 x 108 -10,26 £ 0,17

Para confirmar identidad exosomal de las vesiculas extracelulares aisladas, se
evaluaron mediante WB la expresion de las tetraspaninas CD9 y CDG63. El analisis
demuestra la expresion de estas proteinas asociadas a exosomas (sefiales a 21 y 53
kDa, respectivamente). De hecho, el analisis de la expresién de proteinas a partir de la
misma cantidad de células en presencia o ausencia de particulas, revelé6 una mayor
expresion de CD9 y CD63 en presencia de PEG-HGNs comparado con los exosomas
control (figura 4.33), donde también aparece la expresion de a-actina como gen
housekeeping (control). De nuevo, al igual que en el caso de las células B16-F10, estos

resultados indican que la presencia de particulas en el interior celular estimula
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significativamente la secrecidon de exosomas, dando lugar a mayores concentraciones

en el medio, de acuerdo con las medidas de NTA.

a -Actina

Figura 4.33. Expresion de a-actina, CD9 y CD63 en exosomas derivados de células hpMSCs
incubadas en ausencia (control) o en presencia de PEG-HGNs.

4.3.2.4. Exos"™MS¢s como vectores selectivos de PEG-HGNs

A continuacion, se presenta el estudio de la transferencia e intercambio de PEG-
HGNSs tanto en cultivos independientes de diferentes tipos de células como en co-

cultivos.

Co-cultivo entre hpMSCs y monocitos THP1

Como se ha explicado, estos co-cultivos se incubaron con la proporcion optima
de un 50% de medio DMEM con FGF al 10 % y un 50% de medio RPMI. La figura 4.34
muestra imagenes de microscopia de fluorescencia de cultivos independientes de
hpMSCs y THP1 y del co-cultivo de ambas poblaciones celulares. Para facilitar la
identificacion, las hpMSCs y los monocitos fueron marcados fluorescentemente con las

sondas PKH67 (verde) y PKH26 (roja), respectivamente.

hpMSCs ~Monocitos Cocultivo

PKH26/PKH67 Contraste de fases

100 um

Figura 4.34. Fotografias de contraste de fases o de fluorescencia obtenidas con un microscopio
invertido de un cultivo independiente de hpMSCs (verde), un cultivo independiente de monocitos
(rojo) y un co-cultivo de ambas lineas celulares.

114



La citometria de flujo permitid6 comprobar que las condiciones de co-cultivo no
afectaban a la expresion de proteinas y marcadores especificos de ambas lineas
celulares. La figura 4.35 muestra que el patron de expresion de dichos marcadores era
igual tanto en las células cultivadas en la modalidad de co-cultivo, asi como

independientemente, pasadas 24 h y 48 h de crecimiento.

Monocitos y hpMSCs cocultivadas durante 24 h
CD19/CD14 CD34/CD45 CD73 CD90 CD105 HLA-DR
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Monocitos y hpMSCs cocultivadas durante 48 h

N ? e

CD19/CD14 CD34/CD45 CD73 CD90 CD105 HLA-DR
o 7 | ' o
4 E #* '»J ; \ i
Monocitos y hpMSCs cultivadas separadamente durante 48 h
CD19/CD14 CD34/CD45 CD73 CD90 CD105 HLA-DR
g SFTIICEN F SOICE e g ST LR
Rl e s i

Figura 4.35. Graficos de puntos (dot plots) de células hpMSCs y THP1 incubadas independiente
o conjuntamente (co-cultivo) durante 24 y 48 h con expresion de marcadores de superficie
caracteristicos de ambas lineas celulares.

Se verifico la expresion de CD19 (marcador de linaje de linfocitos B expresado
en monocitos y ausente en hpMSCs) y de CD14 (factor de diferenciacion de monocitos,
presente en dichas células y ausente en hpMSCs), de la proteina CD45 en las células
TPH1, (antigeno expresado en todos los leucocitos y por tanto en los linfocitos también,
pero ausente en hpMSCs) y la ausencia de expresion de CD34, (marcador especifico
de progenitores sanguineos). La expresion de CD73 también se observd en los co-
cultivos y en los cultivos independientes de hpMSCs. Esta proteina media la adhesion

en MSCs, y es positiva para las hpMSCs y ausente para los monocitos. EI CD90
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4. Encapsulacion por métodos exdgenos y células parentales

(marcador de precursores tempranos de mesenquimales con potencial diferenciacion a
osteoblastos) se observd positivo para las hpMSCs y negativo para los THP1.
Finalmente, se corroboré la expresion de endoglina, también conocida como CD105,
con expresion positiva para hpMSCs y para THP1.

Estudio de la transferencia de PEG-HGNs-Exos entre células

La especificidad del intercambio de PEG-HGNs-Exos entre células co-cultivadas,
se evaluo por microscopia de célula viva (time-lapse) durante 72 horas y cuantificando
la cantidad de oro por MP-AES pasadas 24 y 48 h. Las capturas de video en tiempo real
(figura 4.36) muestran dos secuencias correspondientes a un co-cultivo de células
madre (preincubadas con las PEG-HGNs) y monocitos THP1 control. Las NPs aparecen
en la fotografia como puntos negros en el interior de las hpMSCs. Los resultados revelan
como una célula hpMSCs parental (marcada en rojo) secreta un agregado de PEG-
HGNs-Exos"™MSCs (indicado en verde) en presencia de un monocito THP1 (sefialado en

"PMSCs es secretado al medio de cultivo

morado). Dicho agregado de PEG-HGNs-Exos
en la proximidad de células fagociticas del sistema inmune THP1. Sin embargo, es

capturado preferentemente por una célula receptora hpMSCs (indicada en azul).

Secuencia A
1 3
o .
Secuencia B
1 &) 5 7

-

@ Célula hpMSCs receptora @ Célula hpMSCs parental @ Monocito —  Seguimiento PEG-HGNs

Figura 4.36. Secuencias de imagenes obtenidas a partir de un video time-lapse de un co-cultivo
de células madre (preincubadas con las PEG-HGNs) con monocitos THP1 control. La trayectoria
verde indica como en presencia de un monocito, un agregado de PEG-HGNs es secretado por
una célula parental hpMSC y capturado por una célula hpMSC receptora.

Estos resultados se corroboraron cuantitativamente por el estudio de MP-AES
(figura 4.37.A). Al poner en contacto PEG-HGNSs (sin haber sido incubadas previamente
con ningun tipo celular) tanto en un co-cultivo de hpMSCs y THP1, como en cultivos
independientes de ambas lineas celulares, las particulas eran capturadas facilmente y
sin diferencias significativas por las dos lineas células (ambas poblaciones celulares
capturaron aproximadamente entre 1,5y 2 ug de Au tras 24 h y 48 h de crecimiento en

ambas modalidades). Por lo contrario, cuando las PEG-HGNs fueron preincubadas
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durante 24 horas con las hpMSCs (tiempo 6ptimo de incubacion de las particulas con
las células madre) y posteriormente, éstas hpMSCs conteniendo las particulas se co-
cultivaban con monocitos, el nivel de particulas en los monocitos disminuyo
significativamente (la poblacién de THP1 unicamente captur6 0,09 ug de oro tras 24 h 'y
48 h de crecimiento). Por su parte, el nivel de Au en las hpMSCs se mantuvo en torno a
2 ng, sugiriendo que las particulas emitidas eran capturadas preferentemente por sus
células parentales, en lugar de por los THP1. Estos resultados concuerdan la captura
selectiva de las PEG-HGNS tras ser liberadas por sus células secretoras, probablemente

mediada por exosomas.

El experimento simétrico se llevd a cabo incubando las PEG-HGNs previamente
durante 24 h con las células THP1 y co-cultivando estos monocitos conteniendo las
particulas con hpMSCs control. En este caso, la cantidad de particulas internalizadas
por las hpMSCs, fue significativamente menor y muchas NPs quedaron en el medio una
vez fueron secretadas por los monocitos. La figura 4.37.B, analiza la cantidad de oro
presente en cada poblacion celular tras 48 h, y muestra como la practica totalidad del
oro liberado por los monocitos al medio extracelular se mantuvo en dicho medio (en
lugar de ser capturado por las células madre). Este hecho confirma la preservacion del
direccionamiento aportado por los monocitos, probablemente mediado por los
exosomas. De hecho, se ha reportado que cuando los monocitos (células fagociticas)
internalizan cuerpos presentes en el medio, estos son procesados en la ruta endosoma-
exosomal, liberando dichas particulas de nuevo al medio proporcionandoles una huella

celular y evitando que sean capturados por otras células.'

A B

Aaar Bl hpMSCs
Bl Monocitos
2 Bm Sobrenadante

*okkk

Hm hpMSCs
Em Monocitos
Bl Sobrenadante

ngAu/Poblacion celular
ug/Au/Poblacion celular

Figura 4.37. Analisis de Au por MP-AES en poblaciones de hpMSCs y THP1 cultivadas en
diferentes condiciones: cultivos independientes de ambas lineas celulares, co-cultivos de las dos
lineas celulares con adicion de PEG-HGNSs, preincubacion de las PEG-HGNs en hpMSCs vy
posterior co-cultivo con monocitos y preincubacion de las PEG-HGNs en monocitos y posterior
co-cultivo con hpMSCs control. Las graficas muestran la distribucion del Au en ambas
poblaciones celulares pasadas A) 24 h y B) 48 h de estudio.
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La figura 4.38 muestra un experimento similar, pero con exosomas aislados
previamente tras ser cargados PEG-HGNs en el proceso de captacion natural con

heMSCs con un co-cultivo de

ambas lineas celulares. Al incubar los PEG-HGNs-Exos
hpMSCs y THP1, estos fueron capturados preferentemente por las hpMSCs (0,12 y 0,23
ug de oro en la poblacion de hpMSCs tras 24 y 48 h de co-cultivo, respectivamente) y
unicamente una cantidad minoritaria de oro fue captado por los monocitos (0,015 ug de
oro pasadas 24 h 48 h de co-cultivo). Pasadas 48 horas, gran parte de los exosomas
con las particulas se habian internalizado en las hpMSCs y apenas se observo oro en
el sobrenadante o en la poblacion de THP1. Por lo contrario, cuando los PEG-HGNs-

THP1

Exos se pusieron en contacto con un co-cultivo de células madre y monocitos, como

la cantidad de oro internalizada por las hpMSCs fue considerablemente menor y la

THP1

mayoria de los PEG-HGNs-Exos quedaban en disolucion sin ser internalizados

(resultados similares a los mostrados en la figura 4.31).

AL B

3 2«07 2 2«07

= \ = hpMSCs 2 = hpMSCs

o ) o .

e 2410 Bl Monocitos c 2410 Bl Monocitos

g = Sobrenadante Zg = Sobrenadante

2 1“04{ S 0

° | °

% 5x102 % 5x102

s I . s

o o

© N 3

g ° ’ vy 2 ° , i

& $° & $°
Q & Q &
&° N 2 N
& S Q)
0 & 8 &
« 5
& 1 & 1
og & 0:3 &
< op" % ({/,p"

Figura 4.38. Captura de exosomas cargados con PEG-HGNs derivados de hpMSCs y de
monocitos THP1 en co-cultivos de ambas lineas celulares tras A) 24 y B) 48 h de crecimiento.

La secuencia de imagenes capturada a partir de los videos de célula viva
obtenidos por microscopia time-lapse (figura 4.36), asi como los resultados de MP-AES
recogidos en las figura 4.37 y figura 4.38, demuestran la captura selectiva de PEG-
HGNs mediada por exosomas de acuerdo al origen celular de los mismos. Sin embargo,
en algunos casos pudo apreciarse una captura inespecifica de las particulas (una
pequefia fraccion de oro captada por células no parentales). Esto puede explicarse
como resultado de la presencia de particulas desnudas remanentes en el medio o de
qgue una fraccién de las mismas sea secretada por una ruta no exosomal, careciendo de

la especificidad aportada por estas vesiculas extracelulares.

Para validar esta hipotesis en otros sistemas, el estudio de captacion de PEG-
HGNs se repitié con monocitos THP1 y una linea tumoral (células B16-F1). La figura
4.39 revela de nuevo la captacién dependiente de la linea celular: cuando las células se

cultivaban independientemente y se afiadian PEG-HGNSs, cada linea celular seguia su
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propia cinética de internalizacién. Igualmente, al afadir PEG-HGNs al co-cultivo de
ambas células, se observé el mismo patron de internalizacion que en los cultivos
independientes. Sin embargo, si las particulas se preincubaban con células B16-F10 y
posteriormente estas células tumorales se co-cultivaban con monocitos, Unicamente
una fraccion pequefa de las particulas era captada por monocitos (0,089 ug de oro).
Contrariamente, si las PEG-HGNs se preincubaban con los monocitos, al co-cultivar
éstos con células B16-F1 control, sélo una pequefa cantidad de oro se captaba por las
células tumorales (0,042 nug de oro). Estos resultados corroboran la transferencia

intercelular selectiva de las PEG-HGNs mediada por exosomas.

B B16-F1
2 " l B Monocitos

ugAu/Poblacion celular

Figura 4.39. Analisis de Au por MP-AES en poblaciones de B16-F1 y THP1 cultivadas durante
24 h en diferentes condiciones: cultivos independientes de ambas lineas celulares, co-cultivos
de ambas lineas celulares con adiciéon simultanea de PEG-HGNSs, preincubacion de las PEG-
HGNs en B16-F1 y posterior co-cultivo con monocitos y preincubacion de PEG-HGNs en
monocitos y posterior co-cultivo con B16-F1.

4.3.3. Conclusiones de esta seccion

La incubacion de las PEG-HGNs con distintos tipos celulares, y en particular con
hpMSCs, permite su eficaz encapsulacion en los exosomas derivados de las células
correspondientes sin alterar su morfologia, propiedades y funcionalidad. Esta
encapsulacion se produce gracias a la incorporacién exitosa de las particulas en la ruta
de biogénesis de los exosomas. Se verifico la especificidad y selectividad de la
comunicacion intercelular mediada por exosomas de acuerdo a la célula de origen del
exosoma. Esto se ha confirmado con diversas lineas celulares (incluidas las propias
células madre, células del sistema inmune y células tumorales), en las que se evalud la
cantidad de particulas en su interior por microscopia time-lapse y por MP-AES al

incubarse de manera independiente o en co-cultivos.
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4.4. Encapsulacion de Perfecta en el interior de exosomas tumorales
B16-F10 y de mMSCs

En esta seccion se muestran los resultados referentes a la encapsulacion de la
molécula Perfecta en exosomas derivados de células metastasicas B16-F10 y células
madre de médula ésea de raton (mMMSCs) empleando el proceso de biogénesis natural.
La preparacién de la emulsion y la caracterizacién de los exosomas por resonancia
magnética nuclear (NMR), DLS y NTA se realizaron durante una estancia de
investigacion en los laboratorios del Prof. Pierangelo Metrangolo (Universidad

Politécnica de Milan, Italia).
4.4.1. Experimental
4.4.1.1. Sintesis y caracterizacion de la emulsion de Perfecta con lecitina

La emulsion de Perfecta se llevé a cabo teniendo en cuenta el procedimiento
indicado en bibliografia.’® En resumen, 40 mg de lecitina se disolvieron con 44 uL de
aceite de cartamo y se incubaron durante 1 minuto a 80 °C, seguido de un pulso de
sonicacion (SONIC Vibracell, Newtown, CT, 20 V) durante 30 segundos con una
amplitud del 80 % . Por otro lado, 50 mg de Perfecta sélida se incubaron a 80 °C hasta
su fusion completa. Finalmente, la lecitina incubada con el aceite de cartamo se anadio
al vial de Perfecta fundida y la mezcla se calenté a 80 °C durante 15 minutos seguido
de un ciclo de sonicacion al 80 % de amplitud durante 30 segundos. La secuencia de

calentamiento y sonicacion se repitio 8 veces.

Ademas de la emulsion con lecitina, se desarrollé un segundo método alternativo
para solubilizar esta molécula hidrofébica en un disolvente acuoso. Para ello, se
suspendieron 5 mg de Perfecta en 100 uL de DMSO y se incubaron durante 20
segundos en un bafo de ultrasonidos hasta su dispersion completa. La emulsién de
Perfecta fue caracterizada por microscopia electronica (siguiendo el protocolo detallado
con anterioridad) y por NMR. El analisis del flior por NMR se realiz6 en un equipo Bruker
AV400. En concreto, 400 uL de la muestra se afiadieron a 40 uL de D20 (10:1, v:v)
siendo finalmente introducidos en un tubo de NMR. Como referencia se utilizé acido

trifluoroacético (TFA) con un pico de emisién a 75,45 ppm aproximadamente.
4.4.1.2. Ensayos de citotoxicidad e internalizacion

La toxicidad de las dos formulaciones de Perfecta se estudié en células mMSCs
y B16-F10 usando el método Alamar Blue ya descrito. Se afadi6 la emulsién a las
células a diferentes concentraciones: 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,06; 0,03; 0,015 mg/mL

(relativas a la cantidad de Perfecta) y se repitio el experimento con las mismas
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cantidades de Perfecta disueltas en medio de cultivo con DMSO. A modo de control, se

evaluo también la toxicidad de DMSO en ausencia de Perfecta.

El grado de internalizacion de Perfecta empleando ambas formulaciones, se
evalué por microscopia confocal (siguiendo las indicaciones mostradas en el capitulo
3). Para ello, el grupo del Prof. Metrangolo ha puesto a punto una emulsién de Perfecta
en lecitina con una sonda fluorescente (Rodamina B ex/em 553/627 nm). Las células se
sembraron sobre cubreobjetos estériles en placas de 24 pocillos, y posteriormente, esta
emulsion fluorescente se incubd con las mMSCs y las células B16-F10 (a la dosis
subcitotdxica previamente establecida) durante 2, 4, 6, 8 y 24 horas y las muestras se
visualizaron por microscopia confocal. La cantidad de Perfecta en el interior de las
células tratadas con ambos tipos de formulaciones, se cuantifico también a partir de los
precipitados celulares por NMR pasadas 24 h de su incubacién con dicha molécula. De
nuevo, se empled TFA como referencia en el analisis por NMR para determinar la

cantidad de moléculas de Perfecta presentes en el interior celular.
4.4.1.3. Aislamiento y caracterizacion de Perfecta-Exos

El aislamiento de los Perfecta-Exos se realizé siguiendo el protocolo detallado
en el capitulo 3, e incubando las células correspondientes con Perfecta en emulsion con

mMSCs v Perfecta-Exos®'®F10) | La caracterizacion de los exosomas

lecitina (Perfecta-Exos
se llevd a cabo tanto por técnicas fisicoquimicas (TEM, NTA, DLS, potencial zeta), como
por técnicas biolégicas (ensayo de co-localizacion con vesiculas positivas para CD63 y
WB). Por su parte, presencia de Perfecta en el interior de estas vesiculas se cuantifico
por NMR durante la estancia de investigacion en la Universidad Politécnica de Milan.
Para ello, se realizaron 264 ciclos a temperatura ambiente utilizando un espectrometro
Bruker AV400 operando a 500 y 475 MHz. En concreto, 400 uL de la muestra se
anadieron a 40 uL de D20 (10:1) siendo finalmente introducidos en un tubo de NMR y

como referencia se utilizé TFA con un pico de emision a 75,45 ppm aproximadamente.

Por su parte, las medidas de los tiempos de relajacion T1 y T2 registrados a 305
K se realizaron en el mismo espectrometro operado a 400 MHz. Las secuencias de
inversién-recuperacion y la secuencia de Car-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) se utilizaron

para calcular los tiempos re relacién T1y T2, respectivamente.

4.4.1.4. Analisis de la estabilidad de los Perfecta-Exos

mMSCs B16-F10

La estabilidad de los Perfecta-Exos y Perfecta-Exos se evalub

pasados 1, 5y 7 dias tras su purificacion. Para ello, se determiné por NMR la cantidad
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de 19-Fluor liberada al medio (PBS suplementado con un 10 % de FBS) en el que se

encontraban dichos exosomas a lo largo del tiempo.
4.4.2. Resultados y discusién
4.4.2.1. Caracterizacion de la emulsion de Perfecta con lecitina

Los emulsificantes para aplicaciones biomédicas deben cumplir con una serie de
caracteristicas: baja toxicidad, estabilidad quimica y capacidad de disminuir la tension
interfacial. Algunos surfactantes como pluronic, oleato de potasio o fosfolipidos
naturales, asi como mezclas de lipidos y surfactantes (p.ej. aceite de cartamo con
colesterol y/o glicerina) han sido utilizados para solubilizar este tipo de moléculas en
medios acuosos.'® El aceite de cartamo proporciona otras ventajas tales como una
disminucion en el fendmeno de maduracion de Ostwald que produce un crecimiento de

las particulas mas grandes a expensas de las mas pequefas.'®

La figura 4.40 muestra un esquema de la emulsion sintetizada en este estudio
para encapsular la molécula de Perfecta, en cuyo interior se encontraria la fase
hidrofébica con el aceite de cartamo y la molécula disuelta. Esta fase oleica, esta
rodeada por la lecitina (con la fosfatidilcolina como principal componente, aunque

también contiene fosfatidiletanolamina, fofatidilinositol y acido fosfatidico).

Fase acuosa

Aceite de
cartamo
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Figura 4.40. A) Esquema de la emulsion de Perfecta sintetizada con lecitina y aceite de cartamo.

Las fotografias de microscopia electrénica de la emulsion de Perfecta (figura
4.41A) muestran una suspension de pequefas particulas o gotas con morfologia
redondeada conteniendo en su interior la Perfecta insoluble en agua. Estas gotas tenian

un tamafo alrededor de 150 nm de diametro (figura 4.41.B). Resultados previos de
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DLS mostraban que esta estrategia generaba dispersiones de Perfecta homogéneas y
estables en disolucién acuosa durante varias semanas a temperatura ambiente.'®

B

N N N
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50 100 150 200 250

Fog B Diametro (nm)

Figura 4.41. A) Fotografias de TEM de la emulsién de Perfecta. B) Distribucion de tamafios de
la emulsion.

El analisis de NMR de las emulsiones de Perfecta sin y con fluorescencia (figura
4.42), indica una cantidad de atomos de fluor/mL similar a la reportada en bibliografia'®*:
1,23 x 10" (3,43 x 10" moléculas de Perfecta/mL) en la emulsion no fluorescente frente
a 1,22 x 10%" (3,43 x 10" moléculas de Perfecta/mL) cuando la emulsion era
fluorescente. Estos resultados demuestran como el acoplamiento de la molécula de

Rodamina B (ex/em 553/627 nm) a la emulsioén no afectaba a la cantidad de Perfecta
encapsulada en su interior.

1,23 x 1021 atomos de fllor/mL 1,22 x 102" atomos de flior/mL
3,43 x 10'® moléculas de Perfecta/mL 3,41 x 10" moléculas de Perfecta/mL
Emulsion de Perfecta Emulsion de Perfecta fluorescente
\
TFA ‘ TFA
|
A A
b S “ S
-68.5 -70.0 -71.5 -73.0 -74.5 -76.0 -77.5 -68.5 -70.0 -71.5 -73.0 -74.5 -76.0 -77.5
1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 4.42. Caracterizacion de la cantidad de 19-Fldor por NMR en la emulsion de Perfecta sin
y con fluorescencia.

4.4.2.2. Ensayos de citotoxicidad metabdlica y de internalizacion celular

Los valores de citotoxicidad en células mMSCs y B16-F10 producidos por la
emulsion de Perfecta se muestran en la figura 4.43. Los resultados indican que no hay
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diferencias significativas en el porcentaje de viabilidad de células tratadas con la
emulsion comparado con células control (sin tratar), algo esperable porque la lecitina es
una mezcla natural de fosfolipidos polares y neutros que se encuentra entre los
tensoactivos mas utilizados. Ademas, la lecitina cuenta con un gran indice de
tolerabilidad, una baja toxicidad y es biodegradable.' Los valores de viabilidad tanto
de las células mMSCs como B16-F10 se encuentran por encima del 70 % a los tiempos
estudiados (24 y 48 h).

mMSCs 24 h

2 mg/mL

1 mg/mL

0.5 mg/mL
0,250 mg/mL
0,125 mg/mL
0,06 mg/mL
0,03 mg/mL
0,015 mg/mL
Control

100

O“I““" II‘I‘I“I ‘I“MIII

Emulsion DMSO+Perfecta DMSO
mMSCs 48 h

80-

401

20- l

0- |

Emulsion DMSO+Perfecta DMSO
B16-F1024 h

80+
40
20
0_ ]

Emulsion DMSO+Perfecta DMSO

B16-F1048 h

100+
80
40
20+
04 |

Emulsion DMSO+Perfecta DMSO

H O ©®
o O O

Viabilidad celular (%)
N
o

ingngonnonln

2 mg/mL

1 mg/mL

0.5 mg/mL
0,250 mg/mL
0,125 mg/mL
0,06 mg/mL
0,03 mg/mL
0,015 mg/mL
Control

Viabilidad celular (%)
3
inpgngonNnpnmn

2 mg/mL

1 mg/mL

0.5 mg/mL
0,250 mg/mL
0,125 mg/mL
0,06 mg/mL
0,03 mg/mL
0,015 mg/mL
Control

Viabilidad celular (%)
3
ingpgnpnln

2 mg/mL

1 mg/mL

0.5 mg/mL
0,250 mg/mL
0,125 mg/mL
0,06 mg/mL
0,03 mg/mL

0,015 mg/mL
Control

Viabilidad celular (%)
3
InEngnpEnRn

Figura 4.43. Toxicidad de la emulsion de Perfecta en las células mMSCs y B16-F10 pasadas 24
y 48 h de su incubacién.

En el caso de la Perfecta en medio de cultivo con DMSO, es de destacar que las
células tratadas con DMSO y Perfecta, y las células incubadas unicamente con DMSO,
presentaban perfiles de citotoxicidad muy similares y dependientes de la dosis, sin
diferencias significativas cuando la Perfecta estaba presente o no. Por tanto, esta

disminucién dosis-dependiente (particularmente en la mas elevada; 2mg/mL), es
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atribuible al DMSO y no a la Perfecta. De hecho, esta ampliamente citado que esta
molécula de naturaleza anfipatica puede afectar significativamente al crecimiento de
células cultivadas in vitro y afectar a procesos como su proliferacion, supervivencia o
diferenciacion.'®® Ademas, se ha demostrado que el DMSO puede causar la hemdlisis
de los globulos rojos y reducir la actividad de las plaquetas, generando dafios
hematoldgicos.'®® Considerando estos resultados, se abandono el abordaje con DMSO

y se procedié a encapsular la Perfecta en exosomas utilizando la emulsién con lecitina.

La figura 4.44 muestra la internalizacion de la emulsidon de Perfecta en células
mMSCs y B16-F10 a lo largo del tiempo evaluada por microscopia confocal. A las 2 y 4
h se observa una minima cantidad de Perfecta en el interior del citoplasma de las
mMSCs y gran parte de ella se localiza en la membrana. Sin embargo, a partir de las 6
h se puede ver acumulada en gran cantidad en su citoplasma. En el caso de las células
B16-F10, puede observarse como este incremento significativo de la cantidad de
emulsion de Perfecta en el interior de las células ocurre a partir de las 24 h y no de las
6 h como ocurria en las mMSCs. Las proyecciones ortogonales en direccion Z de las
mMSCs y las B16-F10 tras 24 h de incubacion con la emulsidon, muestran una
localizacion preferente de la misma en el interior del citoplasma en el caso de las
primeras, mientras que, en el caso de las células metastasicas, la emulsién estaba
mayoritariamente anclada a la superficie externa de la membrana (aunque una parte de
ella puede verse también en el interior celular). La intensa captacion de NPs por parte
156,200

de las MSCs comparado con otras lineas celulares ha sido reportado previamente,

y también se ha comprobado en este trabajo (ver figuras 4.16 y 4.28).

Control - 2h

mMSCs

B16-F10

Figura 4.44. Internalizacién de la emulsién de Perfecta en células mMSCs y B16-F10 durante 2,
4, 6 y 24 horas. Azul (nucleo), verde (actina), rojo (emulsion de Perfecta). La figura muestra
proyecciones Z de las adquisiciones de microscopia confocal.
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El analisis de la cantidad de fldor presente en los precipitados de ambas lineas
celulares (B16-F10 y mMSCs) cuando estos eran sometidos al tratamiento con la
emulsion de Perfecta o con la Perfecta disuelta en DMSO, revelaron una gran cantidad
de este elemento (y por tanto de Perfecta) cuando la molécula se adicionaba al medio

de cultivo en forma de emulsion (figura 4.45).

Control Perfecta con DMSO Emulsion Perfecta

0 atomos de fltior/mL | [ 4,37x10% atomos de fldor/mL |
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Figura 4.45. Resultados de NMR de los precipitados de células B16-F10 y mMSCs sin tratar,
incubadas con Perfecta con DMSO o en forma de emulsion.

Por su parte, cuando las células se incubaban con la Perfecta en presencia de
DMSO no se observo fluor en su interior (sin bien un pequefo pico imposible de
cuantificar de Perfecta se obtuvo cuando las mMSCs eran incubadas con esta

formulacién). Como control negativo, se realizd un analisis NMR de células sin tratar.

Considerando estos resultados (junto con los expuestos en la figura 4.43) se
decidio seguir trabajando Unicamente con la Perfecta en forma de emulsion con lecitina.
Ademas, a partir de los resultados de citotoxicidad metabdlica y de microscopia
confocal, se establecié 2 mg/mL como dosis subcitotoxica y 6 h como tiempo de

incubacion idoneo de la emulsion de Perfecta.
4.4.2.3. Caracterizacion de los Perfecta-Exos

Se purificaron los exosomas excretados en cultivos de mMSCs y de células B16-
F10 tras la su incubacion con la emulsidon durante 6 horas a una concentracion de 2

mg/mL. Las fotografias de TEM (figura 4.46) indican que la presencia de la Perfecta en
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4. Encapsulacion por métodos exdgenos y células parentales

el interior de los exosomas no afecta a su morfologia. Tanto en el caso de las mMSCs
como de las B16-F10, los exosomas presentaban una morfologia esférica y tamafo
semejante a la de los exosomas control, con un tamafo medio de 100-150 nm de

diametro.

Exosomas B16F10 Exosomas MSCs

ExosB16-F10 Perfecta-ExosB16-F10 ExosmMSCs Perfecta-ExosmMSCs

" 200 nm o 200 nm o 11100 nm o 1100 nm

Figura 4.46. Fotografias de TEM de los exosomas derivados de mMSCs y células B16-F10 tanto
en presencia como en ausencia de Perfecta.

Por ultimo, los datos de NTA (figura 4.47) muestran que la presencia de esta
molécula tampoco afectaba ni al diametro ni a la concentracién de particulas secretadas.
La tabla 4.6 resume la concentracion y los diametros hidrodinamicos obtenidos por DLS
y NTA de exosomas derivados de células mMMSCs y B16-F10 tanto en presencia como
en ausencia de Perfecta.

Exosomas B16-F10 Exosomas mMSCs
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Figura 4.47. Resultados de NTA obtenidos de los exosomas derivados de mMSCs y B16-F10
con y sin presencia de Perfecta.
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Tabla 4.6. Diametro hidrodinamico de los exosomas derivados de ambas lineas celulares (control
y tratadas con la emulsion de Perfecta). La tabla recoge resultados medidos por DLS y por NTA.

mMSCs B16-F10
Exos _ Perfecta-
Perfecta-Exos Exos Exos
Di DLS | 220,6 £22 2234 +224 170,5+ 31,6 174,8 + 24,4
iametro nm nm nm nm
hidrodinamico | N 178,2n:] 68,1 207.4 + 89 nm 175,(:;:] 69,3 172,8 + 70 nm
Concentracién | NTA | 4.3 x10° 2,9 x10° 1,8 10" 7,4 x10%0
particulas particulas particulas particulas

El analisis por WB tanto de un gen housekeeping (GAPDH) como de las
proteinas exosomales (CD63 y CD9) indica que la presencia de Perfecta en los
exosomas derivados de ambas lineas celulares no afecta a la expresion de las proteinas
estudiadas (figura 4.48).

GAPDH | s SR | GAPDH | s =

coe3| WHENE IR CDo e s——

Figura 4.48. WB de los exosomas cargados con Perfecta y control (células B16-F10 y mMSCs).

mMSCs v los Perfeta-Exos®'®F'° fue similar

El potencial zeta de los Perfecta-Exos
al obtenido para los exosomas derivados de células mMSCs control (Exos™5%) y los

EXOSB16-F10 (

tabla 4.7). Todos ellos presentaban una carga negativa caracteristica de la

membrana fosfolipidica que rodea estas vesiculas extracelulares.

Tabla 4.7. Valores de potencial zeta obtenidos para los exosomas derivados de mMSCs y de
células B16-F10 cultivadas en ausencia (control) y presencia de la emulsiéon de Perfecta.

Exos Perfecta-Exos
mMSCs -2255+1,18 mV | -25,59 + 1,61 mV
B16-F10 -17,90+2,96 mV | -18,38 + 1,61 mV

El analisis por NMR permitié cuantificar la cantidad de atomos de fluor (y, por
tanto, de moléculas de Perfecta) en su interior. Ademas, conocido en numero de
exosomas en una muestra (obtenido por NTA) puede estimarse el numero de atomos
de fluor, asi como la cantidad de moléculas de Perfecta por exosoma (tabla 4.8), ya que

cada molécula de Perfecta contiene 36 atomos de flior. Como puede observarse, los
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resultados obtenidos en las diferentes sintesis fueron altamente reproducibles entre si,
demostrando la robustez del método de carga de Perfecta. Es interesante destacar que
las mMSCs producian exosomas con mas cantidad de Perfecta en su interior
comparado con los derivados de las células B16-F10 (un orden de magnitud superior).
Este resultado va en concordancia con los resultados de internalizacion celular de la
Perfecta mostrados en la figura 4.44, en los cuales se demuestra que las mMSCs
internalizan significativamente mas cantidad de Perfecta que las células metastasicas,
y por lo tanto hay una mayor cantidad de este molécula susceptible de ser secretada en

los exosomas.

Tabla 4.8. Medidas de NMR y de NTA en exosomas derivados de ambas lineas celulares para
obtener la cantidad de atomos de flior y de moléculas de Perfecta presentes en cada exosoma.

ExosB16F10 ExosMSCs
Atomos Moléculas Atomos Moléculas
F/Exosoma | PerfectalExosoma | F/[Exosoma | PerfectalExosoma
Lote | 7.02 x10° 1.95x10° 1.5 x108 4,2x108
Lote Il - - 1.12 x108 2,7x108
Lote Il 7.1 x108 2x10° 3.05 x108 8,4x10°
Lote IV 2.26 x107 6,2x10° 6.59%107 1,8x106
Media 1.22 x107 3.4x10° 1.58 x108 4,2 x10°

Por ultimo, se evaluaron los tiempos de relajacion T1y T2 (tabla 4.9). Hasta la
fecha, no existen publicaciones en las que se encapsulen moléculas superfluoradas en
exosomas para hacer imagen por MRI y por tanto, no hay resultados con los que
comparar los datos obtenidos en esta seccion. Sin embargo, los tiempos de relajacion
T1 y T2 se corresponden con los de la molécula de Perfecta desnuda previamente
publicados (T1/T2 690/202).%"

Tabla 4.9. Tiempos de relajacion T1 y T2 obtenidos para los exosomas cargados con Perfecta
derivados de ambas lineas celulares.

T1(MS) | T2 (MS)
Perfecta-ExosmMSCs 670 327
Perfecta-ExosB16+10 705 308

4.4.2.4. Evaluacion de la estabilidad de los Perfecta-Exos

mMSCs B16-F10

La estabilidad de los Perfecta-Exos y Perfeta-Exos se determind

midiendo la cantidad de fluor liberada al medio (PBS suplementado con un 10 % de
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FBS) a lo largo del tiempo. La figura 4.49 recoge los espectros de NMR del fluor
presente en los sobrenadantes en los que se encontraban los exosomas cargados con

la Perfecta pasados 1, 5 y 7 dias de su aislamiento. Ni en el sobrenadante de los

mMSCs B16-F10

Perfecta-Exos ni de los Perfeta-Exos , Se observo ninguna senal de Perfecta
en el sobrenadante, indicativo de la ausencia de liberacién de la molécula al medio vy,

por tanto, de su estabilidad durante, al menos, una semana.
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Figura 4.49. Analisis de NMR del sobrenadante de exosomas derivados de células B16-F10 y
mMSCs cargados con Perfecta tras 1,5y 7 dias de su sintesis.

4.4.3. Conclusiones de esta seccion

La emulsiéon de Perfecta no presentd citotoxicidad metabdlica en ambos tipos
celulares empleados (MMSCs y células B16-F10) a las dosis de estudio. Por lo contrario,
cuando se solubilizé Perfecta en medio de cultivo con DMSO, se observé citotoxicidad
a las dosis mas altas, atribuida a la presencia del DMSO y no a la Perfecta. Los
resultados de morfologia, tamafo y estructura de los exosomas obtenidos por TEM, DLS
y NTA corroboran que la presencia de Perfecta en los exosomas no afecta a su
morfologia ni integridad. Ademas, el nivel de expresion de las tetraspaninas CD9 y CD63
indica que la presencia de esta molécula tampoco afecta a la expresién de proteinas
especificas de este tipo de vesiculas. Por ultimo, el analisis de 19F- NMR revel6 un alto
contenido de Perfecta en el interior de las vesiculas extracelulares, particularmente en

los exosomas derivados de células mMMSCs. Este hecho se atribuy6 al incremento en la

130



cantidad de Perfecta internalizada en las mMSCs comparado con las células
metastasicas. Los tiempos de relajacién T1 y T2 indican el potencial de este nuevo

vehiculo exosomal como vector de imagen y diagnostico por MRI.
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Imagen de microscopia confocal de células madre mesenquimales de médula 6sea
incubadas con la emulsion de Perfecta.

Marcaje de la actina (gris), Perfecta (amarillo) y nucleos (cian).
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5. Generacion in situ de nanoparticulas en el interior

de exosomas mediante reduccion en atmosfera de

monoxido de carbono

5.1. Introduccién

En el capitulo anterior se han expuesto los métodos empleados para introducir
particulas metalicas en el interior de exosomas: tanto las estrategias de difusion pasiva,

que conducen a bajos rendimientos,'%17®

como las de encapsulacion forzada con
métodos tales como la electroporacién, sonicacién, choques térmicos o incubacion con
algun agente permeabilizador y/o detergente, que consiguen incrementar la cantidad de
particulas encapsuladas, a costa de un detrimento en la integridad de la pared
exosomal.™® También se ha demostrado que, tanto la eficacia de encapsulacion como
la integridad de los exosomas pueden mejorarse mediante el método de captacion
natural de las NPs por parte de las células parentales que se ha expuesto en dicho
capitulo. Sin embargo, este método también cuenta con limitaciones importantes. En
primer lugar, las particulas o farmacos de interés tienen que ser solubles en medio de
cultivo, y biocompatibles para incubarse con las células secretoras. Ademas, no solo la
toxicidad debe ser baja a las dosis requeridas, sino que las NPs tienen que tener una
morfologia, tamafio y carga superficial adecuados para ser endocitadas por las células
diana y por tanto ser susceptibles de ser incorporadas en la ruta de biogénesis de los
exosomas. Xie y cols. analizaron la influencia de la forma de diferentes particulas de oro
(estrellas, bastones y triangulos) en la via de internalizacion empleada por cada una de
ellas en macrofagos RAW264.7. Los tres tipos de NPs utilizaban un mecanismo de
internalizacion dependiente de clatrina. Pero ademas, observaron que los nanobastones
eran también capturados por mecanismos de endocitosis dependientes de caveolina y
de balsas lipidicas y que, por otro lado; la entrada de los nanotriangulos a la célula
estaba asociada a una reorganizacion de su citoesqueleto. La cantidad de nanoestrellas
dentro de estos macréfagos fue baja, probablemente debido a que su morfologia
estrellada hacia que éstas interaccionaran fuertemente con la membrana celular
impidiendo su paso al interior citoplasmatico.?*? Por lo tanto, en ocasiones las particulas
pueden no ser capturadas por las células en cantidades suficientes; y otras veces deben
modificarse para ser vehiculizadas al interior celular, limitando la capacidad de
encapsulacion exosomal mediante la via de captacion natural.203204205208 Con este
abordaje de encapsulacion indirecta, también resulta complicado controlar la carga de

particulas en el interior de exosomas; a veces se obtienen exosomas vacios y entre los
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exosomas con particulas en su interior, no todos estan cargados uniformemente. En
resumen, con los métodos comentados, resulta dificil controlar la carga de las NPs en

los exosomas.

Con el objetivo de solventar algunas de las limitaciones expuestas, en este
capitulo se desarrolla una estrategia para generar las nanoestructuras directamente en
el interior de los exosomas en vez de sintetizarlas y encapsularlas posteriormente. Para
ello, se ha utilizado un reactante gaseoso (monoxido de carbono (CO)) como agente
reductor de un precursor en forma de sal, previamente incorporado en el interior de los

exosomas por difusion a través de su membrana fosfolipidica.

Es bien conocido que en la sintesis de particulas en fase liquida se puede regular
el tamafio y la morfologia de las NPs generadas gracias al control de la cinética de la
reaccion y al empleo de diferentes agentes reductores y reactivos organicos o
inorganicos que actuan como agentes estabilizadores.?”?%® Sin embargo, cuando es
posible utilizarla, la sintesis de particulas con reductores gaseosos tiene una ventaja
adicional puesto que no queda un exceso de agente reductor y/o estabilizante en la
solucion de las NPs, lo que elimina la necesidad de etapas de purificacion posteriores
que afiaden complejidad al proceso y que pueden afectar al grado de pureza de las NPs
producidas e incrementar su agregacion, limitando asi su potencial aplicacion.?®
Algunos gases reductores, como el CO, son capaces de dirigir el crecimiento de los
cristales gracias a una adsorcion preferencial sobre determinadas caras cristalinas,
permitiendo controlar la forma de las NPs. Se ha descrito el uso del CO para sintetizar
NPs tanto en sistemas discontinuos como continuos (aunque también hay trabajos que
describen el uso de otros gases inertes como H> como agentes reductores alternativos
al CO).?"° Concretamente, el empleo de CO en sistemas discontinuos, fue reportado
hace ya una década, cuando se sintetizaron los primeros nanotubos de platino gracias
a la reduccion del precursor acetilacetonato de platino (Pt(acac).) en presencia de
oleilamina y/o acido oleico. La presién parcial y el modo de contacto del CO tuvo un
efecto sobre la forma de las particulas.?’’ Ademas de PtNPs, Young y cols. también
emplearon CO como agente reductor para sintetizar AuNPs de diversos tamafios,
combinando diferentes concentraciones del precursor HAuCls con distintos flujos de CO
para sintetizar particulas monodispersas con tamafios entre 4 y 100 nm.?* Por otro lado,
Huang y cols., desarrollaron un microreactor de flujo en espiral combinado con un
reactor de flujo segmentado con burbujas de CO para generar AuUNPs monodispersas
de menos de 10 nm de diametro. Para optimizar el sistema, sometieron varias
disoluciones de HAuCls con diferentes concentraciones a una atmésfera con diversas

relaciones de flujo del liquido a gas.?'? En otro trabajo realizado por Wu y cols., se
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sintetizaron diferentes nanocristales compuestos por aleaciones de Pt con cobalto,
hierro, niquel o paladio, utilizando también CO como agente reductor de diferentes
precursores. Controlando la reaccién con el gas, estos nanocristales presentaron formas
cubicas u octaédricas, con altas propiedades cataliticas (51 veces mas eficientes que

catalizadores de Pt descritos hasta entonces).?"

Como ya se ha comentado en la introduccion general de esta Tesis Doctoral, la
membrana exosomal presenta caracteristicas y exhibe propiedades similares a la
membrana plasmatica celular. La permeabilidad de esta membrana permite el
transporte de moléculas esenciales (tales como glucosa, aminoacidos, etc.) al interior
celular y facilita la salida de los productos toxicos o de desecho.?™ Otra de las funciones
principales de esta membrana es mantener el equilibrio y regular las concentraciones
idnicas intracelulares, lo que conlleva el transporte de dichos iones a través de la
membrana para regular su concentracién tanto en el ambiente extracelular como en el
intracelular. El transporte de estos iones o moléculas puede llevarse a cabo de forma
pasiva o de forma activa.?'® Los métodos de transporte pasivo incluyen la difusion simple
de las moléculas a través de la membrana y el uso de canales idnicos o transportadores
(difusion facilitada). El transporte activo de sustancias se caracteriza por el consumo de
energia, habitualmente en forma de ATP. La figura 5.1 recoge los diferentes
mecanismos de transporte empleados por las células para transportar sustancias entre

el interior y el exterior celular.
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Figura 5.1. Sistemas de transporte utilizados por las células para incorporar moléculas, sales e
iones a su interior, tanto de forma pasiva como activa.

Los precursores idnicos mas comunmente utilizados para la sintesis de NPs se

encuentran en forma de sal. En concreto, uno de los mecanismos que utilizan las células
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para incorporar sales en su interior es la difusion pasiva (las sales son capaces de
atravesar la bicapa lipidica de la membrana plasmatica y penetrar en el interior celular
siguiendo un gradiente de concentracion). Es razonable pensar que tanto la moléculas
ibnicas como los gases hidrofébicos incluido el CO, podrian ser transportados al interior
de los exosomas por simple difusion pasiva, usando el gradiente de concentracion como
fuerza impulsora a través de la membrana fosfolipidica. Este transporte vendria descrito
por la Ley de Fick particularizada para una membrana, la cual establece que la velocidad
de difusién de una sustancia o molécula a través de una membrana es directamente
proporcional a una constante (denominada coeficiente de difusién, K), a la superficie de
transporte y al gradiente de concentracion a ambos lados de la membrana, e
inversamente proporcional al espesor de la membrana.?'®?'” Por su parte, el coeficiente
de difusion de una determinada molécula o sustancia a través de una membrana
depende principalmente del su peso molecular, de su grado de ionizacion asi como de

su liposolubilidad.

Considerando las caracteristicas de la membrana exosomal y su permeabilidad
a estos gases hidrofébicos y a diferentes sales, iones y moléculas, se planted la
posibilidad de generar directamente las NPs metalicas en el interior de las vesiculas,
convirtiendo al exosoma un nanoreactor donde se verificaria la reduccién de los

precursores metalicos.

Aunque la sintesis de nanomateriales metalicos en presencia de un precursor
ionico y de un gas reductor ha sido ya descrita, hasta ahora ningun trabajo ha indicado
el uso de esta estrategia para generar particulas en el interior de exosomas. En
concreto, en esta Tesis Doctoral se han generado PdNSs, AuNPs y PtNPs en el interior
de estas vesiculas extracelulares derivadas de diferentes lineas celulares. En el caso
de los exosomas cargados con PdNSs (Pd-Exos), el objetivo principal fue utilizar sus
propiedades cataliticas. De esta forma, los exosomas cargados con las PANSs podrian
servir como herramientas cataliticas bioortogonales para el tratamiento del cancer. Por
su parte, los exosomas cargados con las AuNPs (Au-Exos) podrian actuar como
potenciales agentes de imagen para delimitar zonas tumorales (Pt-Exos). Finalmente,
en el caso del platino, se pretendié explotar las propiedades antitumorales de las PtNPs

de menos de 5 nm, usando los exosomas como vehiculos citotoxicos antitumorales.
En este capitulo se detalla la generacion, la caracterizacion y la estabilidad de

estos vectores hibridos y en los capitulos posteriores se estudiara su potencial

teragnaostico.
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5.2. Experimental

5.2.1. Purificacion de exosomas de cultivos celulares

Los exosomas empleados en este capitulo se purificaron por ultracentrifugacion
a partir de cultivos celulares tal y como se ha descrito en el capitulo 3. En funcion de la
aplicacion final de cada uno de estos vectores cargados con las diversas
nanoestructuras metalicas, se escogieron exosomas derivados de diferentes lineas
celulares (hpMSCs, células A549, células B16-F1, células B16-F10 y células U251-MG),

cuya caracterizacién se muestra en la seccion de resultados.
5.2.2. Incubacién de los exosomas con los precursores metalicos

Inmediatamente después del aislamiento de los exosomas por
ultracentrifugacion, se realizé un ensayo BCA para obtener su concentracion a partir de
la cantidad de proteina total (ver capitulo 3). Una vez estimada la concentracion de los
exosomas, diferentes precursores idnicos se pusieron en contacto con estas vesiculas

extracelulares. En concreto:

- Para generar las PANSs se empleo el cloropaladato de potasio (l1), (K2PdCls,
Mm=326,43 g/mol).

- En el caso de las AuNPs se utilizé acido cloroaurico (HAuCls, Mm=339,79
g/mol).

- Las PtNPs se sintetizaron empleando acido cloroplatinico (H2PtCls, 8 %

pureza en H20, Mm=409,81 g/mol).

Los precursores idnicos se incubaron con los exosomas permitiendo su
incorporacion al interior de los mismos por difusidon, a temperatura ambiente y sin
agitacion durante 12 h. La diferencia de concentracion de la sal precursora fuera y dentro
del exosoma actuara como fuerza impulsora trasladando estos iones al interior de los
mismos hasta alcanzar el equilibrio. La estrategia empleada para incubar los
precursores de los diferentes metales con los exosomas de todas las lineas celulares
usadas fue idéntica, aunque, con el objetivo de obtener la carga deseada, la
concentracion de dichos precursores metalicos pudo variar para cada tipo de exosomas

y cada clase de precursor.

En concreto, 30 ug de exosomas se dispersaron en 30 mL de PBS conteniendo
el precursor metalico a diferentes concentraciones (desde 0,6 a 0,006 mM). Esta mezcla
de exosomas y precursores idnicos se mantuvo en contacto durante 12 h a temperatura
ambiente y sin agitacion magnética para minimizar la agregacion de las vesiculas.

Pasado este tiempo, la mezcla se ultracentrifugd a 100000 g durante 2 h a 4 °C para
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eliminar el exceso de iones no internalizados en los exosomas, descartandose el
sobrenadante del producto ultracentrifugado. Finalmente, el precipitado de exosomas
conteniendo los iones metalicos en su interior, se resuspendié en 1 mL de PBS para ser
posteriormente tratado con el CO y asi formar las nanoestructuras metalicas en su
interior. El esquema de la figura 5.2 ilustra la carga de los precursores idnicos y del gas
reductor en el interior del exosoma, convirtiéndolo en un nanoreactor donde generar las

diferentes nanoestructuras mostradas en este capitulo.
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Figura 5.2. Exosoma como nanoreactor. Incorporacion de sales precursoras y del CO (gas

reductor).
5.2.3. Generacion de los nanomateriales por reduccion con CO

Es importante destacar que el monéxido de carbono esta catalogado como un
gas altamente inflamable, incoloro, inodoro, insipido y extremadamente toxico debido a
su capacidad de union a la mioglobina y a la citocromo oxidasa mitocondrial.'® Este gas
se combina muy facilmente con la hemoglobina formando carboxihemoglobina,
pudiendo causar estrés hipoxico debido a una reduccién del transporte de oxigeno en
sangre.?'® En concordancia con lo establecido por el Instituto Nacional de Seguridad y
Salud en el Trabajo (INSST), el valor limite ambiental de exposicién de corta duracion
(VLA-EC) en un promedio de tiempo de 8 horas es de 20 ppm.?® Por ello, la

manipulacién del CO se realiz6 con las medidas de seguridad adecuadas y en presencia
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de un detector de CO con una alarma configurada con los limites de CO permitidos. La

figura 5.3 ilustra el sistema experimental utilizado.

Conducto de escape

Campana de

extraccion gases T e el

Valvula 3 vias .
- presion del gas

4 L

{ Sensor de CO

30°C
Reactorde alta / .s
presion

Revestimiento

de teflon l
Exosomas + l
precursor

Agitador |

L_dVelocidadl 30 °C|

Figura 5.3. llustracién de la campana de extraccion de gases conteniendo el autoclave recubierto
con tefléon en cuyo interior se encuentra el vial con los exosomas. En el esquema también se
muestran las botellas de CO y aire conectadas a la llave de tres vias para llevar a cabo la
reduccion de los precursores idnicos localizados en el interior de los exosomas.

Para llevar a cabo la reaccion, el vial con la disolucion exosomas cargados con
los iones metalicos en su interior (en 1 mL de PBS) se introdujo en un reactor de alta
presion (autoclave) con recubrimiento de teflén. Se incorporé poco a poco CO como
agente reductor a una presion de 6 bar mediante una valvula de tres vias en la tapa de
teflon del autoclave. Para llevar a cabo la sintesis de las nanoestructuras, el autoclave
se introdujo en un bafo de agua a 30 °C con agitacion para garantizar una temperatura

homogénea en el tanque. Una vez alcanzada una presion de CO de 6 bar, el reactor se
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mantuvo durante 40 minutos en esta atmosfera reductora a 30 °C para llevar a cabo la
conversion de los iones metalicos. Pasado este tiempo, se introdujo aire en el interior
del reactor para desorber el CO con el doble objetivo de parar la reaccién quimica y
garantizar una manipulacién segura del reactor al ser abierto para extraer el vial

conteniendo los exosomas cargados con NPs.

5.2.4. Caracterizacion de los exosomas con las nanoestructuras en su

interior

Tras la sintesis de las correspondientes NPs, los exosomas cargados se
caracterizaron por una bateria de métodos fisicoquimicos y biolégicos con el objetivo de
verificar su correcta morfologia y funcionalidad: microscopia electrénica (TEM
convencional, STEM-HAADF, analisis de la composicion quimica por EDX y crioTEM),
WB, espectroscopia UV-VIS, potencial zeta, NTA, XPS, MP-AES e ICP-MS. Los
métodos experimentales utilizados para caracterizar los exosomas por estas técnicas,

se encuentran ampliamente detalladas en el capitulo 3.
5.2.5. Evaluacioén de la estabilidad de los exosomas

Se midi6 el diametro hidrodinamico de los exosomas control y de los exosomas
cargados con las nanoestructuras el dia de su sintesis, asi como 24 y 72 horas después
(por la técnica de NTA). Ademas, a los mismos tiempos se evalud la carga superficial
(potencial zeta) de las vesiculas cargadas con las nanoestructuras. Esta carga
superficial se compar6 con la de exosomas control no tratados con CO y con la de
exosomas control tratados con CO en ausencia de precursor, con el fin de verificar si el

CO en ausencia de precursores ionicos afectaba a la carga de las vesiculas.

5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Caracterizacion de los Pd-Exos

Con ayuda de la microscopia electronica, en primer lugar, se optimizo la cantidad
de Pd en el interior de exosomas derivados de células B16-F1 (Exos®'® ). Para ello, los

EXOSB16-F1

se incubaron con disoluciones de precursor K-PdCls 0,03 y 0,06 mM antes de
someterse a la atmodsfera reductora de CO de alta presion para evaluar la presencia de

nanoestructuras de Pd en su interior, asi como su morfologia y tamafio.

La figura 5.4.A muestra imagenes TEM de Exos®'®*!

control, y de exosomas
incubados con disoluciones 0,03 y 0,06 mM K-PdCls antes y después de someterse al
tratamiento con CO. Los histogramas de distribucion de tamarfios de la figura 5.4.B

demuestran que ni la aplicacion de CO durante 40 minutos ni la presencia final de las
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nanoestructuras de Pd afectaron al tamafio de los exosomas ni a su morfologia
redondeada (los diametros obtenidos para los exosomas control, para los incubados
con K2PdCls 0,03 mM y con K>PdCls 0,06 mM fueron de 80,2 + 12,9 nm; 84,6 £ 17,3 nm
y 85,5 + 17,7 nm, respectivamente).
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Figura 5.4. Fotografias de TEM de ExosB'6F" sin tratamiento (control), y antes y después del
tratamiento con CO, incubados con diferentes concentraciones de precursor (0,03 y 0,06 mM).
Ademas, se recoge el detalle de las nanoestructuras de Pd formadas en su interior. B)
Histogramas de distribucién de tamanos de los tres tipos de exosomas.

Como puede observarse en las imagenes de la derecha de la figura 5.4.A, tras
el tratamiento con CO durante 40 minutos, en los exosomas incubados con ambas
concentraciones de KyPdCls se aprecian nanolaminas (NSs) y/o NPs de Pd
(correspondientes con la aparicion de Pd® a partir de Pd®* en presencia de CO). Como
cabia esperar, se observa mayor cantidad de nanoestructuras de Pd en el interior de los
exosomas incubados con la disolucién de mayor concentracion de precursor. En el caso
de exosomas incubados con K,PdCls 0,03 mM se observaron escasas nanoestructuras
de Pd, debido a la limitada cantidad de precursor en el interior de los exosomas.
Ademas, en el caso de los exosomas incubados con 0,06 mM de K-PdCls se formaron
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mayoritariamente NSs, mientras a una concentracion de 0,03 mM se generaron

principalmente NPs.

Considerando estos resultados se establecié 0,06 mM como la concentracion de
precursor Optima. La alta presiéon de CO en el autoclave asegurd una solubilidad
suficiente del gas en el medio de reaccién, necesaria para controlar la forma de las
nanoestructuras de Pd gracias a su quimisorcion selectiva que induce el crecimiento
anisotropico en forma de lamina.????? La cantidad de Pd en el interior exosomal se
cuantifico por MP-AES y se refirid a la masa de exosomas (medida por la cantidad de
proteina), obteniéndose un valor de 0,83 pug de Pd/ug de exosoma cuando se incubaron

a una concentracion de 0,06 mM.

Para ensayar el protocolo en otra linea celular, y también con el objeto de evaluar
la evolucion con el tiempo de exposicion al CO, las vesiculas derivadas de una linea
también de melanoma pero mucho mas agresivo (B16-F10) se aislaron e incubaron con
una disoluciéon de KyPdCls 0,06 mM durante 12 horas a temperatura ambiente, se
ultracentrifugaron (para eliminar el exceso de precursor no internalizado) y finalmente
se sometieron a una atmoésfera de CO de 6 bar a 30 °C durante diferentes tiempos (2, 5
y 10 minutos). La figura 5.5 muestra como pasados dos minutos, los primeros
agregados de Pd° empezaban a formarse en el interior de los Exos®'®F'°
Probablemente, estas primeras formaciones de Pd° actian como nucleo precursor a

partir del cual van creciendo las NSs y las NPs de Pd tras 5 y 10 minutos.

2 minutos
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Figura 5.5. Fotografias de TEM de los exosomas derivados de células B16-F10 incubados con
K2PdCls 0,06 mM y expuestos a una atmésfera de CO durante 2, 5y 10 minutos.

Comparado con los exosomas incubados con la misma cantidad de precursor,
pero sometidos a 40 minutos de tratamiento con CO mostrados en la figura 5.6.A,
puede claramente observarse que la cantidad de PdANSs presente en su interior
aumentd significativamente al incrementar el tiempo de contacto con el gas. Estos

resultados indican que, aunque tras 5 y 10 minutos de exposicion al CO se pueden
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observar las primeras PdNSs en el interior de estas vesiculas, todavia queda gran
cantidad de Pd en forma idnica sin reducir en el interior de las mismas. Por ello, se
mantuvo un periodo de 40 minutos como tiempo de reaccidon adecuado para la

generacion de estas nanoestructuras en el interior de los exosomas.
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Figura 5.6. A) Fotografias de TEM de los exosomas derivados de células B16-F10 tras ser
incubados con K2PdCls 0,06 mM y expuestos durante 40 minutos a una atmésfera de CO. B)
Andlisis EDX de una zona de los exosomas cargados con las PdNSs.

La caracterizacion de estos exosomas por STEM nos permitié observar las
nanoestructuras de Pd como elementos con un color mas claro en el interior del
exosoma (figura 5.6.B). Es importante mencionar que, en este caso, no es posible
observar el exosoma puesto que la muestra no se recubrié con ningun agente de
contraste con el fin de realizar una evaluacién de la composicion del material por analisis
EDX. Estos resultados confirmaron que las nanoestructuras en el interior del exosoma
estan compuestas unicamente de Pd. También se observa la presencia de Si y Cu
(provenientes de la rejilla utilizada para depositar la muestra y ser visualizada) y O (del

medio ambiente).

Las PdNSs son especialmente interesantes ya que se conoce desde hace
décadas que laminas ultrafinas de diferentes metales exhiben efectos cuanticos y una

superficie que las proveen con propiedades fisicas y quimicas
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extraordinarias.??3224225226 Dg hecho, se ha descrito el uso de CO para sintetizar PANSs
de menos de 10 capas atdomicas con una largura de 20 a 160 nm exhibiendo una
actividad electrocatalitica para la oxidacion de acido férmico 2,5 veces mas activa que

otros catalizadores comerciales. También presentan respuesta plasménica en el NIR.?!

Como ya se ha comentado, el empleo del CO como agente reductor es lo que
permite el crecimiento de las PdNSs ultrafinas, actuando como elemento director del

crecimiento de las laminas gracias a su adsorcion preferencial sobre la cara (111)%¢

que
parece tener un papel mas importante que los compuestos tensoactivos, cuya influencia
también se ha sugerido.??”?% Ademas, los ensayos de FTIR desarrollados en el trabajo
de Huang y cols.,?® indicaron que las PdNSs se forman en etapas muy tempranas de
la reaccioén, corroborando los resultados mostrados en la figura 5.6, en la cual se
observd que tras 5 minutos de exposicién al CO, ya pueden observarse PdNSs.
Posteriormente, la longitud de las NSs se va alargando a lo largo del tiempo, hasta que
se agota el precursor iénico sin modificar el espesor de las mismas (2 nm). Sin embargo,
cuando la cantidad de precursor idnico es limitada, se forman los primeros sitios de
nucleacion en el plano basal {111} pero al no haber iones Pd?* disponibles para reducirse
a Pd® y crear las NSs a lo largo de este plano (figura 5.4), se forman preferentemente
NPs en lugar de NSs. Como muestran nuestros resultados experimentales, 40 minutos
de tratamiento con CO y una concentracion de precursor Ko.PdCls de 0,06 mM son

condiciones adecuadas para obtener PdNSs en el interior de los exosomas.

Para una validacion adicional en otro tipo de exosomas se eligieron los derivados
de células de cancer de pulmén A549 (Exos™**) ya que éste es responsable del mayor
numero de muertes relacionadas con cancer en hombres y el segundo en mujeres tras
el cancer de mama (World Cancer Report 2020). Aproximadamente el 80 % de los
tumores pulmonares, se corresponden con carcinomas de células no pequefias.’® La
linea celular A549 ha sido ampliamente estudiada desde hace mas de 40 afios como
modelo para el estudio de cancer de pulmoén y para el desarrollo de nuevas terapias
farmacologicas.?®%#3123223 | o exosomas derivados de células A549 se aislaron y
cargaron con las PdNSs siguiendo los procedimientos indicados para ser utilizados
como vectores terapéuticos selectivos en el tratamiento de cancer por catalisis

bioortogonal in vitro (resultados mostrados en capitulos posteriores).

Los exosomas derivados de células A549 cargados con las PANSs (Pd-Exos***)

se caracterizaron por TEM, STEM y EDX; ademas en este caso la morfologia,
funcionalidad y estructura de estas vesiculas se estudié por crioTEM, STEM-HAADF de
alta resolucioén, ICP-MS, MP-AES, XPS, potencial zeta, NTA 'y WB.
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5. Encapsulacién por reduccion en atmosfera de CO

Las fotografias de TEM recogidas en la figura 5.7 muestran la presencia de
vesiculas redondeadas con un diametro medio entre 100 y 140 nm de diametro, tanto

AS4% como para los Pd-Exo0s”%*°. Es decir, como en casos anteriores, el

para los Exos
tamano y la morfologia de estas vesiculas no se veian afectados por la presencia de las
PdNSs en su interior. El analisis EDX confirmé que las nanoestructuras con forma
laminar presentes en el interior de estas vesiculas estaban constituidas por Pd. Es
importante destacar que la generacién de Pd fue homogénea en todas las vesiculas, lo
que contrasta con los métodos convencionales de carga pasiva o activa y de carga por

captacioén natural por las células parentales que mostraban una heterogeneidad mayor.
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Figura 5.7. Fotografias de TEM de exosomas derivados de células A549. A) Exosomas control
(sin tratamiento). B) Exosomas incubados con K:PdCls 0,006 mM y expuestos durante 40
minutos a una atmosfera de CO. C) Exosomas incubados con K2PdCls 0,06 mM y expuestos
durante 40 minutos a una atmoésfera de CO.
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5. Encapsulacién por reduccion en atmosfera de CO

También se hizo uso de crioTEM para visualizar la estructura esférica nativa de
estos exosomas sin necesidad de afadir agente de contraste. Las imagenes muestran
que, aunque las PdNSs estaban distribuidas en todo el interior de los exosomas, gran
parte de las mismas se encontraban localizadas cercanas a la membrana exosomal
(figura 5.8).

Figura 5.8. Fotografias de crioTEM de exosomas derivados de células A549 incubados con
K2PdCl4 0,06 mM y expuestos durante 40 minutos a una atmésfera de CO.

La cristalinidad de las PdNSs en el interior de los exosomas se estudié mediante
STEM-HAADF de alta resolucion, revelando franjas reticulares con un espacio
interplanar de 0,23 nm, que coinciden con las de superficies metalicas de Pd (111).2%
Los espectros de la transformada de Fourier generados a partir de las imagenes de
STEM-HAADF corroboran la estructura de estas PdNSs observadas (figura 5.9). Estos
resultados concuerdan con la doble funcion del CO: en primer lugar como donante de
electrones para reducir los atomos de Pd* a Pd% y en segundo lugar como agente
estabilizante que restringe el crecimiento de las estructuras de Pd unicamente en forma

122" Ademas, las

de laminas debido a su absorcion preferencial en el plano basal {111
imagenes de alta resolucion revelaron que las nanoestructuras de Pd exhibian una
configuracion bidimensional orientada (NSs) con un espesor de aproximadamente 1,5

nm.

La cantidad de Pd en el interior de exosomas cargados con Pd se evalué, tanto
por MP-AES como por ICP-MS. Para ello, tal y como se ha comentado en el capitulo
3, las muestras se digirieron con agua regia y la masa de Pd determinada se refirié a
la cantidad de proteina total de los exosomas calculada por el ensayo de BCA. La
cuantificaciéon mediante MP-AES revelé una media de 0,678 ug de Pd por ug de
proteina de exosoma (0,678 ug de Pd/ug proteina), una cantidad similar a la ya
mostrada para los Pd-Exos®'®f'. Estos resultados se corroboraron por ICP-MS (técnica
con un mayor limite de deteccién) proporcionando una cantidad de Pd por cantidad de

proteina de exosomas muy similar a la obtenida por MP-AES (0,64 ug de Pd/ug
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proteina). Las desviaciones estandar de las mediciones repetidas de una misma
muestra fueron menores que el 4 % del valor obtenido. La similitud de resultados en
cuanto a la encapsulacién de Pd en el interior de exosomas derivados de diferentes

tipos células demuestra la robustez y versatilidad de este método, siendo extrapolable,

en principio a cualquier tipo de exosoma.

Figura 5.9. Imagen de STEM-HAADF de un exosoma cargado con las PdNSs y una imagen
magnificada también de STEM-HAADF de alta resolucién mostrando la alta cristalinidad de las
nanoestructuras de Pd con una distancia interplanar de 0,23 nm que se corresponde con una
superficie de Pd (111). En la imagen magnificada, el recuadro superior muestra el espectro de la
transformada de Fourier generado.

Dado que las nanoestructuras de Pd también presentan efecto SPR, se analizé

el patron de absorbancia de los Pd-Exos"**°

en la region del UV-VIS. El espectro reveld
un pico maximo de absorbancia en la regién del NIR, concretamente alrededor de 808
nm (figura 5.10). Este maximo de absorcion es caracteristico de estas estructuras de

Pd en forma de NSs hexagonales y con un espesor de 1,5 nm.?%'
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Figura 5.10. Espectro de absorcién UV-VIS de los exosomas cargados con Pd, mostrando un
pico de absorbancia maximo a aproximadamente a 810 nm.
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La composicion elemental de los exosomas (para determinar si la presencia de
las PANSs afectaba a sus biomoléculas) asi como el entorno quimico de los atomos de
Pd presentes en su interior, se evaluaron por XPS (figura 5.11 y tabla 5.1). En concreto,
se pudo determinar que el 0,45 % de los atomos presentes en la muestra se
correspondian a Pd. Ademas, este Pd se encontraba mayoritariamente en forma de Pd°
(60%) como se deduce a partir del area de los picos con una energia de enlace 335,2
(Pd 3dsp2) y 340,2 (Pd 3d3p2), correspondiente con el Pd completamente reducido.?® Los
picos a mayor energia de enlace 337,2 (Pd 3ds2) y 342 (Pd 3ds2) indican mayor
densidad electronica, lo que podria deberse a la interaccion del Pd con una molécula
organica o mas probablemente a la formacion de éxido de Pd.?*%%7 E| analisis del
entorno atémico del N sugiere que la presencia del metal no modifica la composicién de
las proteinas, dado que el entorno de este atomo no se veia afectado por la presencia

de Pd, siendo similar al de los exosomas control.

3200 Pd 3ds),
gsooo- Pd 3,
S 2800+
©
? 2600
g |
£ 2400-
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346 344 342 340 338 336 334
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Figura 5.11. Analisis XPS del Pd 3d presente en los Pd-Exos”%4°.

Tabla 5.1. En la fila superior se refleja la composicion quimica (% atémico) de Exos***® y Pd-
Exos*®*. Debajo se muestra la distribucién de estados de oxidacién (Pd 3d) en exosomas
cargados con Pd y de especies de N 1s en exosomas con y sin Pd.

Porcentaje atomico (%)
O1s N 1s C1s S 2p P 2p Pd 3d
ExosA%4° 71,79 0.73 26,46 - 10,2
Pd- Exos?5*° 61,83 0.66 35,10 - 1,97 0,45
- Energia de enlace (eV)
Energia de enlace (eV) Porcentaje atémico

Porcentaje atémico -NH, R>-NH R3-N
ExosA%4® 400,0 402,5
Pd® PdO 82% 18%
335,2 337,2 Pd- 400 402,4
60% 40% ExosA549 81% 19%
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Para evaluar si la expresién de las proteinas presentes en la membrana de los
exosomas se veia alterada durante la reaccién con CO, se realizaron WB de exosomas
derivados de células A549 tanto control y de exosomas cargados con Pd, y se analiz6
la expresion de las siguientes proteinas exosomales: CD9, CD63, CD81 y ALIX. Tal y
como muestra la figura 5.12, se observaron niveles de expresion similares en exosomas
control y en exosomas con PdNSs en su interior tras el tratamiento con CO. Estos
resultados indican que ni la aplicacion de la atmésfera de CO a alta presién ni la
generacion de las NSs in situ en el interior de los mismos afectan a la expresiéon de
dichas proteinas caracteristicas. Concretamente en el caso de la proteina ALIX, se
observaron bandas en ambos tipos de exosomas con un peso de 95 kDa
aproximadamente, tal y como esta publicado.?®® Para las tetraspaninas analizadas, se
observaron bandas a 25-55, 26 y 25 kDa cuando la membrana incubd con anticuerpos

especificos de CD63, CD81 y CD9, respectivamente.?®

ExosA%49 Pd-ExosA549

95 kDa ALIX

55 kDa
CD63
25 kDa
CD81

26 kDa

25 kDa cD9

25kDa GAPDH

Figura 5.12. WB de las proteinas exosomales ALIX, CD63, CD81, CD9 en exosomas control y
en exosomas con PdNSs en su interior. Ademas, se muestra la expresion de GAPDH como
proteina control.

Con el fin de determinar si las PdANSs afectaban a la estructura terciaria y/o
cuaternaria de las proteinas exosomales, se realizé un WB en condiciones nativas (no
desnaturalizantes). Como se observa en la figura 5.13, aunque las mimas bandas se
obtuvieron en los exosomas control y en los exosomas tratados, la velocidad de
migracion fue significativamente diferente. Las proteinas de los exosomas tratados con
Pd migraron mas lentamente y ligeramente a la izquierda, lo cual es indicativo de un
cambio sustancial en la carga y/o en la masa de estas proteinas exosomales. Este
hecho puede atribuirse a la coordinacion de las especies libres de Pd a las proteinas.?*°
Sin embargo, esta coordinacién no afectaria a su expresiéon ni a su composicion (de

acuerdo con los resultados de los analisis de WB y de XPS previamente mostrados).
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Figura 5.13. WB nativos (condiciones no desnaturalizantes) de las proteinas exosomales ALIX,
CD63, CD81, CD9 en los exosomas control y de los exosomas con las NSs en su interior.
Ademas, se muestra la expresion de GAPDH como proteina control.

Finalmente, se estudid también la cantidad de proteina total presente en
exosomas antes y después de ser tratados con CO para descartar un posible efecto del
gas en el contenido proteico total. Concentraciones de proteina de 101,45 y 102, 95
ug/mL se obtuvieron para los exosomas control y los sometidos al tratamiento con CO,
respectivamente. De manera similar, analizando el tamafio de los exosomas a lo largo
del tiempo por NTA, no se observaron alteraciones significativas a lo largo del periodo
estudiado (72 h), ver figura 5.14 y tabla 5.2.

ExosA549

Pd-Ex0s”5490 h

Pd-Exo0sA54°24 h Pd-Ex0sA54948 h

14
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Figura 5.14. Graficos de NTA de exosomas control y de Pd-Exo0s”54° a distintos tiempos.

Tabla 5.2. Evolucion de los diametros exosomales a partir de las graficas mostradas en la figura
5.14.

Diametro medio D10 D50 D90
Exos?%* control | 146,5+68nm | 92,6 +32nm | 146,5+68 nm | 216,4+3.0 nm
Pd-Exos***°0h | 155,5+582nm | 85,6+ 12,7 nm | 139,1 +8,4 nm 215+ 19,5 nm
Pd-Exos?**°24 h | 157,9+69,7 nm | 98,5+80nm | 138,3+9,7 nm | 233,8 + 14,2 nm
Pd-Exos?*° 72 h | 135,6 +84,7 nm | 65,2+ 15,6 nm | 121,3 + 19,1 nm | 200,8 + 47,9 nm
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Del mismo modo, la carga superficial de los exosomas no se vio afectada por el
tratamiento de CO en presencia del precursor de Pd y se mantuvo constante a lo largo
de 72 h (figura 5.15).
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Figura 5.15. Analisis del potencial zeta de los exosomas derivados de células A549 sin tratar y
tras ser expuestos a atmodsfera de CO en ausencia o en presencia de precursor de Pd pasadas
24,28 y 72 horas.

En resumen, los resultados mostrados en esta seccidén, demuestran que la
sintesis PANSs en el interior de exosomas es reproducible y no afecta a la integridad ni
a la funcionalidad de los mismos. Ademas, este nuevo vector exosomal presenta
suficiente estabilidad, lo que permite testar su potencial terapéutico como catalizador

bioortogonal in vitro.
5.3.2. Caracterizacion de los Au-Exos

Con un meétodo analogo (incubacion con un precursor iénico y posterior
tratamiento con CO) se ha realizado la sintesis de las AuNPs en el interior de exosomas.
Al igual que con las nanoestructuras laminadas de Pd, nos servimos de la microscopia
electronica para optimizar el método con el precursor de HAuCls, si bien, en este caso
se emplearon Unicamente exosomas derivados de células de melanoma, Exos®'® 'y

B16-F10

Exos , con bajo y alto grado de malignidad, respectivamente.

Gran parte de los métodos publicados para la sintesis de AuNPs en fase liquida
se basan en la reduccion de acido cloroaurico en presencia de algun agente reductor
para formar una dispersion coloidal de particulas.?*'?*22*3 Algunos de los agentes
reductores mas ampliamente utilizados son el citrato de sodio, el borohidruro de sodio
o el formaldehido, permitiendo obtener NPs desde 16 hasta 147 nm de
diametro 244245246247 Aynque con estas estrategias se obtienen NPs altamente
monodispersas, son necesarias etapas de lavado posteriores para eliminar el exceso
de agente reductor y, en numerosas ocasiones, las particulas deben funcionalizarse

para prevenir su agregacioén y aumentar su estabilidad.?*® Aunque el uso de CO y
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HAuCI, para la sintesis de AuNPs ha sido ya publicado,?**?'? este método todavia no
ha sido empleado para sintetizar estas AuNPs directamente en el interior de exosomas.

En la figura 5.16.A se muestran fotografias de TEM de los Exos®'®f" cargados
con AuNPs (Au-Exos®'®f") incubados con 0,06 mM de HAuCls y sometidos a la
atmésfera de CO siguiendo el protocolo detallado anteriormente. Estas condiciones
experimentales son exactamente las mismas que las optimizadas en la seccion anterior
para el caso del Pd. La figura 5.16.B muestra la distribucion de tamafios de los Pd-

EXOSB16-F1

, tratdndose de vesiculas organicas redondeadas de 74,5 £ 15,8 nm de
diametro compatibles con exosomas. En su interior claramente pueden visualizarse
esferas mas oscuras de 2 a 10 nm de diametro (5,3 + 2,1 nm de tamafo)
correspondientes con AuNPs (figura 5.16.C). El analisis de la cantidad de oro llevado a
cabo por MP-AES y su normalizacion por la cantidad de exosomas (expresado en
proteina total obtenida por el ensayo de BCA) revel6 una cantidad de 0,019 ug de Au/

ug de proteina total.
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Figura 5.16. A) Micrografias TEM de los Au-ExosB'®F! incubados con HAuCls 0,06 mM y
expuestos durante 40 minutos a una atmosfera de CO. B) Distribucion de tamafios de los
exosomas cargados con las particulas. C) Histograma de distribucion de tamarios de las AuNPs

presentes en el interior de los exosomas.

En esta sintesis, el primer paso es una rapida reduccion del precursor de Au** a
Au’, generandose los primeros nlcleos de oro metalicos. Sobre estas semillas iniciales
se produce el crecimiento hasta agotar la cantidad de Au** presente en el interior de los

exosomas y formar las NPs de aproximadamente 5 nm. Al igual que en los Exos®'¢F’
B16-F10

los Exos se sometieron a esta metodologia para cargar AUNPs en su interior. Las

imagenes de microscopia electronica (figura 5.17) muestran resultados analogos para

B16-F10

los Exos cargados con AuNPs (Au-Exos®'®F'%): estructuras redondeadas de 80,1
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+ 12,2 nm de diametro correspondientes con exosomas, cargados de AuNPs

pseudoesféricas de 2 a 7 nm de diametro en su interior (5,1 £ 2,2 nm).

0
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Diametro (nm)
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Detalle nanoparticulas Au
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Figura 5.17. A) Micrografias de TEM de los Au-ExosB'®F'0 incubados con HAuCls 0,06 mM y
expuestos durante 40 minutos a una atmosfera de CO. B) Distribucion de tamafios de los
exosomas cargados con las particulas. C) Histograma de distribuciéon de tamarios de las AuNPs
presentes en el interior de los exosomas.

En el caso de los Au-ExosB'6F'0

, éstos fueron también observados por
microscopia electronica de campo oscuro y se analizdé su composicion atomica por
dispersion de rayos X. El analisis confirmé que las NPs localizadas en el interior de los

exosomas estaban compuestas por oro (figura 5.18).
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Figura 5.18. Analisis de EDX de las AuNPs localizadas en el interior de Au-ExosB'6-F10,

Puesto que las AuNPs presentan también efecto SPR, los Au-Exos®'®F° fueron
analizados por espectroscopia de absorbancia en el UV-VIS. En la figura 5.19 puede
observarse un pico maximo de absorcién a 524 nm, caracteristico de particulas de este

material con una morfologia esférica y un diametro menor de 10 nm.?*°
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5. Encapsulacién por reduccion en atmosfera de CO

0,15

0,10+

0,05

Absorbance (u.a.)

0,00 r . -
200 400 600 800 1000

Longitud de onda (nm)

Figura 5.19. Espectro de absorcién UV-VIS de los Au-Exos, mostrando un pico de plasmon
absorbancia maximo a aproximadamente a 524 nm.

El siguiente objetivo fue intentar aumentar la carga de AuNPs en el interior de
los exosomas. Para ello, se aumenté la cantidad de precursor incubado en la primera
fase del protocolo incrementando su concentracion hasta 0,12 mM y 0,6 mM (dos y diez
veces mas que la mostrada anteriormente, respectivamente). Como muestra la figura
5.20, todas las fracciones exosomales incubadas con las diferentes dosis de precursor
de oro contenian NPs de este material en su interior y mayoritariamente acumuladas
proximas a la membrana de estas vesiculas extracelulares. Los exosomas estaban
cargados con mayor numero de AuNPs conforme se aumentaba la cantidad de
precursor utilizada.

Exosomas Exosomas Exosomas
0,06 mM HAuCl, 0,12 mM HAuCI, 0,6 mM HAuCl,

Figura 5.20. Micrografias TEM de Au-ExosB'®F'0. Exosomas incubados con HAuCls 0,06 mM,
0,12 mMy 0,6 mM y expuestos durante 40 minutos a una atmésfera de CO.
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Los histogramas de tamafios mostrados en la parte superior de la figura 5.21.A
relativos al diametro de los Au-Exos®'®F'° permiten concluir que la presencia de un
mayor numero de particulas, asi como de particulas significativamente mas grandes no
afectd al diametro medio de los exosomas tratados (87,21 £ 13 nm; 85,7 £ 11,8 nm y
88,5 £ 13,5 nm al ser incubados con 0,6, 0,12 o 0,06 mM HAuCls). Por otro lado, la
distribucion de tamafos obtenida a partir de las micrografias TEM confirma que no soélo
aumentaba el numero de particulas cargadas, sino que el tamafio de las mismas era
también significativamente superior a medida que se aumentaba la cantidad de
precursor (figura 5.21.B): 5,1 + 1,8 nm (0,06 mM HAuCls), 6,9 £ 2,5 nm (0,12 mM
HAuCls) y 17,2 £ 7,6 nm (0,6 mM HAuCl,).

Estos resultados indican que la relacion entre la velocidad de adicion del agente
reductor y la cantidad de precursor es clave en el proceso: con una baja concentracién
de precursor se obtienen particulas mas pequefas y monodispersas, sin embargo, al
aumentar la cantidad de precursor, los procesos de crecimiento se solapan con

nucleaciones sucesivas obteniéndose AuNPs mas grandes, pero también con mayor
grado de polidispersidad.
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Figura 5.21. Histogramas de distribucion de tamafios de: A) los exosomas y B) las AuNPs de las
vesiculas sometidas a los diferentes tratamientos mostrados en la figura 5.20.

Por ultimo, se evalud el efecto del tiempo de exposicion al CO sobre el tamano
y morfologia de los exosomas y sobre la cantidad y las dimensiones de las particulas
generadas en su interior. Dos muestras de Exos®'®"" se incubaron con 0,06 mMy 0,12

mM de precursor idnico y ultracentrifugaron siguiendo el protocolo habitual para eliminar
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el precursor no internalizado. Posteriormente, se sometieron a atmésfera de CO durante

3 horas (en lugar de 40 minutos,) a la temperatura y la presion de CO habituales.

La figura 5.22 muestra que los exosomas incubados con 0,06 y 0,12 mM de
HAuCls durante 3 h preservaban su morfologia esférica y su tamafo caracteristico. De
hecho, los histogramas de distribucién de tamafios de ambos tipos de exosomas
muestran un diametro medio de 83,26 £ 15,59 nm y 81,80 £ 15 nm, similares al de los
exosomas control y al de los exosomas incubados con la misma cantidad de
precursores, pero tratados con CO durante 40 minutos. El tamafio de las AuNPs
localizadas en el interior de los exosomas tras 3 horas de exposicion al CO fue de 4,7
1,2nmy 4,8+ 1,9 nmpara 0,06y 0,12 mM de HAuCl4 respectivamente (similares a los
observados cuando el tratamiento con CO ocurria durante 40 minutos). Estos datos
indican que el incremento en la exposicion de los exosomas a la atmosfera de 6 atm de
CO desde 40 minutos a 3 horas no aumentd significativamente ni el tamafio ni la
cantidad de AuNPs presentes en su interior de exosomas, sugiriendo que tras 40

minutos no queda Au** disponible para ser reducido en el interior de los exosomas.
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Figura 5.22. Micrografias TEM de Au-ExosB'6F'0, Exosomas incubados con HAuCl: 0,06 mM y
0,12 mM y expuestos durante 3 horas a una atmoésfera de CO. B) Distribucion de tamafios de los
exosomas y C) Distribucion de tamafos de las AuNPs presentes en su interior.
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5.3.3. Caracterizacion de los Pt-Exos

El procedimiento descrito se ha aplicado también a la sintesis de PtNPs en el
interior de los exosomas a partir de acido cloroplatinico (H2PtCls) como agente
precursor. Se utilizaron las mismas condiciones que para Pd y Au (0,06 mM de precursor
y 40 minutos de exposicion a CO) puesto que eran las condiciones 6ptimas para generar
nanoestructuras monodispersas en el interior de los exosomas sin alterar su
funcionalidad y morfologia. Por tanto, el precursor de platino (0,06 mM) se puso en
contacto con los exosomas durante 12 horas a temperatura ambiente sin agitacion para
lograr su internalizacion en las vesiculas. Los exosomas con Pt*" en su interior se
expusieron a 6 bar de CO durante 40 minutos para reducir el Pt** iénico a nanoparticulas
de Pt. Para poder comparar los resultados con los casos de Pd y Au se utilizaron

también los ExosB'®F1°,

La figura 5.23 muestra exosomas derivados de esta linea celular incubados con

el Pty expuestos a la atmésfera de CO (Pt-Exos®'®1°).

=
2

Figura 5.23. Micrografias TEM de Pt-ExosB'¢F1°. Exosomas incubados con H2PtCls 0,06 mM y
tratados con una atmdésfera de CO durante 40 minutos.

Al igual que con los otros metales, los exosomas mantenian intacta su estructura
redondeada de aproximadamente 100 nm de diametro e incluso en algunas ocasiones,
pudo también evidenciarse su caracteristica doble bicapa lipidica. Sin embargo, en este
caso no era facil apreciar directamente las particulas de Pt en su interior, debido a su
pequeno tamafo. Estas vesiculas se analizaron por microscopia electrénica de campo

oscuro de alta resolucion (figura 5.24). En este caso, se observaron los Pt-ExosB'¢-F1°
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con NPs de aproximadamente 1 nm en su interior. El analisis por rayos X de la

composicion de estas particulas confirmé que se trataba efectivamente de Pt.
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Figura 5.24. Visualizacion por STEM-HAADF y analisis de EDX de las nanoparticulas de Pt
localizadas en el interior de Pt-ExosB'6-F1°,

La figura 5.25.A y la figura 5.25.B muestra los histogramas de distribucion de
tamario de los exosomas y de las PtNPs contenidas en su interior, respectivamente. El
diametro de los Pt-Exos®'®f'° fue de 81,2 + 15,2 nm, similar al obtenido para los
exosomas control y los cargados con Pd y Au derivados de esta misma linea celular.
Por su parte, las PtNPs exhibian un diametro de 1,14 + 0,34 nm, lo que justifica la

necesidad de utilizar técnicas de microscopia electronica de alta resolucion para poder

visualizarlas.
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Figura 5.25. Histograma de distribucion de tamarios de A) Pt-ExosB'6F1% y B) de las PtNPs
encapsuladas.
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Una vez demostrada la eficacia del procedimiento de sintesis de las PtNPs en el

interior de ExosB'6F10

, esta misma estrategia fue empleada para cargar exosomas
derivados de células U251-MG (Exos"%'™M®) y Exos"?MS¢s con PtNPs (Pt-ExosY2*'™M¢ y
Pt-Exos"™M5¢s). | a figura 5.26 muestra imagenes de TEM de exosomas derivados de
ambas lineas celulares tanto en presencia como en ausencia de PtNPs. Una vez mas,
ni la morfologia ni el tamafio de estos exosomas se vieron afectadas por el tratamiento

con CO ni por la generacion de las PtNPs en su interior.

Exosomas hpMSCs Exosomas U251-MG
Pt_ExoshpMSCs EXOSU251-MG
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Figura 5.26. Fotografias de TEM de ExosY?5'"M® y Exos"MSCs tanto en ausencia (control) como
con las PtNPs en su interior tras su incubacién con el precursor H2PtCls y el tratamiento con CO.

Ex e

De nuevo, la microscopia electronica de campo oscuro se utilizé para poder
visualizar y diferenciar las particulas de Pt de entre 1 y 2 nm de diametro en su interior
(figura 5.27).

@ 11.56.31 Acquire EDX Acquire HAADF Area 1 |

Counts

Cu

thlll - 1 LA [ | ll]ll | L lll
10 15 20
Energy (keV)

Figura 5.27. Visualizacion por STEM-HAADF y andlisis de EDX de las nanoparticulas de Pt
localizadas en el interior de exosomas derivados de células hpMSCs.
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En cuanto al potencial zeta de estos exosomas, se obtuvieron valores de -20,64
+2,90 mV y -25,99 + 2,62 mV para los Pt-ExosY?"™C y Pt-Exos""SCs respectivamente.
Este potencial negativo es caracteristico de la membrana exosomal, compuesta
mayoritariamente por fosfolipidos. Por ultimo, con el objetivo de aumentar la cantidad
de PtNPs en el interior de los exosomas, se realizaron sintesis en las que se aument6
sucesivamente la concentracion de la solucion de precursor utilizada inicialmente en la
incubacion. Los resultados de MP-AES mostrados en la tabla 5.3, indican que la
cantidad de Pt° y, por tanto, de NPs generadas en su interior aumentaron a medida que

se incrementaba dicha concentracion.

Tabla 5.3. Cantidad de Pt en el interior exosomal (ug/ug proteina exosoma) obtenida por MP-
AES de exosomas cargados con diferentes concentraciones crecientes de precursor de Pt.

Concentracion de precursor Cantidad de Pt en el interior exosomal (ng/pg
(mM) proteina exosoma)
0,06 0,156
0,12 0,306
0,3 0,560
0,6 0,860

Los resultados de NTA revelaron que el tamafio de los exosomas no se veia
afectado por la presencia de las PtNPs en su interior (figura 5.28). En el caso de las
hpMSCs, los exosomas control y los cargados con las PtNPs presentaron unos
diametros de 161,3 £ 61,9 nm y 138,9 + 46,6 nm, respectivamente. Por su parte, en el
caso de las células U251-MG, los exosomas presentaron diametros de 185,2 £ 78,5 nm

y 142,0 £ 59,3 nm en ausencia o presencia de PtNPs, respectivamente.
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Figura 5.28. Graficos de NTA de exosomas derivados de células hpMSCs y U251-MG en
ausencia y en presencia de PtNPs en su interior.

Finalmente, el WB permitié verificar la expresiéon de las proteinas exosomales
CD9 y CD81, tanto de los exosomas control como de los exosomas cargados con Pt,
derivados de células tumorales U251-MG y de células hpMSCs (figura 5.29). Como era
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de esperar por los resultados obtenidos con los otros metales, se confirma que la
presencia de estas particulas no afectaba a la expresion de CD9 ni de CD81 (se

observaron bandas de estas proteinas en torno a 25 y 26 kDa, respectivamente).

hpMSCs U251-MG
E)(os\m\_MG t ExosUZB\'MG
P -

CD9

Figura 5.29. WB de exosomas derivados de hpMSCs y U251-MG (tanto control como cargados
con particulas de Pt).

5.4. Conclusiones

En este capitulo se han descrito los resultados referentes al empleo de CO como
agente reductor de diferentes precursores idnicos para inducir la sintesis de PdNSs,

AuNPs y PtNPs en el interior de exosomas.

Este método se caracteriza por su rapidez, por la facilidad de ser adaptado en
funcion del objetivo de la sintesis (versatilidad), por la ausencia de productos toxicos y
por la ausencia de etapas posteriores de purificacion y lavado, lo que aumenta el
potencial de aplicacién de esta estrategia para sintetizar nanomateriales con gran
aplicacion biomédica. Se ha comprobado comom modificando el tipo, la concentracion
de precursor, asi como el tiempo de exposicion al CO, se puede cambiar la composicion,
el tamafo y la carga de las diferentes nanoestructuras, permiti€ndonos generar una gran
variedad de tipos de particulas en el interior de exosomas con un amplio abanico de
aplicaciones en el campo de la biomedicina. La morfologia queda ademas determinada
por la interaccién del agente reductor con el cristal en crecimiento, produciendo laminas

en el caso del Pd, debido a la adsorcién preferencial del CO.

Finalmente, es importante destacar que, con todos los tipos de nanoestructuras
metalicas, se preservd la integridad, morfologia, estructura y funcionalidad de los

exosomas tratados.
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Imagen de microscopia confocal de células madre mesenquimales de placenta
humana.

Marcaje de la actina (rosa), ruta endosomal (amarillo) y nucleos (verde).
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6. Exosomas y hnanoparticulas como agente de

imagen vy diagnoéstico del cancer

6.1. Introducciéon

Los exosomas se consideran herramientas diagnésticas prometedoras debido a:
1) su papel como transportadores de biomarcadores de patologias especificas, y por
tanto su potencial de diagnéstico como biopsia liquida; y 2) la posibilidad de servir como
plataformas de liberacion y vehiculizacién de agentes de imagen y seguimiento (figura
6.1).

Exosomas y diagndstico

L

Biopsia liquida Agentes de imagen

Figura 6.1. Principales estrategias de imagen y diagndstico mediadas por exosomas: elementos
diagndsticos no invasivos y vehiculos de agentes con propiedades de imagen.

La biodisponibilidad y la accesibilidad de los exosomas en practicamente todos
los fluidos corporales (sangre, semen, leche materna, orina, fluido cerebroespinal, sudor
o saliva) les convierten en biomarcadores diagndsticos muy utiles y poco
invasivos.?%%512%2 Algunos trabajos han descubierto que el genoma, proteoma vy el
transcriptoma de los exosomas reflejan la composicién de sus células parentales,
describiéndolos como huellas moleculares para el diagnostico, monitorizacion y
seguimiento de diversas patologias (incluidas Parkinson, Alzheimer, diabetes,
enfermedades cardiacas, infeccionas o incluso cancer).!092%3:254.255.179,256.257.258.180 F|
caso concreto de los exosomas tumorales (derivados de células cancerosas), ha atraido
un gran interés en aplicaciones de diagndstico no invasivo asi como de seguimiento de

la respuesta a un determinado tratamiento. Algunas de las caracteristicas que
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convierten a los exosomas en agentes prometedores para el diagnoéstico de tumores en
fases tempranas a través de una biopsia liquida son: 1) su contenido (proteinas o
ARNSs), que refleja la composicion y el estado molecular de la célula de origen; 2) las
biomoléculas presentes en su interior estan protegidas por la membrana lipidica que
rodea estas vesiculas; 3) son estables a pH y temperatura fisiologicos; 4) pueden
almacenarse durante tiempos prolongados; y 5) dado que las células tumorales secretan
gran cantidad de exosomas comparado con células sanas, éstos son muy abundantes
en sangre de pacientes con cancer. Otras caracteristicas importantes que potencian el
empleo de estos exosomas en diagndstico por biopsia liquida son la minima invasividad
de la técnica, su bajo coste y la reduccion en el dafio al paciente (p.ej. comparado con
biopsias tradicionales realizadas con cirugia, puncion profunda mediante aguja o

procedimientos endoscopicos).

Aparte del uso de exosomas en biopsias liquidas, también se ha publicado su
empleo para vehiculizar agentes con propiedades de imagen a zonas de inflamacién y
dafio. Dadas sus caracteristicas y especialmente sus propiedades de direccionamiento
selectivo hacia tejidos y células diana discutidas en capitulos previos, algunos autores
han propuestos el uso de estas vesiculas extracelulares para hacer llegar
especificamente ciertas moléculas o NPs con propiedades de imagen a zonas selectivas
del organismo para ser visualizadas por diferentes técnicas como: tomografia
computarizada por emision de foton simple (SPECT), CT, tomografia por emision de
positrones (PET) o MRI.%°2% Por ejemplo, Betzer y cols., evidenciaron la acumulacion
de exosomas derivados de células madre marcados con AuNPs en regiones dafiadas
del cerebro de ratones tras sufrir un ictus mediante CT (incluso 24 horas después de la
administracion intranasal). En ratones control (sin dafio cerebral) no se observo esta
acumulacién.'® Estos resultados apoyan el empleo de exosomas para vehiculizar
moléculas o NPs diagnodsticas hacia zonas de inflamacion, dafio o regiones tumorales.
También se ha publicado el empleo de exosomas derivados de células madre de tejido
adiposo como herramientas de imagen naturales multimodales con aplicacién en
cirugias guiadas por imagen en cancer de colon mediante su visualizacion por PET-CT

y fluorescencia con infrarrojo cercano (NIRF).%"

En este capitulo se evalluan las caracteristicas de los PEG-HGNs-Exos?B'¢F1°

como vectores de visualizacion de células vivas en cultivo y como posibles herramientas
para imagen por CT. Ademas, se estudian las propiedades de los exosomas cargados
con Perfecta como agentes de contraste para imagen de células in vitro, asi como de
zonas tumorales por "*F-MRI in vivo en un modelo de xenotrasplante. Previamente, se

muestra el desarrollo de un dispositivo microfluidico para la captura de exosomas con
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vista a la realizacion de una biopsia liquida, demostrando el concepto para pacientes

con cancer de pancreas (CP).

6.2. Microdispositivo para el aislamiento de exosomas de sangre

periférica de pacientes con CP

Dado que los exosomas son claves en la transferencia intercelular de proteinas
y acidos nucleicos y que particularmente, los derivados de células tumorales reflejan la

262 o] ambito de

composicion molecular y el estado metabdlico de sus células parentales,
la oncologia es probablemente donde el uso de estas vesiculas como agente de
diagndstico tiene mas potencial de aplicacion. Los exosomas tumorales no solo reflejan
el estado molecular de la célula secretora, sino que ademas se producen en mayor
proporcion comparado con células sanas.?®® Balaj y cols., han demostrado que una
célula tumoral de melanoma secreta desde 7000 hasta 25000 vesiculas en 48 horas,
mientras que un fibroblasto sano produce del orden de 3800 a 6200 vesiculas en el
mismo tiempo.?%* Estas caracteristicas hacen de los exosomas cancerosos circulantes
biomarcadores prometedores para realizar una biopsia liquida capaz de proporcionar
informacion especifica sobre el estado, evolucion o progreso de un tumor a través de
métodos no invasivos o minimamente invasivos.?®'% Malla y cols., demostraron que la
expresion de miRNAs exosomales antes y despues del tratamiento con radioterapia,
servian como potencial indicador de la respuesta de pacientes con cancer de prostata
al tratamiento.?®® Otro estudio evidencio la expresion de proteinas exosomales de
manera diferencial en exosomas derivados de células de CP altamente metastasicas
(Panc01-H7) comparado con los niveles de exosomas derivados de células poco
agresivas (Panc01), proporcionando una herramienta no invasiva para clasificar los

tumores pancreaticos en funcion de su agresividad.?’

El seguimiento del estado de un tumor mediante una biopsia liquida basada en
exosomas también tiene ventajas comparado con su seguimiento a partir de células
tumorales circulantes (CTC), ya que la concentracion de exosomas tumorales en sangre
es significativamente mayor comparado con sus CTC (1-10 CTC/mL frente a 10°
exosomas/mL). Esta abundante cantidad de exosomas permite la deteccion y el
diagnéstico del cancer en estadios tempranos, en los cuales la cantidad de CTC es
indetectable,?®3%% todo ello favoreciendo el diagndstico de la enfermedad antes de

que se desarrolle una fase metastasica, mejorando el prondstico del paciente.

La ultracentrifugacion diferencial es el método mas utilizado para aislar

exosomas de fluidos bioldgicos. Esta estrategia se fundamenta en la eliminacién
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sucesiva de células, residuos o fragmentos celulares y organulos de mayor tamafo
debido a su tamafio y densidad diferentes.?® Se trata de una técnica laboriosa, lenta,
cara y, en el caso de aislar exosomas de sangre entera, con bajos rendimientos de
purificacion (entre un 5y un 40 %).2’° Ademas, necesita grandes volimenes de muestra,
lo cual supone una limitacion importante en el caso de trabajar con muestras de sangre
de pacientes.?®® Otros métodos alternativos para la purificacion de exosomas (a
menudos usados en combinacién con la ultracentrifugacion) son la precipitacion, el
aislamiento por inmunoafinidad, la ultrafiltracion y la cromatografia de exclusion por
tamano. Sin embargo, estas tecnologias también presentan grandes limitaciones ya
que: 1) frecuentemente se necesitan reactivos y disolventes adicionales; 2) son
costosas en tiempo; 3) a menudo tienen una baja reproducibilidad y 4) la fraccion
exosomal puede presentar de impurezas.?’! La presencia de estos contaminantes no
exosomales (microvesiculas, lipoproteinas, virus, bacterias, ADN, cuerpos apoptoticos
y agregados proteicos) dificultan el uso de los exosomas como agente de diagndstico
en el ambito clinico, ya que podrian dar lugar a falsos positivos o negativos, induciendo

a un error en el diagndstico del paciente.?’

Comparado con los métodos anteriores, las plataformas microfluidicas suponen
una alternativa atractiva para el aislamiento de exosomas a partir de muestras
complejas como por ejemplo, de sangre periférica.?’>*’* Algunas de sus principales
ventajas comparado con los métodos de aislamiento de exosomas convencionales son,
una separacion de los exosomas muy especifica con alto grado de pureza, una alta
uniformidad en la poblacién exosomal aislada y la rapidez del método.?"*275% Estre los
sistemas microfluidicos, destacan los abordajes basados en inmunoafinidad y captura
magnética por anticuerpos que reconocen especificamente proteinas localizadas en la
superficie de la membrana exosomal (p.ej. CD63, CD9 o CD81). Los anticuerpos se

anclan habitualmente a MNPs que son faciimente separables del fluido.

De entre los materiales usados para fabricar MNPs, destacan los 6xidos de hierro
dadas sus propiedades: alta saturacion de magnetizacién, estabilidad quimica y
coloidal, biocompatibilidad y baja toxicidad comparado con los metales puros. Dentro de
los 6xidos de hierro, las NPs de magnetita han sido las mas ampliamente utilizadas en
aplicaciones biomédicas. Una de las principales desventajas de la sintesis de NPs de
magnetita es la dificultad para obtener NPs monodispersas, tanto lo referido a sus
tamafios primarios como a su estado de agregacion.?’® En general, estas NPs estan
compuestas por un nucleo de 6xido de hierro, que presenta un comportamiento
superparamagnético, frecuentemente rodeado de una capa de un material diferente

pudiendo ser inorganico y organico, que le otorga las propiedades deseadas. Esta
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corona puede anclarse quimicamente o puede adsorberse fisicamente al nucleo de
oxido de hierro. En ocasiones actia como surfactante, aportando estabilidad coloidal a
las particulas en disolucion y disminuyendo su grado de aglomeracion.?’” También se
ha descrito la unién de diversos ligandos y grupos funcionales (enzimas, anticuerpos o
nucledtidos) para dotar a las MNPs de selectividad hacia tejidos o células diana.?’®%"®
Ademas, se pueden acoplar diferentes grupos biologicos, farmacos, moléculas
terapéuticas, sondas fluorescentes o reactivos en la superficie de dichos materiales
mejorando las propiedades inherentes de las mismas, generando asi vectores

multifuncionales con varias aplicaciones en la misma particula (figura 6.2).

Como ejemplo de una aproximacion a esa linea, recientemente Efremova y cols.,
han descrito la sintesis de nanocristales octaédricos de magnetita crecidos sobre
semillas de oro los cuales exhiben tiempos de relajacién T2 mejores que contrastes de
imagen comerciales, convirtiéndolos en candidato para ser usado como agente de MRI.
Ademas, acoplaron una sonda fluorescente (Cy5) y un farmaco (DOX) a los complejos
de magnetita y oro, sirviendo como vector multifuncional de imagen y de terapia tanto in

vitro como in vivo.?®°

Anticuerpos
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Figura 6.2. Esquema de posibilidades para configurar una particula de magnetita multifuncional
con un nucleo de 6xido de hierro y una corona con diferentes ligandos bioldgicos.

El CP es uno de los tumores gastrointestinales mas agresivo. Su diagnoéstico y
deteccion precoz es particularmente importante ya que el 90 % de los pacientes
diagnosticados fallecen pasado el primer afio del diagndstico.?®' El andlisis de la

proteina CA19-9 sérica es actualmente el unico ensayo aprobado por la FDA para el
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diagnostico y el seguimiento de la respuesta al tratamiento de este cancer.?®? Sin
embargo, su deteccidon no es suficientemente especifica; y en numerosas ocasiones
proporciona resultados falsos, tanto positivos como negativos. Asi, se han encontrado
niveles elevados de esta proteina en sangre de pacientes con enfermedades
inespecificas tales como dafio hepatico, enfermedad pancreatica benigna e incluso en
pacientes asintomaticos.?*2?® Por su parte, algunos pacientes con CP presentan niveles
de CA19-9 dentro del rango considerado como normal, impidiendo el diagndstico de la
enfermedad®®2%¢, Es por ello que todavia resulta imprescindible investigar métodos de

diagndstico tempranos mas sensibles y fiables.

Algunos estudios han utilizado exosomas derivados de células tumorales como
agentes de diagnostico por biopsia liquida asociados a plataformas microfluidicas para
diagnéstico del CP. Kanwar y cols., publicaron un dispositivo funcionalizado con un
anticuerpo anti-CD63 para el aislamiento de exosomas de suero de pacientes con CP
metastasico. Una vez aislados, estos exosomas se cuantificaron utilizando un colorante
de carbocianina fluorescente que se une especificamente a los mismos.?” En otro
trabajo, se dised un sistema microfluidico multicanal para purificar estas vesiculas a
través de un reconomiento inmunomagnético basado en el reconocimiento de las
proteinas CD9, CD81 y EpCAM. La carga diferencial de ARN de estos exosomas
permitio la identificacién y diagnéstico del CP en un estudio ciego.?® Por su parte, Teller
y cols., emplearon un abordaje microfluidico para analizar el ARN de exosomas de CP
mediante la lisis del exosoma con ondas acusticas de superficie y una nanomembrana

de intercambio idnico.?®®

En esta seccion se presenta un microdispositivo basado en captura magnética
por inmunoafinidad para el aislamiento de exosomas presentes en sangre periférica de
pacientes con CP y su potencial como agente diagnéstico. En primer lugar, se
sintetizaron particulas de magnetita funcionalizadas con un anticuerpo anti-CD9 para
aislar exosomas presentes en muestras de diferente complejidad (PBS, FBS o sangre
entera). Para verificar la naturaleza exosomal de dichas vesiculas aisladas se realizé un
ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) frente a otra proteina exosomal
(CD63), comprobando asi la coexpresion de ambas tetraspaninas en los complejos
purificados. Se analizaron los niveles exosomales de CA19-9 presentes en las vesiculas
purificadas de sangre periférica de pacientes con CP y de donantes sanos, para
finalmente compararlos con los niveles de CA19-9 sérico de dichos pacientes. Los
resultados de esta seccion demuestran la posible aplicabilidad de este microdispositivo
como plataforma diagndstica basada en el uso de exosomas como biomarcadores para

el diagndstico y el seguimiento del CP.

176



6.2.1. Experimental
6.2.1.1. Sintesis de Fe;04sNPs y Fe304,-EDC-NHS-NPs

Los reactivos utilizados para sintetizar estas NPs fueron: citrato de sodio
dihidratado, hidroxido de sodio, nitrato de sodio, sulfato de hierro (Il) hidratado, EDC y
NHS, todos ellos suministrados por Sigma Aldrich. Las FezOsNPs utilizadas en la
captura magnética del microdispositivo desarrollado en esta memoria se sintetizaron
escalando un protocolo previamente publicado por Hui y cols.?®® El montaje experimental
se muestra en la figura 6.3.

Agitador

Controlador de
temperatura
(100 °C)

Figura 6.3. Imagen del sistema experimental utilizado para la sintesis de las FesO4NPs: agitador
con varilla recubierta con teflon, reflujo para minimizar evaporacion del disolvente, matraz de tres
bocas (una boca para la entrada de argén, otra para introducir los reactivos necesarios para la
sintesis y otra para la varilla agitadora) y una placa calefactora con control de temperatura.

Resumidamente, se mezclaron 2 mmol de citrato de sodio dihidratado con 8
mmol de hidréxido de sodio y 0,4 mol de nitrato de sodio en 19 mL de agua destilada en
un matraz redondo de 3 bocas. La disolucion se calentd hasta 100 °C, y se afadi6 el
sulfato de hierro (4 mmol), observandose un cambio de color instantaneo de una
disolucion translucida a una disolucion marrén, indicativo de la formacion de las
particulas. La disolucion se mantuvo durante 1 h a 100 °C. La dispersion de NPs se
enfrio a temperatura ambiente y las particulas se purificaron y lavaron con agua
destilada con ayuda de un iman.
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Una vez que se sintetizaron y caracterizaron las FesOsNPs, se funcionalizaron
por medio de un enlace covalente amida utilizando EDC y NHS para conjugar el grupo
citrato expuesto en la superficie de las NPs con las aminas primarias localizadas en la
region constante del anticuerpo empleado en la captura magnética. Para ello, las
particulas se mezclaron con una disolucion acuosa de EDC (1:1, p:p) durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Las MNPs con EDC se mezclaron con una disolucién acuosa
de NHS (1:1, p:p), formandose un éster de NHS que es significativamente mas estable
que el intermedio generado entre los grupos carboxilo y EDC (figura 6.4). Todo el
proceso de funcionalizacion se realizé a pH= 5.5 en tampodn 0,5 M MES. Finalmente, las
Fes04-EDC-NHS-NPs se lavaron tres veces con agua destilada, reteniéndose con

ayuda de un iman.
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Figura 6.4. Quimica del EDC-NHS. EI EDC reacciona con un grupo carboxilico expuesto en la
superficie de la nanoparticula magnética, formando una especie intermedia inestable (O-
Acilsourea). A continuacion, la adicion del NHS estabiliza este intermedio convirtiéndolo en un
sulfo-NHS éster, y por tanto incrementando la eficacia de la reaccion del EDC.

Las Fe3sO4NPs desnudas y funcionalizadas, se caracterizaron por varias técnicas
fisicoquimicas, incluidas TEM, TGA, FTIR, XPS y DLS. Estas técnicas estan descritas
detalladamente en el capitulo 3 de esta memoria. Ademas, sus propiedades magnéticas

se midieron con un magnetdmetro de muestra vibrante (VSM Lake Shore 7471).
6.2.1.2. Evaluacion de la estabilidad de las MNPs

La estabilidad de las FesO4NPs y las Fe304-EDC-NHS-NPs se analizé por XPS
(para determinar su composicion atémica elemental, asi como el estado del Fe, C y N)

y se determino su potencial zeta pasados 1, 7, 10, 20 y 30 dias de sus sintesis.
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La preparacion de las muestras para los analisis de XPS y potencial zeta, asi
como las condiciones de ambas mediciones se detallan en el capitulo 3 junto con el
resto de técnicas empleadas para la caracterizacién de los nanomateriales empleados

en esta Tesis Doctoral.
6.2.1.3. Unién del anticuerpo anti-CD9 a las MNPs

Tras la activacion de los grupos carboxilo de la superficie de las particulas con
el EDCy el NHS, se llevd a cabo la reaccion con los grupos amino de la region constante
del anticuerpo anti-CD9 (Abcam). La figura 6.5 muestra un esquema de la
funcionalizacidon de las particulas con el anticuerpo. Para ello, en primer lugar, se
tomaron las NPs y se lavaron de nuevo por separacién magneética y se redispersaron
en PBS. Posteriormente, con el objetivo de optimizar la funcionalizacion de las mismas
con el anti-CD9, se tomaron cantidades crecientes de NPs activadas y se pusieron en
contacto con 1 ug de anticuerpo (200:1, 150:1, 100:1 and 50:1; p:p), en un volumen final
de 10 pL. Dichas disoluciones se mantuvieron en contacto durante 4 horas a
temperatura ambiente mezclandolas cada 30 minutos con ayuda del agitador vortex
para garantizar la maxima union. Finalmente, y con el objetivo de eliminar el exceso de

anti-CD9 no unido a las NPs, los complejos se lavaron tres veces mas con PBS.
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Figura 6.5. Esquema de la union del anticuerpo a la particula magnética. El intermedio sulfo-
NHS éster reacciona con los grupos amino presentes en la regidon constante del anti-CD9
(utilizado para la captura de exosomas), dando lugar a la formacion de un enlace amida.

Con el fin de cuantificar la cantidad de anticuerpo conjugado a la superficie de
las FesO04-EDC-NHS-NPs, el sobrenadante de las disoluciones conteniendo los
complejos objeto de estudio con los diferentes ratios de NPs y anticuerpo se midié con
un espectrofotdmetro UV-VIS (Nanodrop 2000, Thermo) siguiendo la absorcién a 280
nm. Posteriormente, el % de anticuerpo unido a las particulas se estimé indirectamente

a partir del anticuerpo libre medido en el sobrenadante. Para calcular la concentracion
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de anticuerpo presente en el sobrenadante a partir de la absorbancia medida en el
espectrofotdmetro, se empled la formula mostrada a continuaciéon basada en la

absorbancia de los anillos aromaticos de los aminoacidos de las proteinas 29'2%2,

m
Antibody concentration (m—‘z) = (1.55 - Abs,g9 — 0.76 - AbS,40)

Una vez estimada la relacion 6ptima de particulas y anticuerpo para formar los
complejos (FesO4-EDC-NHS-NPs:antiCD9), estos complejos se visualizaron en fase
liquida por la técnica de contacto intermitente Peakforce de Medicion Nanomecanica
Cuantitativa (Quantitative Nanoscale Mechanical, QNM peakforce mapping) empleando
un equipo Multimude 8 (Bruceker Co). Durante el estudio, se aplicé una fuerza de 1 nN
y se utilizé una punta comercial modelo SNL tipo -C (Bruker). En primer lugar, se
analizaron las Fe3sOsNPs y el anticuerpo anti-CD9 libre y finalmente los complejos de
particulas con anticuerpo conjugado. Para visualizar el anticuerpo se llevo a cabo el
protocolo previamente reportado por Ido y cols.?®® En primer lugar se depositaron 5 pL
de una disolucion 50 mM de MgCI2 sobre un sustrato de mica moscovita recién pulido.
Posteriormente 5 uL de la muestra objeto de estudio se depositaron sobre el sustrato.
Cinco minutos después, el sustrato de mica se enjuagé suavemente 5 veces con agua

destilada para eliminar el exceso de anticuerpo o complejos no unidos.
6.2.1.4. Fabricacion y principio de operacion del microdispositivo

La figura 6.6 muestra una fotografia del microdispositivo utilizado en esta
seccion. Este consta de dos capilares que actuaran como vias de entrada (1 y 2) para
formar un tubo coaxial mediante un conector en forma de T. El capilar externo 1, (por el
cual entrara la muestra de la que se desean extraer los exosomas) se fabricé con el
polimero hidrofébico politetrafluoroetileno (PTFE). Se eligid este polimero hidrofébico
en el capilar externo con el objetivo de evitar la adhesion a su superficie de proteinas
sanguineas y otras biomoléculas. La largura de este tubo fue de 10,5 cm (6,5 cm desde
el final del capilar interno hasta el primer iman). Esta longitud era lo suficientemente
larga como para asegurar la completa mezcla de ambos fluidos y consecuentemente, la
interaccion entre el anticuerpo anti-CD9 (presente en la superficie de las particulas) y
los exosomas objeto de captura antes de ser inmovilizados en el iman.?** Por su parte,
el capilar interno 2 (por el que circularan las MNPs con el anticuerpo conjugado a su
superficie) se fabrico con el polimero hidrofilico poli éter éter cetona (PEEK). Las
dimensiones se encuentran detalladas en la figura 6.6. Las MNPs funcionalizadas se
inyectaron (flujo central) con un caudal de 10 puL/min, mientras que el fluido que contenia
los exosomas (flujo envolvente) se inyectd con un caudal de 50 uL/min (relacién flujo

central: flujo envolvente 1:5). La relacion de velocidad de flujo de ambas corrientes fue
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5,5; un valor suficientemente alto como para garantizar una mezcla rapida de las MNPs
con el fluido que contenia los exosomas.”® La colocacién del capilar interno
coaxialmente al capilar externo se realizé con ayuda de un microscopio éptico con el
objetivo de garantizar un flujo homogéneo, en el cual habria una fase interna (flujo
amarillo en la figura 6.6) conteniendo las NPs rodeada simétricamente de una fase
externa compuesta por el liquido conteniendo los exosomas (flujo azul en la figura 6.6).
Para evitar la desalineacion de los capilares coaxiales, asi como favorecer la
reproducibilidad de la captura magnética, el sistema se acopldé a un carcasa o soporte
polimérico disefado por Autodesk AutoCAD y fabricado mediante una impresora 3D.
Ademas del soporte para el microdispositivo, también se acoplé un adaptador para
colocar el vial en el que finalmente se recogera la muestra de exosomas capturados. Se
emplearon dos bombas de jeringa (Harvard Apparatus PHD ULTRA™) para inyectar

ambas corrientes por sendos capilares.

@ 150 pm

Figura 6.6. Microdispositivo empleado en la captura de los exosomas, mostrando el canal de
entrada de la sangre o la muestra conteniendo los exosomas (1), el canal de entrada de las
MNPs funcionalizadas con el anticuerpo (2) y el canal de salida a su llegada al iman donde
quedarian retenidas las particulas con los exosomas reconocidos. En la parte derecha, el
conector en forma en T con el flujo coaxial de las particulas (amarillo) y la muestra con los
exosomas (azul).

Este dispositivo coaxial ha permitido la purificacion de exosomas directamente
desde sangre periférica de pacientes a través de inmunoafinidad y captura magnética
mediada por el anticuerpo CD9 (acoplado a la superficie de las particulas), el cual
reconoce especificamente esta tetraspanina localizada en la superficie de los

exosomas.

Para la inmovilizacion magnética de los complejos de particulas-exosomas, se
utilizé un conjunto de 12 imanes permanentes de NdFeB con una polarizacion alterna
con el fin de generar un gradiente de campo magnético creado entre cada iman y el
contiguo para lograr capturar las particulas con los exosomas una vez reconocidos. La
simulacién de la distribucion del campo magnético producida por el ensamblaje de los

imanes se ha realizado con el software FEMM (figura 6.7).
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Figura 6.7. |zquierda: captura magnética de las particulas en las zonas con mayor densidad de
campo magnético. Derecha: diagrama que muestra la simulacion de la distribucién del campo
magnético producido por el ensamblaje de tres imanes realizado con el software FEMM.

El principio de operacion, asi como las etapas que componen el protocolo de

aislamiento de los exosomas en el microdispositivo se describen en la figura 6.8.

Muestra
lconteniendo
exosomas

i) Lavado

(AQ —0

NL

iii) Elucion
( —e} —) —> > I ﬁ>>

Figura 6.8. Etapas en el proceso de captura de los exosomas en el interior del microdispositivo:
captura, lavado y elucién.

En primer lugar, la muestra conteniendo los exosomas se pasa por el capilar
externo a una velocidad de 50 uL/min (mostrado como rojo y los exosomas en verde) y
paralelamente, la solucion de los particulas conjugadas al anticuerpo CD9 (mostradas
en marron) se inyectan por el capilar interno a una velocidad de 10 pL/min.
Posteriormente, se genera un flujo coaxial en el que las particulas quedan localizadas
en la fase interna, rodeadas por los exosomas presentes en la muestra. Dicho fluido
recorrié el capilar a la vez que se producia la interaccion entre el anticuerpo anti-CD9
(presente en la superficie de las particulas) y los exosomas objeto de captura, para
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finalmente llegar al iman sobre el cual se fueron inmovilizando todos los complejos de
particulas con los exosomas capturados. Posteriormente, se realizaron tres etapas de
lavado con PBS por ambos capilares con el objetivo de eliminar todas las biomoléculas
presentes en la muestra que no habian sido reconocidas por el anticuerpo y, por tanto,
no se habian inmovilizado en el campo magnético creado por los imanes. Por ultimo, se
retiraron los imanes y se pas6 1 mL de PBS para recoger toda la muestra capturada en

un vial y proceder a su analisis final.

6.2.1.5. Captura de los exosomas

Para verificar la funcionalidad de las NPs recubiertas con el anticuerpo, los
complejos de nanoparticulas:anticuerpos (NPs:Ab) (con ratios 50:1 y 100:1, p:p) se
incubaron a temperatura ambiente con 40 ug de exosomas durante 1y 2 horas. Pasado
este tiempo, se precipitaron los complejos magnéticos con ayuda de un iman y se estimo
la cantidad de exosomas capturados de forma indirecta midiendo la cantidad de
exosomas libres presentes en el sobrenadante con ayuda de un ensayo BCA (descrito
en detalle en el capitulo general de materiales y métodos), un método ampliamente
extendido y estandarizado para cuantificar exosomas. Conociendo la cantidad inicial de
exosomas y asi como los no capturados presentes en el sobrenadante, se estimo la

cantidad de vesiculas reconocidas.
6.2.1.6. Preparacion de las muestras de PBS, FBS y sangre

La captura de los exosomas en el microdispositivo se realizé utilizando muestras
biolégicas de complejidad creciente. En primer lugar, se emple6é PBS enriquecido con
exosomas purificados a partir de cultivos celulares por ciclos de ultracentrifugacion.
También se capturaron exosomas dispersos en FBS. Por ultimo, se utilizé sangre entera
de pacientes con CP, asi como de donantes sanos. Todos los ensayos que implicaban
el uso de muestras y materiales humanos fueron previamente aprobados por el Comité
de Etica de la Investigaciéon de la Comunidad de Aragén (CEICA), con el Proyecto
Extraccion de exosomas de tumores y plasma de pacientes con diversos grados de
malignidad, para el estudio de su composicién y correlacién clinica (Pl 18/198), en
colaboracion con el Dr. Roberto Pazo (anexo 3). Los participantes fueron debidamente
informados y proporcionaron el consentimiento informado por escrito para poder formar
parte de este estudio. En concreto, se han utilizado tres muestras de donantes sanos y
siete muestras de siete pacientes con CP. Todos los pacientes con CP presentaban un
adenocarcinoma en la cola del pancreas, en fase IV recién diagnosticado y la toma de
la muestra se realizé previamente al inicio de la primera sesién de tratamiento. La

recogida de muestras se realiz6 en el Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza

183



en tubos Vacutainer de citrato de sodio. Las muestras se almacenaron durante 2 horas
a 4 °C antes de ser procesadas en el microdispositivo. Los exosomas se purificaron a

partir de 500 uL de sangre periférica de cada paciente.
6.2.1.7. Inmunocaptura de los exosomas en el microdispositivo

Para la captura de los exosomas en el microdispositivo, en primer lugar, se
conjugaron 20 ug de Fe30O4-EDC-NHS-NPs con 200 ng de anti-CD9 en 50 uL de PBS
durante 4 horas. Pasado este tiempo, se elimin6 el exceso de anticuerpo no conjugado
y los complejos Fe3z04s-EDC-NHS-NPs:antiCD9 se suspendieron en 500 uL de PBS.
Posteriormente, se introdujeron las MNPs, y en paralelo la muestra con los exosomas
susceptibles de ser capturados. Como control negativo se utilizaron Fe3O4s-EDC-NHS-
NPs desnudas (es decir, sin conjugar al anti-CD9 exosomal). Los exosomas capturados
se caracterizaron por TEM, ELISA y NTA.

El numero de exosomas capturados se cuantific6 mediante un ensayo ELISA
(ExoELISA-ULTRA CD63, Systems Biosciences) siguiendo las especificaciones del
fabricante. Resumidamente, los complejos capturados en el microdispositivo (FesOs-
EDC-NHS-NPs:antiCD9-exosomas) se depositaron en una placa de 96 pocillos y se
incubaron con el anticuerpo primario durante una hora. Pasado este tiempo un
anticuerpo secundario conjugado a la enzima HRP se afiadié sobre la muestra para
amplificar la sefal y finalmente, el substrato colorimétrico de la enzima HRP se afiadio
con el objetivo de medir la aparicion del producto colorimétrico con un pico de
absorbancia maximo a 450 nm. La acumulacion de este producto es proporcional a la
cantidad de exosomas presentes en la muestra, es decir, capturados por el
microdispositivo. El tamafo y la concentracion de los exosomas capturados se evalud
también por NTA (Malvern Instruments). Para ello, se eluyeron con PBS los complejos
Fe304-EDC-NHS-NPs:antiCD9-exosomas inmovilizados en el iman, y se sonicaron en
un bafio durante unos segundos para garantizar su homogeneizacion antes de ser

medidos en el NTA a temperatura ambiente, en triplicado y durante 60 segundos.
6.2.1.8. ELISA CA19-9 de los exosomas capturados

Para cuantificar la cantidad de CA19-9 presente en los exosomas localizados en
la sangre de pacientes con CP, se introdujeron 500 puL de sangre entera por el
microdispositivo y se aislaron magnéticamente, como se ha descrito anteriormente. Los
niveles de CA19-9 presentes en dichos exosomas capturados se analizaron con el kit
CA19-9 Human ELISA (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones de la casa
comercial. Para garantizar que se media el CA19-9 exosomal (y no la proteina CA19-9

libre) y con el objetivo de evitar interferencias, el analisis del CA19-9 exosomal se realiz6
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en los complejos capturados en el iman simulando un ensayo ELISA en sandwich con

el anti-CD9 conjugado a la particula y el anti-CA19-9 procedente del kit.

En la figura 6.9 se muestra un esquema de los ensayos ELISA desarrollados en
los exosomas capturados. ElI ELISA 1 se realizd para cuantificar la cantidad de
exosomas capturados en el microdispositivo a través del anticuerpo CD63. De esta
forma, se verifica la co-expresion de dos proteinas exosomales (CD9 y CD63) en los
complejos aislados. Por otro lado, con el ELISA 2 se analizé la cantidad de CA19-9

exosomal para validar su aplicabilidad como biomarcadores tumorales.

ELISA 1

9
\Anticuerpo secundario conjugado a HRP
/( Anticuerpo primario CD63

Exosoma /

CD9 {

ELISA 2
450 nm

NP
L J

Complejo purificado

Figura 6.9. Ensayos ELISA realizados a los exosomas capturados en el microdispositivo: ELISA
1 y ELISA 2 para detectar la proteina exosomal CD63 y el antigeno tumoral CA19-9,
respectivamente.

6.2.2. Resultados y discusion
6.2.2.1. Caracterizacion de las Fe;O4NPs y Fe3;04,-EDC-NHS-NPs

Varios articulos han descrito la sintesis de FesO4sNPs para desarrollar métodos
de captura magnética para el aislamiento de exosomas.?®”2%27® | gs estrategias
empleadas para conjugar anticuerpos a NPs incluyen procesos basados en uniones
covalentes y no covalentes (p.ej. interacciones especificas host-guest). Sin embargo,
en los ultimos afos una de las estrategias mas ampliamente empleada ha sido el uso

de enlaces carboxilo-amino debido a su simplicidad y reproducibilidad.?*® Este método
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no necesita ninguna modificacion previa del anticuerpo y puede llevarse a cabo en un

buffer convencional y a temperatura ambiente.

La figura 6.10 presenta imagenes representativas de microscopia electrénica de
las particulas desnudas tras su sintesis en presencia del estabilizador de citrato y de las
particulas funcionalizadas con el EDC y el NHS. En las imagenes de las FezOsNPs se
muestran NPs de forma poliédrica con aristas y vértices muy marcados, mientras que
las Fe3O4-EDC-NHS-NPs aparecen con una forma mas redondeada y menos abrupta
comparado con las particulas desnudas. Ademas, se puede observar claramente una
capa de materia organica (correspondiente con el EDC y el NHS) rodeando el nucleo
de hierro de las particulas. Como puede observarse en las fotografias de TEM, dicha
corona de EDC-NHS tuvo un diametro variable de entre 3 y 10 nm de grosor

aproximadamente.

Fe;O, NPs Fe;0,-EDC-NHS NPs

?

“
L
xl-"

.
Figura 6.10. Imagenes de TEM de las Fe3sOsNPs (derecha) y de las Fe3Os-EDC-NHS-NPs
(izquierda). En estas ultimas es posible observar la corona de PEG bordeando las NPs.
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A partir de las imagenes obtenidas por TEM, se realiz6 un histograma de
distribucion de tamafios primarios de ambos tipos de particulas (figura 6.11). El
diametro obtenido para las particulas desnudas fue de 23,9 * 5,7 nm mientras que
cuando éstas fueron recubiertas con el EDC y NHS, se obtuvo un diametro de 27,5 +
4,7 nm.
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Figura 6.11. Histogramas de distribucién de tamafos obtenidos a partir de las fotografias de
TEM de las a) FesO4NPs y b) Fe3Os-EDC-NHS-NPs.
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El diametro de las particulas también se midié por DLS. En este caso, la figura
6.12 revela un diametro hidrodinamico para las particulas desnudas de
aproximadamente 62 nm, y cuando las particulas se funcionalizaron, este diametro
aumento ligeramente. Es importante mencionar que tal y como esperaba, el diametro
hidrodinamico es mayor que el obtenido por TEM. Este hecho es debido a que por TEM
medimos los diametros primarios de las NPs, independientemente de su estado de
agregacion en solucion. En cambio, por DLS se obtiene la distribucion de tamafios
hidrodinamicos, lo que representa la distribucion de los agregados que se forman en
disolucion. Légicamente, este valor seria igual al de las particulas primarias si estas
estuvieran dispersas individualmente. Un diametro DLS de 62 nm frente a un diametro

primario de 27,5 nm revela un grado de agregacion moderado.
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Figura 6.12. Tamafio de las particulas obtenido por DLS.

Los espectros de FTIR del citrato y de las FesOsNPs sintetizadas se muestran
en la figura 6.13.A Puede observarse como el espectro registrado para las NPs de
magnetita se asemeja al del citrato puro. En concreto, dos bandas de absorcion
relativamente intensas aparecen a 1639 cm™ y 1385 cm™, correspondientes con el
estiramiento vibracional o stretching asimétrico y simétrico de los grupos COO" de las

moléculas de citrato, respectivamente.?’

Ademas, las bandas de absorcion
caracteristicas del estiramiento asimétrico (2925 cm™) y simétrico (2850 cm™) del enlace
CH>- se observaron claramente en las MNPs.?®® Estos resultados demuestran que las

moléculas de citrato se han incorporado correctamente a la superficie de las particulas.

Los espectros de la figura 6.13.B demuestran la correcta funcionalizacion de las
particulas con el EDC y con el NHS. En las particulas funcionalizadas, se observa la
aparicion de dos picos caracteristicos sefialados en amarillo: uno de ellos a 1274 cm™
(banda con forma de corona correspondiente con el “stretching” o estiramiento

vibracional del enlace C-N)**° y otro a 1650 cm™ (pico asignado al estiramiento del
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enlace o “stretching“ del enlace C=0)**. En la gréafica derecha de la figura 6.13.B se
muestra un zoom del espectro entre los numeros de onda 1000 cm™ y 2000 cm™. Estos
enlaces son caracteristicos de un enlace amida, el cual se forma entre los grupos
carboxilo del citrato y los grupos amina del EDC (tal y como se ilustra en el esquema de
la figura 6.4 relativo a la funcionalizacion de las particulas). En ambos tipos de
particulas se advirtieron bandas de absorbancia en torno a 1254 cm™ y 1047 cm™
correspondientes con los modos de flexion del enlace CH. y del estiramiento del enlace

C-C, respectivamente.
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Figura 6.13. Espectros FTIR de A) citrato puro y FesO4NPs sintetizadas; B) FesO4NPs antes y
después de la funcionalizacion con EDC y NHS; ¢) Ampliacion de la zona del espectro con las
bandas de absorcion caracteristicas del enlace amida formado tras la funcionalizacion.

Las medidas de potencial zeta de ambos tipos de NPs a pH fisiolégico (pH 7),
revelaron una carga superficial negativa de -29,4 + 1 mV para las FezOsNPs (debido a
los grupos carboxilo expuestos en la superficie, similar a otras particulas de hierro
recubiertas con citrato ya reportadas®') y de 16,14 + 1,04 mV para las Fe;04-EDC-NHS-
NPs (debido al grupo amino expuesto en su superficie). Esta inversion de la carga de
negativa a positiva tras la funcionalizacion de las particulas, indica nuevamente la
correcta funcionalizacién superficial de las mismas con el EDC y el NHS. La cantidad
de EDC y NHS presente en la superficie de las particulas se cuantifico por analisis TGA.

La figura 6.14 indica que, en el caso de las particulas desnudas, la cantidad de materia
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organica se correspondia con un 5 % de la masa de las particulas. Esta perdida de peso
se asocia a los grupos citrato expuesto en la superficie de las particulas. Por otro lado,
cuando se realiz6 un analisis TGA a las Fe304-EDC-NHS-NPs se obtuvieron dos picos
claros de pérdida de masa, correspondientes a un 40 % de la masa total de las particulas
debido a la presencia del EDC y del NHS.
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Figura 6.14. Graficas correspondientes con el analisis de TGA realizado en las A) FesOsNPs y
en las B) Fe3Os-EDC-NHS-NPs.

La curva de histéresis de las Fe304-EDC-NHS-NPs se muestra en la figura

6.15, evidenciandose sus propiedades superparamagnéticas esperadas, y similares a

—

las de las particulas desnudas.?*
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Figura 6.15. Curva de histéresis de las Fe304-EDC-NHS-NPs, demostrandose sus propiedades
superparamagnéticas a temperatura ambiente.

6.2.2.2. Evaluacion de la estabilidad de Fe;O4sNPs y Fe;04-EDC-NHS-NPs

La estabilidad de las particulas aportada por la presencia del recubrimiento con
EDC y NHS se analizé por XPS tras un almacenamiento de 30 dias (realizando un
analisis de la composicion elemental de las particulas y una evaluacién del entorno
atomico del Fe), asi como por potencial zeta (analizando la carga superficial de las
mismas). El analisis elemental de las particulas muestra, como era de esperar, la

presencia de carbono, oxigeno y hierro. En concreto ambos tipos de particulas contaban
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con un 30 % aproximadamente de Fe. Las particulas funcionalizadas ademas contenian
desde un 0,5 aun 0,93 % de N (tabla 6.1).

Tabla 6.1. Composicion elemental de las FesOsNPs y Fes04-EDC-NHS-NPs obtenidos por XPS
tras 30 dias de almacenamiento a temperatura ambiente.
Tiempo B.E. (eV) % atémico

(d) C1s O1s Fe 2p N 1s
284.9 530.1 710.5

N/Fe

Oh 2516% | 45.02% | 29.82%
oan 2849 | 5301 | 7105
2523% | 46.07% | 28.71%
, 2849 | 5301 | 7106
7 dias o 45 49% 2 o
Fe.ONPe 24.55% | 45.49% | 29.96%
Odiae | 2849 | 5301 | 7106
2523% | 45.59% | 29.18%
sodins | 2849 | 5301 | 7105
26.49% | 45.08% | 28.43%
, 2849 | 5302 | 7108

30 dias

24.65% | 45.56% | 29.79%

2849 | 5302 | 7107 | 4007
o 22.30% | 46.24% | 30.95% | 0.50% | >0162

2849 | 5300 | 7106 | 400.9
24h 2243% | 45.71% | 31.22% | 0.64% | 0%0°

) 284.9 530.1 710.6 400.8
7 dias 2268% | 46.76% | 29.81% | 0.74% | 00248

, 2849 | 5301 | 710.7 | 4009
10dias | 53019 | 46.79% | 29.44% | 075% | 00290

, 2849 | 5302 | 710.7 | 4009
20dias | 54989 | 46.69% | 27.48% | 0.85% | 00309

, 2849 | 5303 | 710.7 | 4000
30dias | 4819 | 4537% | 28.89% | 093% | 00322

Fe304-EDC-NHS-NPs

El analisis de XPS para el Fe** mostrado en la figura 6.16 y la tabla 6.2, revela
una composicion de las particulas recién sintetizadas tipica de la magnetita, con una

abundancia atémica de un 33 % y de un 66 % de Fe*" y Fe®, respectivamente.
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Figura 6.16. Analisis por XPS del estado del Fe2p en las FesO4-EDC-NHS-NPs durante 30
dias.
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Tabla 6.2. Analisis por XPS del estado del Fe 2p 32 en las Fe3Os-EDC-NHS-NPs durante 30

dias.

Fe® Fe? Fe’*
32 | 32 | sa. | 32 | sat
oh AR I AT S AV AT R
24h e T137 T 7189
7 dias P Tse | TS | 7190
10 dias e | Tian | BT 7192
20 dias 7140 | Y| 7192
30 dias e man | TV 7193

En el rango de energias de enlace entre 700 y 740 eV, se observan unos picos
dobles con energias de union de 710,6 y 724,8 eV correspondientes con las energia de
enlace del Fe2ps» y Fe2p1». Ademas, cabe destacar la presencia de un pico alrededor
de 719 eV, tipico de la fase de magnetita.’®? Sin embargo, es posible observar que,
conforme el tiempo tras la sintesis avanza, la cantidad de Fe?" incrementa gradualmente
mientras que la cantidad de Fe** disminuye. Esta reduccion progresiva del Fe** se

atribuye a la presencia del grupo amida tras su funcionalizacion con el EDC-NHS.3%

El analisis de la carga superficial indica que la carga de las particulas sin
funcionalizar cambia de negativa a positiva pasados 7 dias de su sintesis. Esto sugiere
la pérdida de los grupos citrato de alrededor la particula y, por tanto, la perdida de la
capa responsable de la estabilizacion de las mismas. Por lo contrario, el analisis de la
carga superficial de las particulas conjugadas al EDC y al NHS muestra como la carga
permanece constante a lo largo de 20 dias (alrededor de 15 mV), evidenciando la
estabilidad de las particulas funcionalizadas con el EDC y con el NHS, comparado con

las particulas desnudas (figura 6.17).
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Figura 6.17. Estudio de las carga superficial de las Fes04-EDC-NHS-NPs durante 30 dias.
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6.2.2.3. Union de anti-CD9 a las MNPs

La correcta inmovilizaciéon de los anticuerpos a la superficie de las particulas es
clave para obtener particulas funcionales y operativas en el microdispositivo. Dado que
las FesO4-EDC-NHS-NPs presentaron una buena estabilidad coloidal durante al menos

20 dias, se conjugaron covalentemente con un anticuerpo comercial anti-CD9.

Con el objetivo de estudiar la eficacia en la conjugacion de los anticuerpos anti-
CD9 a las particulas, se formaron complejos con varios ratios de NPs:Ab (p:p),
manteniéndose constante siempre la cantidad de anticuerpo (1 ug) y aumentando la
cantidad de particulas desde 50 a 200 ng. Los resultados de medida de absorbancia a
280 nm por espectrofotometria de UV-VIS revelan que la cantidad de anti-CD?9 libre en
el sobrenadante (anticuerpo no unido) disminuyé gradualmente conforme la cantidad de
particulas aumentaba como consecuencia de la conjugacién del anticuerpo a las
particulas funcionalizadas con el EDC y el NHS, mediada por la afinidad de los grupos
amino presentes en los residuos de lisina (localizados preferentemente en la region
constante de la cola de los anticuerpos). De hecho, se observé un pico de absorbancia
a 280 nm (correspondiente a la cantidad de anticuerpo libre sin unir en el sobrenadante)
cuando el anticuerpo se puso en contacto con la cantidad mas baja de NPs (ratio 50:1),
mientras que para el ratio maximo (200:1) este pico desaparecid, indicando que
practicamente todo el anticuerpo estaba conjugado a la superficie de las particulas
(figura 6.18).
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Figura 6.18. Espectro de absorbancia del anticuerpo presente en el sobrenadante de los
complejos de Fe304-EDC-NHS-NPs:antiCD9.

Conocida la cantidad de anticuerpo puesta en contacto inicialmente y el
anticuerpo libre presente en el sobrenadante, se obtuvo el porcentaje de anticuerpos
unidos (tabla 6.3), apreciandose claramente un aumento gradual de la cantidad de

anticuerpos conjugados a la superficie de las particulas conforme se incrementaba la
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cantidad de particulas. Saha y cols., demostraron que en la conjugacion de anticuerpos
en la superficie de las NPs llega un punto critico donde la cantidad de anticuerpos
funcionalmente activos disminuye conforme aumenta la cantidad de anticuerpo
conjugado debido a la presencia de impedimentos estéricos, con el correspondiente
decrecimiento de la cantidad de antigenos capturados.®* En vista de estos resultados,
se eligio 100:1 como el ratio 6ptimo para utilizar las FezO4-EDC-NHS-NPs:antiCD9 en

la captura magnética de los exosomas en el microdispositivo.

Tabla 6.3. Porcentaje de anticuerpo unido a las particulas en los diferentes ratios testados
obtenido a partir de los resultados de absorbancia.

Fe304-EDC-NHS NPs-CD9 Anticuerpo unido
(p:p) (%)
200:1 94,9 %
150:1 91,7 %
100:1 91 %
50:1 89 %

Los complejos FezOs-EDC-NHS-NPs:antiCD9 se visualizaron por AFM. En las
imagenes de AFM (figura 6.19) se observaron en primer lugar las FesOsNPs como
semiesferas de 30 a 50 nm de tamafio (resultados concordantes con las imagenes de

TEM mostradas en la figura 6.10).

Por otro lado, se visualizaron también los anticuerpos libres, los cuales aparecen
como una monocapa de particulas esféricas y homogéneas de unos 6-7 nm de altura.
Finalmente, en las imagenes de AFM de particulas con anticuerpos conjugados (Fe3Os-
EDC-NHS-NPs:antiCD9) depositados sobre la superficie de la mica, se evidencié un
“core” o centro del complejo con un tamafio de unos 50 nm (compatible con las MNPs
funcionalizadas) unido a unos brazos de unos 6-7 nm de altura (correspondientes a los

anticuerpos unidos a la superficie de las particulas).
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Figura 6.19. Imagenes de AFM de las particulas desnudas (Fe3OsNPs); del anticuerpo (CD9) y
de los complejos Fe304-EDC-NHS-NPs:antiCD9.

6.2.2.4. Prueba de concepto de la captura de exosomas

A continuacion, se recogen los resultados referentes a la captura de los
exosomas por las MNPs tras la funcionalizacién con EDC-NHS y con el anticuerpo

exosomal anti-CD9 previamente sintetizadas y caracterizadas.

Con el objetivo de corroborar la captura magnética de los exosomas, en primer
lugar, se realiz6 un ensayo fuera del microdispositivo. Para ello, se pusieron en contacto
40 ug de exosomas con las Fe304-EDC-NHS-NPs:antiCD9 con dos ratios diferentes de
NPs:Ab p:p (50:1y 100:1). Parece légico pensar que al incrementar el ratio NPs:Ab, asi
como al aumentar el tiempo de incubacién del anticuerpo con su antigeno, la cantidad
de exosomas capturada se veria incrementada. Sin embargo, se observaron
unicamente ligeras diferencias (estadisticamente no significativas) (figura 6.20.A).
Estos resultados concuerdan con los obtenidos para la cantidad de anticuerpo adsorbida
en la superficie de las particulas (tabla 6.3), ya que cuando el ratio NPs:Ab aumenta de
50:1 a 100:1, la cantidad de anticuerpo conjugado Uunicamente se incrementé en un 2 %
(de un 89 % a un 91 %).
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Figura 6.20. A) Porcentaje de exosomas capturados por las FesO4-EDC-NHS-NPs:antiCD9 con
diferentes ratios (50:1 y 100:1) tras un tiempo de contacto de 2 horas cuantificado por el método
BCA. B) Fotografias de microscopia electronica de los complejos de particulas y exosomas
capturados. En azul se indican los exosomas y en rojo las particulas. C) Ampliacion de las figuras
de microscopia electrénica donde es posible visualizar la doble bicapa lipidica de los exosomas.

Otro factor a tener en cuenta es la naturaleza de la interaccién antigeno-
anticuerpo. La unién especifica de un antigeno a su anticuerpo ocurre por
complementariedad espacial y por enlaces débiles no covalentes (principalmente
puentes de hidrogeno, interacciones hidrofdbicas, fuerzas electroestaticas y fuerzas de
Van der Waals) y depende de la conformacion y de la carga de ambos elementos. El
reconocimiento del antigeno por su correspondiente anticuerpo ocurre en los sitios de
reconocimiento localizados en la region variable del anticuerpo y cuando todos estos
sitios de reconocimiento estan ocupados, el anticuerpo ya ha reconocido todo el
antigeno que potencialmente puede capturar, alcanzando una condicion de saturacion.
Por tanto, considerando los resultados de la figura 6.20.A puede también deducirse que
tras una hora de contacto entre las Fe3sO4-EDC-NHS-NPs:antiCD9 y los exosomas, ya
se capturaron todos los exosomas posibles (hasta un 60 % de los presentes inicialmente
en la muestra). La figura 6.20.B recoge imagenes de microscopia electronica
representativas de complejos formados por las FezO4-EDC-NHS-NPs:antiCD9 y los
exosomas tras incubarse durante 1 hora. Pueden observarse complejos formados por
los exosomas (aparecen marcados en azul, visualizados como vesiculas organicas con
forma esférica con un diametro de 100 nm aproximadamente y rodeadas de la doble
bicapa lipidica caracteristica), unidos a las MNPs (indicadas en rojo y de mayor densidad
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electrénica que los exosomas, de aproximadamente 25 nm de diametro unidas a la
superficie de las vesiculas). La figura 6.20.C muestra un detalle de las imagenes de
microscopia electronica en las que puede claramente visualizarse la doble bicapa
lipidica de los exosomas (con un espesor de 5 nm) capturados por las Fe304-EDC-NHS-
NPs:antiCD?9.

6.2.2.5. Captura de exosomas en el microdispositivo

Una vez disefiado el microdispositivo y optimizada la captura magnética de los
exosomas, se llevo a cabo el reconocimiento y la separacion de los mismos en el interior
del microdispositivo. Como ya se ha indicado, se utilizaron escenarios de complejidad
creciente, desde exosomas dispersos en una disolucion de PBS, hasta los presentes en

sangre total de pacientes, como se muestra en la figura 6.21.A.

Es importante recordar que la preparacion de la rejilla para visualizar las
muestras por TEM, incluye una etapa de secado, lo cual puede dar lugar a una
deposicion de las particulas en la rejilla de forma irregular y a la formacién de agregados
de NPs y exosomas. Este fendmeno puede explicarse por la compresion capilar que
ocurre en la gota a medida que se va evaporando.®®® No obstante, la calidad de las
imagenes es suficientemente alta como para permitirnos verificar la presencia de
complejos de exosomas capturados en el interior del microdispositivo unidos a las
MNPs. En alguno de los complejos presentes en estas imagenes pudo observarse
inequivocamente la doble bicapa lipidica caracteristica de los exosomas (figura 6.21.B),

con un espesor de 5 nm, en concordancia con lo indicado en bibliografia.>*®

Tras la captura de los exosomas en el microdispositivo, se cuantificé la cantidad
de CD63 (y por tanto de exosomas) presente en los complejos capturados mediante un
ensayo ELISA (expresado en cantidad de particulas). La tabla presente en la figura
6.21.C muestra la cantidad de exosomas capturados a partir de las muestras de PBS,
FBS y sangre procesadas en el microdispositivo. El ELISA frente a CD63 indicé que
aproximadamente en todas las muestras se capturaron 2 x 10" exosomas. La
constancia de esta cifra se atribuye a que ésta es la maxima cantidad de exosomas que
pueden capturarse por las NPs introducidas (ya que una vez que se ocupan todos los
sitios de union del anticuerpo CD9, ya no es posible reconocer e inmovilizar mas
cantidad de antigeno, es decir, de exosomas). Por lo contrario, al procesar una muestra
de sangre entera en el microdispositivo junto con Fe3Os-NPs sin funcionalizar con el
anticuerpo (control negativo), las fotografias de TEM y el ensayo ELISA frente a CD63
demostraron unicamente la presencia de las MNPs y materia organica asociada, sin

presencia de exosomas.
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6. Exosomas y nanoparticulas. Agente de imagen y diagnéstico
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Figura 6.21. A) Fotografias de microscopia electrénica de los complejos de particulas y
exosomas capturados en el interior del microdispositivo a partir de PBS, FBS y sangre periférica
(incluido un control negativo que contenia particulas sin funcionalizar con el anticuerpo). En azul
se indican los exosomas y en rojo las particulas. B) Ampliaciéon de las figuras de microscopia
electronica donde es posible visualizar la doble bicapa lipidica de los exosomas. C) Resultados
de la cantidad de exosomas capturados (expresado en cantidad de particulas/mL obtenidos a
partir de un ELISA frente a CD63. D) Diagrama NTA de los complejos de exosomas y particulas
obtenidos en la inmunocaptura.

La concentracion y el diametro de los exosomas capturados a partir de la
muestra mas compleja (sangre entera) se estimé por NTA (figura 6.21.D). Se obtuvo

un diametro medio de 130,7 £ 42,7 nm, en acuerdo con el tamafio que tendrian los
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complejos de MNPs (aproximadamente 25 nm) conjugadas a los exosomas (100 nm)
capturados en el iman del microdispositivo. Demostrada la funcionalidad del microchip
para capturar exosomas a partir de sangre periférica total, este dispositivo se empled
para aislar exosomas de sangre periférica de pacientes con CP, con el objetivo de
demostrar el potencial de esta herramienta como método de diagnostico temprano y
monitorizacion de este tumor a través del analisis de la proteina tumoral CA19-9
presente en los exosomas (CA19-9 exosomal). Para ello, se capturaron los exosomas
presentes en la sangre de estos pacientes y posteriormente se realizé un analisis de la
expresion de la proteina CA19-9 en estos exosomas a través de otro ELISA frente a
esta proteina. La figura 6.22.A muestra que los niveles de CA19-9 exosomal capturados
a partir de sangre total, fueron significativamente mas altos en pacientes con cancer
comparados con los niveles de esta proteina obtenidos en las vesiculas capturadas a
partir de sangre total de donantes sanos (se obtuvieron valores incluso cuatro veces

superiores).

La robustez del analisis exosomal de CP se deduce de la tabla de la figura
6.22.B: comparado con los donantes sanos, los niveles de CA19-9 exosomal se
encontraban aumentados claramente en todos los pacientes con CP analizados. Sin
embargo, la ventaja y la potencial aplicacion del analisis basado en exosomas como
agente de diagndstico de CP frente al analisis de CA19-9 en suero libre se pone de
manifiesto en el caso del paciente 2 (paciente falso negativo). En este paciente, a pesar
de tener un adenocarcinoma en la cola del pancreas, los niveles de CA19-9 libre en
suero se encuentran en el rango normal (menores de 37 U/mL) dificultandose su
seguimiento y monitorizacion. Sin embargo, los niveles de CA19-9 exosomal presente
en los exosomas de este paciente eran significativamente mas altos y comparables a

los del resto de pacientes evaluados.

Los resultados obtenidos en esta seccion amplian los mostrados en el trabajo de
Javeed y cols., quienes demostraron que las vesiculas extracelulares en los pacientes
con CP eran predominantemente exosomas y que todos ellos expresaban CA19-9.
También demostraron que los exosomas de pacientes control no presentaban niveles
significativamente altos de CA19-9. Este estudio también revelé que la cantidad de
exosomas presentes en la sangre periférica de pacientes con CP era significativamente
mayor comprando con los encontrados en sangre periférica de donantes sanos, hecho
que sugiere que esta diferencia se debe a la produccion de estos exosomas tumorales
enriquecidos en CA19-9 por parte de las células tumorales pancreaticas.’”” El
procedimiento empleado en este trabajo implicé un abordaje muy laborioso basado

ciclos de ultracentrifugacion para purificar las vesiculas, un método de aislamiento que
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compromete la integridad de los exosomas asi como la reproducibilidad del método. Por
lo contrario, el microdispositivo presentado y evaluado en esta seccion, permite capturar
exosomas a partir de sangre entera de manera sencilla, por personal sin formacién

especifica, facilitando su traslacion a la clinica.
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Figura 6.22. A) Grafica que representa los valores de la proteina tumoral CA19-9 en los
exosomas capturados en el microdispositivo tanto en sangre proveniente de pacientes con CP
como de donantes sanos. B) Valores de CA19-9 libre en suero y CA19-9 exosomal de los
pacientes con CP.

La prueba de concepto para demostrar la funcionalidad de este microdispositivo
se ha realizado en muestras de pacientes con CP. Sin embargo, este dispositivo podria,
en principio, usarse para el diagnéstico y la monitorizacion de cualquier otra patologia,

sencillamente cambiando el anticuerpo de interés.
6.2.3. Conclusiones de esta seccién

El aislamiento de exosomas tumorales y su posterior analisis, presentan alto
potencial para aplicaciones de diagndstico y medicina personalizada. Sin embargo, los
métodos convencionales de purificacidon de exosomas requieren equipos costosos y
personal altamente cualificado. Ademas, frecuentemente dan lugar a poblaciones de
exosomas con grados de pureza bajos, lo que dificulta su empleo como agentes de
diagnéstico. El microdispositivo que se presenta en esta seccion permite la captura de
exosomas y su separacion de diferentes fluidos a través de una captura magnética de
inmunoafinidad. Esta plataforma se ha empleado para aislar exitosamente exosomas
derivados de CP a partir de sangre entera periférica sin necesidad de pretratamiento.
Los resultados del andlisis de la proteina CA19-9 exosomal muestran una alta
sensibilidad de deteccion en comparacion con los niveles de proteina CA19-9 libre en
el suero de dichos pacientes. Este procedimiento podria adaptarse al diagnéstico de
otras patologias a través del analisis de proteinas caracteristicas de las mismas que se

sobreexpresaran o enriquecieran en los exosomas del paciente.
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6.3. PEG-HGNs-ExosB16F10 para sequimiento y visualizacién de células

en cultivo

En los ultimos afios, la nanotecnologia ha dado lugar a una nueva generacion
de herramientas que permiten visualizar células vivas en su entorno fisiologico. Se han
desarrollado NPs versatiles capaces de realizar varias modalidades de imagen al mismo
tiempo (p.ej. ultrasonidos, CT y MRI simultaneamente).?®® Sin embargo, una de las
principales limitaciones del uso de NPs como agentes de imagen es su toxicidad y el
desencadenamiento de rutas apoptoticas, asi como su potencial exocitosis y
consecuente eliminacion.*® En este dltimo caso, las particulas serian fagocitadas por
los macréfagos y se perderia el seguimiento de la célula de interés. Algunas de las
caracteristicas de las AuNPs que las convierten en agentes de imagen atractivos son:
alto ndmero atémico, facilidad de sintesis, elevada biocompatibilidad, propiedades
Opticas para reflejar la luz incidente, susceptibilidad de funcionalizar su superficie con
numerosos grupos funcionales y polimeros, e incluso la versatilidad de morfologias y
tamafios con las que pueden ser sintetizadas.®'® Todas estas caracteristicas
determinaran en el grado de internalizacién por parte de las células diana, y en
consecuencia, su potencial visualizacidon dentro de las mismas. Para dotar las particulas
con selectividad y especificidad hacia células de interés, algunos trabajos han publicado
la funcionalizacion de las AuNPs con ligandos, anticuerpos o nucleétidos. Como
alternativa, en esa seccién se explotan las capacidades de direccionamiento de los
exosomas incluyendo PEG-HGNSs en su interior, y se estudia su posible empleo de las

NPs como agentes de contraste para CT.
6.3.1. Experimental

6.3.1.1. PEG-HGNs-Exos para seguimiento celular por microscopia confocal

B16-F10

Para probar el potencial de los PEG-HGNs-Exos como agentes de imagen
y seguimiento celular, estos se visualizaron el interior de células diana en cultivos por
microscopia confocal (capitulo 3). En primer lugar, se sembraron las células B16-F10
sobre cubreobjetos previamente depositados en una placa de 24 pocillos tal y como se
ha detallado en capitulos anteriores (tabla 3.5). Pasadas 24 horas, se afiadieron 10 ug
de PEG-HGNs-Exos®'®F%y se incubaron durante 2, 4, 6, 8, 24 y 32 horas para encontrar
el tiempo 6ptimo de internalizacion. Los filamentos de actina del citoplasma se marcaron
con faloidina-488 y los nucleos con DRAQ5. Los aglomerados de PEG-HGNs-Exos®'®
F19 se observaron directamente por reflexion de la luz incidente. Para corroborar que
dichas vesiculas se encontraban en el interior celular (citosol), se realizaron

proyecciones ortogonales provenientes de adquisidores en direccion zeta.
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6.3.1.2. Visualizacion de PEG-HGNs en tejido muscular ex vivo

El potencial de las PEG-HGNs como agente de imagen se comprobd ex vivo
utilizando tejido muscular de pollo como sucedaneo del tejido a analizar. Se inyectaron
100 pg de PEG-HGNs con una jeringuilla en el interior del tejido muscular y
posteriormente se visualizaron por CT en el equipo Imagen Nano SPECT-CT,
perteneciente al Servicio Cientifico Técnico Imagen Médica y Fenotipado del IACS.

Como control negativo, se administrd intramuscularmente unicamente PBS.
6.3.2. Resultados y discusién
6.3.2.1. PEG-HGNs-Exos para seguimiento celular por microscopia confocal

Las propiedades opticas de reflexion de las PEG-HGNs encapsuladas en el

interior de los ExosB'6-F1°

nos permitieron visualizar las agrupaciones de exosomas en el
interior de células directamente por la reflexiéon de la luz incidente (ex/em 488/490 nm)
bajo un microscopio confocal. Las imagenes mostradas en la figura 6.23.A de las
células B16-F10 incubadas con los PEG-HGNs-Exos®'®"'° durante 2, 4, 6, 8,24 y 32 h

muestran claramente la presencia de las particulas en el interior del citoplasma.

El analisis semicuantitativo de la fluorescencia de las NPs en el interior celular,
indica como la cantidad de particulas dentro del citoplasma, y por tanto su potencial
como agente de imagen, es significativamente mayor pasadas las 6 h de la incubacion
(figura 6.23.B). Las agrupaciones de particulas se observaron en el interior del

citoplasma incluso tras 32 h de haberlas puesto en contacto con las células.
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Figura 6.23. A) Imagenes de microscopia confocal de células B16-F10 incubadas con PEG-
HGNs-ExosB'®F10 durante 2, 4, 6, 8, 24 y 32 h. Las agrupaciones de las particulas se visualizan
en color rojo. B) Semicuantificacion de la sefial de las particulas de las diferentes imagenes de
la izquierda.
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6.3.2.2. Visualizacion de PEG-HGNs en tejido muscular ex vivo

Para evaluar el potencial de las PEG-HGNs como agentes de imagen se
realizaron ensayos preliminares utilizando tejido muscular de pollo. La figura 6.24
recoge imagenes del tejido muscular visto desde tres perspectivas (sagital, coronal y
lateral) inoculado con PBS a modo de control (figura 6.24.A) y con 100 ug de PEG-
HGNs en PBS (figura 6.24.B).
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Figura 6.24. A) Tejido muscular de pollo tratado con PBS. B) Tejido muscular de pollo tratado
con 100 pg de PEG-HGNs. C) Reconstruccion 3D del tejido muscular marcando en rojo los
pixeles con una densidad superior a 700. En el centro del tejido pueden observarse las NPs. D)
Diagramas de densidad de pixel completo (figura izquierda) y uUnicamente del oro (figura
derecha).

Como demuestran los zooms realizados en las adquisiciones de las tres
perspectivas, en el caso del control (s6lo PBS), unicamente se visualizd el aire
introducido por la jeringuilla al realizar la inoculacion (en color negro). Por su parte, los
zooms de la figura 6.24.B demuestran la aparicion de pixeles blancos (con un mayor
coeficiente de atenuacion a los rayos X) debido a la presencia del oro de las PEG-HGNs
justo en la zona de inyeccion de las mismas. En funcion del coeficiente de atenuacion a
los rayos X, los valores de densidad de los pixeles de una imagen de CT varian entre -
1000 y 1000; y al aire se le asigna un valor de -1000 mientras que al agua de 0. Valores
por encima de 700 o 1000 se corresponden con una gran atenuacion a los rayos X. La

figura 6.24.C recoge una reconstruccion en 3D del tejido muscular inoculado con las
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PEG-HGNSs en la cual se marcaron en rojo todos los pixeles con un valor superior a 700.
Los graficos de la figura 6.24.D muestran la densidad de todos los pixeles de la
muestra, observandose que la gran mayoria se correspondian con aire y agua. Sin
embargo, la grafica de la derecha demuestra la presencia de pixeles con una densidad
igual o incluso superior a 1000 unidades, correspondiente con la presencia de Au

proveniente de las PEG-HGNSs.

6.3.3. Conclusiones de esta seccion

Los resultados obtenidos en esta seccion demuestran el potencial de los PEG-
HGNs-Exos como potenciales agentes de imagen para visualizar células vivas en cultivo
incluso pasadas 32 horas de su administracion. Los datos expuestos en el ensayo
relativo a la visualizacion de las particulas por CT en tejido muscular son aun
preliminares y es necesario realizar un estudio mas profundo para determinar las dosis
necesarias y los umbrales de sensibilidad. Sin embargo, evidencian que las PEG-HGNs
encapsuladas en los exosomas son susceptibles de ser visualizadas por CT y abren la
puerta al uso de estos vectores como vehiculos de las citadas NPs en aproximaciones

diagndsticas de imagen por dicha técnica.

6.4. Exosomas cargados con Perfecta para imagen por '°F-MRI

La monitorizacion por MRI representa una de las herramientas mas utilizadas
para visualizar tejidos in vivo con gran resolucion y de gran calidad. Una imagen de MRI
se obtiene gracias a la diferencia en los tiempos de relajacion de los nucleos de
hidrogeno con diferentes entornos atémicos presentes en el organismo cuando estos
interaccionan con un campo magnético externo. Dada la gran cantidad de agua que se
encuentra circulando por los diferentes tejidos, las diferentes propiedades de relajacion
de sus iones "H han sido explotadas en la clinica para proporcionarnos informacién tanto
fisioldgica como anatomica. Sin embargo, a menudo esta resolucién anatémica no es lo
suficientemente buena y se necesita usar agentes de contraste para maximizarla. Uno
de estos agentes de contraste son las SPIONs, que incluso ya se han combinado con
exosomas para realizar MRI in vivo en modelos animales."*'"” Sin embargo, los
agentes de contraste existentes presentan ciertas limitaciones: 1) se necesitan tiempos
de adquisicion largos, y 2) debido a la baja sensibilidad del 'H se requieren grandes
cantidades de contraste para mejorarla, lo cual puede desencadenar problemas de
toxicidad.®!" Una posible solucion estaria en el uso de una modalidad alternativa de MRI
utilizando atomos heteronucleares en combinacion con el 'H como por ejemplo °C,

BNa, *'P o "°F. De entre todos ellos, el 'F redne una serie de caracteristicas que lo
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convierten en el mas prometedor.®'?> Ademas de sus excelentes propiedades
magneéticas, hay que destacar que unicamente esta presente en los dientes y, en menor
medida, en los huesos del cuerpo humano, por lo que una sonda conteniendo atomos
de F no encontraria interferencias con el F nativo ya presente. Pero, ademas, se
encuentra en forma solida y tiene un tiempo de relajacion T2 muy pequeio, lo que
generaria muy pocas interferencias y muy poco ruido de fondo en las adquisiciones MRI.
Sin embargo, con el fin de evitar problemas de toxicidad, es necesario administrar dosis
bajas de '"*F. Hasta la fecha, se han desarrollado multiples agentes fluorinados, entre
los que destacan los compuestos perfluorocarbonos (PFC) y perfluoropolieters (PFPE).
En 2014, Resnati y cols., desarrollaron una molécula superfluorinada denominada
Perfecta, la cual se caracteriza por presentar un unico pico de resonancia muy definido,
estrecho y con gran intensidad, asi como excelentes tiempos de relajacion T1y T2. Sin
embargo, a pesar de que esta molécula tiene propiedades unicas como elemento de
imagen por "F-MRI, también tiene ciertas limitaciones, principalmente asociadas a su
alta hidrofobicidad. Este caracter hidrofébico implica la necesidad de usar emulsiones,
agentes surfactantes como pluronic o colato, asi como particulas poliméricas (p.ej.
PLGA, poli (oligo (etilenglicol) metil éter metacrilato (POEGMA)) para poder vehiculizarla

en el torrente sanguineo.

Considerando las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de los exosomas, en
esta seccion se estudia su empleo como herramienta para vehiculizar la molécula de
Perfecta a células y tejidos diana (tumores) de forma que puedan ser visualizados por
"F-MRI. En concreto, se han empleado los exosomas derivados de células B16-F0 y
mMSCs cargados con la molécula de Perfecta descritos y caracterizados en el capitulo

4 (Perfecta-Exos™SC y Perfecta-ExosB'6F0),
6.4.1. Experimental
6.4.1.1. Imagen "°F-MRI ex vivo

El MRI de los Perfecta-Exos™®C y Perfecta-Exos®'®F'° se realizd por el equipo
de la Dra. Francesca Baldelli Bombelli de la Universidad Politécnica de Milan utilizando
un escaner 7 Tesla (Bruker-Biopspin) localizado en el IRCCS Ospedale San Raffaele
de Milan usando una bobina de radiofrecuencia 1H/19F de doble conversién para
excitacion y recepcion. Ademas, se obtuvieron imagenes Phantom para evaluar el
correcto funcionamiento del equipo de resonancia. La relacion sefial a ruido (SNR) se
calculé como el ratio de la intensidad media de la sefal de cada muestra dividido por la

desviacion estandar del ruido de fondo. La emulsion de Perfecta se utilizd6 como
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referencia a dos concentraciones diferentes (Ref 1 y Ref 2; 1y 2 x 10" atomos/mL,

respectivamente).
6.4.1.2. Citotoxicidad metabdlica

La toxicidad de los Perfecta-Exos de ambas lineas celulares se comprobé por el
método Alamar Blue ya descrito. En este caso, se aiadieron los exosomas a las células
a diferentes concentraciones: 2,8; 1,4; 0,7; 0,35; 0,175; 0,088 y 0,044 ug exos/mL y se

dejaron incubar durante 24, 48 y 72 horas.
6.4.1.3. Visualizacion en cultivos celulares por microscopia confocal

Los Perfecta-Exos se visualizaron en el interior celular por microscopia confocal.
Para ello se sembraron células B16-F10 y mMSCs en cubreobjetos depositados sobre
placas de 24 pocillos tal y como se ha descrito anteriormente (capitulo 3). Pasadas 24

B16-F10

horas, las células cultivadas se trataron con 5 ug de Perfecta-Exos y Perfecta-

EXOSmMSCs (

ambos fluorescentes) durante 6 h. Se realizaron adquisiciones en direcciéon
Z para la realizacion de proyecciones ortogonales con el objetivo de verificar que los
exosomas estaban en el interior del citoplasma de las células. Una vez adquiridas las
imagenes, se buscaron los planos de maxima intensidad de fluorescencia de exosomas
y se realizd un ensayo semicuantitativo para estimar la cantidad de exosomas presentes

en cada linea celular.

6.4.1.4. "*F-MRl in vivo

mMSCs como vectores de

La validacion experimental del uso de los Perfecta-Exos
imagen in vivo se realizé por MRl en un modelo murino en las instalaciones del
CICbioMAGUNE de San Sebastian (grupo Prof. Jesus Ruiz Cabello) y en las
instalaciones del CIBA de Zaragoza. Los procedimientos se llevaron a cabo bajo las
licencias AE-biomaGUNE1419 y PI 46/20, respectivamente. Se usaron ratones hembra
Balc/c nu/nu de 6 a 8 semanas de edad (Envigo). Los animales se estabularon y
mantuvieron en condiciones estériles en jaulas autoventiladas con acceso a comida y
agua estériles ad libitum. Tras su llegada a las instalaciones, los animales se
mantuvieron durante una semana en cuarentena para su aclimatacion antes de

comenzar con el estudio.

En primer lugar, se indujo a la aparicion de tumores subcutaneos con 200 uL de
PBS conteniendo 3 millones de células HeLa en uno de los flancos de cada animal. El
desarrollo tumoral fue seguido diariamente durante 15 dias con un calibre, y cuando
alcanzo6 una superficie de 0,5 cm? los animales se dividieron en dos grupos: ratones

mMSCs

tratados con 1) Perfecta-Exos o con 2) Perfecta en la emulsién (con tres animales
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por grupo). En los grupos que recibieron exosomas, se inyectaron 100 uL de PBS

mMSCs en la vena de la cola de los ratones nu/nu.

conteniendo 50 ug de Perfecta-Exos
Igualmente, se administraron 100 pL contiendo Perfecta en forma de emulsién a los
ratones del grupo emulsion. En ambos grupos de animales, la cantidad de atomos de

flior administrados fue la misma (2,51 x 10'® atomos de fltor).

Los animales se eutanasiaron mediante inhalacién de CO, pasadas 48 horas y
1 semana de la administracion intravenosa del vector. El tumor, los rifiones, el higado,
los pulmones, el bazo, el pancreas y el corazén se aislaron para su posterior analisis
histopatoldgico en las instalaciones del CIBA. Para ello, los 6érganos se fijaron con PFA
al 4 % y posteriormente se transfirieron a una solucién de etanol al 70 %, tras lo cual,
se embebieron en parafina. Se realizaron secciones de 3 um de cada uno de los érganos

de interés y se tiferon mediante la técnica de hematoxilina y eosina (H&E).

Por otro lado, los escaneos MRI se realizaron en las instalaciones del
CICbioMAGUNE, pasadas 48 horas de la administracion de los vectores. Para las
medidas de "°F-MRI se utilizé un iman horizontal de 11,7 T (Bruker Biospec, Ettilgen,
Germany) empleando una antena de recepcion y excitacion volumétrica de 40 mm para
la deteccion de 'H/'°F. Los animales fueron previamente anestesiados con exposicion
al 5 % de isoflurano en O, para posteriormente mantenerlos en torno al 2 % durante el

tiempo que fueron sometidos a la sesién de imagen.

Las constantes vitales de los animales como la temperatura y la respiracion se
monitorizaron en todo momento empleando sensores de respiracién y sondas rectales
de temperatura. Para el mantenimiento de la temperatura se utilizé una manta eléctrica.
La figura 6.25 muestra a la izquierda una imagen de resonancia magnética con 1-H ('H-
MRI) coronal indicando la seccién de la posicion de la imagen de 'H-MRI para escanear
el area donde esta el tumor. A la derecha, una imagen axial de protén indicando el tumor

y el vial conteniendo Perfecta (indicado como “Tubo” en la imagen).
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Tumor

Figura 6.25. En la figura de la izquierda se muestra una imagen 'H-MRI coronal mostrando la
seccion de la posicion de la imagen de 19F cubriendo todo el tumor. A la derecha, imagen axial
de proton mostrando la posicion del tumor y del vial conteniendo la solucion de Perfecta.

6.4.2. Resultados y discusién
6.4.2.1. Imagen "°F-MRI ex vivo

En la figura 6.26.A (imagen Phantom 'F-MRI de los exosomas cargados con
Perfecta derivados de ambas lineas celulares) se empled la emulsion de Perfecta
conteniendo 1y 2 x 10" atomos/mL como referencia (Ref 1 y Ref 2, respectivamente).
Como puede observarse, los exosomas de ambas lineas celulares cargados con
Perfecta se visualizaron claramente por '®F-MRI, con una relacion SNR siempre positiva
en torno a 5 (figura 6.26.B). Estos resultados (junto con los valores de NMR, T1 y T2
mostrados en el capitulo 4) evidencian la aplicabilidad de estos nuevos vectores como

agentes de imagen por "*F-MRI.
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Figura 6.26. A) Imagen Phantom ""F-MRI y B) Relacién SNR de los exosomas derivados de
ambas lineas celulares cargados con la Perfecta.
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6.4.2.2. Citotoxicidad de los Perfecta-Exos

La biocompatibilidad de los Perfecta-Exos derivados de ambas lineas celulares
se establecié mediante Alamar Blue, encontrandose que para ambos tipos de exosomas
cargados con Perfecta no hay efecto sobre la viabilidad celular a ninguna de las dosis y

tiempos de estudio ensayados (figura 6.27) en ninguna de las lineas celulares testadas.
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Figura 6.27. A) Citotoxicidad en células B16-F10 de los Perfecta-ExosB'®F10 (derecha) y
Perfecta-Exos™SCs (izquierda). B) Citotoxicidad en células mMSCs de los Perfecta-B16-F10
(derecha) y Perfecta-Exos™SCs (izquierda).

6.4.2.3. Visualizacion en cultivos celulares por microscopia confocal

B16-F10 mMSCs

La presencia de los Perfecta-Exos y Perfecta-Exos en células en
cultivo se evalud por microscopia confocal empleando los exosomas purificados de
células incubadas con la emulsion de lecitina fluorescente (capitulo 4). En la figura 6.28

los nucleos aparecen marcados en azul y la ruta endosomal aparece en verde.

mMSCs 7 B16-F10
Perfecta-ExosmMSCs Perfecta-ExosB16-F10 Perfecta-Exosm™MSCs Perfecta-ExosB16-F10

Figura 6.28. Microscopia confocal de células B16-F10 y mMSCs incubadas con Perfecta-
ExosB'6F10y Perfecta-Exos™SCs (ambos fluorescentes) durante 6 horas.
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Las proyecciones ortogonales realizadas a partir de las adquisiciones en
direccion Z muestran la distribucion de ambos tipos de exosomas en el citoplasma
celular tras 6 h de incubacion, evidenciando de nuevo el direccionamiento de los

exosomas hacia sus células diana (las mMMSCs incorporaron preferentemente Perfecta-

mMSCs B16-F10

Exos mientras que las células B16-F10 capturaron mas Perfecta-Exos
comparado con los exosomas derivados de la otra linea celular). Si bien, este
direccionamiento celular se evidencié mas significativamente en el caso de las mMSCs.
En estas imagenes también puede observarse la co-localizacion entre los Perfecta-Exos

y la ruta endosomal positiva para CD63 (pixeles amarillos).

6.4.2.4. "*F-MRI in vivo

Para comprobar el potencial de los Perfecta-Exos™S¢s

como agentes de imagen
por "*F-MRI se inyectaron en un grupo de animales 50 pg de exosomas (en 100 pL de
PBS volumen final) y en otro grupo 100 uL de emulsién en la vena de la cola de los
ratones. En ambos caso se administrd la misma cantidad de atomos de fluor
provenientes de la Perfecta (2,51 x 10"°). A la hora de hacer las adquisiciones, se incluy6
también el vial conteniendo la soluciéon de cada uno de los vectores para tenerlo como
referencia. La figura 6.29 incluye las imagenes de 'H-MRI y "*F-MRI de los ratones
pasadas 48 horas de la administracion intravenosa. En las secciones de 'H puede verse
el tumor a la izquierda (sefalado con un circulo de color verde). En las adquisiciones de
¥F en el caso de la emulsion no se observo sefial de fltor en el tumor. Por el contrario,
cuando los ratones se trataron con los exosomas, se evidencio claramente una sefial
de '°F alrededor del tumor, que también pudo observase en la médula 6sea. Postulamos
que este hecho esta atribuido al origen celular de los exosomas empleados ya que

derivan de células mesenquimales procedentes de médula 6sea.

Emulsién Perfecta Perfecta-ExosmMSCs

H 19F H 19F

Figura 6.29. Imagen 'H-MRI y "*F-MRI de ratones tratados con la emulsion y con los exosomas
conteniendo la Perfecta pasadas 48 horas de la administracién intravenosa.
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6. Exosomas y nanoparticulas. Agente de imagen y diagnéstico

El analisis de H&E (figura 6.30) no revelé cambios relevantes en la morfologia
histopatolégica de ninguno los animales tratados con los vehiculos administrados. Si
bien, se evidenciaron lesiones inflamatorias leves en algunos érganos, particularmente
en los animales sacrificados 1 semana después de la administracién, tanto de la
emulsion como de los exosomas con Perfecta. En el higado, se observé una
pericolangitis leve y degeneracion multifocal hepatocelular con ligera vacuolizacion
citoplasmatica. Por su parte, el pancreas present¢ infiltracion linfoplasmocitaria leve en
grasa peripancreatica. Ademas, en el bazo de los ratones sometidos al tratamiento de
exosomas, se observd una hiperplasia linfoide folicular.

Control Emulsion Perfecta Perfecta-ExosmMSCs

3% o
DR ABIRRARS NS T ¢
% o ek L R Ny
S ! N ST AN

)
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Higado

Pancreas

Figura 6.30. Imagenes representativas del analisis histopatolégico de cortes de bazo, higado y
pancreas de animales tratados con le emulsién y con los exosomas cargados con Perfecta (10 x
en bazo y 20 x en higado y pancreas).

VI.3.3. Conclusiones de esta seccion

Los exosomas derivados de mMSCs cargadas previamente con la molécula de
Perfecta (Perfecta-Exos™S%) presentan una respuesta suficientemente intensa como
para ser visualizados por MRI al acumularse en suficiente cantidad. Ademas, el
direccionamiento aportado por los exosomas permite que sean internalizados
selectivamente en células diana. Cuando se emplean como vectores de MRI en un

mMSCs

modelo xenograft murino, se comprueba la acumulacion de los Perfecta-Exos en
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los tumores, en comparacion con la Perfecta administrada en un vector no especifico

en forma de emulsion.
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Imagen de microscopia confocal de una célula tumoral de glioblastoma U251-MG.

Marcaje de la actina (amarillo), lisosomas (azul) y nucleos (azul).
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7. Combinacion de exosomas y nanoparticulas como

herramienta antitumoral in vitro

7.1. Introduccion

Gran parte del éxito de una determinada terapia para combatir el cancer
(basandose en las NPs) depende de la llegada efectiva del agente antitumoral a la zona
neoplasica.®’® Hasta ahora se han utilizado diferentes herramientas para dirigir las NPs
directamente a los tumores, tanto por mecanismos pasivos como activos. La
acumulacion de NPs por mecanismos pasivos esta basada en el EPR de los vasos
sanguineos de los tumores. Estos presentan grandes poros y fenestraciones (de 100 a
2000 nm de diametro) entre las células endoteliales, a través de los cuales las particulas
terapéuticas pueden extravasarse, y gracias a la vaga vasculatura y a la presion creada
por el pobre drenaje linfatico, alcanzar el interior de estos tejidos tumorales.*"*'* Sin
embargo, existen evidencias de que la acumulacién de particulas en los tumores por
este método pasivo es reducida, del orden del 0,7 %.%'>3'® Por ello, se han desarrollado
estrategias de direccionamiento activo. Entre estas estrategias, destacan la
funcionalizacion de las particulas con diferentes tipos de polimeros, como por ejemplo
con PEG, o la encapsulacion del agente terapéutico en liposomas. Existen farmacos
aprobados por la FDA basados en liposomas pegilados cargados con DOX (como
Caelyx® o Doxil®) o con PTX (como es el caso del Abraxane®), todos ellos aprobados
en terapias contra el cancer.®'” La unién de este polimero a la superficie de las particulas
o la encapsulaciéon en liposomas minimizan su opsonizacion, reduciendo la activacion
del sistema inmune asi como su filtracion hepatica y su eliminacion renal. Todo ello
aumenta el tiempo de circulacién en sangre y por tanto la biodisponibilidad de las
particulas en el torrente sanguineo para alcanzar las regiones tumorales. Sin embargo,
la funcionalizacion con polimeros no evita que las particulas sigan siendo reconocidas
como entidades extrafias, y por tanto eliminandolas del torrente circulatorio, todo

haciendo que su llegada al tumor siga siendo insuficiente.'’?

Es necesario disefar nuevas estrategias para dirigir selectiva y especificamente
las NPs terapéuticas a las zonas tumorales, maximizando e incrementando su
acumulacion en los tejidos cancerosos. Un estudio realizado este mismo afio por
Sindwani et al., mantiene que mas del 97 % de las NPs que alcanzan los tumores siguen
mecanismos activos transendoteliales y que ademas, la cantidad de NPs acumuladas
dentro de las células tumorales depende del material, del tamafio, de la morfologia asi

como de los grupos funcionales expuestos en su superficie.>'® Entre los mecanismos de
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acumulacion activa, se encuentran todos aquellos que implican la funcionalizacion de la
superficie de las NPs con entidades que reconocen especificamente sitios activos del
tumor (por ejemplo, proteinas o moléculas presentes en los vasos sanguineos
peritumorales e intratumorales, en la ECM, en las propias células tumorales o incluso
en sitios diana especificos dentro de las células cancerosas). Como se ha descrito en
la introduccion, el direccionamiento activo, permite aumentar la internalizacion de las
NPs en las células tumorales diana, gracias a un aumento en la endocitosis mediada
por receptores a través del anclaje de anticuerpos y otras biomoléculas (péptidos,

polisacaridos, aptameros, polisacaridos, mARN, etc.).

A pesar de todos los avances logrados en los ultimos afos, estos mecanismos
no son aun suficientemente eficaces como para dirigir las particulas selectivamente a
los tumores y las eficacias de entrega tumoral siguen en siendo menores del 1 % de la
carga total del las NPs, incluso cuando estas son funcionalizadas con anticuerpos.®'® En
el ambito clinico, el empleo de estas biomoléculas para dirigir NPs se utiliza Unicamente
en ciertos tipos de cancer que expresan proteinas especificas en sus membranas. Por
ejemplo, se han creado particulas combinadas de PLGA y polietilenimina (PEI) que
albergan en su interior docetaxel y que estan recubiertas con trastuzumab, el cual
reconoce especificamente HER2, expresado en células cancerosas de mama. Ademas,
la modificacion de la superficie de las NPs tiene un coste elevado y necesita una
tecnologia y equipamiento sofisticados.*'? Por ello, el desarrollo de vehiculos o vectores
que permitan a las particulas terapéuticas alcanzar y tratar selectivamente las células

cancerosas hoy en dia todavia supone un reto.

Aunque existen diferentes sistemas de liberacion de farmacos (incluidos
vectores virales, niosomas, dendrimeros, micelas o particulas inorganicas), los mas
ampliamente utilizados han sido los liposomas y las NPs poliméricas (figura 7.1). Los
primeros son vectores sintéticos compuestos por una membrana fosfolipidica que se
autoensambla con diferentes tamafos y formas en un entorno acuoso donde encapsular
farmacos de naturaleza muy diversa.*?*?" Las NPs poliméricas sirven como vectores
para transportar farmacos y terapias tanto en su interior como ancladas en su
superficie.®?? Entre ellas destacan las particulas de PLGA, las cuales se han sintetizado
con multitud de tamafos y funcionalizaciones diferentes para convertirlas en vectores

selectivos.
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Particulas poliméricas Micelas Dendrimeros Vectores virales  Particulas inorganicas Liposomas

Figura 7.1. Vehiculos de liberacion de farmacos mas ampliamente utilizados para el transporte
de terapias antitumorales.

Ante la escasa eficacia de entrega mostrada por las entidades descritas
anteriormente, en los ultimos afios estan emergiendo las vesiculas extracelulares y en
particular los exosomas para proporcionar una nueva herramienta para vehiculizar
terapias avanzadas. Entre las caracteristicas que los convierten en candidatos ideales
se encuentran su baja inmunogenicidad (ya que son producidos por el propio
organismo), su estabilidad en los fluidos corporales, su alta biodisponibilidad, su elevado
tiempo de circulacion en sangre y su pequeio tamafo. Pero la caracteristica crucial que
hace de los exosomas excelentes agentes de para vehiculizar NPs es su capacidad
intrinseca de ser captados especificamente por ciertas células diana, permitiendo la
llegada de las diferentes terapias a drganos y células especificos.'*® Estas vesiculas se
postulan como vehiculos novedosos formados por una doble membrana lipidica con
caracteristicas y naturaleza similares a las de la membrana celular, y por una matriz
hidrdfila interna con una composicion semejante a la del citoplasma de la célula parental

secretora.

Gran parte de las estrategias terapéuticas emplean exosomas para vehiculizar
acidos nucleicos, pequefias moléculas quimioterapéuticas o agentes terapéuticos
bioldgicos, tales como proteinas, acidos nucleicos o virus,'35:323170.136324 (Jnicamente
unos pocos trabajos han descrito la combinacién de exosomas con NPs de diferentes
materiales para el tratamiento de cancer.'6:122325.143127.140.141.125 princinalmente, en estos
trabajos se han utilizado o bien MNPs como SPIONs (para desarrollar terapias
antitumorales mediadas por hipertermia magnética) o AUNPs. Por ejemplo, Jia et al., co-
encapsularon SPIONs y curcuma en exosomas derivados de células de glioma y
ademas anclaron a su superficie el péptido dirigido al neuropilo-1, dotando a estos

exosomas de propiedades teragnésticas.'?

Como ya se ha discutido en capitulos anteriores, una de las principales
dificultades en el empleo de los exosomas como vehiculos de NPs terapéuticas es el
desarrollo de metodologias para encapsular dichas NPs sin alterar sus propiedades. En
concreto, considerando la naturaleza metalica y el gran tamafio intrinseco de las NPs

comparado con la encapsulacién de moléculas terapéuticas, en los capitulos anteriores

219



se han desarrollado, estrategias para internalizar NPs metalicas terapéuticas en
exosomas de diferentes lineas celulares sin alterar su funcionalidad. Una vez solventado
este reto, en este capitulo se estudia el potencial terapéutico in vitro de los vehiculos
hibridos basados en exosomas y NPs descritos en los capitulos anteriores en tres
escenarios diferentes: 1) exosomas derivados de células U251MG y hpMSCs cargados
con PtNPs como agente quimioterapéutico; 2) exosomas derivados de células A549 con
PdNSs en su interior como agentes cataliticos bioortogonales, y por ultimo; 3) exosomas
derivados tanto de células B16-F10 como de hpMSCs cargados con PEG-HGNs como
vehiculos de hipertermia optica. En todos los casos el objetivo ha sido combinar la
capacidad de direccionamiento aportadas por los exosomas con las funcionalidades

propias de las NPs encapsuladas.

7.2. Pt-Exos derivados de células U251 y hpMSCs

Durante muchos afnos, las moléculas organometalicas basadas en platino han
recibido gran atencién debido a su propiedades electronicas y cataliticas.®?%%?" En el
campo de la medicina, los compuestos de Pt han sido también utilizados debido a sus
propiedades terapéuticas.®® Fue ya en 1965 cuando Rosenberg descubrié por
accidente el primer farmaco con Pt (conocido como cisplatino o cis-
diamminadicloroplatino 1l) cuando estudiaba los efectos de la corriente eléctrica en el
crecimiento bacteriano.®?° El cisplatino, ha demostrado desde los afios 70 un gran éxito
terapéutico en el tratamiento de tumores soélidos y de células germinales y hoy en dia,
sigue siendo utilizado como quimioterapia de primera linea para el tratamiento de
diversos tipos de cancer.®*°*" E| principal mecanismo de accion de los complejos
derivados del Pt, radica en establecer uniones covalentes con las bases nitrogenadas
del ADN. Los enlaces cruzados formados entre las cadenas de ADN o entre el ADN y
las proteinas, generan estructuras secundarias capaces de bloquear la transcripcion y
replicacion de las células tumorales, conduciendo a su apoptosis o necrosis.**? Sin
embargo, la aparicion y desarrollo de resistencias al tratamiento asi como su elevada
toxicidad sistémica en tejidos sanos, impiden la aplicacion de la dosis necesaria para
maximizar su efecto antineoplasico, reduciendo finalmente su eficacia terapéutica.®** En
los ultimos afos se ha impulsado la busqueda de otros farmacos derivados del Pt que
presenten mayor eficacia antitumoral y menor toxicidad sistémica, un intento que ha
dado lugar a multitud de analogos estructurales y al desarrollo de una segunda
generacion de farmacos derivados del cisplatino (carboplatino, oxaliplatino o
nedaplatino) que ya han sido explotados en la clinica como agentes quimioterapéuticos
para el tratamiento de cancer.3*3%3% A pesar de las mejoras obtenidas, estos

complejos siguen sin ser selectivos unicamente a células tumorales y por tanto las

220



células sanas del organismo también se ven afectadas, conduciendo a grandes
toxicidades y efectos secundarios sistémicos (en particular afecciones
gastrointestinales, renales y neuropaticas) que en conjunto, contintan limitando su

aplicacion en el paciente.

Con el objetivo de minimizar estos efectos indeseados, recientemente se ha
descrito la encapsulaciéon y la vehiculizacion directa a zonas diana del organismo de
estas moléculas en diferentes vectores nanotecnoldgicos tales como liposomas o
moléculas poliméricas o copoliméricas. Las formulaciones liposomadas del cisplatino y
del oxaliplatino (Lipoplatin™ y Lipoxal™) han permitido reducir la toxicidad de los
compuestos activos desnudos y a la vez incrementar la acumulacion en las zonas
tumorales.>*”33® Gran parte de los esfuerzos se centran también en la busqueda de
compuestos alternativos que presenten toxicidades significativamente mas bajas y que
al mismo tiempo mejoren su actividad antitumoral. Entre esta nueva generacion de

compuestos antitumorales, se encuentran las nanoparticulas de Pt (PtNPs),3°

que han
despertado un gran interés en la comunidad cientifica por su facilidad para modular sus
propiedades cataliticas, 6pticas y quimicas simplemente cambiando su tamafio y forma.
Respecto a su mecanismo de accion como agente anticancerigeno, se han descrito
roturas del ADN de doble cadena mediadas por estos iones Pt derivados de las
particulas (similar al efecto causado por el cisplatino).?*® Se ha visto que cuando las
PtNPs se conjugan al ADN, interaccionan con la doble hélice de forma directa
induciendo roturas en sus cadenas (efecto directo). Pero, ademas, se ha observado un
dafio al ADN mediado por las moléculas de agua que rodean las particulas, las cuales
son capaces de generar agrupaciones de radicales que pueden también dafar la hélice
(efecto indirecto). Algunos trabajos han demostrado que las PtNPs inducen muerte
celular mediada por apoptosis inhibiendo la divisién de las células.?*' Este es el caso de
Bendale et al., quienes demostraron el efecto citotoxico dosis dependiente de las PtNPs,
logrando inhibir hasta un 66 % el crecimiento del tumor en ratones SCID tras 13 dias de
la administracion.?*? Porcel et al., publicaron que la combinacion de PtNPs con
irradiacion (radioterapia), aumentaba la eficacia de la terapia antitumoral debido a un
incremento letal en el dafio al ADN.3*® En otros estudios se ha visto que PtNPs de 30 a
60 nm de diametro funcionalizadas polifenol del te (TPP), provocan la muerte de células
de cancer de cérvix produciendo una parada de la fase G2/M de su ciclo celular.®** Por
su parte, Gehnrke et al., observaron que las PtNPs tenian efecto citotdxico in vitro en
células humanas de cancer de colon HT29 y Caco-2 debido a un dafio en el ADN y a

una alteracién del sistema redox celular.?*®
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A pesar de las prometedoras propiedades de las PtNPs como agentes
antitumorales, sigue siendo necesario el desarrollo de vectores que nos permitan
vehiculizar la terapia de manera selectiva a las células y tejidos diana para evitar los
efectos secundarios y, al mismo tiempo, maximizar su eficacia terapéutica. En esta Tesis
Doctoral nos hemos servido del nuevo método de sintesis de particulas in situ
directamente en el interior de exosomas por reduccion con el gas CO a partir de un
precursor metalico (capitulo 5). En esta seccidon se estudiaran sus propiedades
antitumorales, fundamentadas en la combinacion de las caracteristicas Unicas de las
PtNPs como agente anticanceroso con las propiedades de direccionamiento celular de

los exosomas como vectores de sefializacion intercelular selectivos.
7.2.1. Experimental

7.2.1.1. Aislamiento y caracterizacion de exosomas y preparacion de los Pt-Exos

hpMSCs U251-

Los exosomas derivados de células hpMSCs y U251-MG (Exos y Exos
MG) se aislaron por ultracentrifugacién (protocolo detallado en el capitulo 3). La
encapsulacion de las PtNPs en su interior se llevd a cabo por el método de generacion

in situ a partir de la incubacion con un precursor de Pt y la exposicion a una atmdsfera

hpMSCs U251-

de CO (ver capitulo 5). Por ultimo, la caracterizacion tanto de los Exos y Exos
MG (control) como cargados con las PtNPs (Pt-Exos"™MS¢s y Pt-ExosY5'™M®) se realizd
siguiendo las técnicas fisicoquimicas y biolégicas ampliamente detalladas en los

capitulos 3y 5.

7.2.1.2. Citotoxicidad metabdlica por Alamar Blue y microscopia convencional

El potencial terapéutico de los Pt-Exos"VSc

como agentes antiproliferativos y
citotodxicos, se evalud en primer lugar por ensayo Alamar Blue (descrito detalladamente
en el capitulo 3). A continuacién, Unicamente se describen la metodologia especifica de
esta seccion. En primer lugar, se evalué la citotoxicidad producida por 4; 2; 1; 0,5; 0,25
y 0,125 pg de Pt-Exos"™S¢$/100 uL incubados durante 48 horas con las células de tres

maneras diferentes:

- Pt-Exos"™MSs (0,156 pg de Pt/ug proteina de exosoma).

- Pt-Exos™SCs (0,156 pg de Pt/ug proteina de exosoma) cargados
simultaneamente con NH4Cl.

- Pt-Exos™VSC (0,156 pg de Pt/ug proteina de exosoma) con NH; en su

interior.

En otro experimento, 4; 2; 1; 0,5; 0,25 y 0,125 ug de exosomas/100 uL cargados
con cinco y diez veces mas de precursor de las PtNPs (0,560 y 0,86 ug Pt/ug proteina
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de exosoma, respectivamente) se pusieron en contacto con las células durante 48 h. De
ahora en adelante estos exosomas son denominados como exosomas 5x-Pt-Exos"PMS¢s
y 10x-Pt-Exos"™MSCs | respectivamente. Los resultados se expresan en porcentaje de
viabilidad, tomando como el 100 %, la viabilidad de células sin tratar. Los cultivos
incubados con las dosis mas altas de exosomas se observaron por microscopia

convencional para evaluar la morfologia de dichas células.

7.2.1.3. Microscopia de fluorescencia y ensayo LIVE/DEAD

heMSCs in vitro, se sembraron

Para evaluar la capacidad citotdxica de los Pt-Exos
hpMSCs en placas de 96 pocillos. Tras mantener las células durante 24 horas en cultivo,
se afiadieron 4 y 2 ug de exosomas/100 pL tanto de 5x-Pt-Exos™S como de 10x-Pt-

EXOShpMSCs (

0,560 y 0,86 ug Pt/ug proteina de exosoma, respectivamente). Pasadas 48
horas, se retiré el medio de cultivo con los exosomas y se lavaron las células dos veces
con PBS. La citotoxicidad provocada por ambos tipos de exosomas cargados con las
PtNPs se evalu6 mediante el ensayo LIVE/DEAD (Thermo Fisher) por microscopia de

fluorescencia.
7.2.1.4. Citometria de flujo y muerte selectiva: ciclo celular y necrosis/apoptosis

Los cambios en el ciclo celular producidos por los 5x-Pt-Exos""M5¢s y los 10x-Pt-

EXOSU251-MG

se analizaron por citometria de flujo. Para ello, células hpMSCs y U251-MG
se incubaron con los exosomas derivados de ambas lineas celulares (2 pg de
exosomas/100 pL) durante 48 horas. El porcentaje de células en cada fase de ciclo
celular se evaludé por citometria de flujo siguiendo las instrucciones descritas
anteriormente. Para estudiar las diferentes vias de muerte celular (necrosis y/o
apoptosis) empleadas por las células expuestas a los Pt-Exos, células U251-MG y
hpMSCs se sembraron en placas de 6 pocillos y se incubaron con 2 pg de
exosomas/100 puL (tanto de 10x-Pt-Exos"M5¢ como de 10x-Pt-Ex0s“?*'"™M¢) en 1,5 mL

de medio de cultivo.

Pasadas 48 horas, las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en 200
uL de PBS con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) para el marcaje con 5 uL de
anexina V-FITC y 5 pL de solucion de IP, durante 15 minutos. La anexina V se une a
fosfatidilserina (expuesta en el exterior de la membrana celular inicamente en apoptosis
temprana). El IP es un agente intercalante que atraviesa la membrana plasmatica y se
une al ADN unicamente cuando la integridad de la misma se ha perdido y la célula se
encuentra en necrosis. Estas se analizaron por citometria de flujo en un citémetro
FACSAria (Becton Dickinson).
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7.2.2. Resultados y discusion

7.2.2.1. Caracterizacion de exosomas y preparacion de los Pt-Exos

Los resultados referentes a la caracterizacion de los exosomas derivados de células
U251-MG y hpMSCs, asi como la carga de Pt por reducciéon de un precursor idnico en
presencia de CO se han descrito en el capitulo 5. Por ello, a continuacion, se recogen
unicamente los resultados referentes al estudio del potencial terapéutico de los Pt-Exos

en cultivos celulares.
7.2.2.2. Citotoxicidad metabdlica y microscopia convencional

La figura 7.2 muestra la actividad citotoxica in vitro de los Pt-Exos"™S%, Sus
células parentales (hpMSCs) se incubaron con diferentes concentraciones de Pt-
Exos"™MSC durante 48 horas. La viabilidad celular se determiné con el ensayo Alamar
Blue y el % de viabilidad fue obtenido considerando que las células control (sin
tratamiento) se correspondian con un 100 % de viabilidad. En azul, puede observarse

heMSCs  En este caso, no se

la viabilidad celular de las células tratadas con Pt-Exos
produjo una disminucion estadisticamente significativa de la viabilidad celular a ninguna

de las dosis estudiadas (comparado con las células control).
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Figura 7.2. Actividad citotdxica de los exosomas derivados de células hpMSCs sobre sus propias
células parentales cuando éstos eran cargados 1) PtNPs; 2) con PtNPs y una sal de NH4Cl o 3)
con PtNPs en presencia de amoniaco.

En vista de estos resultados y considerando la estructura de la molécula de
cisplatino (formada un atomo central de Pt coordinado a dos atomos de cloruro y a dos
ligandos amonio) se realizé un nuevo abordaje aplicando una atmdsfera reductora con
CO a exosomas que habian sido co-preincubados previamente no sélo con el precursor
de Pt, sino ademas con 1) una sal de NH4ClI o 2) con amoniaco (NHs). En el caso de los
exosomas co-incubados con el precursor de Pty con NH4Cl, la figura 7.2 demuestra de

nuevo como no se obtuvo una disminucién estadisticamente significativa del porcentaje
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de células vivas (rojo). Por el contrario, cuando las células fueron incubadas con el
precursor de Pt, pero en presencia de amoniaco, se produjo una marcada disminucién
dependiente de la dosis (verde). Sin embargo, este efecto citotdxico no fue atribuido a
un mecanismo selectivo mediado por los exosomas cargados con amoniaco y PtNPs,
sino a un cambio de pH instantdaneo en el cultivo celular al afadir el tratamiento
(observado gracias al indicador de pH rojo fenol presente en el medio de cultivo). Por lo

tanto, estas diferencias no pueden atribuirse al potencial citotdxico de nuestro vector.

Considerando la baja eficacia terapéutica obtenida por el procedimiento anterior,
se decidié explorar un abordaje alternativo utilizando exosomas incubados con mas
cantidad de precursor de Pt con el propdsito de aumentar la cantidad de PtNPs formadas
en su interior. Para ello, exosomas cargados con cinco y diez veces mas de precursor
y posteriormente reducidos siguiendo el protocolo de incubacion con CO (5x-Pt-Exos y
10x-Pt-Exos), se pusieron en contacto con las células y se evalué de nuevo su potencial
efecto citotoxico (figura 7.3). Cuando las células parentales fueron tratadas con los 5x-
Pt-Exos"MSCs y 10x-Pt-Exos"™™SCs se produjo una disminucion de la viabilidad celular
estadisticamente significativa. Esta disminucion era dependiente de la dosis y como
cabe esperar, este efecto citotdxico se observoé con mayor intensidad en el caso de los
10x-Pt-Exos"MS¢s En concreto, se obtuvieron viabilidades menores del 10 %, 30 % y
60 % al incubar 4, 2 y 1 ug de 10x-Pt-Exos"™™S® con sus células parentales. En el caso
de los 5x-Pt-Exos"™SC| |os valores de viabilidad celular obtenidos cuando se incubaron
4y 2 ng de estos exosomas eran de un 17 % y un 57 %, respectivamente. Los exosomas
sin PtNPs en su interior (Exos"™vS%%), se utilizaron como control, obteniéndose

viabilidades en torno al 100 % en todos los casos.
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Figura 7.3. Actividad citotoxica de los exosomas derivados de células hpMSCs sobre sus propias
células parentales cuando éstos eran incubados con cinco y con diez veces mas de precursor
de platino y posteriormente reducidos en una atmosfera de CO (5x-Pt-Exos"PMSCs y 10x-Pt-
EXOShpMSCs)_
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7. Exosomas y nanoparticulas: Agente terapéutico

Esta disminucién en la viabilidad celular fue acompafada de una modificacion
en la morfologia celular. La figura 7.4 recoge imagenes en campo claro de hpMSCs
incubadas con 4 y 2 ng de 5x-Pt-Exos"™S®s y 10x-Pt-Exos"MS¢s| observandose como
las células adoptaron una morfologia redondeada, estrellada y con gran cantidad de
vesiculas y cuerpos apoptéticos en su interior, mucho mas evidente cuando las células
era incubadas con 4 ug de ambos tipos de exosomas (dosis maxima probada). Los
niveles de toxicidad provocados por los 5x-Pt-Exos"MS¢s y 10x-Pt-Exos"™VSCs estan en
concordancia con los datos del MP-AES mostrados en la tabla 5.2 (0,560 y 0,860 pg
de Pt/ug proteina exosomas, respectivamente). Esto es, conforme se incrementaba la

cantidad de Pt en los exosomas, su potencial citotdoxico aumentaba.

ExoshPMSCs 5x-Pt-ExoshPMSCs 10x-Pt-ExoshPMSCs

X

2ug

4 g

Figura 7.4. Fotografias de cultivos celulares de hpMSCs incubadas durante 48 horas con 4 y 2
ug de exosomas control, exosomas cargados con cinco y con diez veces mas de precursor de
platino y posteriormente reducidos en una atmoésfera de CO.

7.2.2.3. Microscopia de fluorescencia y ensayo LIVE/DEAD

La influencia de los Pt-Exos"PMSCs

en cultivos celulares de sus células parentales,
se evalué también mediante el kit LIVE/DEAD. Tras la incubacion de las células durante
48 horas con 4, 2 y 0,5 pug de exosomas cargados (dosis elegidas a partir del
experimento anterior), se procedio a la realizacion del marcaje y a su visualizacion con

un microscopio invertido de fluorescencia (figura 7.5).

Al incubar las células con Exos"™VSCs

mostraron una alta viabilidad,
observandose la mayor parte de las células del pocillo verdes (tefiidas por la calceina
del kit), indicativo de la estabilidad de las membranas celulares. La presencia de células
tefidas por el EthD-1 y por tanto muertas, es despreciable en los pocillos tratados con

hpMSCs

todas las cantidades de Exos estudiadas. Las células incubadas con los 5x-Pt-
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Exos"MSCs y 10x-Pt-Exos""MSCs mostraron una cantidad significativamente mas baja de
células marcadas en verde (células vivas) siendo rojas la gran mayoria de ellas. Esto se
observé claramente cuando las células eran incubadas con 4 ug y, en menor medida,

con 2 ug de estas vesiculas. Las células de los pocillos incubadas 0,5 ng de Pt-
Exos"™MSCs mantuvieron unos niveles de viabilidad similares a los controles,
observandose verdes en las fotografias tomadas en el microscopio de fluorescencia.
Estos resultados estan en concordancia con el andlisis cuantitativo de la actividad

citotoxica descrito anteriormente (figura 7.3).

2 ug

10x-ExoshpMSCs

5x-Pt-ExoshpMSCs

ExoshpMSCs

Figura 7.5. Influencia de la concentracion de exosomas cargados con PtNPs en la viabilidad
celular de células hpMSCs por el ensayo LIVE/DEAD.

7.2.2.4. Citometria de flujo: evaluacién del ciclo celular y de la necrosis/apoptosis

Una vez establecido el efecto de los Pt-Exos sobre la viabilidad celular, se
decidi6 evaluar si dicho efecto antiproliferativo era especifico y selectivo estudiando la
influencia de dichos complejos en la proliferacion celular. Se realizé un andlisis del ciclo
celular de varias lineas celulares tanto en presencia como en ausencia de dichos
exosomas cargados con diferentes cantidades de PtNPs y derivados de diversas lineas
celulares (figura 7.6). Se estudi6 la influencia de 10x-Pt-Exos"™"5¢ y 10x-Pt-Exos"?*"

MG sobre cultivos celulares de ambas lineas celulares parentales (hpMSCs y U251-MG).

Los resultados muestran una disminucion estadisticamente significativa en el

porcentaje de células en la fase G1 cuando dichas células eran incubadas Unicamente
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con Pt-Exos derivados de su misma linea celular, comparado con células control (sin
tratar). Por lo contrario, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas del
porcentaje de células en ninguna de las fases (G1, G2/M y S) cuando las células se
incubaban con 10x-Pt-Exos derivados de otra linea celular (U251-MG). Cuando las

hpMSCs se incubaron con 10x-Pt-Exos"?MS¢s

, Se produjo una disminucién del porcentaje
de células en fase G1, alcanzando un valor del 55 %, comparado con el control (los
cultivos de células sin tratar presentaron un 76,96 % de las células en la fase G1 y los
cultivos de células hpMSCs tratados con 10x-Pt-ExosY%'™¢ exhibieron un 66,33 % de
células en fase G1). Cuando las células U251-MG se pusieron en contacto con los Pt-

EXOSU251-MG

, €l porcentaje de células en fase G1 disminuyd hasta un 40,78 %. Por su
parte, en las células U87-MG sin tratar, y en los cultivos de células U251-MG tratados
con 10x-Pt-Exos™MSCs |os porcentajes de células en fase G1 fueron muy similares, de
un 66,88 % y un 63, 66%, respectivamente. Esta disminucion de células en fase G1
cuando ambas lineas celulares eran incubadas con sus propios exosomas cargados
con las PtNPs, condujo a la inhibicion del crecimiento celular y subsecuentemente, a la
muerte celular. De manera contraria, cuando las células fueron incubadas con los Pt-
Exos derivados de la otra linea celular, no se obtuvieron diferencias significativas en los
% de células en cada una de las fases del ciclo celular, comparado con el control. Estos
resultados se atribuyen a que éstos no son internalizados por células de distinto linaje
parental y, en consecuencia, no liberan su contenido de PtNPs al interior celular. Aqui
se demuestra por un lado como los exosomas confieren a las PtNPs encapsuladas en
su interior propiedades de direccionamiento celular, causando una muerte selectiva en
las células de las que derivan. Por otro lado, también se evidenciaron las propiedades

de las PtNPs como agentes terapéuticos citotdxicos.

Algunos trabajos muestran como algunos agentes antitumorales conducen a la
muerte celular pasando por un aumento de la fase sub-G1 y una disminucion de la fase
G1. Este es el caso de Murad et al., quienes indicaron que el tratamiento de células de
cancer de mama (MDA-MB-231) con extracto de polisacarido sulfatado de algas (ASPE)
producia una disminucién de células en fase G1 y un aumento de la muerte de dichas
células por apoptosis. Esta parada celular estaba también relacionado con el aumento
en la expresién de Bax y en una inhibicién de Bcl-2, todo ello resultado en la activacion
y desbloqueo de la ruta de la Caspasa-3, en la induccion de ROS y finalmente en la
muerte celular.3*® Los resultados de ciclo celular obtenidos por Bendale et al., también
demostraron como células de cancer de ovario, pulmonar o de pancreas morian
después de ser tratadas con PitNPs de manera dosis-dependiente debido a una

inhibicion de su crecimiento con una disminucion de células en fase G1.3%
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Figura 7.6. A) Graficos del numero de células en cada una de las fases del ciclo celular obtenidos
por citometria de flujo. B) Cuantificacion del porcentaje de células en cada una de las fases del
ciclo celular cuando cultivos de hpMSCs y U251-MG eran tratados con Pt-Exos"™VSCs y Pt-
EXOSUZS‘I—MG_

Finalmente, se explord la ruta de muerte celular causada en ambos tipos de
células (tanto hpMSCs y U251-MG) al ser incubadas con los exosomas derivados de su
misma linea celular. La figura 7.7 recoge los resultados referentes al analisis de
necrosis/apoptosis obtenidos por citometria de flujo a través del marcaje con anexina V
y IP. En el caso de las células hpMSCs control (sin tratar) se obtuvo un porcentaje de
células vivas de un 89,78 %. Por su parte, el 7 % y el 2,54 % de células morian por

apoptosis y necrosis, respectivamente. Al poner las células en contacto con sus 10x-Pt-
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Exos (10x-Pt-Exos"™VS®¢), 1a poblacion de células vivas disminuy6 hasta un 59 % vy el
porcentaje de células muertas por apoptosis y por necrosis se vio incrementado hasta
un 9,76 % (verde) y 30,93 % (azul), respectivamente. En el caso de las U251-MG (panel
inferior), cuando estas no eran tratadas (control negativo), se obtuvo un porcentaje de
células vivas de 90,45 %, y, por el contrario, dentro de las células muertas, el 1,47 %
morian por necrosis mientras que el 4,78 % morian por apoptosis. Sin embargo, cuando
las células se incubaban con sus exosomas cargados con las PtNPs (10x-Pt-ExosY%"
M%), la viabilidad disminuy6 hasta un 47,05 % mientras que los porcentajes de células

en fase apoptética y necrética aumentaron hasta un 36,60 % (verde) y un 14,08 % (azul).
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Figura 7.7. Diagramas de citometria de flujo en el estudio de muerte por necrosis y apoptosis de
células hpMSCs control e incubadas con 10x-Pt-Exos"™SCs y de células U251-MG control y
tratadas con 10x-Pt-Exos!?51-MC,

7.2.3. Conclusiones de esta seccion

Los ensayos llevados a cabo en esta seccion demuestran que el método de

sintesis de las NPs in situ descrito en el capitulo anterior nos permite sintetizar
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exitosamente PtNPs en el interior de exosomas derivados de varias lineas celulares, sin

que disminuya la capacidad de direccionamiento selectivo de los mismos.

Los experimentos de citotoxicidad metabdlica y de citometria de flujo (ciclo
celular, asi como de necrosis/apoptosis), revelan que este nuevo vector es una
herramienta atractiva para desarrollar nuevos tratamientos selectivos y especificos con
propiedades citotdxicas para el tratamiento del cancer. Basicamente, combina el
potencial citotéxico aportado por las NPs localizadas en el interior de los exosomas, con
la capacidad de direccionamiento de estas particulas, permitiendo que el tratamiento

sea selectivo y especifico hacia células diana.

7.3. Pd-Exos?5*° como catalizadores bioortogonales

La ruta mas habitual en la quimica bioortogonal utiliza la sintesis de moléculas
funcionales in situ en células diana sin alterar su entorno metabdlico ni celular, ya sea
para obtener informacién sobre los procesos bioquimicos que ocurren en su interior o
para producir moléculas y farmacos capaces de modular procesos fisiolégicos y
patoldgicos.>*"3* |a quimica bioortogonal proporciona nuevas oportunidades en el
campo de la medicina para entender y comprender los procesos biolégicos en su propio

ambiente nativo.

La catalisis bioortogonal utiliza enzimas o NPs cataliticas que son capaces de
facilitar determinadas reacciones de interés dentro de sistemas bioldgicos vivos. De esta
forma, es importante disefiar enzimas o catalizadores inteligentes que se acumulen en
las células o los tejidos diana, y que ademas sean capaces de controlar su actividad
catalitica gracias a sefiales quimicas o fisicas externas. Hoy en dia existen tres

principales retos en el desarrollo de estas herramientas cataliticas bioortogonales:

- Es necesario generar un catalizador que sea activo dentro de la célula. Es
decir, es necesario proteger este catalizador para que no sea desactivado en
el interior celular y que sea funcional en condiciones de temperatura y pH
celulares.

- El catalizador debe de estar dirigido unicamente a las células diana para
llevar a cabo las reacciones cataliticas especificamente en las células y
tejidos objeto de interés, sin alterar ni modificar el metabolismo de otras
células.

- Tiene que ser activado inteligentemente como, cuando y donde sea

necesario.
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Las posibilidades abiertas por la quimica bioortogonal en los ultimos afios han
inspirado el desarrollo de nuevas estrategias para la sintesis in vivo de agentes
bioactivos. Debido a la gran variedad y versatilidad de reacciones que son capaces de
mediar, los catalizadores basados en metales de transicion y en particular los
catalizadores de Pd han desempefiado un papel crucial en el desarrollo de herramientas
cataliticas novedosas en sistemas biologicos (células, tejidos y animales). En concreto,
las PANSs poseen propiedades fisicas y quimicas unicas como por ejemplo: efecto SPR
que proporciona absorcion de luz en el NIR (y por tanto, la posibilidad de hacer terapia
por hipertermia optica), elevada estabilidad en disolucion y capacidad de catalizar un

gran abanico de reacciones quimicas diferentes (por ejemplo,

349,350,351,352,353,354,355,356 347,356,357,358,359

desalquilaciones, reacciones de entrecruzamiento,

0 1

formacion de anillos,*® reacciones de escision,®' etc.) y de generar productos con
diferentes grupos funcionales, tanto con aplicaciones terapéuticas como diagnésticas.
El uso de la quimica catalizada por Pd intratumoralmente seria de gran interés para
generar especies y/o moléculas citotoxicas in situ, es decir, en interior de las células
cancerosas a partir de moléculas inocuas o con baja toxicidad. De esta forma, se podria
administrar sistémicamente un profarmaco inocuo que fuera catalizado al
correspondiente farmaco citotoxico Unicamente de forma intratumoral,'68229.230.362
reduciendo potencialmente los posibles efectos secundarios en 6rganos

SanOS.350'351 ,352,353,354

Aunque se han descrito varias pruebas de concepto con resultados muy
prometedores referentes al uso de la catalisis bioortogonal in vitro, ex vivo e in
vivo,390:354.356.363:364.365 thqavia existen importantes limitaciones en cuando al disefio de
un catalizador capaz de acumularse y actuar dentro del organismo unicamente en los
tejidos y ceélulas objeto de estudio. Para solventar este problema, como ya se ha
mencionado anteriormente, numerosos estudios se han centrado en la sintesis y el
disefio de nuevos sistemas (organicos e inorganicos y con numerosos recubrimientos)
de conduccion y liberacion de farmacos y NPs. No obstante, la eficacia de entrega sigue
siendo pobre, se ha reportado que en promedio, menos de un uno por ciento de las NPs
administradas alcanzan las células o regiones tumorales, incluso cuando se utilizan NPs

recubiertas con anticuerpos altamente especificos.?'®

A continuacion, se describe el empleo de Exos"**°

y de exosomas derivados de
células U87-MG (ExosY®"MC) cargados con PdNSs como catalizadores selectivos
capaces de activar especificamente un profarmaco en el interior de células diana a
través de una reaccion de desalquilacion. Como prueba de concepto preliminar, se ha

disefiado un sensor 1 (no fluorescente) susceptible de ser convertido a un compuesto
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altamente fluorescente (compuesto 2). En cuanto al uso terapéutico, se ha sintetizado
un profarmaco (compuesto 4) del Panobinostat®, recientemente aprobado por la

Agencia Europea de Medicamentos (EMA).
7.3.1. Experimental

7.3.1.1. Aislamiento, caracterizacion de exosomas y preparacion de los Pd-Exos

A549 ug7-MG

El aislamiento y la caracterizacion de los Exos™" y lo Exos , asi como la
carga de Pd por reduccién de un precursor idnico en presencia de CO se ha descrito en
el capitulo 5. Del mismo modo, también se ha verificado la estabilidad de este nuevo

vector hibrido antes de explorar su potencial in vitro como catalizador bioortogonal.
7.3.1.2. Sintesis del sensor 1y la prodroga 4

Los detalles de estos procedimientos, llevados a cabo en el grupo del Prof.
Unciti-Broceta de la Universidad de Edimburgo se muestran en el anexo 4, donde

también se detallan los correspondientes estudios cinéticos.

7.3.1.3. Evaluacion de la biocompatibilidad de los Pd-Exos

A549

Una vez determinada la capacidad catalitica en solucion de los Pd-Exos™", se

A549 ug7-MG

procedié a evaluar la citotoxicidad de los Pd-Exos™" y los Pd-Exos en los cultivos
celulares de células cancerosas A549 y U87-MG. Para ello, células A549 y células U87-
MG se sembraron en una placa de 96 pocillos. Pasadas 24 horas, las células A549 se
incubaron con 100 pL conteniendo 0,2; 0,4 y 0,6 pg de Pd-Exos”**° durante 6 horas. Por
su parte, 0,26; 0,53 y 0,8 ug de Pd-Exos"®"™M® se pusieron en contacto con los cultivos
de U87-MG durante el mismo tiempo. La cantidad de Pd-Exos incubados con ambas
lineas celulares fue diferente con el fin de normalizar los exosomas anadidos por la
cantidad de células sembradas. Pasado este tiempo, se cambio el medio de cultivo y
las células se lavaron dos veces con PBS. Al cabo de 5 dias, se afiadi6 el reactivo
Alamar Blue y se estimé la viabilidad siguiendo el protocolo descrito en el capitulo

general de materiales y métodos.

7.3.1.4. Estudio de internalizacion celular de Pd-Exos por microscopia confocal

La capacidad de internalizacion de los Pd-Exos”®*

se estimd por microscopia
confocal. Para ello, se sembraron las células sobre cubreobjetos previamente
depositados en una placa de 24 pocillos tal y como de detalla en el capitulo 3. Pasadas

24 horas, se afadio 1 ug de Pd-Exos”%*°

y se dejaron en contacto con las células durante
1,2,4,6 y 24 horas. Las células se fijaron y se marcaron con phalloidina-Alexa488 y

DRAQS5 para ser finalmente visualizadas bajo el microscopio confocal tal y como se ha
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mencionado. Se realizaron adquisiciones en direcciéon Z para evaluar la presencia de
los Pd-Exos en el interior del citoplasma celular (visualizados por reflexion de la luz

incidente).

También se realiz6 un ensayo de co-localizacion por microscopia confocal de los
Pd-Exos con la ruta endosomal y/o lisosomal (ver capitulo de materiales y métodos
general). Resumidamente, para el marcaje de los endosomas y exosoma, las células se
sembraron e incubaron con 1 pug Pd-Exos durante 6 horas. Pasado este tiempo, se
lavaron dos veces con PBS y se fijaron con PFA al 4 %. Los endosomas y exosomas se
marcaron con el anticuerpo CD63 conjugado a Alexa488 y los nucleos con DRAQS5. Por
otro lado, el marcaje de los lisosomas se realizé tras la incubacién de los cultivos
celulares con 1 ug Pd-Exos durante 6 horas. Para ello, se empleé la sonda
Lysotracker™. Una vez marcados los lisosomas las células se fijaron y los nucleos se
tineron con DRAQS5. En ambos tipos de preparaciones, los Pd-Exos fueron directamente

visualizados por reflexiéon de la luz incidente.
7.3.1.5. Toxicidad de las moléculas 3 y 4 en células A549 y U87-MG

Antes de llevar a cabo los ensayos de catalisis intracelular, se determind la
concentracion efectiva media (EC50) de los compuestos 3 y 4 (del profarmaco y del
farmaco, respectivamente) en cultivos de células A549 y U87-MG. Para ello, ambas
lineas celulares se sembraron sobre una placa de 96 pocillos y se dejaron en
mantenimiento durante 24 horas. Pasado este tiempo, se cambio el medio de cultivo por
medio conteniendo los compuestos 3 y 4 a unas concentraciones desde 0,003 hasta
100 uM. Se utilizaron como control células tratadas con DMSO al 0,1 % (v/v). Pasados
5 dias, se determino la viabilidad metabolica por el test Alamar Blue siguiendo el
protocolo descrito anteriormente. Todas las condiciones experimentales se
normalizaron con las células sin tratamiento, considerado como una viabilidad del 100
%.

7.3.1.6. Estudio de la posible sinergia entre la molécula 3 y los Pd-Exos

Para evaluar los posibles efectos sinérgicos entre el compuesto 3 y los Pd-Exos,
las células A549 se sembraron en una placa de 96 pocillos. Posteriormente, se

A%49 3 una concentracion de 0,4 pg/100 pL durante 6 horas.

anadieron los Pd-Exos
Pasado este tiempo, con el objetivo de eliminar los exosomas no internalizados, se
lavaron las células dos veces con PBS y se afiadié medio de cultivo fresco conteniendo
DMSO (0,1 % v/v) o el compuesto 3 (0,025 a 0,2 uM). Las células tratadas con el
compuesto 3 se utilizaron como control positivo. Pasados 5 dias, se determiné la

viabilidad celular por el kit Alamar Blue.
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7.3.1.7. Activacion del profarmaco intracelularmente en células A549

A4 (sin contener las

En primer lugar, se realizé un ensayo control con los Exos
PdNSs en su interior) para verificar que la reaccion bioortogonal estaba mediada por
estas nanoestructuras cataliticas. Para ello, las células A549 se sembraron de nuevo en

A549

pocillos de una placa de 96 pocillos y se afadieron Exos™" a una concentracion de 0,4

ug/100 uL. Pasadas 6 horas, estos pocillos se lavaron con PBS dos veces para eliminar

los Exos”®*

no internalizados y se trataron o con DMSO (0,1 % v/v) o con el compuesto
4 (0,2 uM). Células tratadas con los compuestos 3 y 4 (en ausencia de Exos"**) se
consideraron como control positivo y negativo, respectivamente. Pasadas 5 dias, se

determind la viabilidad celular por el ensayo Alamar Blue.

Para comprobar la activaciéon del compuesto 4 mediada por la reaccidén de
transformacion de este compuesto al compuesto 3 a través del catalizador Pd-Exos”®*,
las células se sembraron como se ha comentado anteriormente y se anadieron los Pd-

A549

Exos™* a unas dosis de 0,2; 0,4 y 0,6 ug/100 uL. Pasadas 6 horas, estos pocillos se

lavaron con PBS dos veces para eliminar los Pd-Exos"**

no internalizados y se afiadi6
medio fresco conteniendo DMSO (0,1 % v/v) o el compuesto 4 (0,2 uM). Pocillos
conteniendo células tratadas con los compuestos 3 y 4 (0,1 uM) pero en ausencia de

A549

los Pd-Exos™" se utilizaron como control positivo y negativo, respectivamente. Pasados

5 dias, se determind la viabilidad celular.
7.3.1.8. Actividad catalitica de los Pd-Exos*** vs Pd-Exos"3"-M¢

Dado que en esta seccion se han empleado Pd-Exos derivados de dos lineas
celulares diferentes, el siguiente objetivo fue comparar la actividad catalitica de ambos
tipos de exosomas. Para ello 2 pug de Pd-Exos*** y Pd-Exos"®"MC se afiadieron a 500
uL de una solucion conteniendo el compuesto 1 (100 puM), para alcanzar una
concentracion final de 0,4 ug Pd-Exos/100 uL. Las mezclas se agitaron a 700 g a 37 °C,
y las reacciones se monitorizaron pasadas 24 y 48 horas utilizando un lector
PerkinElmer En Vision 2120 (ex/em 540/590 nm). EI compuesto 1 (100 uM), los Pd-
Exos™** y Pd-ExosY®"™¢ (0,4 ug/100 uL) incubados por separado, se emplearon como
controles negativos. El compuesto 2 (100 uM) se usd como control positivo y el
porcentaje de conversion se estimé tomando la intensidad del compuesto 2 como

referencia.

Para analizar la activacion intracelular de la prodroga en células A549 y U87-
MG, los cultivos se sembraron de nuevo en una placa de 96 pocillos. Pasadas 24 horas

las células se incubaron con medio de cultivo enriquecido con Pd-Exos"**° y Pd-ExosY®"
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MG (0,4 ng/100 pL y 0,53 ug/100 plL, para normalizar la cantidad de exosomas afiadidos
por cantidad de células sembradas). Pasadas 6 horas de incubacion, se reemplazé el
medio de cultivo por medio fresco conteniendo DMSO (0,1 % v/v) o el compuesto 4 (0,2
uM). Las células tratadas con el compuesto 3 y 4 en ausencia de los Pd-Exos se
consideraron como controles positivo y negativo, respectivamente. Pasados 5 dias, se

estim¢ la citotoxicidad metabdlica por el método Alamar Blue.
7.3.1.9. Ensayo de competicion

Para realizar este ensayo, se sembraron células A549 en una placa de 96
pocillos y se incubaron durante 24 horas. Posteriormente, se reemplazé el medio de

A% 3 una dosis de 1,4 pg/100 pL

cultivo por medio complementado con los Pd-Exos
(calculada para normalizar la dosis de Pd-Exos afiadidos por el numero de células
sembradas) y con acido cumarina suberoilanida hidroxamico (C-SAHA) a una
concentracion de 1 uM durante 6 horas. El compuesto C-SAHA es un inhibidor de la
histona deacetilasa (HDAC) altamente fluorescente alrededor de los 450 nm. Sin bien,
su fluorescencia se apaga cuando se une a estas proteinas diana.>*®* Cuando esta
molécula se desplaza de sus proteinas diana debido a la presencia de otro inhibidor
competitivo, se produce un incremento en la intensidad de fluorescencia intracelular que

puede ser medida con ayuda de un citémetro de flujo (ex’em 405/250 nm).

Pasado el tiempo de incubacion, se lavaron las células dos veces con PBS para
eliminar los exosomas remanentes en el medio y se trataron con medio fresco
conteniendo bien DMSO (0,1 % v/v) o el compuesto 4 (0,2 uM). Ademas, se emplearon
células A549 tratadas con los compuestos 3 y 4 (0,2 uM) como controles positivo y
negativo, respectivamente. Células tratadas con el compuesto 3 a diferentes dosis (0,2;
0,1; 0,03; 0,02 y 0,01 uM) se utilizaron para realizar una recta estandar de
concentraciones. Pasadas 12 horas de incubacion, las células se lavaron y su
fluorescencia se analizd por citometria de flujo (EXEm 405/450 nm) utilizando un
citometro BC LSRFortessa X-20.

7.3.2. Resultados y discusién

7.3.2.1. Espectros fluorescentes de los sensores 1y 2

En primer lugar, se comprobaron las propiedades cataliticas de los Pd-Exos”%*°

con el sensor 1 (proresofurina) disefado para transformarse en el compuesto
fluorescente resofurina (sensor 2) a través de una reaccién de O-depropargilacion.
Como indica la figura 7.8.A (espectros de fluorescencia de los sensores 1y 2 entre 460-

650 nm), el compuesto 1 presenté una fluorescencia despreciable cuando era excitado
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con un diodo emisor de luz blanca, comparado con el sensor 2, que presenté un pico
maximo de fluorescencia a 590 nm (200 veces superior al del compuesto 1). Este hecho
se debe a un bloqueo de la conjugacion electrénica a través de la alquilacién de los
grupos OH de los grupos fenol. La figura 7.8.B muestra disoluciones de los sensores 1

y 2 (25 uM, pH 7,4) en PBS, asi como una disolucién control de PBS (utilizado como

blanco).
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Figura 7.8. A) Espectro de fluorescencia de los sensores 1 (Proresofurina) y 2 (Resofurina),
ambos a una concentracion de 25 uM en PBS. B) Viales conteniendo soluciones de PBS, del
sensor 1y del sensor 2.

7.3.2.2. Propiedades cataliticas de los Pd-Exos ex vitro

Una vez conocidas las propiedades fluorescentes de los compuestos 1y 2, se
incubaron diferentes concentraciones de los Pd-Exos*** (0,12; 0,16; 0,2 y 0,4 ug/100
uL) con 500 pL del compuesto 1 (100 uM) durante 16 horas en PBS a 37 °C (figura
7.9.A). La intensidad de fluorescencia de estas muestras se determiné a lo largo del
tiempo con ayuda de un espectrofotometro (ex/em 540/590 nm). Para saber el % de
conversion, estos valores de fluorescencia se compararon con la fluorescencia del
sensor 2 (figura 7.9.B). Tanto la fluorescencia del sensor 1 (100 uM) sdlo o incubado
con 0,2 ug/100 uL de Exos™* (sin PdNSs) fue empleada como control negativo. La

A549 a

figura 7.9.B demuestra como cuando el sensor 1 se incub6 con los Pd-Exos
diferentes concentraciones se producia un incremento en la emision de fluorescencia.
De hecho, cuando la proresofurina era incubada con las dosis de Pd- Exos***® mas
elevadas (0,2 y 0,4 ug/100 uL) se obtuvieron rendimientos de cercanos a la conversion
completa (mayores del 97 % después de 16 h). Por lo contrario, la figura 7.9.B indica

como tanto para el sensor 1, como para el sensor 1 incubado con Exos"**°

, No se detectd
fluorescencia. En la figura 7.9.C se muestran secuencias de imagenes obtenidas por
microscopia time-lapse durante 24 horas del sensor 1, del sensor 2 y del sensor 1 en

A549

presencia de Pd-Exos™*. El compuesto 1 se mantuvo estable sin la emisién de

fluorescencia a lo largo del tiempo (control negativo). El compuesto 2 se usé como como
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control positivo (la emision de fluorescencia se mantuvo constante a lo largo del tiempo).
Por su parte, cuando el compuesto 1 no fluorescente se puso en contacto con los Pd-

Exo SA549

, aparecio fluorescencia roja a lo largo del tiempo hasta alcanzar niveles
comparables con el compuesto 2, indicando la rapida conversion catalitica del

compuesto 1 no fluorescente en el compuesto 2 fluorescente en presencia de los Pd-

A549
Exos™".
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Figura 7.9. A) Conversion del compuesto no fluorescente 1 a resofurina altamente fluorescente
mediada por los Pd-Exos”*° en condiciones fisiologicas (37°C, PBS y pH= 7,4). B) Eficacias de
conversién pasadas 16 horas de incubacion del compuesto 1 (100 uM) con los Pd-Exos”%4° (0,12;
0,16; 0,2 y 0,4 ug/ 100 uL). C) Secuencias de microscopia time-lapse del compuesto 1,
compuesto 2 y compuesto 1 con Pd-Exos”%4°.

La figura 7.10.A, muestra que la velocidad de formacion del compuesto 2 sigue
una cinética clasica de Michaelis-Menten. Los parametros cinéticos de la reaccion se
calcularon representando el logaritmo neperiano de la concentracion del sensor 1 frente
al tiempo (figura 7.10.B), obteniéndose cinéticas de reaccion de pseudo primer orden
(K=0,1228 + 0,0049 s™) y un tiempo de vida medio de 5,64 horas para el rango de

concentraciones probadas. Estos resultados van en concordancia con las velocidades
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de obtenidas en las reacciones de O-depropargilacion mediadas por catalizadores

heterogéneos de Pd 350,352,354,366,367,368

A 120 B 5
100 4-
= 8 < 10 = 34 - 100 yM
3 60- -= 50 uM 'E' 24 - 50 M
~N - 25.M 5
= 40 14 -+ 25 .M
20 0-
0 : . . : -1 . . . .
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
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Figura 7.10. Estudio de la cinética de reaccion de los Pd-Exos”*° (0,2 ug/100 uL) con diferentes
concentraciones del compuesto 1 (25, 50 y 100 uM) en PBS y a 37 °C. A) Concentracion del
compuesto 2 generada a lo largo del tiempo, calculada a partir de la intensidad de fluorescencia
medida. B) Representacion del Ln de la concentracion del compuesto 1 frente al tiempo.

A549

También se evalud la posible reutilizacion de los Pd-Exos™* in vitro. Tras haber

catalizado una vez la reaccion del compuesto 1, los Pd-Exos"®*°

se recuperaron (por
centrifugacion) y se reusaron de nuevo incubandolos otra vez con este compuesto 1. La
figura 7.11 demuestra como el rendimiento de la reaccién se vio reducido en un 45 %
y un 20 % en los ciclos 2 y 3, respectivamente, lo que probablemente se debe a la

recuperacion incompleta de todo el catalizador tras los ciclos de centrifugacion.

AS49 se utilizaron

El compuesto 1 aislado y el compuesto 1 incubado con los Exos
como controles negativos. El compuesto 2 se usdé como control positivo para obtener

los porcentajes de conversion.
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Figura 7.11. Ensayo de reutilizaciéon de los Pd-Exos”**® en la reaccion de O-depropargilacion del
compuesto 1 (100 uM) para generar el compuesto 2 (altamente fluorescente) durante 3 ciclos de
reutilizacion. La concentracion de exosomas empleada fue de 0,2 pug/100 pulL.

7.3.2.3. Ensayos de biocompatibilidad y de internalizacion celular de los Pd-Exos

Antes de llevar a cabo los ensayos de catélisis intracelular, se analiz6 la

tolerabilidad de las células humanas A549 y U87-MG a la exposicion de los Pd-Exos”%*°
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y de los Pd-Exos"®"™M®, |a figura 7.12 muestra la viabilidad celular de los cultivos de
células A549 expuestos a 0,2; 0,4 y 0,6 ug Pd-Exos"**%/100 pL y de cultivos de células
U87-MG incubados con 0,26; 0,53 y 0,8 ug Pd-Exos"®™M¢/100 puL durante 6 horas.

Posteriormente, se cambid el medio de cultivo y pasados 5 dias se analiz6 la viabilidad

A549 ug7-MG

celular. Estos resultados revelaron que los ni los Pd-Exos ni los Pd-Exos
presentaban citotoxicidad celular incluso a las dosis mas elevadas utilizadas (figura

7.12).
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Figura 7.12. Estudio de la viabilidad celular de células A549 expuestas a Pd-Exos***° y Pd-

EXOSUSY—MG

Con el fin de encontrar el tiempo de incubacién 6ptimo para realizar los ensayos
de catalisis intracelular, la internalizacién de estas vesiculas se estudié por microscopia
confocal. Los cultivos de células A549 se trataron con Pd-Exos***° durante diferentes
tiempos (1, 2, 4, 6 y 24 h), las células se fijaron y se marcaron fluorescentemente los
filamentos de actina con faloidina-488 (verde) y el nucleo con DRAQS5 (azul). Los Pd-

A549

Exos™" en el interior celular se observaron directamente por reflexién de la luz incidente

(ex/fem 488/490 nm) y estan indicados como puntos rojos. La figura 7.13 recoge

A549

imagenes representativas de los cultivos tratados con los Pd-Exos a diferentes

tiempos.

En el canal de los Pd-Exos”%*°

(rojo) asi como en el canal de luz transmitida
puede observarse el Pd contenido en el interior de las vesiculas. En el caso del canal
rojo, debido a las propiedades inherentes de reflexién de este material y el caso de la
luz transmitida, dada su coloracion oscura. Al observar las ampliaciones de las
imagenes que contienen la superposicién de todos los canales, asi como las
proyecciones ortogonales generadas a partir de las adquisiciones en direccion Z de las
células incubadas con los Pd-Exos, puede concluirse que pasadas 6 horas, se

encontraba una cantidad maxima de Pd-Exos en el interior del citoplasma de las células.
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Figura 7.13. Imagenes de microscopia confocal de las células A549 incubadas con los Pd-
Exos”%4® durante 1,2,4,6 y 24 horas. Los filamentos de actina estan marcados con faloidina
(verde), los nucleos con DRAQ5 (azul) y los Pd-Exos***® se visualizaron directamente por
reflexion de la luz incidente (rojo).

Finalmente, se evalud la presencia de los Pd-Exos"**° tanto en la ruta endosomal
como en la ruta lisosomal. Para garantizar que las PdNSs sigan siendo cataliticamente
activas y, por tanto, capaces de llevar a cabo la catalisis intracelular, es necesario que
el estado de oxidacién nativo de las PdNSs no se vea modificado, y para ello es

preferible evitar que los Pd-Exos #°*°

sigan la ruta lisosomal (compartimentos celulares
acidos cuya mision es degradar las proteinas y/o componentes celulares, asi como los
cuerpos extrafios toéxicos o moléculas que ya no son de utilidad para la célula). La figura
7.14 muestra imagenes de microscopia confocal de cultivos de células A549 control y

A54% marcando por un lado la ruta

de células incubadas durante 6 horas con los Pd-Exos
endosomal y los exosomas con CD63-Alexa488 vy, por otro lado, tiiendo los lisosomas
con la sonda celular lisotracker. Cuando se marco la ruta endosomal con el anticuerpo
CD63 en presencia de los Pd-Exos pueden observarse claramente pixeles
morados/violetas, correspondientes a la presencia en el mismo pixel de marcaje rojo
(por reflexion de la luz de los Pd-Exos) y azul (endosomas y exosomas). Estos

A549

resultados indican la co-localizacidon de los Pd-Exos en el interior de la ruta
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endosomal y exosomal. Por lo contrario, cuando se marcaron los lisosomas, apenas se
observaron puntos de co-localizacién (morados), y Unicamente pudieron visualizarse
spots rojos y azules segregados, evidenciando que los Pd-Exos no se encontraban

presentes en la ruta lisosomal tras 6 horas de contacto con las células.

Control Pd-ExosA549 I I
Control Pd-ExosA549 - I I

Figura 7.14. Fotografias de microscopia confocal para evaluar la localizacion intracelular de los
Pd-ExosA549 tras ser incubados con las células A549 durante 6 horas. También se incluyen
imagenes de células control (sin tratar). En la parte superior se muestran marcadas todas las
vesiculas positivas para CD63 (azul) y los Pd-Exos (en rojo). En la parte de abajo se recogen
imagenes de los lisosomas en azul (marcados con lisotracker) y los Pd-Exos (en rojo).

CD63

Lisotracker

7.3.2.4. Sintesis de un profarmaco del Panobinostat®

Una vez verificada la gran capacidad catalitica ex vitro de los Pd-Exos, asi como
su elevada biocompatibilidad y su localizacion en el interior celular, nuestros
colaboradores de la Universidad de Edimburgo sintetizaron un profarmaco del
Panobinostat® susceptible de ser cataliticamente modificado por el Pd. El
Panobinostat® es un farmaco antitumoral aprobado en 2015 por la EMA para el
tratamiento del mieloma multiple. Actualmente esta en ensayos clinicos para otros tipos
de canceres, incluyendo por ejemplo el carcinoma de pulmén de células pequefias. Este
farmaco es un inhibidor de la HDAC, un tipo de enzima cuya funcion es eliminar los
grupos acetilo de los aminodacidos lisina presentes en las histonas. Esta desacetilacion
de las histonas es necesaria para el desarrollo y el crecimiento de las células tumorales
a través del silenciamiento de genes que participan en la inhibicién del crecimiento del
tumor, y, por otro lado, de la sobreexpresion de proteinas implicadas en la proliferacion,
en la apoptosis y en la diferenciacién celular. El desarrollo de farmacos que bloqueen

este proceso de desacetilacion de las histonas permite controlar el crecimiento celular
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y la progresion del tumor. Sin embargo, hoy en dia el principal reto es incrementar la
selectividad de estos farmacos para disminuir los efectos secundarios y aumentar su
tolerabilidad, ya que los inhibidores de las HDAC frecuentemente generan grandes
dafos sistémicos como diarreas, arritmias, mielosupresion o problemas cardiacos. Por
tanto, a pesar de que hay varios ensayos clinicos para el tratamiento de diferentes
canceres, su uso esta limitado por los efectos secundarios que presenta. Para
solucionarlo, las principales lineas de investigacion actuales se centran en el desarrollo
de nuevos vehiculos de entrega de estos farmacos epigenéticos de manera selectiva
en las células tumorales diana con el objetivo de aumentar su tolerabilidad y su eficacia
antitumoral. En este trabajo en lugar de buscar un nuevo vector transportador del
farmaco, hemos desarrollado una estrategia basada en la sintesis de un derivado no
citotdxico e inocuo (profarmaco, compuesto 4) del Panobinostat® (compuesto 3). El
compuesto 4 (profarmaco), que seria convertido selectivamente en el interior de las
células que contengan Pd-Exos, presenta una baja capacidad de inhibicién de las
HDACs y al mismo tiempo es susceptible de ser modificado por el Pd para convertirse

en el Panobinostat®.

Para la potencial aplicacion de los Pd-Exos como vectores de catalisis
bioortogonal, es esencial que estas vesiculas con las PANSs en su interior sean capaces
de mediar la activacién de una sustancia bioactiva (prodroga) en el interior de estas
células diana A549. En primer lugar, se disefid un profarmaco (compuesto 4) del
Panobinostat® (compuesto 3) siguiendo la estrategia detallada en el anexo 4. Dado que
el grupo hidroxamato quelante de Zn del Panobinostat® tiene un papel clave en su

mecanismo de accién como agente citotoxico,**

se disefd el derivado O-alquil
hidroxamato para reducir su capacidad de inhibir las HDACs y al mismo tiempo, hacerlo

susceptible de ser modificado por un catalizador de Pd (compuesto 3).

Antes de evaluar la eficacia de generacion del Panobinostat® a partir del
compuesto 4 por parte de los Pd-Exos en el interior celular, se estudiaron las
propiedades antiproliferativas de los compuestos 3 y 4 aislados (tanto en células A549
como en células U87-MG). Las células se trataron con diferentes concentraciones
(desde 0,003 hasta 100 uM) de ambos compuestos durante 5 dias. Comparando las
curva de dosis respuesta de los compuestos 3 y 4 puede comprobarse como la
alquilacién del grupo hidroxamato del Panobinostat®, dio lugar a la generacion de un
profarmaco con una reduccion considerable de su actividad citotéxica en ambas lineas
celulares (figura 7.15). Concretamente, se obtuvo una EC50 (concentracion de farmaco
necesaria para producir la mitad del efecto maximo) de 36 y 73 nM para el

Panobinostat® en células A549 y U87-MG, respectivamente. Por lo contrario, cuando
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ambos tipos celulares se incubaron con el profarmaco 3, la EC50 obtenida era
significativamente superior (mas de 20 y 30 veces mayor), siendo 758 nM y 2,5 uM para

células A549 y U87-MG, respectivamente.
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Figura 7.15. Curvas de dosis-respuesta de células A) A549 y B) U87-MG incubadas con el
compuesto 3 (Panobinostat®) y el compuesto 4 (profarmaco).

7.3.2.5. Actividad catalitica de los Pd-Exos”%*°

A continuacion, comprobd que esta disminucion de la viabilidad celular era
debida a la transformacion del compuesto 4 (inactivo) al compuesto 3 (citotoxico)
mediada en el interior celular por los Pd-Exos cataliticos de manera selectiva con un
tropismo determinado por la célula secretora de origen. La figura 7.16.A muestra un
estudio realizado para comprobar que no habia una citotoxicidad sinérgica cuando los
Pd-Exos se ponian en contacto con el Panobinostat® (compuesto 3). Es decir, este
ensayo se llevo a cabo para corroborar que la presencia simultanea de los Pd-Exos”%*°
con el farmaco no suponia una incidencia mayor en la viabilidad celular que el efecto de

la suma de ambos elementos individuales incubados separadamente.

La figura 7.16.B recoge un ensayo en el que se incubaron las células A549 con

A549 (

los Exos en ausencia del catalizador). Los resultados muestran como la viabilidad

celular se mantuvo similar a la de las células control (100 % viabilidad) cuando los

A549 A549

cultivos eran expuestos a los Exos™*, al profarmaco (4) y los Exos™* en presencia de
profarmaco (4). Sin embargo, la viabilidad se redujo casi un 100 % cuando las células

eran tratadas con el farmaco citotdxico Panobinostat®.
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Figura 7.16. A) Evaluacion de la posible sinergia entre el compuesto 3 (Panobinostat®) y los Pd-
Exos”%4°, B) Estudio control del potencial catalitico de los exosomas en ausencia de Pd
(Exos”49).
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La figura 7.17 demuestra, como cabia esperar, que el efecto catalitico es
proporcional a la cantidad de catalizador presente: conforme aumenta la cantidad de
Pd-Ex0s"**° de 0,2 a 0,4 ng/100 pL, la viabilidad celular disminuye en mayor medida.
Sin embargo, al aumentar de 0,4 a 0,6 pg/100 uL, la viabilidad celular no se vio

modificada, probablemente debido a que se habia catalizado completamente el

02 04 06

compuesto 4 al Panobinostat®.

DMSO

Profarmaco (4)

Panobinostat (3)

Pd-Exo™**?

Pd-Ex0*®*° + Profarmaco (4)

Viabilidad celular (%)
ERlnl

Controles

ng Pd-Exo”**° /1100 pL

Figura 7.17. Catdlisis intracelular mediada por Pd-Exos***® incubados a diferentes

concentraciones.
7.3.2.6. Catalisis bioortogonal dirigida intracelular mediada por los Pd-Exos

El siguiente objetivo de esta seccion fue determinar si estos Pd-Exos"** tenian
tropismo hacia algun tipo celular en concreto (como, por ejemplo, por sus células

parentales) y, por tanto, si estos Pd-Exos"%*°

eran capaces de mediar las reacciones de
catalisis bioortogonal de manera especifica y dirigida en células diana. Para realizar
estos experimentos, se purificaron también exosomas de células de glioblastoma (U87-
MG), y éstos se sometieron a la incubacion con el precursor de Pd y al tratamiento con
CO siguiendo el mismo protocolo descrito para los derivados de células A549. Ademas,
se realizé un analisis MP-AES para estimar la cantidad de Pd en el interior de los mismos
(normalizado por numero de exosomas expresado como proteina total) y poder realizar
los experimentos comparativos entre las vesiculas derivados de las lineas celulares
U87-MG y A549, siempre equiparando la cantidad de catalizador intra-exosomal, esto

U8T-MG contenian 0,45

es, de Pd. Los resultados de MP-AES revelaron que los Pd-Exos
ug de Pd/ug de proteina exosomal total (comparado con los 0,64 ug de Pd/ug de
proteina exosomal total de los Pd-Exos***°). Como demuestra la figura 7.18, los
exosomas derivados de ambas lineas celulares presentaban una actividad catalitica ex
vitro similar, mediando la conversién del compuesto 1 no fluorescente al compuesto 2

(fluorescente).
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Figura 7.18. Conversién del compuesto no fluorescente 1 a resofurina altamente fluorescente
(compuesto 2) mediada por los Pd-Exos*®* y los Pd-ExosY®"MC en condiciones fisiologicas
(37°C, PBS y pH=7,4).

Los Pd-Exos***® fueron incubados con dos lineas celulares: una de ellas la linea
parental secretora de los exosomas (A549) y la otra, una linea no parental de células de
glioblastoma (U87-MG). Las células A549 y U87-MG fueron incubadas durante 6 horas
(tiempo maximo de internalizacién de los Pd-Exos obtenido por microscopia confocal)
con 0,4 y 0,53 ug/100 uL de los Pd-Exos***, respectivamente (esta cantidad de
exosomas incubados con ambas células fue diferente con el objetivo de normalizar la
cantidad de catalizador por el nimero de células sembradas). Se elimind mediante
lavados el exceso de exosomas no internalizados y se incub6 el compuesto 4 durante 5
dias a una dosis de 0,2 uM. Pasado este tiempo se monitorizé el cambio en la viabilidad
celular atribuido a la transformacién del compuesto 4 al Panobinostat® mediada por los

Pd-Exos (figura 7.19.A). Como controles negativos se establecieron los cultivos de
A549.

;'y por
otro lado células tratadas Unicamente con los Pd-Exos”**°. Las células tratadas con

células tratadas con el compuesto 4 (profarmaco) en ausencia de los Pd-Exos

Panobinostat® (compuesto 3) se consideraron control positivo. La figura 7.19.B

muestra en primer lugar como el tratamiento de ambas lineas celulares bien con los Pd-

A549

Exos™" por un lado y con el profarmaco por otro (es decir, incubados separadamente)

no provoco una disminucion significativa de la viabilidad celular. Por lo contrario, cuando
ambas lineas celulares eran tratadas con el Panobinostat®, la viabilidad de dichos
cultivos disminuy6 en mas de un 90 %. Pero se observo una disminucion significativa
de la viabilidad celular (mayor del 50 %) cuando las células parentales (células A549)

A549

eran tratadas con los Pd-Exos™* en presencia del profarmaco 4. Contrariamente, las

células U87-MG sometidas a las mismas condiciones, no vieron alterada ni modificada

A549

su viabilidad celular (debido a la insuficiente cantidad intracelular de Pd-Exos™" en su

interior). Este hecho evidencio la generacion del producto citotoxico Panobinostat® (3)
en el interior de las células A549, y, por tanto, confirmé la presencia de Pd-Exos%*°

cataliticamente activos en el citoplasma de esta linea celular.
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Figura 7.19. A) Catalisis intracelular mediada por los Pd-Exos para convertir el compuesto 4
(profarmaco) al compuesto 3 clinicamente aprobado (HCAC). B) Catalisis intracelular mediada
por los Pd-Exo0s”%*° en células A549 y U87-MG (derecha) y catdlisis intracelular mediada por los
Pd-ExosY8"MC en células A549 y U87-MG (izquierda).

Con el objetivo de estudiar la situacion inversa (esto es si las células U87-MG

internalizaban preferentemente Pd-Exos"®"M¢

cataliticamente activos comparado con
las células A549) se comprobd la generacion en su interior de cantidades superiores del
compuesto 3 a partir del profarmaco, produciendo unos niveles de muerte celular
elevados. En la grafica de la derecha de la figura 7.19.B se muestra la misma tendencia

A549 .

observada para los Pd-Exos***: los Pd-Exos"®"™®

se capturaron preferentemente por
sus celulas parentales en lugar de por la otra linea celular. Este tropismo mayoritario
hacia sus células secretoras dio lugar a una elevada conversion intracelular del
Panobinostat® a partir del profarmaco 4, generando un efecto citotoxico selectivo en
dichas células parentales. Al igual que en el caso de las células A549, cuando las células

U87-MG eran incubadas con los Pd-ExosY®"¢

o con el profarmaco de forma separada,
no se observo una disminucion de la viabilidad celular. Cuando estas células se ponian
en contacto con el Panobinostat®, se observo un gran efecto citotoxico (control positivo).
Estos resultados demuestran el tropismo preferencial de los Pd-Exos hacia sus células
cancerosas parentales, y también enfatizan como ésta propiedad puede ser empleada
para vehiculizar de forma selectiva y especifica catalizadores bioortogonales activos al
interior de células diana capaces de sintetizar directamente en el interior de las mismas

un compuesto bioactivo y citotdxico antitumoral como el Panobinostat®.

Por ultimo, se confirmd la produccién in situ en el interior de las células del
Panobinostat® (figura 7.20.A). Para ello se estudié el desplazamiento intracelular
selectivo C-SAHA (un compuesto altamente fluorescente alrededor de los 450 nm el

cual es inhibidor de las proteinas HDAC y cuya fluorescencia se desactiva cuando se
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).3%% Cuando esta molécula se desplaza de sus proteinas diana

une las proteinas diana
debido a la presencia de otro inhibidor competitivo, se produce un incremento en la
intensidad de fluorescencia intracelular que puede medirse con ayuda de un citémetro
de flujo (Ex/em 405/250 nm). En este caso, las células se incubaron con el complejo C-
SAHA el cual se une a las HDAC celulares y la fluorescencia intracelular sera muy baja.

A%49 y el profarmaco 4, se producira la

Por lo contrario, cuando se afiaden los Pd-Exos
sintesis del Panobinostat® el cual es un inhibidor competitivo del C-SAHA por la union
a las HDAC, desplazando este ultimo de las histonas y dando lugar a una intensidad

alta de fluorescencia.
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Figura 7.20. A) Estudio de fluorescencia de la conversion intracelular del compuesto 4 al
compuesto 3 mediada por los Pd-ExosA549. Conforme se va generando el compuesto 3, el C-
SAHA (unido a las HDAC vy por lo tanto sin emitir fluorescencia dado que esta apagado) se va
desplazando del sitio cataliticamente activo del enzima, resultando en un aumento en los niveles
de fluorescencia. B) Fluorescencia de células A549 medida por citometria de flujo al ser con C-
SAHA y: DMSO, Pd-ExosA549, compuesto 4 o Pd-ExosA549 durante 6 h seguido del compuesto
4. C) Fluorescencia de células A549 medida por citometria de flujo tras someter a las células a
un tratamiento con C-SAHA y el compuesto 3 a diferentes concentraciones.

La figura 7.20.B muestra como el tratamiento del cultivo celular con el complejo
C-SAHA y los Pd-Exos***° seguido de la adicién del complejo 4 (profarmaco), resultd en
un incremento significativo de la fluorescencia comparado con la misma muestra en

A549

ausencia de Pd-Exos™*, evidenciando de nuevo la sintesis del farmaco Panobinostat®

en el interior de las células mediada por un catalizador de Pd selectivo.
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7.3.3. Conclusiones de esta seccion

El vector desarrollado en este trabajo reune, por primera vez, las capacidades
de direccionamiento y especificidad de los exosomas, y el concepto de catalisis
bioortogonal desarrollado en las dos ultimas décadas. El nuevo dispositivo catalitico
empleado en este estudio, se ha generado a partir de exosomas derivados de células
tumorales usando una metodologia novedosa basada en la reduccion de CO para
generar PdNSs ultrafinas directamente dentro de las vesiculas sin comprometer la

especificidad ni funcionalidad de los mismos.

El desarrollo de vehiculos de Pd que puedan catalizar reacciones intracelulares
requiere vectores robustos capaces de internalizarse en las células con alta eficacia y
compatibles con el complejo entorno intracelular (redox, pH, etc.). Este estudio

demuestra que los Pd-Exos"®*

son capaces de mediar la activacion in situ del
Panobinostat® en las células A549 del cancer de pulmoén, pero no en U87-MG, lo que
ratifica la selectividad de la entrega del catalizador mediada por exosomas de las propias
células. El uso de exosomas como Caballo de Troya para la administracion de
catalizadores en células tumorales, abre una oportunidad para el desarrollo de una

nueva modalidad de terapia dirigida: catalisis de profarmacos mediada por exosomas.

7.4. PEG-HGNs-Exos como vectores de hipertermia éptica in vitro

Hoy en dia estdan emergiendo nuevas estrategias alternativas para tratar el
cancer, entre ellas las terapias basadas en luz (terapia fotodinamica). La terapia
fotodinamica se basa en el uso de materiales sensibles a la luz de una determinada
longitud de onda. Cuando estos fotosensibilizadores son irradiados, son capaces de
mediar la muerte de las células cancerosas por ejemplo a través de la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) causando una desestabilizacion del sistema redox
de las células o bien a través de la generacion de calor mediado por NPs (hipertermia

optica).

Concretamente, las terapias antitumorales por hipertermia éptica se basan en el
empleo de NPs de metales nobles (generalmente oro) que cumpliendo unas
determinadas condiciones geométricas, son capaces de absorber radiacion de una
longitud de onda determinada.®® Tiene especial interés terapéutico, por su mayor
penetracion, la luz del rango del NIR, que al absorberse se transforma en calor
produciendo un aumento de temperatura. Esta elevacion de la temperatura se utiliza
para provocar una muerte celular de las células tumorales por apoptosis 0 necrosis,
dependiendo de la frecuencia del Iaser, de la frecuencia del pulso, de la longitud de onda

e incluso del tiempo de exposicién. Dentro de todos los nanomateriales metalicos, las
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AuNPs son ampliamente empleadas en las investigaciones basadas en hipertermia
Optica, ya que presentan propiedades Unicas fisicas, quimicas y Opticas.
Concretamente, su potencial como agentes fototerapéuticos esta asociado al fenémeno
optico denominado SPR.™ El efecto SPR, ya mencionado en capitulos anteriores,
consiste en la oscilacion colectiva de los electrones de valencia (libres) del metal, de
modo que cuando la frecuencia de la luz incidente coincide con la banda del espectro
correspondiente a la frecuencia SPR de estas particulas, se genera un aumento de la
temperatura en el medio que rodea a la particula. Puesto que se pretende que la
absorcion de la luz se produzca en longitudes de onda del NIR, es necesario sintetizar
el nanomaterial con una composicion, tamano y forma determinados, de manera que el
maximo de absorcién se produzca en esta zona del espectro. Por ejemplo, las
nanoesferas de oro tienen el maximo de absorcion en la region del visible, asi que no
serian susceptibles de ser usadas como vectores de hipertermia 6ptica. Sin embargo,
otras nanoestructuras como las nanoesferas, los nanobastones o0 nanocajas
(nanoestructuras cuadradas huecas de 45 nm de ancho con una pared delgada, porosa
y robusta) tienen geometrias con un espectro de absorcion que contiene un pico entre
800 y 820 nm, siendo candidatos ideales para mediar terapias basadas en hipertermia

éptica _370,371 ,372

Las HGNs son excelentes candidatas para mediar los procesos de hipertermia
Optica porque ademas de su alta eficacia de absorcion de la luz en el NIR, presentan
una gran estabilidad coloidal, una baja toxicidad a las dosis utilizadas, una elevada
biocompatibilidad y gran facilidad para conjugar diferentes biomoléculas o polimeros en
su superficie.’”® A lo largo de los Ultimos afios, se han descrito numerosos
nanomateriales con propiedades plasménicas, como por ejemplo NPs nucleo-corteza
de SiO. y Au. Estas NPs tienen un didmetro entre 50-150 nm de diametro y estan
formadas por una capa de oro rodeando un nucleo de un material dieléctrico como por
ejemplo, silice; y presenten un pico de absorbancia en el NIR, cuya frecuencia de
resonancia es facilmente modificable variando el ratio entre el nucleo y la corteza.®™*
Varios autores encontraron una reduccion en el tamafio de tumores subcutaneos in vivo
cuando se administraban estas particulas intravenosamente seguidas de su irradiacion
con un laser NIR.*”>3"® Incluso, se estan realizando ensayos clinicos aprobados por la
FDA, utilizando particulas AuroShell® comercializadas por Nanospectra Biosciences,
Houston, TX. Ensayos piloto con estas particulas en pacientes con cancer de prostata
han demostrado la acumulacion de estos complejos de silice y oro en los tumores.?””
Ademas, también existe otro ensayo clinico para el tratamiento por ablacién fototérmica

de canceres de cabeza y cuello recurrentes (clinicaltrials.gov NCT00848042). Otro de
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los nanomateriales de oro mas utilizados para fototerapia en tumores son los
nanobastones de oro de menos de 50 nm de longitud, cuyas propiedades de SPR
pueden controlarse cambiando el ratio entre longitud/diametro del baston. Von Maltzahn
et al., describieron la ablacion fototérmica de tumores en ratones nu/nu tras
administrarseles intravenosamente nanobastones de oro recubiertos con PEG. En este
trabajo se observo una acumulacion de estas particulas en la zona tumoral y una
disminucion del tamafno de los tumores cuando estos eran irradiados con un laser
NIR.3"®

En esta Tesis Doctoral se han empleado HGNs capaces de absorber energia en
la region NIR del espectro electromagnético, tal y como se ha demostrado en el capitulo
4, y disiparla en forma de calor debido a relajaciones electron-electron y electrén-
fondn,*93%% |0 que los convierte en candidatos excelentes para el tratamiento de tumores
por hipertermia optica.®' A pesar de que las AuNPs son capaces de convertir muy
eficazmente la luz NIR a calor, el empleo de hipertermia generalizada en todo el
organismo produce dafios en células y en tejidos sanos, y por ello es necesario
desarrollar vehiculos capaces de transportar las NPs Unica y selectivamente a células y
tejidos diana para lograr un aumento de temperatura exclusivamente en la zona
localizada donde se encuentre el tumor.3? En los Ultimos afios, en nuestro laboratorio
se han funcionalizado estas particulas de oro huecas con polimeros como PEG,
demostrando su incremento de internalizacién en células tumorales en comparacion con

las particulas desnudas.'®

Recientemente ha sido posible la encapsulacion de estas particulas en el interior
de células madre mesenquimales de médula ésea, utilizadas como “caballos de Troya”
en ratones con tumores xenograft, permitiendo una mayor acumulacién de las particulas
en los tumores.'”? En comparacion, los exosomas no tienen es limitacién y suponen una

gran alternativa como vehiculos para transportar NPs de hipertermia hasta los tumores.

Para esta seccion, se seleccionaron los PEG-HGNs-Exos tanto derivados de
células B16-F10 como de hpMSCs (PEG-HGNs-Exos®'¢"'® y PEG-HGNs-Exos"s¢s,
respectivamente) obtenidos a partir de la incubacién de las particulas de oro con las
células secretoras. A continuacion, se recogen los resultados relacionados con el
potencial terapéutico in vitro de estos PEG-HGNs-Exos como vectores de hipertermia

Optima en diferentes cultivos celulares.
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7.4.1. Experimental

7.4.1.1. Evaluacién del potencial terapéutico in vitro de los PEG-HGNs-Exos®'®
F10

Con el objetivo de evaluar la capacidad de los PEG-HGNs-Exos®'¢F10

para
mediar la muerte celular por hipertermia 6ptica in vitro, se sembraron las células diana
B16-F10 en placas multicanal de 48 pocillos a la densidad indicada en los materiales y
métodos. Tras mantener las células en cultivo e incubarlas con 10 ug de los exosomas
cargados con las particulas durante 24 h, se elimin6 el medio de cultivo y se lavaron los
cultivos dos veces con PBS para eliminar el exceso de exosomas no internalizados. A
continuacion, se afiadi6 medio DMEM completo fresco y se irradiaron por la superficie
(sin contacto) utilizando un colimador acoplado a un laser NIR (808 nm) a una potencia
de 2 W. El laser utilizado que se muestra en la figura 7.21 es un generador laser modelo
MDL-H-808/2000 mW laser de diodo infrarrojo de 808 nm (Changchun New Industries

Optoelectronics Technology Co., Ltd, Changchun, China).

| ETEECAEECREL

Figura 7.21. A) Montaje experimental del laser en condiciones estériles para irradiar los cultivos
celulares, B) Esquema que ilustra el haz del laser irradiando las células en cultivo.

A la vez que las células eran irradiadas, se tomaron datos de la temperatura
superficial en respuesta a la absorcion y dispersion de la radiacion NIR por parte de los
PEG-HGNs-Exo0s®'®f'® con ayuda de un termémetro digital laser. La figura 7.21
muestra el montaje experimental del laser, introducido en la campana de esterilidad para

irradiar los cultivos celulares.

Para analizar la mortalidad mediada por el calentamiento de las particulas en el
interior de los exosomas, las células viables y las dafadas se tifieron con el kit

LIVE/DEAD, siguiendo el procedimiento detallado en el capitulo de materiales y
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métodos general. Finalmente, los cultivos celulares se lavaron dos veces con PBS y se
visualizaron con un microscopio de fluorescencia invertido Olympus IX81. Para poder
observar el pocillo entero, se realizé un multialineamientos de las fotos adquiridas con
el objetivo 4x.

En los experimentos control, las células fueron sometidas a la misma

B16-F10 " sin NPs en su

manipulacién, pero se incubaron con exosomas control (Exos
interior).

7.4.1.2. Evaluacién del potencial terapéutico in vitro de los PEG-HGNs-Exos"PMSC¢s

Para evaluar el efecto fototérmico selectivo de los PEG-HGNs-Exos"Mscs
diferentes lineas celulares (células madre de placenta, células de melanoma B16-F1 y
B16-F10, y monocitos) se sembraron en placas de 48 pocillos (1,4 x 10%) y se
mantuvieron durante 24 horas en crecimiento. Posteriormente, se afiadieron los PEG-
HGNs-Exos"™VSCs derivados de células madre mesenquimales a las diferentes lineas
celulares. La concentracion de estos exosomas afiadidos a cada pocillo fue estimada a
partir del ratio entre la cantidad de células a partir de las cuales se habian aislado esos
exosomas y el numero de células tratadas. Ademas, se incluyd una condicion
experimental en la cual se afadio diez veces mas de exosomas que los producidos por
ese numero de células. Para eliminar el posible calentamiento causado por los
exosomas no internalizados en las células presentes en el medio de cultivo, las células
fueron lavadas tres veces con PBS. Finalmente, las células fueron irradiadas durante

30 minutos con un laser NIR (808 nm) con una potencia de 2 W.

Una vez irradiadas las células con el laser NIR, se analizé la muerte celular
causada por el calentamiento de los exosomas en el interior de las diferentes lineas
celulares realizando de nuevo un marcaje LIVE/DEAD de células vivas y muertas con
calceina-AM y EthD-1, respectivamente (el protocolo seguido se detalla en el capitulo
3). Las muestras fueron finalmente lavadas dos veces con PBS y analizadas bajo un
microscopio de fluorescencia invertido (Olympus 1X81). Paralelamente, se cuantifico la
muerte celular causada por la ablacion térmica de los exosomas irradiados con el laser
NIR por citometria de flujo. Para ello, las células vivas y muertas fueron marcadas de
nuevo con el kit LIVE/DEAD del mismo modo que para el analisis por microscopia y la
muerte o viabilidad celular fue cuantificada por un citdmetro BD FACSAria (BD
Biosciences). Se analizaron también cultivos de células madre, B16-F1, B16-F10 y

monocitos sin ser tratados con exosomas, sirviendo como control negativo.

Finalmente, también se realizé un co-cultivo de hpMSCs (previamente cargadas

con las PEG-HGNs durante 24 horas) y células B16-F1. Para ello, 1x10* células de
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ambos tipos celulares fueron co-cultivadas en una placa de 24 pocillos durante 24 horas
para finalmente ser irradiadas y marcadas con LIVE/DEAD siguiendo el mismo protocolo

gue en los monocultivos.

7.4.2. Resultados y discusién

7.4.2.1. Evaluacion del potencial terapéutico in vitro de los PEG-HGNs-Exos?1¢-F1°

Los resultados demuestran como en primer lugar, este nuevo vector (exosomas
cargados con PEG-HGNSs) era capaz de generar un aumento de temperatura cuando se
sometia a un laser en la region NIR. La figura 7.22.A muestra como se produjo un
aumento de temperatura significativo al irradiar la solucion con PEG-HGNs-Exos 8610
comparado con los exosomas sin particulas (los PEG-HGNs-Exos®'®F'° fueron capaces
de producir un incremento de 10,9 £ 2,5 °C frente al incremento de 6,5 = 1,2 °C producido
por los exosomas control). Tras 30 minutos de irradiacion con el laser NIR, el incremento
de temperatura aumentd aun mas (12,2 + 1,8 °C frente a 6,8 + 1,6 °C con los exosomas

vacios).

La moralidad causada por la irradiacién laser en cultivos celulares se evalud
mediante el kit LIVE/DEAD. Tras la incubacion de las células con los exosomas
cargados con las particulas y con exosomas control, se procedi6 a la irradiacion de la
monocapa de células B16-F10 durante 30 minutos (808 nm y 2 W). La aparicién de
fluorescencia verde viene determinada por la calceina, un indicativo de estabilidad de
las membranas celulares y ausencia de muerte celular. Cuando el cultivo de células
incubado con los exosomas cargados con las particulas se irradié con el laser de 808
nm, una parte de la monocapa celular en el centro del pocillo (coincidente con el spot
del colimador del laser con el que se irradiaron), se vio interrumpida, hecho indicativo
de la muerte celular producida en la zona irradiada con el laser. La viabilidad de las
células del cultivo no irradiadas por el laser, no se vio afectada y se observan de color
verde en las imagenes tomadas en el microscopio de fluorescencia tras llevar a cabo la
tincion.

En contraste, en las células incubadas con los PEG-HGNs-Exos®'®f'% no
sometidas a la irradiacion NIR, no se observé muerte celular. Del mismo modo, en los
cultivos celulares irradiados a 808 nm en ausencia de exosomas con particulas, todas
las células se tifieron de calceina indicando una alta viabilidad, similar a las células no
tratadas y no irradiadas (control negativo). Estos resultados se recogen en la figura
7.22.B.
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Figura 7.22. A) Control de la temperatura de los cultivos celulares incubados en ausencia y en
presencia de PEG-HGNs-ExosB'¢F10, B) Fotografias de fluorescencia de cultivos de hpMSCs
sometidos al marcaje con el kit LIVE/DEAD incubados en ausencia o presencia de PEG-HGNs-
ExosB'®F10 y sometidos o no al tratamiento con el laser.

7.4.2.2. Evaluacién del potencial terapéutico in vitro de los PEG-HGNs-Exos"PMSC¢s

La figura 7.23.A muestra como la irradiacion NIR no produjo una disminucién de
la viabilidad celular en los cultivos de células B16-F10, B16-F1 y THP1 tratados con los
PEG-HGNs-Exos"™SC (Gnicamente se observé una disminuciéon de la viabilidad de
entre un 0 y un 20 %, similar a la obtenida por las células control, atribuida al manejo de
la placa y al tiempo que las células se mantienen fuera de las condiciones de
crecimiento). Por otro lado, se observd una disminuciéon en un 50 % de viabilidad fue

observada en las hpMSCs cuando estas eran incubadas con PEG-HGNs-Exos"SCs,
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Figura 7.23. A) Resultados de citometria de flujo de células hpMSCs, monocitos, B16-F10 y B16-
F1 tratadas con PEG-HGNs-Exos"PMSCs g diferentes concentraciones y sometidas a la irradiacion
con el laser a 808 nm. B) Fotografias de fluorescencia de cultivos celulares marcados con el kit
LIVE/DEAD tras su incubacion con PEG-HGNs-Exos vy la irradiacion con el laser.
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Se obtuvieron resultados cualitativamente similares en el microscopio invertido
cuando se realizé el marcaje de las células vivas y muertas con el kit LIVE/DEAD (figura
7.23.B). En el canal verde (correspondiente con las células vivas), puede observarse
una intensidad de fluorescencia mucho menor, indicativo de la muerte celular producida
bajo la irradiacion. Del mismo modo, en el centro del pocillo del canal rojo, ser observan
las células muertas. Ademas, en los pocillos tratados con una cantidad de exosomas 10
veces superior, se observo una disminucion de la viabilidad de las hpMSCs mayor del

60 %, mientras que la viabilidad del resto de tipos celulares siguio sin verse afectada.

Finalmente, para confirmar esta selectividad en un entorno con coexistencia de
dos tipos celulares, se realizaron co-cultivos de células B16-F1 y hpMSCs, estas ultimas
preincubadas con PEG-HGNs durante 24 horas. Los co-cultivos se mantuvieron durante
48 horas en crecimiento (un tiempo que se considera suficiente para que se produzcan
numerosas expulsiones y re-captaciones de exosomas de ambos tipos de células) y
fueron irradiados de nuevo con el laser NIR. En la figura 7.24 puede observarse como
en los co-cultivos control (en ausencia de particulas), no habia muerte celular en
ninguna de las lineas celulares tras ser irradiadas con el laser. Por lo contrario, cuando
se irradiaban las placas de co-cultivos que contenian las hpMSCs preincubadas con las
particulas, se produjo muerte de esta linea celular (rojo), mientras que las B16-F1
seguian vivas (verde). Este efecto fototérmico selectivo confirmé de nuevo que, gracias
a la identidad aportada por los exosomas, estos eran preferentemente intercambiadas

entre sus células parentales.

Los resultados de esta seccion, junto con el analisis por MP-AES llevado a cabo
para cuantificar la cantidad de oro dentro de cada poblaciéon celular, asi como las
secuencias de imagenes obtenidas por time-lapse de co-cultivos de hpMSCs y THP1

(mostrado en capitulos anteriores) demuestran que los PEG-HGNs-Exos"Pscs

eran
preferentemente capturadas por células receptoras hpMSCs en lugar de por otras
células. Esto indica que los exosomas aportan una huella dactilar a las PEG-HGNSs, la
cual es reconocida por otra célula del mismo tipo, facilitando su internalizacion. Aunque
algunos trabajos establecen que los exosomas pueden ser incorporados indistintamente
por cualquier tipo celular,®?® nuestros resultados concuerdan con otros estudios que
sugieren que los exosomas tienen la capacidad de alcanzar células diana de forma

selectiva, sirviendo como vehiculos especificos.3843852%7
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Figura 7.24. Co-cultivos de células hpMSCs (preincubadas con PEG-HGNS) y B16-F10, antes
y después de ser irradiadas con el laser NIR. La composicion de fotos recoge imagenes
procedentes del marcaje LIVE/DEAD para marcar las células vivas y muertes, asi como de
contraste de fases.

Los resultados obtenidos también demuestran que las PEG-HGNs encapsuladas
en el interior de los exosomas conservan sus propiedades oOpticas, siendo susceptibles
de ser irradiados con un laser NIR en condiciones fisioldgicas, y promoviendo un
aumento de la temperatura a nivel local y de causar la muerte celular. También, esta
seccioén evidencia el potencial terapéutico selectivo y especifico de los PEG-HGNs-Exos
como vectores de hipertermia 6ptica. La alta especificidad aportada por los exosomas
en los procesos de transferencia intercelulares, abre una nueva posibilidad para emplear
estos vectores en aplicaciones terapéuticas dirigidas. Con la ventaja de la
encapsulacion de las NPs en su interior ayudaria a evitar el reconocimiento in vivo por
el SFM.

7.4.3. Conclusiones de esta seccion

Los vectores hibridos PEG-HGNs-Exos®'®f0y los PEG-HGNs-Exos"™"s¢* son
capaces de resonar en el NIR, absorbiendo energia al ser irradiados con un laser de
808 nm, transformando esta energia en calor y causando un aumento local de
temperatura que produce la muerte celular in vitro cuando son irradiadas con el laser

hpMSCs se ha demostrado como estos son

infrarrojo. En el caso de los PEG-HGNs-Exos
especificamente capturados por sus células parentales, lo que permite realizar terapia
fototérmica selectiva, dirigida unicamente a estas células diana, incluso cuando las

células eran co-cultivadas con otras lineas celulares.
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Imagen de microscopia confocal de células de cancer de pulmén A549.

Marcaje de la actina (azul), Pd-Exos (blanco) y nucleos (amarillo).
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8. Exosomas derivados de células madre como

transportadores de particulas terapéuticas a

tumores y zonas multinodulares

8.1. Introduccién

Las terapias basadas en hipertermia son una alternativa para el tratamiento de
algunos canceres. La hipertermia 6ptica se fundamenta en el uso de NPs capaces de
absorber radiacion en el NIR, tras ser irradiadas con un laser en este rango de longitudes
de onda. Posteriormente, se produce un aumento de la temperatura local provocada por
el calor transmitido por las NPs, conduciendo a la muerte de las células tumorales (por
necrosis o apoptosis). En 2004, O’Neal y cols., lograron erradicar el crecimiento de
tumores subcutaneos de células de carcinoma de colon, empleando NPs de silice y oro

recubiertas con PEG de 130 nm de didmetro, tras irradiarlos con un laser diodo.*"*

De entre todos los nanomateriales, las AuNPs exhiben propiedades fisicas,
opticas, quimicas y bioldgicas unicas; que junto con la posibilidad de ser sintetizadas en
un gran variedad de formas y tamafios (nanoesferas, nanotubos, nanoprismas,
nanoestrellas, etc.), las convierten en un material idéneo en el campo de la medicina.
Ademas, estos nanomateriales son susceptibles de ser modificados con ligandos
multifuncionales, aumentando su potencial en aplicaciones biomédicas. El oro presenta
ademas baja toxicidad, alta biocompatibilidad.®'® Se han reportado estudios utilizando

6 vehiculos liberadores de farmacos,*’

nanomateriales de oro como biosensores,*®
vectores de hipertermia éptica,'? agentes de imagen y diagndstico,*®® o catalizadores

bioortogonales.>®°

Como se ha mencionado anteriormente, una de las caracteristicas mas
atractivas de los materiales nanoestructurados, es que poseen propiedades diferentes
a las del mismo material a escala macroscopica, debido a su pequefio tamafio y a su
area superficial elevada. Estos nanomateriales, presentan propiedades O6pticas
particulares, y dependiendo de sus caracteristicas morfoldgicas, pueden tener una
banda de absorcion caracteristica en el rango del UV-VIS y del NIR del espectro
electromagnético.>®® Este maximo de absorbancia es debido al fenémeno de SPR, que
ocurre cuando la luz interacciona con una de estas NPs y las ondas electromagnéticas
son conducidas por el material debido a la oscilacion colectiva de los electrones libres
de valencia del metal (figura 8.1).°" Esta oscilacion produce un aumento en la

absorcion y en la dispersion de la radiaciéon electromagnética en la zona del espectro
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correspondiente a la frecuencia SPR de estas NPs. La frecuencia a la que ocurre dicho
plasmon es caracteristica del tamafo, la morfologia y la composicion quimica de las
NPs, asi como de las propiedades dieléctricas del medio en el que se encuentran.
Cuando la frecuencia de la luz incidente coincide con la frecuencia de oscilacion
intrinseca del electron, la particula absorbe la luz incidente y se produce una conversion
de la energia dptica a energia térmica en el medio que rodea las particulas.” El efecto

SPR de las AuNPs ha sido empleado con diferentes fines, por ejemplo, para marcaje de

célula viva®®?, imagen333943%  diagndstico®*63973% ¢ terapia®®®4.
Campo
electromagnético

’//+7 + +\
|

h

\ 4
Nt/

Figura 8.1. llustracion del efecto SPR en una NP metalica esférica expuesta a un campo
electromagnético.

En este trabajo se han sintetizado unas HGNSs, capaces de absorber luz en el
NIR en torno a 808 nm, para el tratamiento de cancer por hipertermia 6ptica. Cuando
dichas particulas son irradiadas empleando un haz de luz con su frecuencia SPR,
absorben esta energia optica y la disipan al medio de en forma de calor. Este aumento
de temperatura, provoca la muerte de las células tumorales circundantes. En este caso,
es crucial emplear un haz de luz con una frecuencia en el NIR dado que la penetracion
de la luz en los tejidos bioldgicos es mayor ,debido a una absorbancia minima del agua
y de los cromoforos presentes en el organismo, principalmente melanina y hemoglobina
(figura 8.2)."

Como se ha comentado en la introduccion de esta Tesis Doctoral, existen tanto
métodos pasivos (basados en el efecto EPR), como estrategias activas (fundamentadas
en la funcionalizacion de las particulas con polimeros, péptidos, aptameros o
anticuerpos) que reconocen selectivamente las zonas tumorales, acumulandose mas
exitosamente en el tejido canceroso comparado con las estrategias pasivas. Sin
embargo, estos mecanismos no son aun suficientemente eficaces para dirigir las
particulas selectivamente a los tumores, y en muchas ocasiones son reconocidas vy

eliminadas por los macrofagos. Ademas, aunque las particulas empleadas sean
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capaces de transformar la luz NIR a calor, el uso de hipertermia de manera sistémica
produce dafos en tejidos no deseados, y, por tanto, es necesario desarrollar
mecanismos selectivos y especificos para dirigir este tipo de terapias localmente a las

areas del organismo donde se encuentra el tumor.

N
o

1 Ventana NIR  H,0
0,1 HbO,
0,01

Coeficiente de absorcion (cm)

400 500 600 700 800 900 1000
Longitud de onda (nm)

Figura 8.2. Ventana del NIR con una absorcién de luz minima de los componentes presentes en
el organismo (hemoglobina, agua, etc.) entre 650 nm y 900 nm (adaptado de Weissleder y
cols. ),

Ademas de la funcionalizacion de las particulas con las entidades comentadas,
algunos trabajos han propuesto el empleo de células propias del hospedador como
vectores de las mismas, estrategia conocida como “caballo de Troya”. De entre todas
las células propuestas para su empleo como “caballos de Troya” (células dendriticas,
macrofagos o linfocitos),*?2493404 destacan las MSCs, las cuales migran hacia sitios de
inflamacion o de dafio, como es el caso de los tumores o zonas metastasicas.*%*4%
Aunque no se sabe por completo el mecanismo que rige este fendémeno, es conocido
que en el estroma del tumor se produce la liberacion de citoquinas que interaccionan
especificamente con moléculas presentes en la superficie de las MSCs. La liberacion
de estas citoquinas proinflamatorias (p.ej. TNF-a, IL-1B y IFN-y) induce la expresion de
proteinas de adhesién como integrinas y selectinas, favoreciendo la atraccion de las
MSCs. Las condiciones hipoxicas del tumor también inducen la secrecion de factores
de transcripcion regulados por el factor inducible por hipoxia (HIF), que a su vez
contribuye al reclutamiento de las MSCs a través de un aumento de la expresion de
factores de crecimiento, citoquinas, quimiocinas y proteinas de adhesién.*”” Entre los
factores liberados en el microambiente tumoral destacan: EGF, VEGF-A, PDGF, FGF,
GCSF, G-MCSF, HGF, TGF-g1, CXCL7, CXCL6, CXCL5, CXCL8, CXCL12, CCL2, IL-

6, asi como el factor del plasmindgeno tipo uroquinasa.*® Recientemente, en nuestro
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grupo se inyectaron intratumoralmente e intravenosamente MSCs cargadas con HGNs
y, tras irradiar las areas neoplasicas con un laser NIR, se produjo una reduccién en el
tamano de dichos tumores, observandose una mayor eficacia cuando las particulas
estaban encapsuladas en las MSCs (comparado con las particulas libres)."?  Sin
embargo, el empleo de células como “caballos de Troya” tiene sus limitaciones, ya que
se trata de entidades vivas que pueden modificarse por la presencia de las NPs, y que

ademas pueden interaccionar con el organismo diana. %

Considerando las ventajas de las MSCs como “caballo de Troya”,*® y dado que

los exosomas presentan las propiedades de las células de las que derivan, y a su vez,
exhiben ventajas para ser usados como vectores (comparado con las células secretoras
completas) estas vesiculas se proponen como una excelente alternativa para vehiculizar
terapias oncoldgicas in vivo.*'° Algunas ventajas generales del empleo de los exosomas
como vectores terapéuticos comparado con sus células parentales son: menor
inmunogenicidad, menor tamafio, mayor estabilidad, menor complejidad, mayor
facilidad para ser modificados, se pueden purificar y producir a gran escala, facil
manipulacién y menor coste. Igualmente, no plantean preocupaciones y cuestiones
legales ni éticas comparado con el uso de células. Finalmente, se evita que pueda
producirse la muerte de la propia célula, al ser administrada y facilita la administracion

local y el control del tratamiento.*""

Segun su célula de origen, destaca el empleo de exosomas derivados de MSCs
como vehiculos de terapias avanzadas para el tratamiento del cancer. Dado que las
propias células madre mesenquimales se comunican con los tumores y su
microambiente, todo parece indicar que los exosomas que provienen de MSCs, son
capaces de compartir las propiedades de las células de las que proceden y de poseer
una marcada capacidad migratoria hacia los tumores, pudiendo usarse como vehiculos

transportadores de terapias a las neoplasias.

Algunas de las caracteristicas de los exosomas derivados de MSCs son: la
ausencia del complejo mayor de histocompatibilidad 1l (MHCII) en sus membranas (por
el contrario, sus células parentales si lo presentan, lo que podria dar lugar a problemas
de inmunogenicidad), asi como la presencia de integrinas y moléculas de adhesion
como CD29, CD44 o CD73 en su superficie, que se ha demostrado que son causantes
directas del direccionamiento y de la acumulacion y migracion de estos exosomas en
areas de inflamacion como tumores.*'?*'* Se ha visto que diferentes patrones de
expresion de determinadas integrinas dirigen la migracion de células tumorales a otros
sitios secundarios para generar nichos premetastasicos, y ademas, dictan la adhesion

de estos exosomas a ciertas células y a moléculas particulares de la ECM (p.ej.
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exosomas que expresan ITGowfs se unen especificamente a células de Kupffer
mediando un direccionamiento hacia el higado, mientras que exosomas que expresan
las integrinas ITGasPs y ITGasP1 se unen selectivamente a fibroblastos residentes y a
células epiteliales presentes en los pulmones, determinando su tropismo hacia este
6rgano).*™ Asi, Pascucci y cols., emplearon exosomas derivados de MSCs para
vehiculizar el quimioterapéutico PTX, observando una disminucion en la viabilidad de
células de adenocarcinoma de péancreas.*’® Por su parte, Munoz y cols., utilizaron
exosomas derivados de MSCs conteniendo un antimiR-9 en su interior para revertir la
expresion de un transportador de farmacos en células de glioblastoma multiforme
resistentes a quimioterapia, convirtiéndolas en células sensibles al tratamiento con

temozolidina.*'®

En esta memoria se han demostrado las propiedades excelentes que presentan
los exosomas derivados de células madre de placenta (Exos"™"5¢®) y su utilizacion para
vehiculizar las PEG-HGNs a células diana in vitro. Considerando los resultados de los
capitulos previos, se eligié el método de incubacidén natural con las células parentales

heMSCs - También se ha demostrado la

para encapsular las PEG-HGNs en los Exos
capacidad de direccionamiento de estos exosomas para dirigir la terapia unicamente a
células diana, sirviendo como agentes selectivos y especificos de hipertermia 6ptica
afectando Unicamente a las células y los tejidos diana de interés. Considerando estos

resultados previos, en este capitulo se propone la combinacién de Exos"PMSCcs

para
vehiculizar y dirigir selectivamente PEG-HGNs a tumores xenograft y a zonas
cancerosas intraperitoneales de ratones atimicos con el objetivo de maximizar su
acumulacion en estas zonas neoplasicas y ser tratadas por hipertermia optica. Para ello
se ha estudiado en primer lugar la biodistribucion y posteriormente la eficacia

hpMSCs

terapéutica de los PEG-HGNs-Exos en dos modelos tumorales.

8.2. Experimental

8.2.1. Preparacion de los PEG-HGNs-Exos"PMSCs fluorescentes

Para realizar los experimentos de biodistribucion y terapia in vivo, los PEG-
HGNs-Exos"™S® se marcaron fluorescentemente con una sonda de marcaje de
membrana (Claret, ex/em 655/675 nm) con el objetivo de poder visualizarlos en un

equipo IVIS Lumina de manera no invasiva.

Previamente a la administracion de los exosomas, se estudid la estabilidad del

"PMSCs en disolucion durante 7 dias. Para

marcaje fluorescente de los PEG-HGNs-Exos
ello, los exosomas se purificaron por ultracentrifugacion siguiendo el protocolo descrito

en capitulos anteriores y se marcaron con la sonda Claret siguiendo las especificaciones
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del fabricante. Para eliminar el exceso de sonda no unida a los exosomas, éstos se
ultracentrifugaron durante 2 h a 100000 g. Los exosomas se resuspendieron en 1 mL
de PBS y se incubaron durante 1,2, 3 y 7 dias a 37 °C. Pasados estos tiempos, los
PEG-HGNs-Exos™ S se ultracentrifugaron de nuevo y se midid la intensidad de
fluorescencia con un lector Biotek en el precipitado de exosomas y en el sobrenadante.
Dado que el lector no contaba con los filtros adecuados para medir la fluorescencia
excitando a 655 nm y recogiendo a 675 nm, la presencia de la sonda Claret tuvo que

detectarse midiendo su absorbancia a 630 nm.
8.2.2. Generalidades de los modelos animales y los procedimientos

Se ha empleado como especie animal el ratén de laboratorio (mus musculus).
En concreto, se utilizaron ratones hembra de la estirpe Balb/c nu/nu de 6 a 8 semanas
de edad (Envigo). Los animales se estabularon y mantuvieron en condiciones estériles
en jaulas autoventiladas con ciclos de 12 h luz/oscuridad y con acceso a comida y agua
ad libitum. Tras su llegada a las instalaciones CIBA, los ratones se mantuvieron en
cuarentena y en aclimatacion durante 7 dias antes de comenzar con los experimentos.
Ya que se trata de ratones atimicos, la manipulacién de los mismos, asi como la
realizacion de los procedimientos se realizé siempre en condiciones de esterilidad en

una cabina de flujo laminar.

Lo referente al manejo, instalaciones y eutanasia de los animales se realizé de
acuerdo a la legislacion vigente en materia de proteccion de animales utilizados para
experimentacion recogida en el RD 53/2013, englobado en la Directiva de la Union
Europea 2010/63 para la proteccidon de animales usados en investigacion o con otros
fines cientificos. Los procedimientos presentados en este estudio se realizaron bajo las
Licencias P128/19 (Vehiculizacién de terapias avanzadas mediante el uso de exosomas.
Estudio de la distribucion y eficacia) y P104/19 (Vehiculizacién de terapias avanzadas
mediante el uso de células mesenquimales y sus derivados como vectores
teragnésticos) aprobadas por la Comisién Etica Asesora para la Experimentacion

Animal (CEA) de la Universidad de Zaragoza.
Los modelos tumorales empleados fueron:

- Modelo xenograft como modelo de tumor primario sdlido. Para generar este

tumor se implantaron subcutaneamente 3 millones de células HelLa (en 200
uL de PBS) en un flanco lateral del animal. La evolucién del tamafio del tumor
se monitorizé con un calibre cada 2/3 dias hasta el final del experimento.

- Modelo de tumor multinodular en el peritoneo para asemejarse a un tumor

diseminado con metastasis. En este caso, se inyectaron intraperitonealmente
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800000 células SKOV3 infectadas establemente con un lentivirus que
expresa el gen de la luciferasa (SKOV3_Luc), cedidas por el Dr. Antonio de
la Vieja, del Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII). La presencia y evolucion de
los nddulos en la zona del pancreas se evalud periédicamente midiendo la
intensidad de bioluminiscencia emitida por las células cancerosas con el
equipo IVIS Lumina. Para estas determinaciones se inyectaron 300 uL de
sustrato de luciferina intraperitonealmente antes de la adquisicion de las
imagenes. Posteriormente, los animales se anestesiaron con un 5 % de
isoflurano/O2 (induccién) y se mantuvieron al 2 % durante el tiempo de

adquisicion de las imagenes.

En todos los estudios, se administraron intravenosamente en la cola de los
animales 100 ug de PEG-HGNs-Exos"™™S¢ contenidos en 200 uL de PBS. Antes de
realizar la inyeccion se indujo la vasodilatacion de la vena para facilitar su canulacion,

con una lampara de infrarrojos.

El sacrificio de los animales se realizé mediante eutanasia, por inhalacion de CO;
y a todos los tiempos de estudio se extrajeron el tumor, el higado, el rifidén, los pulmones,
el bazo y el pancreas. En funcion del analisis post mortem realizado, los érganos se

procesaron de manera diferente segun lo indicado en las secciones posteriores.

8.2.3. Estudio de la biodistribucién de los PEG-HGNs-Exos"PMSCs jn vivo

hpMSCs en |OS

Con el fin de conocer la distribucion de los PEG-HGNs-Exos
diferentes tejidos antes de evaluar su potencial como vectores terapéuticos, estas
vesiculas extracelulares se inyectaron intravenosamente como se ha comentado
anteriormente. Concretamente, 100 ug de exosomas conteniendo 9,6 ug de Au (en
forma de PEG-HGNs) se administraron en animales con ambos modelos tumorales
descritos (pasados 15 y 10 dias de la implantacion del tumor xenograft y de los nédulos
cancerosos intraperitoneales, respectivamente). La induccién y el seguimiento de
ambos tipos de tumores, se realizaron segun lo indicado en el apartado anterior. La
figura 8.3 recoge un esquema mostrando todas las etapas del este estudio de

biodistribucién de los PEG-HGNs-Exos™S¢ en ambos modelos tumorales.
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Figura 8.3. Esquema del estudio de biodistribucion de los PEG-HGNs-Exos"?MSCs realizado en
ambos modelos tumores, desde la implantacion de las células cancerosas hasta el sacrificio y
analisis post mortem de los diferentes 6rganos extraidos.

Dentro de cada modelo, los animales se distribuyeron en dos grupos principales
(grupo control sin tratamiento y grupo tratado con los PEG-HGNs-Exos"PMSCs
fluorescentes). La intensidad de fluorescencia procedente de los exosomas en los
tumores subcutaneos y en los nddulos tumorales peritoneales (segun el modelo), se
evalué de manera no invasiva in vivo mediante el IVIS Lumina durante 7 dias después
de su administracion intravenosa. Ademas, dentro del grupo que recibié tratamiento, se
hicieron varios subgrupos en funcion del dia de sacrificio (1, 2, 3y 7 dias después de la

administracion de los exosomas).

hpMSCs

Pasados 1, 2, 3 y 7 dias de la administracion de los PEG-HGNs-Exos
fluorescentes, se sacrificaron los animales y los 6rganos comentados anteriormente se
extrajeron para proceder a su analisis histopatolégico. En concreto, los analisis post

hpMSCs

mortem del estudio de biodistribucion de los PEG-HGNs-Exos que se llevaron a

cabo en ambos modelos se describen a continuacion:

- H&E: los érganos se fijaron con PFA al 4 % durante 24 horas inmediatamente
tras su extraccion. Posteriormente, se transfirieron a una disolucion de etanol
frio al 70 %, tras lo cual, se embebieron en parafina. Se realizaron secciones
de 3 um de cada uno de los 6rganos de interés y se tifieron mediante la
técnica H&E.
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- Evaluacion de la fluorescencia por microscopia confocal: para evaluar la

fluorescencia de los PEG-HGNs-Exos"PMSCs

en los diferentes 6rganos, estos
fueron congelados en isopentano enfriado rapidamente con nitrégeno liquido
tras su extraccion. Posteriormente, los nucleos se tifieron con DAPI (ex/em
358/461 nm) y las muestras se colocaron sobre un portaobjetos con medio
de montaje Fluoromont-G antes de ser selladas. Finalmente se visualizaron
sin usar ningun fijador con un microscopio confocal (Zeiss LSM 880)
realizando multialineaciones de fotografias de 20 x en direccion zeta para
visualizar el tejido completo e incluir el grosor de toda la lamina tisular. Dado
que los exosomas se marcaron con la sonda Claret antes de ser
administrados a los animales, estos se observaron directamente con un laser
con una longitud de onda en el rojo lejano (ex/em 655/675 nm). En el caso
del modelo de xenotrasplante se visualizé el tumor y en el caso del modelo
multinodular intraperitoneal, se analizé el pancreas conteniendo los multiples
nodulos cancerosos.

- Analisis del contenido de oro en los diferentes 6rganos: los 6rganos se

recogieron en fresco y se digirieron con agua regia (entre 1 y 6 mL
dependiendo del volumen del 6érgano) durante 5 dias. Posteriormente, se
filtraron con un filtro de 0,22 um y se diluyeron 100 veces en agua miliQ
(1/100) para su analisis consecuente por ICP-MS (Perkin Elmer Elan DRC-
e). La cuantificacion de oro en los 6rganos se realizé al tiempo de

acumulacion maximo de PEG-HGNs-Exos"MSCs

en los tumores, determinado
previamente por IVIS y por microscopia confocal. Igualmente, en un grupo
de ratones se administraron las particulas de forma libre (PEG-HGNSs) y el
contenido de Au presente en los 6rganos se analizé por ICP-MS como en el
caso de los animales tratados con los exosomas. Para normalizar la cantidad
de Au inyectada en forma de PEG-HGNs o de PEG-HGNs-Exos"™M5¢, se
administraron de forma libre en la vena de la cola de los ratones 19,2 ug de
PEG-HGNSs (esta cantidad se establecio haciendo un andlisis de MP-AES de
los PEG-HGNs-Exos™"S¢ para averiguar la cantidad de Au contenida en
ellos. Ademas, se considerd que el 50 % de la masa de las PEG-HGNs se

correspondia con Au (obtenido a partir de estudios previos de TGA).

8.2.4. Evaluacion de PEG-HGNs-Exos"PMSCs como vectores de hipertermia
Optica in vivo

hpMSCs

Para evaluar el potencial de los PEG-HGNs-Exos como vectores de

hipertermia éptica en ambos modelos animales, en primer lugar, se indujeron los
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tumores xenograft subcutaneos y los nédulos cancerosos en el peritoneo. Pasados 15
y 10 dias (tiempo en el que los tumores habian alcanzado el tamafo idéneo para
comenzar con el tratamiento) se procedié a la administracion intravenosa de los 100 ug
de PEG-HGNs-Exos"™ % en los animales con modelo de xenotrasplante y con el
modelo multinodular, respectivamente. Dentro de cada modelo tumoral los animales se

dividieron en cuatro grupos de cinco animales cada uno tal y como indica la tabla 8.1.

Tabla 8.1. Resumen de los grupos experimentales.

Modelo xenograft Modelo multinodular

Control 1) sin PEG-HGNs-Exos"PMSCs y sin laser Control 1) sin PEG-HGNs-Exos"PMSCs y sin laser
Control 2) con PEG-HGNs-Exos"PMSCs y sin laser | Control 2) con PEG-HGNs-Exos"PMSCs y sin laser
Control 3), sin PEG-HGNs-Exos"™SCs y con laser | Control 3), sin PEG-HGNs-Exos"MSCs y con laser

Con PEG-HGNs-Exos"PMSCs y con laser Con PEG-HGNs-Exos""PMSCs y con laser

Con el experimento de biodistribucion previamente detallado en el apartado
anterior, se determino el tiempo maximo de acumulacion de los vectores en ambos tipos
de tumores en cada uno de los modelos estudiados. Concretamente, se establecieron
48 y 72 horas tras de la administracion intravenosa de los exosomas, como los tiempos

"eMSCs e ambos tipos de tumores y, en

de acumulacion 6ptima de los PEG-HGNs-Exos
consecuencia, para ser irradiados con el laser NIR. Las condiciones de irradiacién se
optimizaron para cada uno de los modelos tal y como se describe en la tabla 8.2. Es
importante mencionar que en el caso del modelo de xenotrasplante se empled un
colimador para irradiar el tumor externamente. Por lo contrario, los nédulos en el

pancreas se irradiaron intraperitonealmente con una sonda cilindrica radial.

Tabla 8.2. Caracteristicas de la irradiacién en ambos modelos tumorales.

Caracteristica Modelo xenograft Modelo multinodular
Laser NIR (808 nm) NIR (808 nm)
Tiempo de irradiacion 5 minutos 5 minutos
Potencia de 22W 1,5 W
irradiacion
Modo de irradiacion Externamente Intrapen.toneglme’nte con
microcirugia
Tipo de sonda Sonda con colimador Sonda con irradiacion 360°

La figura 8.4 muestra un esquema de ambos tipos de fibras laser empleadas.
En el caso del modelo xenograft se empled un colimador cilindrico de 300 um para
obtener un “haz” homogéneo, paralelo y concentrado en el area de interés. Por su parte,

en el caso del modelo multinodular, se utilizé una fibra disefiada para realizar terapias
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fotodinamicas intraluminales. Se trata de un difusor cilindrico muy flexible y delgado
(0,98 mm) que produce una patron de irradiacion homogéneo radial (Medlight S.A.), de
esta manera se garantizé que la energia optica del laser llegara exitosamente a todas

las areas cancerosas de interés.

A

YCo||m ador Fibra optica

(| || | —

- Conector SMA

Haz del laser paralelo

Fibra optica

— 1

Conector SMA

v

Difusor cilindrico radial

Figura 8.4. A) Fibra éptica conectada a colimador empleada para irradiar el tumor en el modelo
de xenotrasplante. B) Fibra éptica con un difusor cilindrico con emisién radial empleado para
irradiar las areas cancerosas en el pancreas del modelo multinodular intraperitoneal.

En anexo 5 recoge el montaje experimental empleado para realizar el
tratamiento laser NIR de los tumores de los animales de ambos modelos. Las
irradiaciones se realizaron bajo anestesia inhalatoria en una cabina de flujo laminar
conteniendo una mezcla del 5 % de isoflurano/O2 (induccién), y los animales se
mantuvieron con un 2 % de la mezcla durante la irradiacion. Dado que se trata de
animales atimicos, éstos se colocaron siempre sobre una manta eléctrica para controlar
su temperatura corporal. Igualmente, se les aplicé Lubrital para evitar la sequedad en

los ojos durante el tiempo que estuvieron anestesiados.

En el caso del modelo multinodular, con el objetivo de garantizar una elevacion

de temperatura de los 6rganos conteniendo los PEG-HGNs-Exos"MSCs (

sin dafiar tejidos
sanos) y para garantizar que la elevacion de la temperatura se producia exclusivamente
por la presencia de las particulas fototerapéuticas excitadas con el laser NIR, se
optimizo tanto el tiempo como la potencia de la fibra del laser con un estudio piloto ex
vivo antes de proceder con el experimento de hipertermia in vivo. Para ello, el higado,
bazo y pancreas de animales de desecho se irradiaron con el laser a tres potencias
diferentes: 1,5; 2y 2,5 W y se registro el cambio de temperatura durante 5 minutos. En
ambos modelos, el cambio de temperatura superficial durante la irradiaciéon se

monitorizd con un termopar. En el caso de los modelo de xenotrasplante, durante las 72

273



horas posteriores a la irradiacion se les aplic6 ALOEVET para favorecer la cicatrizacion
de la quemadura provocada por el aumento de temperatura. Por su parte, en el caso de
los ratones con el modelo multinodular, se les realizé una incisién en la piel y el peritoneo
a la altura del pancreas por la cual se introdujo la sonda del laser para irradiar los
nodulos intraperitonealmente. Posteriormente, se aplicé uno o dos puntos de sutura (en
funcion de la necesidad) y se les administré6 subcutaneamente buprenorfina tras la
irradiacion. Una semana después de la primera administracion intravenosa y su
correspondiente irradiacion, se llevo a cabo una segunda administracion de 100 ug de
PEG-HGNs-Exos™S® vy una segunda irradiacion con el laser, en las mismas

condiciones que la primera aplicacion.

La evolucion del tamafo de los tumores (y del nimero de nédulos cancerosos
en el caso del modelo multinodular) en ambos modelos se evalué durante
aproximadamente un mes, tal y como se ha comentado anteriormente (en el caso del
modelo de xenotrasplante con ayuda de un calibre y en el caso del modulo multinodular
por la intensidad bioluminiscencia emitida por las células cancerosas utilizando IVIS). El
estudio se finalizd6 cuando el tamafio tumoral de los animales control (no tratados)
alcanzo el tamafno maximo permitido por la legislaciéon (o bien cuando el numero de
nodulos en el modelo multinodular fue superior a 5). En este momento, los animales se
eutanasiaron con CO.. El tumor o nddulos cancerosos (dependiendo del modelo), el
pancreas, los rifiones, el higado, los pulmones, el bazo, los pulmones y la piel de la zona
irradiada se aislaron para su posterior analisis histopatoldgico en ambos modelos
tumorales. Los analisis histopatolégicos realizados para evaluar la eficacia del

hpMSCs

tratamiento antitumoral de los PEG-HGNs-Exos combinados con el laser NIR

fueron los siguientes:

- H&E: tal y como se ha descrito previamente.

- Inmunohistoquimica de la proteina Ki-67: para evaluar el indice de

proliferacion de las células tumorales se realizd6 una tincién
inmunohistoquimica de la proteina Ki-67, utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-humano (Agilent). Las secciones se incubaron a
temperatura ambiente y pH=7 durante 20 minutos con el anticuerpo primario.
Para la visualizacion del marcaje se empleo el sistema Flex’HRP Envision de
Agilent, junto con una tincién de contraste con hematoxilina. El nivel de
expresion de Ki-67 se evalud en todos los grupos con ayuda del software
Imaged cuantificando las células positivas y las células negativas en diez

campos de vision de imagenes adquiridas en contraste de fases en un
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microscopio invertido. Los resultados se expresan como porcentaje de

células positivas para la proteina Ki-67.

La figura 8.5 recoge un esquema del estudio completo realizado para evaluar
las propiedades terapéuticas de los PEG-HGNs-Exos"™VS% como vehiculos de
hipertermia optica.

Modelo xenograft

3 millones de HeLaen Crecimiento del tumor |V | 100 ug PEG-HGNs- |rradiacion laser | 1V Il 100 ug PEG-HGNs-

200 uL PBS (SC). i ExosMSCs en vena cola. i Exos"™scs en venacola. Irradiacion laser II
(SC) durante 15 dias. \ 2,2 mW/cm, 5 min 2.2 mW/em, 5 min
4\ N N ¥ N N
N RN
N y
8\ & \ P \ - S ‘ 3 3 ‘ 3 —
\ /\ .
AN .
A p = 48 h \ 5 dias 48 h
1 o 3 ' N ‘\ ’ ‘ : g |
¥ € € i 3
-l
X X \ \ \ )
Modelo multinodular @, %,
800000 SKOV_Luc Crecimiento del tumor Irradiacién laser | |V Il 100 u ..
- g PEG-HGNs- |rradiacién laser Il
en 200 uL PBS (IP). durante 10 dias. IV | 100 g PEG-HGNSs- i !
Y (1P) ! ! ExosMMSCs gn vena cola. 1,5 mWiem, 5 min Exos"S¢s en vena cola. 1,5 mW/cm, 5 min

b — % — @ = v\L o “n, |

], &, ¥

Figura 8.5. Esquema del estudio completo realizado para evaluar las propiedades terapéuticas
de los PEG-HGNs-Exos"™MSCs como vehiculos de hipertermia éptica llevado a cabo en ambos
modelos tumorales.

8.3. Resultados y discusion

8.3.1. Caracterizacion PEG-HGNs-Exos"PMSCs flyorescentes

Para poder evaluar la localizacién in vivo de los PEG-HGNs-Exos"PMScs

y su
biodistribucion en ambos modelos tumorales, éstos fueron marcados
fluorescentemente, inmediatamente después de haber sido aislados de los cultivos
celulares y antes de su administracion intravenosa. Para ello, se empled una sonda de
membrana (Claret ex/em 655/675 nm) y se evalud su estabilidad y durabilidad en los
exosomas a lo largo de 7 dias. Una vez marcados y puestos en 1 mL de PBS durante
24,48, 72 hy 1 semana a 37 °C, por un lado, los exosomas se ultracentrifugaron para
descartar la posible sonda liberada al medio y, por otra parte, la sonda fluorescente fue
también medida directamente en la solucidon exosomal sin separar el precipitado del
sobrenadante. Como se observa en la figura 8.6, la sonda Claret detectada en el

precipitado de PEG-HGNs-Exos"™S® sumada a la del sobrenadante, se correspondia
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con el total de la sonda en la solucién sin separar ambas fracciones (control). Estos
resultados demuestran como la sonda se mantuvo establemente anclada a la
membrana de los exosomas sin liberarse al sobrenadante conforme aumenté el tiempo

de incubacion.

1.0
0.8+ Hl 24 h
Bl 48 h
» 0.6
o B /2h
< 0.4+ B 1semana
0.2+
0.0- hpMSC
PEG-HGNs-Exos"™">*® Sobrenadante Control

Figura 8.6. Estabilidad del marcaje de los exosomas con la sonda fluorescente Claret durante 1
semana. No se observo liberacion de la sonda fluorescente al sobrenadante.

8.3.2. Caracterizacion de los modelos tumorales

Como se ha comentado a lo largo de esta memoria, las MSCs tienen capacidad
de migrar a sitios de dafio e inflamacion,*”® y dado que los exosomas presentan las
caracteristicas intrinsecas de las células de las que derivan, se analizé la capacidad de
estas vesiculas extracelulares para acumular las NPs terapéuticas en tejidos dafiados
e hipdxicos, como son los tumores. En concreto, se ha trabajado con 1) un modelo
xenotrasplante de tumor primario de células HeLa que se caracteriza por una gran
agresividad y un rapido crecimiento y; 2) un modelo multinodular intraperitoneal con
diversos nodulos en la zona del pancreas tras la implantacion de células SKOV3
infectadas con un lentivirus que expresa el gen de la luciferasa, para simular un modelo

metastasico, lo que supone un reto todavia mayor frente al uso de un tumor primario.

Los estudios histopatolégicos de H&E permitieron caracterizar ambos modelos
tumorales. Los animales con el xenotrasplante presentaban un tumor subcutaneo con
una zona expansiva no encapsulada con una alta proliferacién de células neoplasicas,
compuesta por una extensa capa de células pleomérficas con forma poliédrica y mitosis
atipicas (figura 8.7.A). Las células tumorales mostraron un nucleo con forma
redondeada u ovoide, un nucléolo prominente y zonas con citoplasma eosinofilico mal
definido. En estos tumores, el estroma estaba mal definido. Por su parte, en el modelo
multinodular intraperitoneal se observé la aparicion de masas tumorales visualizadas

microscopicamente como zonas con una alta proliferacion de células neoplasicas, de
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localizacion peripancreatica o bien en el interior del parénquima pancreatico (figura
8.7.B). Del mismo modo que en el caso del tumor xenograft, las células tumorales
SKOV3 presentaban un nucleo con forma redondeada u ovoide y un citoplasma
eosinofilico escasamente definido. En algunos casos, también se observaron tumores
cercanos al higado o bazo, aunque un numero significativamente menor. En la figura
8.7.C se recoge una fotografia de IVIS de un animal con un xenotrasplante y en la figura
8.7.D una adquisicidon de bioluminiscencia en un ratén con el modelo multinodular,

donde puede claramente observarse los nddulos en la zona del pancreas y bazo.

o
-

i

Figura 8.7. Fotografias a diferentes aumentos de una tincion con H&E de tejidos incluidos en
parafina A) Xenotrasplante de células tumorales subcutaneas. B) Tejido pancreatico en el cual
puede observase el tumor y el pancreas rodeandolo. C) y D) imagenes de IVIS de un ratén con
un xenotrasplante y de otro animal con multiples nédulos en la zona del pancreas implantados
intraperitonealmente.

8.3.3. Biodistribucion de los PEG-HGNs-Exos"SCs en el modelo de

xenotrasplante

Tras caracterizar ambos modelos tumorales, se procedié al estudio de
biodistribucion de los exosomas. En primer lugar, se va a describir el analisis de la
biodistribucién de los PEG-HGNs-Exos™"5¢ en los animales del modelo mas sencillo
(xenotrasplante). La figura 8.8.A recoge imagenes de fluorescencia de IVIS de los
tumores ex vivo tras 24, 48, 72 h y 1 semana de la administracion de los exosomas en
la vena de la cola del raton, observandose una sefnal de fluorescencia maxima a las 48

horas de su inyeccion.

A partir de las imagenes obtenidas en el IVIS de todos los ratones de cada grupo,
se cuantifico esta intensidad de fluorescencia en los diferentes 6rganos para realizar un
analisis semicuantitativo y tener una idea de la acumulacion de los exosomas a cada

tiempo de estudio. La figura 8.8.B recoge la biodistribucion de los exosomas en el
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tumor, higado, rifones, bazo, pancreas y pulmones de ratones control (sin tratamiento)

y de ratones tratados con PEG-HGNs-Exos""5%

pasadas 24, 48, 72 h y 1 semana de
su administracién intravenosa. El analisis estadistico de estos resultados se realizé en
cada organo por separado, comparando el nivel de fluorescencia de los érganos de los

heMSCs con el nivel de fluorescencia de

animales tratados con los PEG-HGNs-Exos
organos de animales control (sin tratamiento). En este punto, es importante remarcar
que todos los drganos presentaron una autofluorescencia base. La figura 8.8.B indica
que en el pancreas y en los rifiones no se observé acumulacion de los exosomas a

ninguno de los tiempos de estudio.

A control 24h 48h 72h 1 semana

B
6x 109 — mm Control
.g 3104 T‘ B 24h
S . ' Em 48h
Q 6x10% = mm 72h
g = | i _*| = 1semana
2 3x 108 B
T8
0_

Tumor Higado Rifiones Bazo PancreasPulmones

Organo

Figura 8.8. A) Visualizacion de los PEG-HGNs-Exos™MSCs en |os tumores xenograft extraidos de
animales tras 24, 48, 72 h y 1 semana de su administracion intravenosa. B) Biodistribucion in
vivo de los PEG-HGNs-Exos"™MSCs en ratones con un modelo de xenotrasplante.

La ausencia de fluorescencia en los rifiones demuestra que estas vesiculas no
se estaban eliminando via renal, por la orina. Por su parte, en los pulmones, se observé
una acumulacion de exosomas creciente durante las primeras 72 horas, si bien, pasada
1 semana no se detectaron vesiculas en este érgano. Algunos estudios han descrito la
acumulacion de vesiculas extracelulares derivadas de células madre en los pulmones
tras 5 0 24 horas de su administracion.*'*'® Ademas también se ha demostrado que las
MSCs se distribuyen inicialmente en los pulmones, aunque pasados 3 dias de su
administracién tienden a diseminarse por el resto de 6rganos del animal.*'® Por tanto,
dado que los exosomas preservan las entidades bioldgicas y moleculares de las células

de las que derivan, nuestros resultados estan en concordancia con la bibliografia,

278



observando una acumulacion inicial de los PEG-HGNs-Exos"MS¢s

en los pulmones
durante los tres primeros dias de su administracion intravenosa y una desaparicion a
partir de dicho tiempo. En el higado también se observé una acumulacion significativa
de PEG-HGNs-Exos"MS¢s Trabajos previos ya han demostrado que las vesiculas
extracelulares marcadas con sondas fluorescentes y, administradas intravenosamente,
tienden a acumularse mayoritariamente en el higado.**° En el caso del tumor, se observo
una llegada de los exosomas fluorescentes durante todos los tiempos de estudio, si
bien, pasadas 48 horas de su administracién, la cantidad de PEG-HGNs-Exos"PMScs

acumulados en el tumor fue maxima.

El analisis de inmunofluorescencia post mortem realizado en los tumores
demostré de nuevo que, tras 48 horas de la administracion intravenosa de los PEG-
HGNs-Exos"™SCs | |a bioacumulacion de estas vesiculas en los tumores fue maxima
(figura 8.9).

A

Figura 8.9. Imagenes de multialineamiento de fotografias adquiridas en un microscopio confocal
LSM 880 con el objetivo de 20 x de tumores xenograft extraidos de ratones control (A) o de
ratones tratados con PEG-HGNs-Exos""MSCs intravenosamente tras 1 (B), 2(C), 3(D) y 7 (E) dias
de su administracion.

En las imagenes de microscopia confocal puede observarse el tejido tumoral
gracias al marcaje de los nucleos de las células cancerosas con DAPI, asi como la
acumulacion de los exosomas fluorescentes en el citoplasma de dichas células
(observados como agregados rojos). Durante las primeras 24 h se observo una pequefa
acumulacion de estos exosomas, la cual aumenté significativamente a las 48 h
alcanzando un valor maximo. Pese a que se pudo observar una pequena cantidad de

PEG-HGNs-Exos"™SC en los tumores tras 72 h y 1 semana, ésta fue significativamente
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menor comparada con las 48 horas. Estos resultados estaban en concordancia con los

datos de biodistribucion in vivo obtenidos por el IVIS mostrados en la figura 8.8.

La cuantificacion del contenido de oro en el grupo de animales sacrificados tras

48 horas de la administracion intravenosa de los PEG-HGNs-E xos"PMSCs

realizada por
ICP-MS demostré que a pesar de que la mayor parte de las particulas se acumulaban
en el higado, el 1,5 % del oro inicial inyectado en la vena de la cola, se localizaba en el
tumor (figura 8.10). En general, la mayor parte del Au se localizé en el higado (89,7 +
1,9 %), seguido del bazo (4,5 £ 0,8 %), los pulmones (3,4 + 1,8 %), el tumor (1,5 + 0,08
%), los rifiones (0,8 + 0,07 %) y por ultimo el pancreas (0,6 £ 0,1 %). Por su parte, al
evaluar la cantidad de oro presente en estos 6rganos cuando las PEG-HGNs eran
administradas de forma libre (en lugar de encapsuladas en exosomas), los porcentajes
de acumulacion fueron: higado (91,4 + 0,3 %), bazo (7 £ 4,3 %), rinones (1,1 £ 0,62 %),
pulmones (1 + 0,8 %), pancreas (1 £ 0,4 %) y, por ultimo, tumor (0,4 + 0,2 %). Estos
resultados demuestran como la encapsulacion de las particulas en el interior de
exosomas derivados de células madre mesenquimales favorecio su direccionamiento y
su tropismo hacia los tumores, logrando aumentar la cantidad de particulas acumuladas
hasta un 1,5 %. Ademas, cuando las particulas fueron encapsuladas en los exosomas,
el tumor fue el cuarto érgano donde se observé mayor cantidad de oro. Por lo contrario,
cuando éstas fueron administradas de forma libre, el tumor fue el 6rgano donde menor

cantidad de oro se detectd (un 0,4 % de la cantidad inicial administrada).
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Figura 8.10. Resultados de ICP-MS cuantificando la cantidad de oro para evaluar la
biodistribucion de las PEG-HGNs administradas de forma libre o encapsuladas en los exosomas
(PEG-HGNs-Exos"M$Cs) "en un modelo de xenotrasplante tras 48 horas de su administracion
intravenosa en la cola de los animales.

Es importante remarcar que, parte de la inespecificidad y de la migracién de los

PEG-HGNs-Exos"™VSCs al higado puede deberse a la rigidez de estas vesiculas aportada
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por las particulas, lo que favoreceria su paso hacia el higado. Ademas, a pesar de que
se mantuvo la integridad y la funcionalidad de los exosomas, unicamente el 50 % de las
particulas estaban encapsuladas en los mismos (ver capitulo 4). Por tanto, es posible
que parte de este contenido de oro provenga de la poblacién de particulas desnudas
gue no pudieron encapsularse en los exosomas careciendo de las propiedades de

direccionamiento aportadas por los mismos.

El analisis histopatolégico no revelo alteraciones microscopicas visibles

asociadas a la acumulacion de los PEG-HGNs-Exos"MSCs

en ninguno de los tejidos
estudiados. La figura 8.11 recoge imagenes representativas del analisis histopatoldgico
mediante tinciones rutinarias de H&E de diferentes drganos, tras 48 horas y 1 semana

de la administraciéon de los exosomas.

Su analisis indicé la ausencia de efectos adversos evidentes, tales como zonas
de degeneracion, o necrosis, ni siquiera indicaciones de hepatotoxicidad minima
(vacuolizacion), asociables a la acumulacion intracelular de los vectores. El higado de
los ratones control, asi como de los ratones tratados con los exosomas, presentaron
una arquitectura normal con hepatocitos ordenados. En el caso del bazo, se observé
igualmente una organizacion tisular normal de pulpa roja y de pulpa blanca. El pancreas
mostro los islotes de Langerhans bien definidos rodeados por una porciéon exocrina de
tejido pancreatico. En el caso del pulmén, todos los animales presentaron una estructura
caracteristica del tejido pulmonar compuesto principalmente por tejido alveolar, con
espacios alveolares normales y septos alveolares. El parénquima renal de los animales
control y los tratados con exosomas también mostré una estructura histolégica normal,
incluyendo los glomérulos renales rodeados de tejido conjuntivo, asi como los tubulos

contorneados proximales distales.
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8. Exosomas y nanoparticulas. Hipertermia éptica in vivo
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Figura 8.11. Resultados de la tincion de H&E de secciones recogidas pasadas 48 horas y 1
semana de la administracion de los PEG-HGNs-Exos™VSCs (en los animales con el modelo de
xenotrasplante) de los 6rganos estudiados (tumor, rifién, pancreas, higado, pulmén y bazo).

8.3.4. Biodistribucion de los PEG-HGNs-Exos"PMSCs en un modelo tumoral

multinodular

Al igual que en el modelo de xenotrasplante, antes de realizar los experimentos
de terapia mediada por hipertermia 6ptica en un modelo multinodular asemejando un
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tumor metastasico (un reto todavia mayor comparado con el modelo de tumor primario

heMSCs an este modelo.

xenograft), se evalud la biodistribucion de los PEG-HGNs-Exos
Como ya se ha comentado, en este modelo tumoral dio lugar la aparicion de multiples
regiones cancerosas en el pancreas y su entorno, si bien en algunos animales también
se observaron areas cancerosas minoritarias en el higado y en el bazo. La figura 8.12.A
y la figura 8.12.B muestran adquisiciones de bioluminiscencia (para ver los nédulos
tumorales) y de fluorescencia (para ver los PEG-HGNs-Exos"™vS%), del pancreas de
ratones control y de animales sacrificados tras 48, 72 h y 1 semana de la administracion

de los vectores en la vena de la cola de los ratones.
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Figura 8.12. A) Visualizacion de los PEG-HGNs-Exos"MSCs en los pancreas invadidos por
multiples nédulos cancerosos, extraidos de animales tras 48, 72 h y 1 semana de su
administracion intravenosa. B) Biodistribucion in vivo de los PEG-HGNs-Exos"MSCs en ratones
con el modelo multinodular implantado.

Realizando un andlisis semicuantitativo de la intensidad de fluorescencia
detectada en todos los érganos de estos animales, pudo estimarse la biodistribucion de
los PEG-HGNSs-Exos"™MSCs en animales conteniendo multiples nédulos cancerosos en el
peritoneo. Al igual que en el caso del xenotrasplante, la figura 8.12.B demostrdé una
acumulacion mayoritaria de los PEG-HGNs-Exos™5®* tanto en el higado como en los
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pulmones a todos los tiempos de estudio. De nuevo, la acumulacién de estos exosomas
en los pulmones fue maxima pasadas 72 horas de su administracion intravenosa y
posteriormente disminuyo. Por su parte, en el pancreas (conteniendo la mayoria de
nodulos tumorales) pudo observarse una acumulacion maxima de los PEG-HGNs-
Exos"™MS¢s tras 72 horas de su administracion (estadisticamente significativa). En este
punto, cabe destacar que en la figura 8.12.B, no se observo sefal fluorescente en el
pancreas a ninguno de los tiempos de estudio, demostrandose el direccionamiento y la
selectividad en la migracion de los exosomas al pancreas unicamente cuando éste
contenia tumores. Ademas, en el bazo (debido a su proximidad) también se produjo una
acumulacion de los exosomas, ya que éste presentaba también areas tumorales,
principalmente en la zona de union al pancreas, demostrando de nuevo el tropismo
preferencial de los exosomas por las areas de inflamacién (en este caso de zonas
cancerosas) incluso cuando se trataba de multiples areas cancerosas (simulando una

metastasis) y no unicamente de tumores primarios.

El analisis de inmunofluorescencia por microscopia confocal post mortem

realizado en el tejido pancreatico de los animales con los multiples nédulos implantados,
hpMSCs

reveld de nuevo que la acumulacion maxima de los PEG-HGNs-Exos pasadas 72

horas de su administracion (figura 8.13).
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Figura 8.13. Imagenes de multialineamiento de fotografias adquiridas en un microscopio
confocal LSM 880 con el objetivo de 20 x del pancreas conteniendo multiples nédulos tumorales
extraidos de ratones control (A) o de ratones tratados con PEG-HGNs-ExosmPMSCs
intravenosamente tras 1 (B) 2(C), 3(D) y 7 (E) dias de su administracion.

Estos resultados corroboran los mostrados en la figura 8.12, donde se determiné

una cantidad maxima de exosomas fluorescentes en las regiones tumorales a este

hpMSCs

tiempo. De nuevo, la fluorescencia roja proveniente de los PEG-HGNs-Exos se
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observo en el rojo lejano en el citoplasma de las células (en las fotografias se observaron
los nucleos de las células de color azul, marcados en DAPI). A las primeras 24 y 48
horas, no se observé acumulacion de los exosomas en los nédulos cancerosos, si bien
a las 72 horas claramente se visualizo la sefal roja en los tejidos pancreaticos. Pasada

hpMSCs

una semana, todavia habia una cantidad de PEG-HGNs-Exos susceptible de ser

detectada, sibien, la cantidad fue significativamente menor comparada con las 72 horas.

El analisis del contenido de oro por ICP-MS en el grupo de animales sacrificados
tras 72 horas de la administracion en la vena de la cola de los PEG-HGNs-Exos"SCs,
demostroé que a pesar de que gran parte de las particulas se acumulaban en el higado,
el 1,5 % del oro inicial administrado intravenosamente, se localizaba en el pancreas
conteniendo los nédulos cancerosos (figura 8.14). En general, la mayor parte del Au se
localizé en el higado (90 + 2,1 %), seguido del bazo (3,4 £ 1,2 %), los pulmones (3,2 +
0,7 %), el pancreas con los tumores (1,5 + 0,2 %) y los rifiones (0,98 + 0,7 %). Estos

"eMSCs 3 partir del analisis de la

porcentajes de biodistribucion los PEG-HGNs-Exos
cantidad de Au presente en cada uno de los 6rganos, mostraron un perfil similar al
obtenido en los animales con un tumor primario xenograft. De hecho, el 1,5 % de los
exosomas administrados inicialmente se localizaron en el pancreas con los nodulos
cancerosos, pasadas 72 h de la administracion. En el caso del modelo de
xenotrasplante, también el 1,5 % de los PEG-HGNs-Exos"™"S¢ administrados de la

misma manera se localizaron en el tumor tras 48 h de su administracion.
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Figura 8.14. Resultados de ICP-MS cuantificando la cantidad de oro para evaluar la
biodistribucion de las PEG-HGNs administradas de forma libre o encapsuladas en los exosomas
(PEG-HGNs-Exos"™M$Cs) en el modelo multinodular tras 72 horas de su administracion
intravenosa en la cola de los animales.
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Al evaluar la cantidad de oro presente en los 6rganos de los animales a los que
se les administraron las PEG-HGNSs en forma libre (sin encapsularlas en exosomas), los
porcentajes de acumulacion fueron: higado (95,2 + 1,9 %), bazo (2,5 £ 1,4 %), rifones
(0,96 + 0,75 %), pancreas conteniendo los nédulos cancerosos (0,74 + 0,3 %) y, por
ultimo, pulmones (0,5 + 0,2 %). Por tanto, puede concluirse que la biodistribucion de las
PEG-HGNs administradas de forma libre fue similar en el caso de los animales con un
tumor solido xenograft y en animales con el modelo metastasico implantado en el
peritoneo. Por tanto, el analisis por ICP-MS de la cantidad de oro presente en cada uno
de los organos estudiados cuando las PEG-HGNs estaban encapsuladas en los
exosomas o bien administradas desnudas, reveld una acumulacion preferente de éstas
en los multiples nodulos en el pancreas cuando eran encapsuladas. Este tropismo
diferencial por las areas tumorales, era aportado por los exosomas, como en el caso del
xenograft. En el bazo, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre
ambas particulas administradas y, por lo contrario, la cantidad de Au en el higado
disminuy6 cuando las PEG-HGNs se administraron encapsuladas en los exosomas
comparado con su forma libre. Hoy en dia, dirigir terapias a areas metastasicas supone
un gran rato. Estos resultados abren la posibilidad de dirigir y direccionar las particulas
hacia multiples nédulos localizados en el pancreas (simulando noédulos metastasicos)
gracias a su encapsulacién en exosomas derivados de células madre mesenquimales.
De nuevo, al igual que en el caso del modelo xenograft, se observé un tropismo
diferencial hacia los pulmones por parte de los exosomas. Al igual que en el caso
anterior, es posible que parte del oro encontrado en el higado esté asociado a las
particulas que no se lograron encapsular en los exosomas durante su purificaciéon a
partir de los cultivos celulares. Ademas, parte de la migracién de los PEG-HGNs-

EXOShpMSCs

al higado puede deberse a la rigidez de estas vesiculas aportada por las
particulas, lo que favoreceria su paso hacia el higado, e impediria su extravasacion a

otras zonas del organismo.

El analisis histopatologico de los diferentes érganos de los animales con el
modelo multinodular, tampoco revelé6 dafos ni alteraciones provocados por la

acumulacion de los PEG-HGNs-Exos"™"5¢

en los diferentes tejidos. La figura 8.15
incluye imagenes de la técnica inmunohistoquimica de H&E de los diferentes drganos
analizados pasadas 72 horas y 1 semana de la administracion de los exosomas. Al igual
que en el caso del modelo de xenotrasplante, todos los 6rganos presentaron estructuras
histolégicas caracteristicas (previamente descritas) y en ninguno de ellos se observaron

danos degenerativos ni necroéticos derivados de la presencia de los PEG-HGNs-
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8. Exosomas y nanoparticulas. Hipertermia éptica in vivo

hpMSCs

Exos , hi tan siquiera en el higado donde no se evidencié ningun indicador de

hepatotoxicidad producida por la acumulacién de los exosomas cargados con las NPs.

1 semana

AN vl

Control - - 72 h

W 5

Higado iAdn Pancreas

Pulmoén

Bazo

"B\ AR ‘.-.‘ X Y 4 ‘ i ol \ 2 I 3 {78 - . |
Figura 8.15. Resultados de la tincion de H&E de secciones recogidas pasadas 72 horas y 1
semana de la administracion de los PEG-HGNs-Exos™MSCs (en los animales con el modelo
multinodular) de los érganos estudiados (tumor, rifién, pancreas, higado, pulmén y bazo). 60x.

8.3.5. Hipertermia 6ptica mediada por los PEG-HGNs-Exos"PMSCs jn vivo

Una vez comprobada la capacidad de las PEG-HGNs de migrar mas eficazmente
a los tumores cuando estaban encapsuladas en exosomas en lugar de administrarse de
forma libre; y averiguado el tiempo maximo de acumulaciéon de estos PEG-HGNs-

hpMSCs

Exos en ambos modelos tumorales, se procedié a la evaluacién de la capacidad
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fototérmica de este vector para eliminar y erradicar tumores de ambos modelos in vivo.

"PMSCs en la vena de la cola de los

Para ello, se inyectaron 100 ug de PEG-HGNs-Exos
animales (exactamente igual que en los ensayos de biodistribucién). Dentro de cada

modelo tumoral, los animales se dividieron en los grupos indicados en la tabla 8.1.

En el caso de los ratones con el tumor xenograft (modelo de tumor primario
solido), estos se irradiaron pasadas 48 horas de la inyeccion de los PEG-HGNs-

EXOShpMSCs

, por su parte en el caso de los animales con el modelo multinodular, se les
aplicé el laser NIR pasadas 72 horas de la administracion del vector. En ambos tiempos
se observo una acumulacién maxima de los vectores en las areas tumorales de ambos
modelos animales, respectivamente, por lo que se irradiaron con el laser NIR a esos
tiempos con el objetivo de maximizar su efecto. En los grupos sometidos a la irradiacion
NIR, esta fue aplicada durante 5 minutos con una potencia de 2,2y 1,5 W para el tumor
xenograft y para el modelo multinodular, respectivamente. En el caso del modelo
multinodular, se realizé un pequefo corte con ayuda de una microtijera quirurgica para
poder introducir la sonda del laser intraperitonealmente y alcanzar la zona del pancreas
donde se hallaban las multiples regiones tumorales. Pasada una semana de la primera

administracion de los PEG-HGNs-Exos"™"5¢

, se realizé una segunda inoculacién de
100 pg de los mismos y su correspondiente segunda irradiacion de los tumores (en el
caso del xenograft tras 48 h y en el modelo multinodular pasadas 72 horas). La evolucion
del tamafio tumoral en ambos modelos animales se siguio a lo largo del tiempo. En el
caso del tumor xenograft, se evalué con ayuda de un calibre, mientras que, en el caso
del modelo multinodular, se analizé cuantificando la bioluminiscencia de las células

tumorales en el equipo IVIS.

A continuacién, se describen en primer lugar los resultados relativos a la terapia
por hipertermia 6ptica mediada por los PEG-HGNs-ExoshpMSCs en el modelo de

xenotrasplante y por ultimo en el modelo multinodular.

La figura 8.16 muestra fotografias de la secuencia experimental seguida para el
tratamiento de los tumores xenograft con el laser NIR: A) tumor antes de someterse al
tratamiento. B) Tumor siendo irradiado durante la primera aplicacién del laser, C) Tumor
inmediatamente después de irradiar donde puede observarse una cierta inflamacion y
rojez debido a la filtracion de liquido y a la vasodilatacion tras la quemadura producida
por el calentamiento de los PEG-HGNs-Exos™"*®* tras ser irradiadas. D) Tumor una
semana después del tratamiento, tiempo al cual se esta produciendo la recuperacion y
reconstruccion del tejido previamente irradiado. Puede observarse como los bordes de

la quemadura tiran hacia la zona interna y la herida se va haciendo mas pequefia,
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formandose nueva piel sobre este tejido con la ayuda de gldbulo blancos y colageno. E)
Segunda irradiacion 48 horas después de la segunda administracion intravenosa de los
exosomas. Para asegurarnos de la completa eliminacion de las células tumorales, la
segunda irradiacion se centré en la zona circundante del tumor, exactamente en las
mismas condiciones que el primer tratamiento con el laser. F) Fotografia del tumor tras
la segunda irradiacion donde puede observarse la inflamacion producida por el

calentamiento de las PEG-HGNs encapsuladas en los exosomas en el tumor.

Figura 8.16. Fotografias del tratamiento experimental para la eliminacion de un tumor xenograft
en el flanco lateral de un ratén a través de hipertermia 6ptica mediada por los PEG-HGNs-
Exos"PMSCs,

Como muestra la figura 8.17.A, los tumores de los animales de los tres grupos
control (sin PEG-HGNs-Exos™v°® y sin laser; con PEG-HGNs-Exos"™M5% pero sin
aplicar el laser; y sin laser, pero sin la administracion de los PEG-HGNs-Exos"PMSC¢s)
aumentaron de tamafo progresivamente a lo largo del tiempo. Sin embargo, después
de la segunda irradiacion, el grupo que fue irradiado con el laser NIR y que habia

recibido la inyeccion de los PEG-HGNs-Exos"MSCs

, experimentd una disminucién
estadisticamente significativa del tamafo del tumor, sugiriendo que los exosomas no
solo vehiculizaban las particulas fototerapéuticas a los tumores, sino que, ademas,
éstas preservaban su potencial para ser irradiadas y provocar la muerte de las células
cancerosas del tejido tumoral de manera localizada. Los tamafos de los tumores de los
ratones de los diferentes grupos al finalizar el estudio se encuentran en la figura 8.17.B.
La figura 8.17.C muestra fotografias de los tumores de dos ratones tratados con PEG-
HGNs-Exos"™Ss y sometidos a la irradiacion, donde se evidencia una herida ya en
forma de costra como consecuencia del aumento de temperatura provocado, asi como
una disminucién significativa del tamafio del tumor comparado con su tamafo inicial. El
promedio de los tamarfios tumorales el ultimo dia del experimento se recoge en la tabla
8.3. Estos resultados sugieren que los exosomas podrian actuar como vehiculos muy

eficaces de particulas terapéuticas a los tumores, mejorando el conocido efecto EPR
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que se produce por la inyeccion intravenosa de las NPs desnudas. La efectividad del
efecto EPR depende significativamente del tipo de tumor, y se ha descrito una gran
variabilidad de su efecto en diferentes ensayos clinicos, cuestionando su eficacia
terapéutica.*?'*?> Ademas, los resultados mostrados en esta memoria sugieren que el
uso de exosomas en vez de las propias células secretoras, es significativamente mas
eficaz y presenta numerosas ventajas, ya que se trata de vesiculas de menor
complejidad bioldgica que las células completas, con menor inmunogenicidad y menor

tamanfio, favoreciendo su acumulacién en los tumores mas eficazmente.'”?
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Figura 8.17. A) Evolucién del tamafio tumoral a lo largo del tiempo en los diferentes grupos
experimentales dentro del modelo xenograft. B) Tamafno de los tumores a tiempo final.
C)Fotografias tomadas durante toda la duracion del experimento, desde el primero hasta el
ultimo dia, observandose la aparicion de una quemadura y una disminucién del tamafo del tumor
como consecuencia de un incremento de temperatura causada por la acumulacion de las PEG-
HGNs-Exos"™MSCs en el tumor y su posterior irradiacion con el laser NIR.

Tabla 8.3. Tabla recogiendo el tamafio final de los tumores de los diferentes grupos

experimentales.

Grupo Tamaiio del tumor al terminar el
estudio (mm?)
Control 1) sin PEG-HGNs-Exos"PMSCs y sin laser 215+ 721
Control 2) con PEG-HGNs-Exos""MSCs y sin laser 185,9 + 81,96
Control 3), sin PEG-HGNs-Exos"MSCs y con laser 142,4 + 62,4
Con PEG-HGNs-Exos"PVSCs y con laser 34,05 + 251
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La figura 8.18 muestra la monitorizacién de la temperatura durante las dos
irradiaciones realizadas a los animales con el modelo xenograft, tanto en ausencia como
en presencia de PEG-HGNs-Exos"™VS¢s. Los resultados demuestran como en ambas
irradiaciones, tras 2,5 minutos de aplicacion del laser se produjo un aumento de
temperatura de 7 °C unicamente en el grupo de ratones tratado previamente con los
PEG-HGNSs-Exos™MSCs_ Al finalizar la irradiacién pasados los 5 minutos, la temperatura
lleg6 a alcanzar los 45 °C en la region tumoral. Por el contrario, en el caso de los ratones
que no habian recibido la administracion de los exosomas, la temperatura aumenté
unicamente 5 grados desde el inicio de la irradiacion. Este aumento de temperatura
inespecifico es inherente al propio laser y no caus6 un incremento lo suficientemente

grande como para provocar la muerte de las células.
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Figura 8.18. Medicion de la temperatura en el tumor durante la aplicacion del laser en el tumor
de ratones tratados con PEG-HGNs-Exos"™MSCs y en ratones control durante los dos ciclos de
irradiacion.

En el caso del modelo multinodular, en primer lugar, se optimizaron las
condiciones de aplicacion del laser en estudios preliminares ex vivo. La figura 8.19
muestra la irradiacion de higado, pancreas y bazo con la fibra del laser radial empleada
en el modelo multinodular mientras se monitorizaba la temperatura. Estos resultados
demuestran un aumento de temperatura progresivo cuando se incrementaba la potencia
del laser en los tres 6rganos. Se eligié la potencia de 1,5 W para llevar a cabo el
experimento de hipertermia éptica in vivo.
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Figura 8.19. Ensayo preliminar para optimizar la potencial del laser empleada para llevar a cabo
el experimento de hipertermia 6ptica in vivo en los nddulos cancerosos intraperitoneales,
localizados principalmente en el pancreas.
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8. Exosomas y nanoparticulas. Hipertermia éptica in vivo

En este modelo animal, las multiples regiones cancerosas no se irradiaron
externamente ya que se encontraban en el peritoneo adheridas o englobadas
principalmente en el pancreas. Por ello, se realiz6 una pequefia incisibn con una
microtijera quirdrgica para introducir una fibra diferente a la empleada en el modelo
anterior (ver figura 8.4 y figura 8.20.A). Una vez aplicado el laser durante 5 min con
una potencia de 1,5 W, se realizaron uno o dos puntos de sutura (dependiendo de la
longitud de la incision). A los animales se les administré subcutdneamente analgesia
inmediatamente después de la operacion (figura 8.20.B). Pasadas 24 h de la incision,
la herida comenzo6 a cicatrizar (figura 8.20.C), y al cabo de una semana, ésta estaba
completamente cerrada y cicatrizada (figura 8.20.D). A este tiempo, se realizé una

segunda administracion intravenosa de los PEG-HGNs-Exos""S¢s

y su correspondiente

irradiacion con el laser NIR tras 72 horas.

Figura 8.20. Fotografias del tratamiento experimental para la eliminacion de los nddulos
tumorales en el pancreas de los por hipertermia éptica mediada por los PEG-HGNs-Exos"VSCs,

Al igual que en el modelo anterior, las diferencias en los tamafios (cuantificadas
a partir del nivel de bioluminiscencia de las células cancerosas) entre los diferentes
grupos empezaron a ser visibles aproximadamente a partir del dia 19 y tras el segundo
tratamiento (figura 8.21.A). La bioluminiscencia de los nddulos cancerosos de los
diferentes grupos de animales a tiempo final, se encuentra en la figura 8.21.B. En la
figura 8.21.C se recogen imagenes representativas de bioluminiscencia de IVIS de dos

heMSCs e irradiados con el laser desde el inicio

animales tratados con los PEG-HGNs-Exos
hasta el final del experimento completo. Como puede observarse, la intensidad de
luminiscencia, y por tanto la viabilidad de las células tumorales y en consecuencia el
tamano y cantidad de los nédulos disminuy6 a lo largo del tiempo. En el caso inferior,

incluso se observé la reduccion y eliminacion completa de las zonas tumorales en el
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pancreas al término del experimento tras las dos administraciones de los exosomas y

las correspondientes irradiaciones con el laser NIR.
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Figura 8.21. A) Seguimiento del tamafio y del nimero de nddulos tumorales pancreaticos a lo
largo del tiempo en los diferentes grupos experimentales. B) Bioluminiscencia de nédulos
tumorales a tiempo final. C)imagenes de IVIS realizadas durante toda la duracion del
experimento, desde el primero hasta el ultimo dia, observandose la disminucion progresiva de la
bioluminiscencia de las células tumorales, hasta en algunos casos, su completa eliminacion,
debido a un incremento de temperatura causada por la acumulaciéon de las PEG-HGNs-
Exos"PMSCs en el tumor y su posterior irradiacion con el laser NIR.

La figura 8.22 recoge las temperaturas alcanzadas durante los dos ciclos de
aplicacion del laser intraperitonealmente en animales tratados con PEG-HGNs-
ExoshpMSCs y en animales control. En ambas irradiaciones, tras 2,5 y 5 minutos, la
temperatura aumenté hasta mas de 40 °C unicamente en el grupo de ratones tratado
con el vector exosomal. En el caso de los ratones que no habian recibido la
administracion de los exosomas con las particulas, la temperatura aumentd Unicamente

2 °C desde el inicio de la irradiacion. Cabe destacar que en este caso se observé un
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aumento de la temperatura menos evidente y marcado (aunque estadisticamente
significativo comparado con el control). Esto se debe a que la medicién de la
temperatura no se realizé intratumoralmente sino externamente. Ademas, con el
objetivo de no dafiar érganos internos esenciales, la potencia de aplicacion del laser en
el caso del modelo (1,5 W) multinodular fue menor a la empleada para tratar los ratones
xenograft (2 W).
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Figura 8.22. Seguimiento de la temperatura en el area irradiada durante la aplicacion del
intraperitonealmente en ratones tratados con PEG-HGNs-Exos"PMSCs y en ratones control durante
los dos ciclos de irradiacion.

Los resultados mostrados en este capitulo han demostrado la habilidad de los
exosomas derivados de MSCs para alcanzar e implantarse en el estroma tumoral,
acumulando mayores cantidades de NPs terapéuticas en la diana de interés. En
concreto, se ha conseguido la remisién casi completa del tamafo tumoral en tumores
solidos subcutaneos, pero, ademas, también se ha logrado erradicar y frenar la
progresion y diseminacion de areas cancerosas multinodulares simulando neoplasias
en etapas metastasicas avanzadas, lo que supone un reto mayor frente al tratamiento
de un tumor primario. Para corroborar esta hipétesis y verificar la eficacia del tratamiento
en ambos modelos tumorales, se llevd a cabo un analisis histopatolégico.
Concretamente, se realiz6 una tincién inmunohistoquimica de la proteina Ki-67. Se trata
de un antigeno nuclear que se utiliza como marcador de proliferacion celular, cuya
expresion en tumores se ha correlacionado con un aumento en la velocidad de
crecimiento de dichas células cancerosas. En concreto, se expresa en las células que
se prepararan para dividirse y dar lugar a células hijas, por lo que es ampliamente
empleado como biomarcador de proliferacion para estimar ratios de crecimiento, ya que
a través de una tincién colorimétrica inmunohistoquimica permite medir el porcentaje de
células tumorales que expresan esta proteina. Por tanto, a mayor numero de células
positivas (que expresan Ki-67), mayor es la velocidad con la que se dividen para dar
lugar a nuevas células tumorales. El analisis imunohistoquimico de la expresion de Ki-

67 (en el area central de los tumores primarios del modelo de xenotrasplante, y en las
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8. Exosomas y nanoparticulas. Hipertermia éptica in vivo

regiones cancerosas del modelo multinodular recogidos al final del experimento en los
diferentes grupos animales), evidencid que los tumores de los grupos que no habian
recibido ni exosomas ni laser, exosomas sin laser o laser sin exosomas, presentaban
una expresion significativamente menor de Ki-67 comparado con el grupo que recibié la

inyeccion de los PEG-HGNs-Exos""MS¢s

y la posterior irradiacion con el laser NIR (figura
8.23). La tabla 8.4 recogen los porcentajes de células negativas y positivas para la

tincién de la proteina Ki-67.

X,
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Con laser con
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Figura 8.23. Resultados de la tinciéon de Ki-67 de los tumores xenograft, y de multiples areas
cancerosas localizadas en el pancreas, en los animales con el modelo xenograft y con el modelo
multinodular, respectivamente.
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Tabla 8.4. Tabla conteniendo los porcentajes de células negativas y positivas para Ki-67 de el
tumor de los animales con el modelo de xenotrasplante y con el modelo multinodular.

Grupo % de células Ki-67 positivas
Control 1) sin PEG-HGNs-
Exos"PMSCs y gin laser 90,93 £ 14,4
Control 2) con PEG-HGNs-
Modelo Exos"PMSCs y sin laser 96,32£ 5,85
ft trol in PEG-HGNs-
xenogra Contro h3z/;siln G-HGNs 93,59 + 9,28
Exos"™ y con laser
. . hpMSCs
Con PEG HGNs, Exos y 1,40 £ 2,19
con laser
Control 1) sin PEG-HGNs-
Exos"PMSCs y sin laser 86,15+ 17,45
Control 2) con PEG-HGNs-
Modelo Exos"PMSCs y sin laser 66,88 £ 22,77
multinodular Control 3), sin PEG-HGNs-
Exos"PMSCs y con laser 65,3+28
. . hpMSCs
Con PEG HGNs, Exos y 5,03 + 5.41
con laser

Estos datos indican que en los ratones tratados con el laser a los que se les

heMSCs no se observaron casi

habian administrado previamente los PEG-HGNs-Exos
células positivas para Ki-67 y se pudieron visualizar areas necréticas compatibles con
la muerte de las células cancerosas, provocada por un aumento de la temperatura
asociada al tratamiento. Estos resultados evidencian la eficacia de esta terapia basada
en exosomas combinadas con AuNPs con propiedades de hipertermia optica,
combinadas con un laser en el rango NIR. Ademas, estos resultados sugieren la
posibilidad de un pronéstico favorable de la evolucién tumoral tras la aplicaciéon de la

terapia fototérmica.

8.4. Conclusiones

hPMSCs an un modelo de

Los ensayos de biodistribucion de los PEG-HGNs-Exos
tumor primario (xenotrasplante) y en un modelo similar a un cancer metastasico
(multinodular) muestran una mayor acumulacion estadisticamente significativa de las
particulas plasménicas cuando éstas se encapsulaban en exosomas en lugar de
administrarse de forma libre. Los PEG-HGNs-Exos"M5¢ |ocalizados en las éareas
cancerosas en ambos modelos animales son capaces de provocar un aumento de
temperatura cuando son excitados con un laser NIR de 808 nm y transformar esta
energia luminosa en energia térmica, provocando la muerte de las células tumorales
circundantes de manera localizada. En analisis de la proteina Ki-67 para evaluar la
eficacia del tratamiento y el pronéstico de los animales, demuestran que la irradiacién

hpMSCs

con el laser NIR de los tumores conteniendo los PEG-HGNs-Exos son un
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tratamiento muy eficaz, provocando la erradicacion de casi la totalidad de células

malignas.

Estos resultados abren la posibilidad de desarrollar una nueva estrategia eficaz
para abordar el tratamiento tanto de tumores en fases tempranas como en fases tardias,

lo que hoy en dia todavia supone un reto.
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Imagen de microscopia confocal de células de melanoma B16-F10.
Marcaje de la actina (rojo), HGNs (amarillo) y nucleos (magenta).



9. Conclusiones

A. Conclusiones generales
B. Main conclusions







9.A. CONCLUSIONES GENERALES

Las conclusiones especificas de este trabajo se han indicado en la seccion final
de cada capitulo. Aqui se exponen las conclusiones generales obtenidas, estructuradas
siguiendo las areas principales de trabajo discutidas en los capitulos anteriores: 1)
estrategias para la encapsulacion de nanomateriales dentro de los exosomas, 2)
aplicacion de exosomas cargados con NPs para el tratamiento de tumores, y 3) técnicas
de diagndstico e imagen de areas cancerosas basadas en los exosomas cargados con
NPs.

Estrategias para la encapsulacion de los nanomateriales dentro de los

exosomas.

1. Los exosomas pueden aislarse a partir de cultivos de diferentes lineas
celulares mediante ciclos de ultracentrifugacion sucesivos, tanto en
ausencia como en presencia de NPs.

2. Los métodos fisicoquimicos de encapsulacién forzada de las PEG-
HGNs (sonicacion, choque térmico, incubacion a temperatura
ambiente en ausencia y presencia de saponina y electroporacion),
dan lugar a eficacias de encapsulaciéon de las PEG-HGNs en
exosomas relativamente bajas, y por lo general, causan dafios en la
membrana exosomal.

3. Elmétodo de carga indirecta de particulas plasmoénicas (PEG-HGNSs)
a través de la captacién natural por parte de las células parentales
(tanto cancerosas como células madre) alcanza mejores
rendimientos de encapsulacion y, ademas, mantiene la integridad de
la membrana exosomal, por lo que se considera un método preferible
a los métodos de encapsulacion forzada.

4. Lamolécula hidrofébica Perfecta puede encapsularse eficazmente en
exosomas utilizando el mecanismo natural de su biogénesis tras la
incubacion de la misma en forma de emulsién con lecitina.

5. El empleo de CO como agente reductor de diferentes precursores
metalicos da lugar a la generacion de nanoestructuras de metales
nobles (AuNPs, PdNSs y PtNPs) en el interior de exosomas,
preservando la integridad, morfologia, estructura y funcionalidad de

la membrana exosomal.
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Técnicas de diagndstico e imagen de areas cancerosas basadas en los

complejos hibridos de exosomas y NPs.

6.

Los Perfecta-Exos™SCs

se acumulan en tumores xenograft in vivo,
sirviendo como agentes de contraste no invasivos de imagen por °F-
MRI.

Las técnicas de microfluidica disefiadas en esta memoria permiten la
captura de exosomas y su separacion a partir de diferentes fluidos a
través de una captura magnética de inmunoafinidad. En concreto, se
han aislado exitosamente exosomas a partir de sangre entera
periférica de pacientes con CP sin necesidad de ningun
pretratamiento adicional, sirviendo como elementos no invasivos y

fiables para el diagndstico y seguimiento de este tipo de tumores.

Aplicacion de los exosomas cargados con las NPs para el tratamiento de

tumores.

8.

10.

11.

Los complejos PEG-HGNs-Exos"™M5¢s y PEG-HGNs-Exos®'®F'? se
internalizan preferentemente en el citoplasma de sus células
parentales, incluso cuando éstas son co-cultivadas con otras lineas
celulares, mediando su muerte selectiva in vitro por hipertermia
Optica.

El uso de exosomas como vehiculos transportadores de NPs a
tumores permite acumular mas eficazmente las terapias en las areas
neoplasicas comparado con la administracion de las particulas libres
recubiertas con PEG, es decir, mejora significativamente el
direccionamiento efecto EPR.

La irradiacion con un laser NIR de tumores primarios en un modelo
de xenotrasplante, asi como de areas neoplasicas en un modelo
multinodular intraperitoneal en animales previamente tratados
intravenosamente con los PEG-HGNs-Exos™S¢s produce una
reduccion significativa del tamafo de dichos tumores.

Los Pt-Exos presentan propiedades citotoxicas especificas capaces
de producir la muerte selectiva de lineas celulares diana
(correspondientes a las células parentales secretoras de los

correspondientes exosomas).
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12.Los Pd-Exos son capaces de mediar cataliticamente la activacion
bioortogonal intracelular del Panobinostat® en células tumorales de
manera selectiva, gracias a la especificidad en la entrega del

catalizador mediada por exosomas de las propias células.
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9.B. MAIN CONCLUSIONS

The specific conclusions of this work were presented in the corresponding
chapters. Here, we present the general conclusions classified in three main areas of
work: 1) strategies for the encapsulation of nanomaterials within exosomes, 2)
application of nanoparticle loaded exosomes for cancer treatment, and 3) techniques for

tumor diagnosis and imaging with exosome-nanoparticle hybrids.

Strategies for the encapsulation of nanomaterials within exosomes.

1. Exosomes can be isolated by ultracentrifugation cycles from cell
cultures, both in the presence or absence of nanoparticles in the
culture media.

2. The physicoquemical methods for forced encapsulation tested in this
work (sonication, thermal shock, incubation at room temperature,
incubation assisted by saponin and electroporation), gave relatively
low loading yields for PEG-HGNs, and caused damage to the
exosomal membrane.

3. The natural biogenesis pathway of exosomes, is highly efficient to
achieve the encapsulation of plasmonic nanoparticles (PEG-HGNSs)
into exosomes derived from tumoral and from mesenchymal stem
cells, and allows to preserve the integrity of the exosomal membrane.
It is thus considered a superior technique in comparison with forced
encapsulation methods.

4. The Perfecta hydrophobic molecule is efficiently incorporated in

EXOSmMSCs

using the natural exosome biogenesis pathway, by
incubation as a lecitin emulsion.

5. Noble metals nanostructures (Pd-NPs, Au-NPs and Pt-NPs) can be
generated inside exosomes using a mild methodology that is based
on CO-mediated reduction of the corresponding ionic precursor
directly inside the extracellular vesicles. This procedure preserves the
integrity, morphology, structure and functionality of the exosomal

membrane.

Techniques for tumor diagnosis and imaging with exosome-nanoparticle
hybrids.
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6.

Perfecta-Exos™SC are able to successfully accumulate in xenograft
tumors, serving as a promising and non-invasive contrast agent tool
by "°F-MRI.

. The microfluidic techniques developed in this work use magnetic

nanoparticles covered with an exosomal antibody for the isolation of
exosomes from different fluids, including whole blood obtained from
pancreatic cancer patients without the need of any pretreatment. The
results show the potential use of exosomes as reliable and non-

invasive tools for diagnosis of pancreatic cancer.

Application of nanoparticle loaded exosomes for cancer treatment.

8.

10.

11.

12.

PEG-HGNs-Exos"™S¢ and PEG-HGNs-Exos®'®F"° are efficiently
internalized, transferring therapeutic material into the targeted cells
(i.e. parental cells from which they are derived), demonstrating
selective in vitro optical hyperthermia therapy based on exosome
delivery of NIR-responding plasmonic nanoparticles.

The use of exosomes as vectors to deliver PEG-HGNs to tumor areas,
accumulates more efficiently the nanoparticles in the neoplastic areas
compared with the free administered PEG-HGNSs. It represents a
significant improvement compared to delivery by EPR effect.
PEG-HGNs-Exos™ S act as efficient transducers in vivo of near
infrared light into heat when intravenously injected (in a xenograft
mice model and in animals with a multinodular intraperitoneal model),
leading to the death of cancer cells and to the reduction of the tumors
in both animal models.

Pt-Exos present specific cytotoxic properties for cancer treatment,
leading to selective in vitro cell death by exosome mediated delivery.
Pd-Exos maintain the targeting capabilities of exosomes and are able
to perform biorthogonal uncaging reactions in the target cells through

the in situ activation of the anti-cancer drug Panobinostat®.
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Imagen de microscopia confocal de células de melanoma B16-F10.
Marcaje de la actina (amarillo) y nucleos (cian).
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ANEXO 4: METODOLOGIA ADICIONAL. Pd-Exos?54
COMO AGENTES CATALITICOS BIOORTOGONALES

Sintesis del sensor 1 susceptible de ser modificado por Pd

La sintesis del sensor 1 se llevé a cabo por la Dra. Belén Rubio y la Dra. Ana
Pérez del grupo de investigacion del Prof. Asier Unciti de la Universidad de Edimburgo.
Resumidamente, para generar el compuesto 1 o proresofurina, en primer lugar 300 mg
(1,4 mmol) el compuesto 2 (resofurina) y 390 uL (2,8 mmol) de 1,8-diazbiciclo
[6.4.0Jundec-7-eno (DBU) se disolvieron en dimetilformamida (DMF) seca (5 mL) en una
atmosfera de N.. Posteriormente, 240 uL (2,8 mmol) de bromuro de propargilo de
disolvieron en 0,5 mL de DMF seca y se afiadieron gota a gota a la disolucion anterior.
La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 18 horas, se eliminé el
disolvente y finalmente se anadié diclorometano (DCM) para obtener un soélido
precipitado. La mezcla se filtrd y el compuesto resultante se lavd dos veces con 10 mL

de H20 en un embudo de separacion.

Por ultimo, se seco la fase organica utilizando MgSO4 anhidro y el crudo se
purificd6 mediante cromatografia TLC (2,5 % de MeOH en CH.CI,), hasta obtener el
compuesto 1 como un solido naranja. La figura A.1 ilustra la reaccion quimica llevada

a cabo para sintetizar el compuesto 1.
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Figura A.1. Reaccién quimica llevada a cabo para sintetizar la proresofurina (compuesto 1) a
partir del farmaco resofurina (compuesto 2).

Sintesis de la prodroga 4

La prodroga 4 fue también sintetizada en la Universidad de Edimburgo. Para ello,
se siguid la reaccion mostrada en la figura A.2. En primer lugar se sintetiz6 el
compuesto 5 (bromuro de p-(propargiloxi)bencilo). Para ello, el alcohol 4-Hidroxibenzil

se tratdé con bromuro de propargilo y K>COs para dar lugar al alcohol p-




(propargiloxi)bencilo, el cual se convirtio finalmente en su correspondiente intermedio
halogenado utilizando CBr4/PPh;.*%

En la siguiente etapa, se sintetizO el compuesto 6 (N-[4-
(propargiloxi)benziloxiJftalamida) siguiendo un procedimiento previamente descrito para
la sintesis de otras N-(alquil)ftalamidas.*** Resumidamente, 360 mg (2,2 mmol) de N-
hidroxiftalamida se disolvieron en DMF seca bajo una atmdsfera de nitrégeno. Esta
solucién se afadio a una suspension que contenia 2,6 mmol de NaH en DMF, dando
lugar a una solucion roja opaca. Posteriormente, el compuesto 5 (4,4 mmol) disuelto en
DMF se anadié gota a gota a la mezcla anterior, y la reaccion se calentd hasta 70 °C
durante 24 horas bajo agitacion magnética. El disolvente DMF se elimind y el residuo se
suspendié en CHCIs y se lavd con H.O, NHSO3/Na>CO; (aq). EI CHCIs se secéd con
Na>SO4 anhidro hasta evaporarlo completamente. El sélido resultante se recristalizé

obteniéndose un solido de color amarillo palido.

A continuacién se genero el compuesto 7. Para ello, 350 mg del compuesto 6
(1,1 mmol) se disolvieron en 6 mL de dietil éter conteniendo hidracina monohidrato (2,2
mmol). La mezcla se llevd a agitaciéon durante 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, el residuo soélido se obtuvo por filtracion y se afadié HCI en éter (2M, 4
mL) bajo agitacion continua. La reaccion se agité de nuevo durante 2 horas mas y el
compuesto resultante se filtrd y secd, dando lugar al compuesto 7 en forma de un sélido

blanco.

El compuesto 8 ((E)-metil 3-(4-{[2-(2-metil-1H-indol-3-il)etilamino]metil}fenill)
acrilato) se sintetizo segun lo indicado en literatura.*® Posteriormente, una disolucion
acuosa de NaOH 1N (0,5 mL) se afiadi6é gota a gota sobre 140 mg (0,4 mmol) de este
compuesto 8 contenidos en THF/H20O (1:5; 2,5 mL). La mezcla resultante se agitd a
temperatura ambiente durante toda la noche y se acidifico utilizando una disolucion
acuosa de HCI 3N. El precipitado resultante se filtré y lavé minuciosamente con CH3CN

y se seco a vacio para dar lugar al compuesto 9.

En la ultima etapa del proceso de sintesis de este profarmaco, 25 mg del
compuesto 9 (0,075 mmol) y 24 mg del compuesto 7 (0,112 mmol) se afadieron a 1 mL
de H»O. Posteriormente, 43 mg de N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
clorohidrato (0,225 mmol) se afiadieron a la muestra. La reaccion se mantuvo en
agitacion durante 6 horas a temperatura ambiente y a pH constante 4,5. Finalmente, se
elimind el agua y el producto obtenido se suspendid en acetonitrilo y filtrado a vacio. Por

ultimo, la solucién final se purific6 mediante cromatografia TLC con DCM:MeOH 7:3
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dando lugar al compuesto 4 en forma de un sélido amarillo. La figura VII.10 ilustra paso

a paso la sintesis de la profarmaco (compuesto 4).
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Figura A.2. Descripcion de las etapas realizadas para sintetizar el compuesto 4 (profarmaco).

Determinacion de la fluorescencia de los compuestos 1 vy 2

A continuacion se describe la metodologia empleada para medir la fluorescencia
de los compuestos 1y 2 (de la proresofurina y de la resofurina, respectivamente). En
primer lugar se prepararon disoluciones de ambos compuestos en PBS a una
concentracion de 25 uM y pH 7,4. Para su completa y correcta homogeneizacion, las
mezclas se agitaron a 1200 rpm durante 10 minutos a 37 °C. La fluorescencia de ambos
compuestos se cuantifico en el fluoroespectrometro NanoDrop 330 (excitacion 460-650

nm). Una disolucion de PBS se utilizé como blanco.

A5 se afiadieron a una

En otro experimento, 0,6; 0,8; 1 y 2 ug de Pd-Exos
solucion de 500 uL del compuesto 1 en PBS (100 uM) para obtener concentraciones
finales de 0,12; 0,16; 0,20 y 0,40 ng de Pd-Exos***® en 100 pL, respectivamente. Las
mezclas se agitaron a 700 rpm a 37 °C y la fluorescencia de la reaccion se monitorizé
durante 16 horas utilizando un lector PerkinElmer En Vision 2120 (ex/em 540/590 nm).
El compuesto 1 sélo (100 uM) o en presencia de exosomas sin PANSs en su interior
(Exos™**), se utilizd como control negativo. Por lo contrario, el compuesto fluorescente
2 o resofurina (100 uM) se empled como referencia (control positivo). El porcentaje de
conversion del compuesto 1 al compuesto 2, es decir, de la proresofurina a la resofurina

A549

mediado por los Pd-Exos™™, se estimd a partir del control positivo.

Un experimento de microscopia time-lapse se realizé para visualizar a tiempo
real la activacién del compuesto 1 y su transformacion al compuesto 2 (fluorescente)
mediada por los Pd-Ex0s***°. Se empled un microscopio Time-Lapse (Leica AF6000 LX)

con un objetivo 20x (Ex/em 560/630 nm) para visualizar: 1) 0,5 mL del compuesto 1 (20
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uM) como control negativo (no fluorescente); 2) 0,5 mL del compuesto 2 (20 uM) como
control positivo (fluorescente); y 3) el compuesto 1 (0,5 mL, 20 uM) en presencia de los
Pd-Exo0s"**°. Las muestras se depositaron en una placa p-Slice (Ibidi) de 8 pocillos y se
observaron durante 24 horas. Las imagenes se tomaron cada 15 minutos y los videos

conteniendo la secuencia completa se realizaron con el software Image J (v.1.49).

Reciclaje de los Pd-Exos

A549

Tras corroborar que los Pd-Exos eran cataliticamente activos y que eran

capaces de mediar la conversion del compuesto 1 al compuesto 2, se evalud su posible
recuperacion y reutilizacion sucesivas veces. Para ello, una vez que los Pd-Exos"**
llevaron acabo una primera reaccién del compuesto 1 al 2 en las condiciones
experimentales descritas en la seccién anterior, estos se recuperaron a través de
centrifugacion (13000 rpm durante 30 minutos) y una disolucion fresca del compuesto 1
en PBS (100 uM) se afiadié sobre estos Pd-Exos"** recuperados. Las mezclas se
agitaron de nuevo a 700 rpm a 37 °C y se sigui6 la fluorescencia de la reaccion (es decir,
la aparicién del compuesto 2) durante 16 horas con un lector PerkinElmer En Vision

2120 (ex/em 540/590 nm). Este ciclo se repitio tres veces.

Determinacion de la constante de reaccion (K)

AS49 se afiadio a 500

Para determinar la constante de reaccion, 1 ug de Pd-Exos
uL de una disolucion del compuesto 1 a diferentes concentraciones (25, 50 y 100 uM)
en PBS. Las mezclas se agitaron a 700 rpm a 37 °C y la reaccién se monitorizé durante
24 horas midiendo la fluorescencia generada en un lector PerkinElmer En Vision 2120
(ex/fem 540/590). La concentracion del compuesto 2 generado se calculdé en base a la
intensidad de fluorescencia del compuesto 2 (resofurina) como control positivo (también
con concentraciones de 25, 50 y 100 uM). La constante de reaccién (K) se estimo a
partir una regresion lineal de los datos experimentales representando el Ln de la
concentracion del compuesto 1 frente al tiempo, obteniendo el valor de K como la

pendiente de dichas curvas experimentales.

Para sintetizar este farmaco, en primer lugar se intent6 una estrategia sin éxito
(debido a la presencia de varios grupos nucleofilicos en la molécula) de alquilacién de
los grupos OH del Panobinostat® (3) con p-(propargiloxi)benzil bromuro.®%?
Consecuentemente se explord una estrategia alternativa en la cual el compuesto 4
(profarmaco) se sintetizé totalmente desde cero, siguiendo el protocolo esquematizado

en la figura A.2.
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ANEXO 5: MONTAJE EXPERIMENTAL: IRRADIACION
DE ANIMALES CON LASER NIR
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Figura A.3. Montaje experimental del area de trabajo para realizar la irradiacion de los tumores
en el modelo animal conteniendo A) el tumor xenograft y B) las regiones multinodulares en el

pancreas.
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