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RESUMEN

El presente Trabajo de Fin de Master, titulado “Liofilizacion de Vesiculas
extracelulares para el direccionamiento de nanoparticulas terapéuticas contra
células tumorales diana”, ha sido desarrollado en el grupo de Investigacion de
Particulas y Peliculas Nanoestructuradas (NFP), perteneciente al Instituto de
Nanociencia y Materiales de Aragén (INMA) de la Universidad de Zaragoza y
del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).

Las vesiculas extracelulares (EVs), y en particular los exosomas, son
estructuras de pequefio tamafo, entorno a los 100 nm de didmetro, y de origen
endosémico que participan activamente en la comunicacion intercelular, lo que
las convierte en candidatas idéneas como vehiculos de administracion dirigida
de farmacos o nanoparticulas (NPs) hacia células diana.

Este estudio se centra en el desarrollo de un método de liofilizacion para
la generacion y conservacion de EVs cargadas con NPs metalicas terapéuticas
como herramienta antitumoral, analizando su impacto en la estabilidad,
capacidad de internalizacion y especificidad celular. En definitiva, esta
investigacion contribuye al avance del conocimiento en el uso combinado de
nanotecnologia y terapias avanzadas, con el objetivo de optimizar sistemas de
entrega terapéutica selectivos, eficientes y personalizados frente al cancer.

ABSTRACT

This Master's Thesis, entitled ‘Lyophilisation of extracellular vesicles for
the targeting of therapeutic nanoparticles against tumour cells’, has been
developed in the Nanostructured Particles and Films (NFP) research group,
belonging to the Institute of Nanoscience and Materials of Aragon (INMA) of the
University of Zaragoza and the Spanish Nationnal esearch Council (CSIC).

Extracellular vesicles (EVs), and in particular exosomes, are small
structures, around 100 nm of diameter and of endosomal origin that actively
participate in intercellular communication, which makes them promising
candidates as vehicles for targeted delivery of drugs or nanoparticles (NPs) to
target cells.

This study focuses on the developments of a freeze-drying method to
create and preserve EVs loaded with therapeutic metallic NPs as antitumoral
tools, analysing their impact on stability, internalisation capacity and cell
specificity. To sum up, this research contributes to the advancement of
knowledge combining the last advances of nanotechnology with advanced
therapies, in order to optimize more selective, efficient and personalised
therapeutic delivery systems against cancer.



1. INTRODUCCION

1.1 CONTEXTO DEL CANCER

El cancer es actualmente una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad a nivel global. Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), en el afio 2019 fue una de las principales causas de muerte prematura,
antes de los 70 afios, en 112 de los 183 paises analizados [1]. Estas cifras
globales siguen aumentando: en el aflo 2020 se registraron 18,1 millones de
nuevos diagndsticos de céancer, excluyendo los tumores cutaneos no
melanoma, y se produjeron aproximadamente 10 millones de muertes
relacionadas con esta enfermedad [1].

Ademas, las expectaciones futuras son preocupantes. Se estima que en
el afio 2040 el numero de casos nuevos anuales alcance los 29,5 millones,
debido al crecimiento poblacional, al envejecimiento de la poblacion y al
aumento en la exposicion a factores de riesgo como el tabaquismo, el consumo
de alcohol, la obesidad, la dieta inadecuada y el sedentarismo. A nivel nacional,
la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) estima que en 2025 se
produciran 296.103 nuevos diagndsticos, un 3,3% mas que en 2024, y que esta
cifra se incrementara hasta superar los 350.000 casos en el afio 2050 [2]

Desde el punto de vista biologico, el cancer se define como un grupo de
enfermedades caracterizadas por un crecimiento celular andmalo vy
descontrolado, producto de mutaciones genéticas que alteran los mecanismos
reguladores del ciclo celular. Estas mutaciones permiten que las células
malignas evadan los mecanismos fisioloégicos de control del organismo, se
multipliqguen de forma continua, y formen agregados celulares o tumores con
capacidad para invadir tejidos sanos, alterar su fisiologia y dar lugar a
metastasis. Los cinco tipos de cancer mas frecuentes a nivel mundial en 2022,
de acuerdo con el Global Cancer Observatory (GCO), fueron el cancer de
pulmén, mama, colorrectal, prostata y estomago (Figura 1) [3].

Este Trabajo fin de Master se ha centrado especificamente en el
melanoma, una neoplasia cutanea que, aunque representa solo el 1% de los
canceres de piel, es la forma mas agresiva y letal debido a su elevada
capacidad invasiva y metastasica [4]. En Espafia, la incidencia de melanoma
ha aumentado progresivamente. Entre 2003 y 2024 se ha registrado un
incremento anual del 1,1% en mujeres y del 1,2% en hombres, alcanzando en
2024 un total de 7.881 nuevos casos, lo que supone una incidencia de 15
casos por cada 100.000 personas/afio [5].

A pesar de los avances en el diagnéstico y tratamiento del cancer,
siguen existiendo importantes desafios. La complejidad genética de los



tumores dificulta la identificacion precisa de las mutaciones responsables de su
aparicion y progresion. Por ello, muchos tipos de cancer se diagnostican en
fases avanzadas siendo dificiles de tratar y, en consecuencia, existe un gran
interés en el desarrollo de nuevas terapias mas eficaces y menos agresivas.

Total: 19976 499
Lung

2 480675 (12.4%)

Breast

2 296 840 (11.5%)

Others

9969785 (49.9 %)
Colorectum

1026 425 (9.6 %)

Prostate

1 467 854 (7.3%)

Stomach
Liver

968784 (4.8%)
866136 (4.3%)

Figura 1: Gréfico con los tipos de cancer mas frecuentes a nivel mundial en 2022 segun el GCO (Global
Cancer Observatory). Adaptacién de la web de GCO [3].

1.2 MUTACIONES SOMATICAS Y RESISTENCIA TUMORAL

A lo largo de nuestra vida, las células somaticas acumulan mutaciones,
las cuales pueden ser neutras, perjudiciales o conferir ventajas adaptativas. En
el caso del cancer, se seleccionan aquellas alteraciones genéticas que
favorecen el crecimiento descontrolado, la evasién de la muerte celular y la
capacidad de invadir tejidos y propagarse a o6rganos distantes. Entre las
principales capacidades adquiridas por las células tumorales se incluyen: el
mantenimiento de sefiales proliferativas constantes, la resistencia a inhibidores
del crecimiento, la evasion de la apoptosis (por ejemplo, mediante pérdida de
funcién de TP53 o sobreexpresion de Bcl-2, Bcl-xL), la replicacién ilimitada, la
induccion de angiogénesis y la modificacion de su morfologia y adhesion
celular, que les permite llevar a cabo la metastasis [6].

Las terapias convencionales (cirugia, quimioterapia y radioterapia) han
demostrado eficacia, pero presentan limitaciones. En muchos casos, estos
tratamientos afectan también a células sanas, lo que genera efectos adversos
que comprometen la calidad de vida del paciente y, en ocasiones, la eficacia
del tratamiento. En respuesta a estos retos, han surgido nuevas estrategias



como la inmunoterapia, la terapia génica y la terapia hormonal. No obstante, la
necesidad de tratamientos mas especificos y menos téxicos sigue impulsando
la investigacion de alternativas innovadoras basadas en terapias avanzadas,
como la nanomedicina.

1.3 APLICACION DE LA NANOMEDICINA EN ONCOLOGIA

La nanomedicina, rama de la medicina que aplica los principios de la
nanotecnologia, ha generado gran interés por su potencial para mejorar la
eficacia de los tratamientos antitumorales actuales. Esta disciplina se basa en
el uso de materiales nanoestructurados (entre 1 y 100 nm en alguna de sus
dimensiones). Dado su alta relacion superficie/volumen asi como sus
dimensiones intrinsecas, los nanomateriales exhiben propiedades Unicas con
potenciales aplicaciones en el &mbito médico para el diagndstico y la terapia de
una gran variedad de enfermedades.

Las nanoparticulas (NPs) representan una herramienta clave dentro de
la nanomedicina ya que en funcidbn de su composicion, dimensiones y
morfologia, pueden presentar diferentes propiedades y ademas, pueden ser
funcionalizadas con ligandos (péptidos, anticuerpos, aptameros, etc.) y
cargadas con farmacos, material genético u otras moléculas bioactivas [7]. En
este trabajo se utilizaron NPs de oro huecas (HGNPs) y NPs de platino (PtNPs)
como herramientas antitumorales.

Por un lado, las HGNPs son especialmente utiles en aplicaciones de
terapia fototérmica, ya que presentan resonancia de plasmon superficial (SPR),
una propiedad Optica que permite transformar la energia de la luz en la regién
del infrarrojo cercano (NIR), en energia térmica, presentando propiedades
fototérmicas con potencial aplicacion en el campo de la oncologia. Este
aumento de temperatura tras la irradiacion con un laser en la region NIR
permite inducir muerte celular localizada (mediante apoptosis o0 necrosis
celular), minimizando el dafio a tejidos circundantes [8]. La ventaja de este tipo
de terapia es que, al tratarse de un estimulo externo, se puede regular y
controlar de forma remota con gran facilidad lo que permite un menor dafio en
los tejidos sanos periféricos. Ademas, las HGNPs pueden ser recubiertas con
polietilenglicol (PEG) (PEG-HGNPs) para mejorar su estabilidad en medios
bioldgicos, prolongar su vida media en sangre y evitar su reconocimiento por
parte del sistema inmunitario y su rapida eliminacion hepatica. Por tanto,
debido a las caracteristicas de este tipo de NPs, las hacen ideales para ser
aplicadas en tratamientos oncolégicos [9].

Por otro lado, durante muchas décadas, diferentes moléculas
organometalicas basadas en platino han recibido gran atencién en el campo de
la medicina dadas sus propiedades terapéuticas [10]. En los ultimos afos, se



ha impulsado la busqueda de otros farmacos derivados de Pt que presenten
mayor eficacia antitumoral y menor toxicidad sistémica (carboplatino,
oxalplatino o nedaplatino). Sin embargo, a pesar de las mejoras obtenidas,
estos complejos siguen sin ser selectivos y las células sanas del organismo
también se ven afectadas, dando lugar a efectos sistémicos que, en conjunto,
siguen limitando su aplicacion en el paciente [11]. Con el objetivo de reducir
estos efectos indeseados, en los Ultimos afios se han descrito herramientas de
la nanotecnologia como las PtNPs que han despertado un gran interés en la
comunidad cientifica por su accion como agentes anticancerigenos. Las PtNPs
presentan propiedades citotoxicas derivadas de su capacidad para inducir dafio
en el acido desoxirribonucleico (ADN), interaccionando con la doble hélice
induciendo roturas en sus cadenas y estableciendo uniones covalentes con las
bases nitrogenadas del ADN y en consecuencia, bloqueando la transicion y la
replicacion de las células tumorales, conduciendo a su apoptosis 0 necrosis
[12] [13].

A pesar de las prometedoras aplicaciones de las HGNPs y PtNPs como
agentes antitumorales sigue siendo necesario desarrollar vectores de entrega
gue permitan su vehiculizacion de manera selectiva a las células y tejidos diana
para maximizar su eficacia terapéutica, minimizar su exposicion a tejidos sanos
y reducir los efectos secundarios asociados. Por esta razon, en el presente
Trabajo Fin de Master se emplearon vesiculas extracelulares (EVs), como
vectores naturales de entrega selectiva, aprovechando su capacidad para
interactuar de forma especifica con las células de origen, en este caso, células
de melanoma.

1.4 EVs COMO VECTORES TERAPEUTICOS

Las EVs son estructuras con morfologia redonda, rodeadas de una
bicapa fosfolipidica secretadas por casi todas las células y que participan en
multiples funciones fisiologicas y patolégicas [14]. De acuerdo con la Sociedad
Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV), las EVs, que no contienen
ndcleo funcional, constituyen un sistema de comunicacién intercelular
transportando proteinas, lipidos y material genético que reflejan el estado de su
célula de origen. Ademas, se pueden encontrar en todos los fluidos bioldgicos
(sangre, orina, saliva etc). En cuanto a sus funciones fisioldgicas, se incluyen la
presentacion de antigenos, regulacion de la muerte celular programada,
angiogénesis, inflamacion, coagulacion y comunicacién feto-madre durante el
embarazo [14].

En el contexto del cancer, la liberaciéon de EVs es empleada por las
células tumorales como una herramienta estratégica para regular la progresiéon
tumoral a través de la modulacion del microambiente y de la comunicacion con
otras células. En el caso particular del melanoma cutaneo, un tumor derivado



de los melanocitos, el prondstico suele ser favorable en fases tempranas. Sin
embargo, una vez que las células malignas adquieren capacidad invasiva, este
tipo de cancer se convierte en la neoplasia cutdnea mas agresiva y letal,
debido a su elevada capacidad metastdsica [14]. Diversos estudios han
mostrado que las células de melanoma presentan una mayor actividad
secretora de EVs en comparacion con otras lineas tumorales, lo que ha
convertido a los modelos de melanoma en herramientas valiosas para
investigar tanto la composicion como la funcionalidad de estas vesiculas en el
ambito del cancer [14].

Existe un amplio espectro de EVs secretadas por las células en funcion
de sus propiedades fisicas tales como el tamafio, el cual se encuentra en el
rango 50-100 nm de didmetro, la biogénesis, carga y las funciones (Figura 2).
Por tanto, las EVs se pueden dividir en tres clases principales: exosomas,
microvesiculas y cuerpos apoptoticos [14]. Dentro de esta clasificacion, los
exosomas son un subtipo especifico de EVs, de entre 20 y 150 nm de
diametro, originados a partir del sistema endocitico. Su membrana esta
enriquecida en lipidos como esfingomielina, ceramidas, fosfatidilcolina y
fosfatidilserina, y contiene proteinas de fusion y transporte (anexinas, flotilinas),
proteinas de choque térmico (HSP70, HSP90), y tetraspaninas como CD9,
CD63 y CD81, consideradas marcadores clasicos de exosomas. Internamente
transportan proteinas, péeptidos, mARN, microARN e incluso ADN mitocondrial
[15].

Tetraspaninas:
CD9, CD63, CD81

Antigenos dSADNm
asociados al
tumor \ ‘
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-
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Figura 2: Composicién y estructura de las EVs. Adaptacién de la tesis doctoral Sancho, M. [16]

En el campo oncolégico, las EVs han sido estudiadas en los ultimos
afios como vectores naturales de entrega de farmacos gracias a su
biocompatibilidad, capacidad de carga y reconocimiento, Yy baja
inmunogenicidad. Ademas, pueden ser modificados para mejorar su
especificidad o funcionalizacibn con agentes terapéuticos. También se ha



demostrado su capacidad para entregar quimioterapicos, proteinas, SiARNs y
NPs metdlicas a células diana, o que representa un enfoque terapéutico con
gran potencial [14].

Durante los ultimos afios se han realizado avances en la combinacion de
productos nanotecnoldgicos con EVs. El grupo de investigacion donde se ha
realizado este Trabajo Final de Master es pionero en la optimizacion de
diferentes estrategias de encapsulacion de NPs terapéuticas en EVs [25] [38].
Habitualmente, se emplean dos tipos de estrategias para incorporar los
agentes terapéuticos en el interior de las EVs. Por un lado se encuentra la
encapsulacion forzada a través de la creacidon de poros en la membrana, de las
EVs aisladas previamente, que favorecen la entrada de las NPs a su interior.
Por otro lado, se encuentra el método de captacion natural por parte de las
células parentales, por el que las células secretoras incorporan las NPs
deseadas en la ruta de biogénesis de las EVs, las cuales son secretadas al
medio celular conteniendo las NPs terapéuticas en su interior. EIl método de
captacion natural es significativamente menos agresivo que los métodos de
carga forzada, preservando la integridad y funcionalidad intrinseca de las EVs.
Sin embargo, se ha demostrado que, la eficacia de encapsulacion puede
mejorarse aun mas. Es por ello, que el grupo NFP ha reportado un método
novedoso de generacion in situ de NPs en el interior de EVs controlando la
eficiencia de encapsulacion de las NPs preservando asi la morfologia,
integridad y funcionalidad de las EVs [26].

Respecto a la ruta de administracion de las EVs, en los estudios in vivo
realizados [17], las EVs pueden ser administradas por diferentes vias
sistémicas para optimizar su biodistribucion y dirigirlas hacia érganos o tejidos
diana. La administracion intravenosa es la mas utilizada. Sin embargo, se ha
observado que, al ser administradas por esta ruta, la mayoria de las EVs se
acumulan en el higado [17]. Por su parte, mediante inyeccion intraperitoneal,
las EVs tienden a dirigirse al tejido adiposo [17]. Es por ello que se han
explorado otras rutas que permiten una entrega mas localizada y eficaz segun
el tipo de tejido diana, como la inyeccién local (permite su concentracién en
sitios tumorales especificos), y la administracion oral [17]. Por otro lado, en los
tltimos afos la administracién por via inhalatoria ha cobrado mayor interés
debido a las ventajas que esta via presenta como una elevada focalizacion en
el tejido pulmonar, una amplia superficie de absorcion, menores efectos
adversos sistémicos asi como una mayor comodidad para el paciente; de modo
gue estas caracteristicas la hacen una via de administracion prometedora y
eficiente. [18].

A pesar de estos avances, aun se requieren enfoques mas sofisticados
gue permitan controlar con mayor precision el direccionamiento y la
acumulacioén selectiva de las EVs en érganos o células diana. Ademas, para



acelerar el uso de las EVs en el ambito clinico, sigue siendo necesario estudiar
procesos de conservacion y almacenaje de las EVs que permitan matener sus
propiedades de direccionamiento y garantizar su estabilidad durante largos
periodos de tiempo. Entre estas estrategias, cabe destacar la liofilizacién.
Ademas, es importante mencionar que el grupo NFP patent6 un nebulizador
potencialmente aplicable a la inhalacion de EVs para ser administradas por via
inhalatoria en forma de suspensién [43].

1.5 LIOFILIZACION DE EVs

Uno de los principales retos para la aplicacion clinica de las EVs es su
conservacion a largo plazo. Aunque pueden mantenerse estables durante
algunas semanas en solucion a baja temperatura, su almacenamiento
prolongado puede alterar su integridad y funcionalidad. La ISEV recomienda
conservarlas a —80 °C en disolucion salina tamponada con fosfato (PBS), pero
esta estrategia conlleva elevados costes de energia, dificultad de transporte y
no garantiza la estabilidad total de las vesiculas [19].

La liofilizacion, o secado por congelacion, se postula como una solucion
prometedora para el almacenaje de EVs. Este proceso permite eliminar el agua
de las muestras congeladas mediante sublimacion y desorcion al vacio,
generando un producto seco que puede ser almacenado a temperatura
ambiente o refrigerada con estabilidad a largo plazo. Para lograr una
liofilizacion efectiva de EVs es imprescindible el uso de crioprotectores, como
disacéaridos o polimeros, que protegen las membranas fosfolipidicas de las EVs
frente al estrés mecanico y oxidativo durante el proceso, favoreciendo la
integridad de las moléculas implicadas en el direccionamiento y selectividad
[19]. De hecho, existen varios ensayos clinicos que estan evaluando como la
actividad funcional y terapéutica de EVs se ve afectada por el proceso de
liofilizacion en presencia o ausencia de diferentes crioprotectores [20].

Como se ha mencionado previamente, el presente trabajo se centré en
el uso de EVs, concretamente las derivadas de células de melanoma (EVsB®
F10) . Es bien conocido que el melanoma maligno presenta alta capacidad
metastasica, siendo el pulmdén uno de los principales érganos diana. En este
contexto, la liofilizacion de las vesiculas administradas por via inhalatoria con el
objetivo de dirigirlas hacia las metastasis pulmonares representa un enfoque
terapéutico innovador y prometedor. Sin embargo, este tipo de estrategia aun
se encuentra en fase de investigacion, principalmente debido a los desafios
técnicos asociados a la formulacion, estabilidad y liberacion eficaz de
nanomateriales por esta via. Por tanto, debido al creciente interés por el
desarrollo de sistemas terapéuticos basados en nanomateriales aerosolizados,
la optimizacién del proceso de liofilizaciébn constituye un paso clave para
posibilitar la administracion de estas EVs por via inhalatoria [21].



A pesar de que en los ultimos cinco afos se ha explorado el uso de
liofilizacion de EVs, actualmente no existen trabajos que combinen la
liofilizacion de EVs cargadas con NPs terapéuticas en su interior; ni como esta
liofilizacion afecta a las propiedades terapéuticas y de direccionamiento de las
NPs encapsuladas en el interior de las EVs.

Considerando los puntos anteriormente descritos, la combinacién de
nanotecnologia y EVs representa una de las estrategias méas innovadoras en el
desarrollo de terapias dirigidas contra el cancer. No obstante, existen
limitaciones técnicas como la carga eficiente y especifica de NPs en las EVs, la
estandarizacion de su purificacion, el entendimiento completo de sus
interacciones en entornos bioldgicos, asi como su almacenaje y conservacion.
Por tanto, resolver estos desafios es esencial para acelerar la aplicacién de
estas nuevas terapias avanzadas emergentes desde modelos experimentales
hacia aplicaciones clinicas reales.

2. OBJETIVOS

El objetivo general de este Trabajo Final de Master es la optimizacion del
proceso de liofilizacion de EVs cargadas con NPs terapéuticas. Para ello, se
evaluara el uso de distintos crioprotectores con el fin de preservar la integridad
estructural de las EVs y sus propiedades fisicoquimicas y funcionales, con el
proposito de mejorar su capacidad de direccionamiento selectivo hacia las
células diana. Este enfoque tiene como finalidad maximizar la eficacia
terapéutica antitumoral de las NPs encapsuladas en el interior de las EVs.

Dado el caracter multidisciplinar del estudio, se han definido los
siguientes objetivos especificos que permitiran alcanzar el propdsito general del
estudio:

1. Sintetizar y caracterizar NPs terapéuticas de diferentes metales.

2. Aislar y caracterizar EVs de células tumorales a partir de cultivos
celulares.

3. Optimizar el proceso de liofilizacion de las EVs mediante el estudio
comparativo del efecto de distintos crioprotectores.

4. Encapsular eficientemente las NPs terapéuticas en las EVs aisladas.

5. Evaluar la capacidad de internalizacion y especificidad celular de las
EVs cargadas para comprobar su comportamiento diferencial y su
potencial como sistemas de direccionamiento selectivo.

6. Determinar la eficacia terapéutica de los hibridos NPs-EVs en las
células tumorales diana.



3. MATERIALES Y METODOS

En esta seccion se detalla la metodologia empleada a lo largo del
Trabajo Fin de Master. Se describen las condiciones de cultivo y mantenimiento
de las lineas celulares utilizadas, asi como los protocolos aplicados para los
ensayos de internalizacion celular, selectividad de las EVs, citotoxicidad y
tratamiento fototerapéutico mediante irradiacion laser. Ademas, en este
apartado también se incluye la descripcion detallada del procedimiento seguido
para el aislamiento de las EVs a partir de cultivos celulares, asi como las
técnicas utilizadas para su caracterizacion, con el fin de confirmar su naturaleza
exosomal y evaluar su calidad. También se aborda el proceso de liofilizacion de
las EVs, incluyendo las condiciones experimentales empleadas, el uso de
crioprotectores, y las estrategias adoptadas para optimizar su estabilidad
estructural y funcional durante y tras la liofilizacion. Del mismo modo, se
explican las técnicas empleadas para la sintesis de las NPs utilizadas en este
trabajo, asi como su caracterizacion fisicoquimica, incluyendo los métodos
utilizados para determinar su tamafo, morfologia, composicion y estabilidad.
Estos aspectos son fundamentales para garantizar la reproducibilidad y la
validez de los resultados obtenidos, los cuales se muestran mas adelante (en el
apartado de resultados).

3.1 LINEAS CELULARES

3.1.1 MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS CELULARES

Las lineas celulares empleadas en este trabajo fueron las células B16-
F10 y NIH-3T3, derivadas de melanoma metastasico murino y fibroblastos
sanos murinos, respectivamente. Ambas lineas celulares fueron empleadas
para los ensayos de selectividad, internalizacion, fototerapia y toxicidad celular
gue se explicaran mas adelante. En el caso de las células B16-F10, estas
también fueron empleadas como la linea parental secretora de las EVs
empleadas a lo largo de todo el trabajo.

En cuanto al mantenimiento de las células, se emple6 el medio de cultivo
Eagle modificado por Dubelcco (DMEM) 4,5 g/L glucosa, el cual fue
suministrado por la casa comercial Sigma Aldrich. Ademas, el medio de cultivo
fue suplementado con dos antibiéticos (penicilina y estreptomicina, 1 %) y un
antifangico (anfotericina, 1 %) que fueron suministrados en este caso por
Biowest, asi como también con L- Glutamina (1%) y suero fetal bovino (FBS) al
10 %, obtenido de Gibco. Las condiciones de crecimiento, asi como las
caracteristicas del medio empleado para ambas lineas celulares se encuentran
resumidas en la Tabla 1. La manipulacion de las células se realiz6 en una
campana de flujo laminar vertical en condiciones de esterilidad. Asi como
también se llevd a cabo un test mensual de micoplasma para asegurar la
ausencia de contaminacion.
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Linea Origen Medio Suplementos Condiciones

celular de crecimiento
cultivo
Melanoma DMEM 1% 37°C, normoxia
B16- murino 4,5 g/L Penicilina/Estreptomicina/Anfotericina (5% CO3)
F10 glucosa 10% FBs
Fibroblastos = DMEM 1% 37°C, normoxia
NIH-3T3 murinos 4,5 g/L Penicilina/Estreptomicina/Anfotericina (5% COy)
glucosa 10% FBs
Tabla 1: Lineas celulares empleadas, medio de cultivo, suplementos y condiciones de crecimiento
utilizado.

3.1.2 CONGELACION Y DESCONGELACION DE LAS CELULAS

Con el fin de preservar la viabilidad celular asi como mantener las
caracteristicas genéticas y fisiologicas estables durante largos periodos de
tiempo, las lineas celulares se encontraban almacenadas en un tanque de
nitrégeno liquido, a una temperatura de -195°C.

Para llevar a cabo la congelacion de las células, estas fueron tratadas
con tripsina y lavadas dos veces con PBS 1x (5 minutos, 200 g). Tras la
centrifugacion, el pellet obtenido se re-suspendido en medio de congelacion
(compuesto por FBS y dimetilsulfoxido (DMSO) en una proporcion 90:10 (v:v)).
El DMSO, es un crioprotector que penetra en las membranas celulares
evitando la formacion de cristales de hielo dentro de la célula asi como también
permite la estabilizacién de las proteinas y membranas celulares durante la
congelacion y descongelacién. Las células fueron finalmente trasladadas a
crioviales, los cuales se colocaron en un criocooler almacenado a una
temperatura de -80 °C en un ultra congelador durante 24 horas v,
posteriormente, se transfirieron a un tanque de nitrégeno liquido para su
almacenamiento final.

En cuanto a la descongelacion celular, el proceso se realizd
rapidamente, y los crioviales almacenados en nitrogeno liquido se incubaron en
un bafio a 37 °C durante 1 minuto. Una vez descongelados, las células se
centrifugaron durante 5 minutos a 200 g con el fin de eliminar los restos de
DMSO. Finalmente, las células fueron incubadas en una placa en las
condiciones habituales de crecimiento. Pasadas 24 h, se cambio el medio de
cultivo por nuevo medio fresco.

3.2 AISLAMIENTO DE EVsB'6F0 pOR ULTRACENTRIFUGACION

En primer lugar, se cultivaron las células B16-F10 en placas p100. Para
ello, se mantuvieron en crecimiento en las condiciones Optimas
correspondientes descritas anteriormente. Una vez alcanzado el 80% de
confluencia celular, se sustituyé el medio de cultivo por uno denominado
ULTRACEN, que estaba suplementado con los antibiéticos y el antifingico
anteriormente mencionados, y enriquecido con FBS libre de exosomas, el cual
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fue previamente ultracentrifugado durante 2 horas a 100.000 g y 4°C para
eliminar los exosomas naturales presentes en el suero.

Tras 48h se recogié el sobrenadante de las placas y se procedié a
realizar una serie de ciclos sucesivos de ultracentrifugacion, representados en
la Figura 3, para iniciar con la purificacion de las EVs producidas por las
células B16-F10 parentales (EVsB6-F10),

P
D

20009 10000 g 100000 g 1000009

20 min 30 min 2h 2h | B

4°C 4°C 4°C 4°C K

> > > >

Cultivo celular

Sobrenadante  Eliminacién de  Eliminacién de Exosomasy  Exosomas
de cultivo organulos Yy microvesiculas proteinas del
celular fragmentos suero

celulares
Figura 3: Esquema del proceso de aislamiento de las EVs a partir de cultivos celulares por rondas
sucesivas de ultracentrifugacion. Adaptada de la tesis doctoral de Sancho, M. [16]

Estas rondas de centrifugacion seriadas, se realizan con el objetivo de
separar el resto de componentes y sustancias presentes en el sobrenadante de
las EVs de interés. Para ello, se llevé a cabo un primer ciclo de centrifugacion a
2.000 g y 4°C durante 20 minutos, con el fin de eliminar el pellet que contenia
los componentes mas pesados que pudiera haber en el sobrenadante tales
como fragmentos y organulos celulares. Seguidamente, se volvio a centrifugar
el sobrenadante, en este caso a 10.000 g y 4°C durante 30 minutos para
eliminar las microvesiculas de mayor tamafio. Una vez descartado el pellet, el
sobrenadante fue ultracentrifugado (100.000 g, 4°C durante 2 h), para obtener
el pellet de EVs junto con proteinas presentes en el suero. Tras descartar el
sobrenadante por decantacion, se lavo el pellet en PBS 1x y se llevo a cabo
una ultima ultracentrifugacion (100.000 g, 4°C durante 2 h) para eliminar las
posibles proteinas contaminantes. El pellet final fue re-suspendido en PBS 1x
obteniendo las EVsB6-F10 de interés, que fueron caracterizadas posteriormente.

3.3 CARACTERIZACION DE LAS EVsB16-F10

Una vez aisladas las EVsP6F10 se procedi6 a su caracterizacion
empleando diversas técnicas biol6gicas y fisicoquimicas. Esta caracterizacion
fue fundamental para evaluar la morfologia, integridad y funcionalidad de las
EVsB6-FI0 asegurando que las propiedades clave se mantuvieran tras los
procesos de carga y manipulacion experimental. Entre las metodologias
empleadas se incluyeron la cuantificacion de proteina total mediante el ensayo
del acido bicinconinico (BCA), expresion de marcadores asociados a EVs por
citometria de flujo, analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA, del inglés
Nanoparticle Tracking Analysis), potencial zeta y microscopia electrénica de
transmision (TEM).
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3.3.1 CUANTIFICACION DE PROTEINA TOTAL POR BCA

La técnica de BCA se emple6é para determinar la concentracion de
EVsB16F10 en forma de proteina total. Esta técnica consiste en la formaciéon de
un complejo de proteina y cobre (proteina-Cu?*), seguido de la reduccion del
cobre de Cu? a Cu* en condiciones alcalinas. Finalmente, el &acido
bicinconinico, el cual es un reactivo cromogénico, se une de manera especifica
al cobre (Cu*) formando un complejo estable de color azulado-morado, que
absorbe a una longitud de onda de 562 nm. De modo que la absorbancia
medida a esta longitud de onda es directamente proporcional a la cantidad de
proteina presente en la solucién, que puede ser obtenida por comparacién con
una recta patron de estdndares de concentracion conocida (0-2000 pg/mL)
realizada con albumina sérica (BSA) (Figura A5 en los Anexos). Los
estandares y la muestra se afiadieron en una placa de 96 pocillos, y se
incubaron con la solucién de trabajo (EVsB!6-F10 aisladas) conteniendo el BCA
durante 30 minutos a 37 °C siguiendo las especificaciones del Kit de ensayo de
proteinas BCA de microplacas Pierce™ de la casa comercial Thermo
Scientific™. Finalmente, se procedié a la lectura de la absorbancia a 562 nm
utilizando un lector de placas Synergy HT.

3.3.2TEM

El andlisis por TEM consiste en la irradiacion de una muestra ultra fina
con un haz de electrones con el fin de obtener imagenes de la misma. El
microscopio electrénico empleado para la caracterizacion de las EVsB6-F10 gsi
como de las NPs sintetizadas pertenece al Laboratorio de Microscopias
Avanzadas (LMA) del INMA, concretamente se empled el modelo T20-FEI
Tecnai. La preparacion de las muestras analizadas por esta técnica consistio
en depositar una gota de la disolucion de interés sobre una rejilla de
carbono/Formvar de 2 mm de diametro, la cual se colocdé sobre un papel
desecante, favoreciendo la evaporacion del disolvente. En cuanto a las rejillas
empleadas, eran de cobre con recubrimiento. Para poder visualizar las EVs al
TEM, se empleé el acido fosfotungstico (PTA) al 3% como agente de contraste.

3.3.3. Potencial zeta

La técnica de dispersion dinamica de la luz (DLS), aporta informacion
sobre la distribucion del tamafio hidrodinamico y sobre la carga superficial
(potencial zeta) del material mediante la luz dispersada por el mismo. Para
medir la carga superficial de las EVsB!6-F10 disueltas en PBS 1x a un pH=7, se
empled el equipo Brookhaven 90 plus y el software ZetaPALS (Brookhaven
Instruments Co.).

El potencial zeta proporciona una estimacion cuantitativa de la
estabilidad coloidal de una suspensién de particulas. Valores absolutos
elevados de potencial zeta, ya sean positivos 0 negativos, indican una fuerte
repulsion electrostatica entre las particulas, lo que previene su agregacion y
confiere mayor estabilidad a la dispersién. En cambio, cuando el valor del
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potencial zeta se encuentra cercano a cero, las fuerzas atractivas superan a las
repulsivas, lo que favorece la agregacion de las particulas presentes en la
disolucion y, por tanto, una menor estabilidad de la suspension.

3.3.4 NTA

El analisis por NTA permite la visualizacion y la determinacion del
tamafo hidrodinamico y la concentracién de una disolucién de particulas. A
través de esta técnica se determiné tanto el tamafio como la concentracion de
las EVsB6-F10 en PBS 1x a pH=7. El andlisis por NTA relaciona el movimiento
browniano aleatorio de las particulas en suspension y las propiedades de
dispersion de la luz con el tamafio de las mismas y su concentracion. Para este
analisis se empled el equipo Nanosight NS500 (Malvern Panalytical).

3.3.5 ANALISIS multiplex MACSPIlex EV POR CITOMETRIA DE FLUJO

Esta técnica se fundamenta en los principios de los inmunoensayos
convencionales, como ELISA, combinados con la citometria de flujo utilizando
microesferas de latex funcionalizadas con anticuerpos especificos. En este
estudio, se empled el Kit MACSPlex EV (Miltenyi Biotec) siguiendo las
especificaciones de la casa comercial. Finalmente, la expresion de los
marcadores asociados a las EVs se analizé usando el citometro Gallios
(Beckman Coulter) [37]. Esta tecnologia permite el analisis simultaneo de hasta
37 marcadores de superficie especificos de EVs, lo cual proporciona un perfil
detallado de su composicion proteica. Gracias a esto, se pudo evaluar si
existian variaciones en la expresion de dichos marcadores en funcion de
diferentes condiciones experimentales, como la presencia o ausencia de
crioprotectores durante la liofilizacidon o la encapsulacion de las NPs en las
EVs.

3.4 SINTESIS Y ENCAPSULACION DE NPS EN EVsB16-F10

Como se ha mencionado anteriormente, en el presente Trabajo Fin de
Master se han empleado dos metodologias diferentes para encapsular dos
tipos de NPs:

- El método seguido para encapsular las PEG-HGNPs en EVsB16-F10
(HG-EVsB6-F10) se basd en la captacion natural de la carga en las
EVsB16-F10 138]. Para ello, las NPs en cuestion se incubaron con las
células parentales (B16-F10), lo cual favorece su internalizacion e
incorporacion en la ruta de biogénesis de las EVs.

- Por otro lado, en el caso de las PtNPs se encapsularon en el interior
de las EVsB&-FI0 (pt-EVsBI6-F10) ytilizando el método de reduccion y
generacion in situ con CO [26]. La ventaja de emplear este método
de encapsulacion es que no implica la utilizacibn de métodos
exdgenos agresivos que puedan comprometer o dafiar la integridad o
funcionalidad de la membrana de las EVs.
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A continuacioén, se describen ambas estrategias empleadas.

3.4.1 SINTESIS Y ENCAPSULACION de PEG-HGNPs: Generacion de HG-EVsB1®
F10

Para generar las HG-EVsB®F0 en primer lugar se sintetizaron las
HGNPs mediante un procedimiento completamente independiente sin requerir
la presencia de EVsB6-F10 durante el proceso.

Para la sintesis de estas NPs se emplearon los siguientes reactivos:
Cloruro de Cobalto (ll) hexahidratado, Citrato de Sodio tribasico dihidratado,
Poli (vinilpirrolidona) (PVP) Mm=55000 Da, Borohidruro de Sodio y Acido
Cloroaurico (lll) (pureza 50%). También se empleé métil-tiol-PEG Mm=1000
Da, para la posterior pegilacion de las nanoparticulas sintetizadas (PEG-
HGNPs). Todos los reactivos mencionados fueron suministrados por la casa
comercial Sigma Aldrich.

Estas NPs se sintetizaron siguiendo el protocolo establecido por
Preciado-Flores et. al (2010) ligeramente modificado [22]. EIl primer paso para
sintetizar este tipo de NPs fue preparar la solucion inicial. En un matraz
redondo de dos cuellos, se afadieron 400 mL de agua destilada y 400 uL de
una solucién acuosa de cloruro de cobalto (II) hexahidratado al 0.4 M. También
se afadieron 1.6 mL de citrato de sodio tribasico dihidratado al 0.01 M. Este
proceso se realizO sin agitacion magnética y bajo una atmésfera inerte de
argon durante 45 minutos, tiempo en el cual se sintetizaron las NPs de cobalto,
gue actian como un nucleo sacrificial. A continuacion, se agregaron 2 mL de
una solucién al 0.1% (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP) y 400 uL de borohidruro
de sodio al 1 M al matraz inicial, mezclando con agitacion magnética durante
15 minutos. La atmdsfera sigui6 siendo inerte. En este paso se pudo observar
un cambio del color de la mezcla, de rosa palido a marrén oscuro, lo que indico
la formacion de las NPs de cobalto. EI PVP ayudo a controlar la morfologia de
las NPs, actuando como un estabilizador. Seguidamente, se trasladaron 380
mL de esta mezcla a otro matraz de 500 mL que contenia 120 mL de agua
destilada y 360 uL de acido cloroaurico al 0.1 M, pero esta vez sin la atmdsfera
de argon y con agitacion magnética. Al afiadir el acido cloroaurico, las NPs de
cobalto se oxidaron, generando cloruro de cobalto y 6xido de cobalto, al mismo
tiempo que se redujo el Au3* a Au®, formando las HGNPs. Este proceso resultd
en un cambio de color de marron oscuro a azul turquesa, indicando la
formacion de las NPs.

Finalmente, para purificar las HGNPs, los restos de reactivos se
eliminaron mediante dos centrifugaciones de la mezcla a 10.000 g durante 10
minutos cada una.

El Ultimo paso fue la PEGilacién de las HGNPs generadas (PEG-
HGNPs). Para ello, primero se calculé la concentracién de las nanoparticulas
en la solucion mediante pesada. Seguidamente se prepardé una soluciéon de

15



metil-tiol-PEG de 1000 Da que se fue afiadiendo gota a gota sobre una
dispersion de las nanoparticulas en una proporcion 1:1 (p/p) en agitacion orbital
durante 1 h, asegurando un exceso del polimero. Finalmente, se centrifugd a
15.000 g durante 10 minutos para eliminar el exceso de PEG no adherido [20].
El grupo tiol del PEG presenta alta afinidad por los metales, en este caso el
oro, facilitando la formacion de un enlace quimico con las NPs previamente
sintetizadas (Figura 4).

Figura 4: llustracion de la pegilacion de las HGNPs debido a la alta afinidad del oro con los grupos tiol
presentes en el PEG. Adaptacion de la tesis doctoral de Sancho,M.[16]

Una vez sintetizadas las PEG-HGNPSs, estas fueron caracterizadas por
TEM y potencial zeta (descritos anteriormente en las secciones (3.3.2 y 3.3.3,
respectivamente). Ademas, dada la naturaleza de las PEG-HGNPs y su efecto
SPR, estas también fueron caracterizadas por la técnica del ultravioleta visible
(UV-VIS).

3.4.1.1 CARACTERIZACION POR UV-VIS

Segun el material, tamafio y morfologia de las NPs metéalicas
sintetizadas, se pueden obtener diferentes maximos de absorbancia debido al
fendmeno SPR. Es por ello que a través del estudio del patrén de absorbancia
de la region UV-VIS asi como del espectro NIR, se pudo comprobar las
caracteristicas de las NPs sintetizadas, tales como sus propiedades de
absorcion, morfologia y tamafio, y corroborar de esta manera si eran optimas
para la aplicacion de interés de este trabajo. El patron de absorbancia tanto en
la region UV-VIS como en el NIR se encuentra relacionado directamente con la
energia de transicion de los electrones segun su distribucion en la molécula. La
alteracion de la intensidad de la luz causada por la absorcion y/o difusion de
ésta al interaccionar con la muestra se puede explicar mediante la ley de Beer-
Lambert. Concretamente el patron de absorbancia UV-VIS de las PEG-HGNPs
fue medido en el rango de 400-1300 nm utilizando el espectrofotometro UV-VIS
V-67 de Jasco, y se tom6 como linea base la absorbancia de agua destilada.

3.4.1.2 ANALISIS CITOTOXICIDAD METABOLICA

Como paso previo a la encapsulacion de las PEG-HGNPs en las EVsB1¢
F10 fue necesario evaluar su biocompatibilidad con el fin de optimizar las
condiciones experimentales que permitiese maximizar la eficacia de
encapsulacion siguiendo el método de captacion natural.
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La citotoxicidad metabdlica de las PEG-HGNPs se obtuvo mediante el
ensayo de Blue Cell, mediante el kit de ensayo Blue Cell Viability (Abnova).
Para ello, se sembraron las células objetivo (B16-F10) en placas de 96 pocillos
a una densidad de 4.000 células/pocillo. Pasadas 24 h, se afiadieron las PEG-
HGNPs, en diferentes concentraciones. La concentracion maxima fue de 1
mg/mL, y a partir de esta se realizaron diluciones seriadas para los pocillos
siguientes, obteniéndose las siguientes concentraciones: 1; 0,5; 0,25; 0,125;
0,0625; 0,03125 y 0,015 mg/mL y se dejaron incubar con las células durante
24, 48 y 72 horas. Pasado el tiempo de incubacion con las NPs, las células se
lavaron tres veces con PBS 1xy, a continuacion, se afiadi6 el reactivo Blue Cell
siguiendo las especificaciones de la casa comercial (Figura A6 en Anexos).
Mediante este ensayo se determiné la dosis subcitotdxica de las particulas, la
cual fue empleada para generar las HG-EVsB6F0 mediante el método de
captacion con células parentales.

Para llevar a cabo la encapsulacion de las PEG-HGNPs en las EVsB16-F10
(HG-EVsB-F10) una vez identificada la concentracion a la cual no induce
toxicidad (0,125 mg/mL), se sembraron células B16-F10 en placas pl100 con
DMEM completo fresco y se dejaron durante 24 horas. Pasado este tiempo, se
procedio a aspirar el sobrenadante y sustituirlo por 7 mL de medio fresco
conteniendo PEG-HGNPs a 0,125 mg/mL y se incubd durante 24 h mas. De
esta manera, las NPs son incorporadas en endosomas tempranos que,
posteriormente, maduran a endosomas tardios sobre los cuales se produciran
invaginaciones de la membrana para formar un cuerpo multivesicular (MVB)
gue contiene las NPs en su interior. Finalmente, el MVB se fusiona con la
membrana plasmatica para liberar las HG-EVsB6-F10 (Figura 5).

Exosomas
cargados con
nanoparticulas

ESPACIO EXTRACELULAR SECRECION DE
Adicién de nanoparticulas al medio de cultivo EXOSOMAS CON
NANOPARTICULAS
— =) D £ A\ g
\_/ U .(( J \ Invaginaciones de la ?,’ ‘ﬁ
= \ ) yd "\":,-\\ Endosoma  membrana del endosoma __ \\ y
%o 5 N [ ) tardio Gl tardio 7 0N Nt
Internalizacion de las k/, N / \‘-\ P A | )]
nanoparticulas en el o ( ) [ | 5. L\ y = 2 |
citoplasma celular Endosoma \_/, \ /) | P N usion con la
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Figura 5: Esquema de encapsulacion de NPs en EVs siguiendo el método de captacion natural por parte
de las células parentales. Adaptada de la tesis doctoral de Sancho, M. [16]

Pasadas estas 24 h, las células fueron lavadas con PBS 1x para eliminar
las PEG-HGNPs no internalizadas y se incubaron durante 48 h con medio
ULTRACEN. Finalmente, se recogio el sobrenadante de todas las placas y se
procedié a aislar las HG-EVsB®F0 por medio de rondas sucesivas de
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ultracentrifugacion siguiendo el mismo procedimiento detallado en el apartado
3.2). Las HG-EVsB6F10 fueron caracterizadas por la bateria de técnicas
biolégicas y fisicoquimicas descritas en la seccién 3.3.

3.4.2 SINTESIS Y ENCAPSULACION DE LAS PtNPs: Generacién de Pt-EVsB16-F10

Como se ha mencionado anteriormente, para encapsular las PtNPs se
siguio el método de generacion in situ con CO [26]. Para ello, en primer lugar
se procedi6 a la purificacion de EVsB®F10 asi como a la determinacion de la
cantidad de proteina total por medio de un ensayo BCA, ambos procesos se
han descrito en los apartados 3.2 y 3.3.1 respectivamente.

Posteriormente, un precursor i6nico de las PtNPs se incubd con las
EVsB6-F10 durante 12 horas a temperatura ambiente. Concretamente, el acido
cloroplatinico (H2PtCls, 8% pureza en H.O, Mm=409,81 g/mol) se incubo a una
concentracion de 0,06 mM. Durante esta incubacion, se produce la difusion al
interior de las EVs del ion metéalico del precursor mediante difusion pasiva a
través de su membrana. Este proceso esta impulsado por la diferencia de
concentracion entre el medio externo y el interior de las EVs, hasta alcanzar el
equilibrio [26] [34]. Transcurrido el tiempo de incubacion, se elimind el exceso
de precursores metalicos no internalizados mediante una ultracentrifugacion a
100.000 g durante 2 horas a 4°C. El sobrenadante fue desechado y el pellet
obtenido, el cual contenia las EVsB6-F10 cargadas con los iones metalicos, se
re-suspendio en 1 mL de PBS 1x.

El dltimo paso para sintetizar las PtNPs consistio en introducir la solucion
anterior en un reactor de alta presion (autoclave) con recubrimiento de teflon, al
gue se afiadi6 monoéxido de carbono (CO) como agente reductor hasta alcanzar
una presion de 6 bar. La reaccion se llevo a cabo a 30°C durante 40 minutos,
manteniendo la mezcla en agitacion dentro de un bafio de agua para asegurar
una temperatura homogénea. Finalizado el tiempo de reaccion, se introdujo
aire en el reactor con el fin de eliminar el CO y detener asi la reduccion de los
iones metalicos, al mismo tiempo que garantizar la seguridad en la apertura del
sistema. De manera que el vial finalmente contenia las EVsB%F10 con las
PtNPs sintetizadas en su interior (Pt-EVsB6-F10) El proceso de generacion in
situ se muestra resumido en la Figura 6.
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Figura 6: llustracién de la campana de extraccién de gases que contiene el autoclave recubierto con
teflén, dentro del cual se encuentra el vial con las EVsB!6-F10 cargados con los precursores metalicos. El
esquema también muestra las botellas de CO y aire conectados a una llave de tres vias para llevar a cabo
la reduccién de los precursores iénicos localizados en el interior de las EVs. Adaptada de Sebastian, V. et
al [26].

Es importante mencionar que el CO es un gas altamente téxico,
inflamable, incoloro e inodoro, capaz de unirse a proteinas como la
hemoglobina, mioglobina y citocromo C oxidasa, interfiriendo con el transporte
de oxigeno y generando estrés hipéxico. Por esta razon, todo el procedimiento
se llevé a cabo bajo estrictas condiciones de seguridad, incluyendo el uso de
detectores de CO calibrados conforme al valor limite ambiental de exposicion
de corta duracion (VLA-EC), fijlado en 20 ppm segun el Instituto Nacional de
Seguridad y Salud en el Trabajo (INSST).

3.4.3 CARACTERIZACION DE LAS NPs-EVsBF10 (HG-EVsBIEFI0y pt-EVsBLo-FIO)

Una vez encapsuladas las NPs en el interior de las EVsB®F10 por los
métodos descritos en las secciones anteriores, se procedio a su caracterizacion
fisicoquimica y biologica con el fin de confirmar si su funcionalidad, morfologia
e integridad estaban preservadas en presencia de las NPs en su interior.

Para caracterizar las HG-EVsB6F10 y Pt-EVsBI6-FI0 ge evaluaron en
primer lugar las propiedades morfolégicas de las EVsB®-F0 con NPs en su
interior por TEM, NTA y potencial zeta. Ademas, se determind la expresion de
los marcadores asociados a las EVsB6-F10 por citometria de flujo. Todas estas
técnicas fueron realizadas, siguiendo los procedimientos descritos previamente
en la seccion 3.3.

En el caso de las Pt-EVsB16-F10 |as NPs en su interior fueron estudiadas
por TEM de alta resolucion (TITAN) utilizando un microscopio FEI TITAN
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analitico (Low-base) y llevando a cabo un andlisis de microscopia electrénica
de transmision de barrido (STEM) 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 compafiia CEOS, permitiendo la formacion de una sonda electronica de
0,08 nm. Ademas, la microscopia electrénica permite analizar la composicion
guimica de una muestra por un andlisis de dispersién de energia de rayos X
(EDX) empleando electrones de alta energia. Para ello, se emple6 un detector
EDAX, el cual permite realizar experimentos de espectrometria de dispersién
de energia de rayos X (EDS) en modo escaneo (FEI Inspect F30).

La combinacién de todas estas técnicas proporciond informacion
detallada y fiable sobre las propiedades fundamentales de las NPs sintetizadas,
permitiendo validar su uso en las posteriores aplicaciones experimentales del
estudio.

3.5 LIOFILIZACION DE LAS EVsB16F10

3.5.1 LIOFILIZACION Y CARACTERIZACION DE EVs

La liofilizacion, o secado por congelacion, es una técnica eficaz para
conservar materiales biolégicos sensibles como proteinas, células o vesiculas
extracelulares (EVs). Consiste en eliminar el agua mediante sublimacion al
vacio tras la congelacion, permitiendo un almacenamiento prolongado sin
pérdida significativa de propiedades biolégicas. Sin embargo, diversos
estudios, como el de Lérincz et al. (2014) [35], han evidenciado que incluso a -
80 °C las EVs pueden perder funcionalidad, lo que resalta la utilidad de la
liofilizacién en aplicaciones biomédicas.

Es por ello que, para que la liofilizacion sea eficaz, es fundamental el uso
de crioprotectores adecuados. Estas sustancias, que generalmente son
compuestos hidrosolubles como disacaridos o polimeros, actdan protegiendo
las vesiculas frente a los dafios inducidos por las tensiones fisicas y quimicas a
las que se ven sometidas durante los procesos de congelacion y secado [31].
Tal y como se describe en estudios recientes [31] [36], los crioprotectores no
solo previenen la formacién de cristales de hielo sino que ademas estabilizan la
estructura tridimensional de las vesiculas mediante interacciones moleculares
como los enlaces de hidrogeno.

En este Trabajo Fin de Master se llevo a cabo un protocolo de
liofilizacibn de EVs utilizando diferentes crioprotectores con el objetivo de
determinar cudl de ellos preservaba mejor sus caracteristicas morfologicas y
funcionales a largo plazo. Tras una revision bibliografica exhaustiva [28- 33], se
seleccionaron los siguientes compuestos, representados en la Tabla 2, por ser
los mas utilizados en la literatura cientifica.
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Crioprotector Casa Comercial

D-Manitol Fluka (Biochemika)
Sacarosa (pureza 89,5%) Sigma-Aldrich
D-Trehalosa dihidratada Sigma-Aldrich
Polivinilpirrolidona Sigma-Aldrich

(PVP, Mm= 10.000 Da)
Tabla 2: Seleccion de crioprotectores para la liofilizacion de las EVsB6F10y la casa comercial de la que
se han obtenido.

Las EVsB6-Fl0se aislaron mediante ciclos de ultracentrifugacion (proceso
descrito en el apartado 3.2). Posteriormente, fueron diluidas en disoluciones
acuosas de los distintos crioprotectores, todos ellos se encontraban a una
concentracion de 10 mM en agua desionizada.

En cuanto a las condiciones de liofilizacién, se prepararon cinco
muestras, cada una contenia 40 ug de EVsBI®F10 disueltas en 1 mL del
crioprotector correspondiente. Las condiciones experimentales incluyeron un
control sin crioprotector (solo agua desionizada), y soluciones individuales con
manitol, trehalosa, sacarosa y PVP.

Antes de ser sometidas a la liofilizacion, todas las muestras fueron pre-
congeladas durante 2-4 minutos en nitrogeno liquido (-195 °C) debido a que un
enfriamiento ultrarrapido favorece la formacion de hielo amorfo, lo cual reduce
el riesgo de formacion de cristales grandes que podrian dafar las membranas
lipidicas, preservando asi la integridad de las EVsB6F19, Ademas, la literatura
indica que las muestras sometidas a este tipo de pre-congelacion muestran una
mejor recuperacion de su funcionalidad tras la rehidratacion, lo que contribuye
a mantener su eficacia biologica [36].

La liofilizacion previamente dicha, se realiz6 durante 24 horas utilizando
un equipo LyoQuest —55 °C de Telstar, garantizando un secado completo bajo
condiciones controladas de vacio y temperatura. Tras este proceso, las
muestras fueron reconstituidas en PBS 1x y almacenadas a 4 °C para su
posterior andlisis [31].

Para caracterizar la morfologia, la integridad estructural, la estabilidad
coloidal, asi como la preservacion funcional de las EVsB5F1O [iofilizadas, se
emplearon las técnicas descritas anteriormente en la seccién 3.3 (TEM, NTA y
potencial zeta).

Ademés, se realiz6 un andlisis de espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) para determinar la presencia de los diferentes
crioprotectores en las EVsBSF0 |[iofilizadas. La técnica del FTIR permite
estudiar la estructura molecular de una muestra a partir de la interaccion entre
la radiacién infrarroja y sus enlaces quimicos. Las distintas vibraciones
moleculares producen una absorcién especifica de energia, generando un
espectro caracteristico que actia como una huella molecular, ofreciendo
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informacion precisa sobre la composicion quimica y los grupos funcionales
presentes. En este estudio se utilizé para caracterizar tanto los crioprotectores
seleccionados como las EVsB6-F10 en diferentes condiciones: sin liofilizar y tras
el proceso de liofilizacion con cada uno de los crioprotectores empleados. El
objetivo fue verificar si la liofilizacibn con estos compuestos inducia
alteraciones en la estructura quimica o en la integridad molecular de las
vesiculas asi como verificar la presencia de la huella molecular de los
diferentes crioprotectores en las EVsB®F0 Jiofilizadas. En cuanto a la
instrumentacién utilizada, fue un espectrometro VERTEX 70 de Bruker Optics,
equipado con un detector DTGS y un accesorio Golden Gate Diamond ATR,
que permite el analisis directo de muestras sélidas con alta resolucion
espectral.

3.6 DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE LAS EVSBI&FI0
LIOFILIZADAS

Tras evaluar el analisis estructural y composicional de las EVs
liofilizadas con diferentes crioprotectores, se procedio a realizar una serie de
ensayos funcionales con el fin de determinar cual de los distintos
crioprotectores empleados era el Optimo para conservar las caracteristicas
funcionales y morfolégicas de dichas EVsB®-F10 (tanto vacias como cargadas
con ambos tipos de NPs) asi como para analizar las posibles diferencias de
almacenaje a largo plazo entre crioprotectores. Para ello, se llevaron a cabo
experimentos de estabilidad, evaluando las muestras en diferentes tiempos de
almacenamiento posteriores a la liofilizacion, recogido en la Tabla 3.

Condicién de EVsB6-F10 TIEMPO ALMACENAMIENTO (DIAS
Naturales (sin liofilizar)
Liofilizadas sin crioprotector (control) 2,7y 15

Liofilizadas con PVP
Liofilizadas con Sacarosa
Tabla 3: Condiciones de las EVsP!6-10 con diferentes crioprotectores y los tiempos de almacenamiento.

En este experimento se compararon EVsB6F10 Jiofilizadas con manitol,
trehalosa, sacarosa y PVP (10 mM), frente a un control sin crioprotector
(EVsBI&FLO0 disueltas en agua desionizada). Pasados 2, 7 y 15 dias de su
liofilizacibn las muestras se re-suspendieron en PBS 1x antes de ser
analizadas. Ademas, se utilizaron EVsB®-F0 no liofilizadas como referencia.
Dichas EVsB6F10 fuyeron analizadas por TEM, NTA y mediciéon del potencial
zeta (descritos anteriormente en el apartado 3.3).

3.7 EVALUACION DE LA INTERNALIZACION Y LA SELECTIVIDAD
DE LAS EVSB'®F10 | |IOFILIZADAS

3.7.1. DETERMINACION DE LA INTERNALIZACION CELULAR
Una vez optimizadas las condiciones de liofilizacion de las EVsB6-F10,
HG-EVsB6FI10 y pt-EVSBI&FIO se evaludé su capacidad de internalizacion y
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vehiculizacion al interior celular de sus células parentales. Para ello, se emple6
la técnica de microscopia confocal.

3.7.1.1 MICROSCOPIA CONFOCAL

En primer lugar, se llevo a cabo un experimento de internalizacion por
microscopia confocal con el objetivo de determinar la capacidad de
internalizacién en las células parentales (B16-F10) de las EVsB6-F10 |iofilizadas
con diferentes crioprotectores y las EVsB®-F0 no liofilizadas (control). Este
estudio permitié evaluar la cinética de internalizacion analizando las particulas
presentes en el citoplasma de las células durante los siguientes tiempos de
incubacion: 4, 24 y 48 horas.

Para ello, se sembraron las células B16-F10 sobre un cubreobjetos de
20 mm, previamente dispuesto en una placa de 24 pocillos, a una densidad de
40.000 células por pocillo y se cultivaron durante 24 horas. Pasado este tiempo
se afadieron las EVsB6-F10 no liofilizadas y liofilizadas, en una cantidad de 10
ug/ pocillo (expresados en proteina total obtenida por BCA) durante 4, 24 y 48
horas. Para poder seguir las EVsB'5F10 por microscopia confocal, estas fueron
previamente marcadas con la sonda fluorescente Green PKH67 (Aex: 490 nmy
Aem: 502 nm). Para ello se incubaron 3 uL de sonda por cada 1 mL de EVsB¢
F10 re-suspendidas en PBS 1x durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Seguidamente, tras el tiempo de incubacion, se realizO un ciclo de
ultracentrifugacion (100.000 g a 4°C durante 2 horas) para eliminar el exceso
de sonda libre. Pasadas 4, 24 y 48 horas, las células se lavaron 3 veces con
PBS 1x para eliminar las EVsB-F10 no internalizadas, y se fijaron durante 30
minutos a temperatura ambiente con paraformaldehido (PFA) al 4%. Tras este
tiempo de fijacion, las células se lavaron de nuevo con PBS 1x y se afiadio 1
mL de PBS 1x en cada pocillo para evitar el secado del cubreobjetos y
mantenerlo hasta realizar la tincion de las distintas estructuras subcelulares.
Una vez fijadas las células se llevd a cabo la tincion fluorescente de diferentes
organulos celulares. Para ello, en primer lugar se ensamblo la camara humeda
y, seguidamente, se lavaron los cubreobjetos con las células adheridas en su
superficie 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 genera poros en la membrana celular, permitiendo la
entrada de los fluoroforos al interior de las mismas.

Para marcar los filamentos de actina del citoplasma celular se utilizo
faloidina-Alexa546 (Aex: 556 nmy Aem: 570 nm), diluida en PBS-BSA-saponina
a una concentracion 1/200, y puesta en contacto con el cubreobjetos
conteniendo las células durante 1 hora en oscuridad en la camara humeda.
Finalmente, los cubreobjetos se lavaron con PBS 1x y agua destilada, y se
montaron sobre portaobjetos con 5 puL del medio de montaje conteniendo
NucBlue (Hoechst 33342) (Aex: 350 nm y Aem: 461 nm) para marcar los
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nacleos. Finalmente, se dejaron secar los cubreobjetos antes de sellarse. Los
fluor6foros empleados para el marcaje del citoplasma como las EVs fueron
suministrados por Sigma Aldrich, mientras que para los nucleos se empled un
fluoréforo obtenido de Invitrogen.

Las muestras se visualizaron en un microscopio confocal localizado en el
CIBA: microscopio confocal espectral Zeiss LSM 880 con Airyscan utilizando un
objetivo de aceite de inmersion 63x/ N.A 1.40. Ademas, para garantizar la
localizacion de las EVsB¢F0 en el interior celular, se realizaron proyecciones
ortogonales a partir de las adquisiciones en direccién Z.

A través de los ensayos de estabilidad y de internalizacion celular, se
pudo determinar qué crioprotector ofrecia un mayor grado de proteccion
durante el proceso de liofilizacion, conservando mejor la funcionalidad biolégica
asi como la estructura de las EVsB6-F10,

3.7.2. ANALISIS DE LA SELECTIVIDAD CELULAR

Tras el andlisis de los experimentos de internalizacion de las EVsB6-F10
liofilizadas con diferentes crioprotectores en las células parentales, se procedio
a realizar experimentos de selectividad. La selectividad celular de las EVsB®
F10 HG-EVsB6-F10 y |as Pt-EVsB6FI0 se determind por microscopia confocal y
por Espectroscopia de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS).

3.7.2.1 MICROSCOPIA CONFOCAL

En este ensayo se cultivaron en placas de 24 pocillos células B16-F10,
las cuales son las células diana, y células NIH-3T3, derivadas de fibroblastos
sanos murinos con el fin de comprobar la especificidad de las EVsB®-F10 por
sus células parentales, asi como analizar las posibles diferencias de dicha
selectividad en presencia de los diferentes crioprotectores seleccionados. El
protocolo experimental fue el mismo que en los ensayos de internalizacion.
Para el marcaje fluorescente de las EVsB6F10 se utiliz6 la sonda Red PKH26
(Aex: 551 nm y Aem: 567 nm) y los filamentos de actina de ambas lineas
celulares se marcaron con faloidina-Alexa488 (Aex: 495 nmy Aem: 518 nm), asi
como los nucleos con NucBlue (Hoechst 33342) (Aex: 350 nm y Aem: 461 nm).
Estos experimentos también se visualizaron mediante el microscopio confocal
mencionado anteriormente. Ademas, se realizaron por triplicado para
establecer una estadistica semi-cuantitativa relacionando la intensidad de
fluorescencia con la internalizacion de las EVsB®F0 en las células. Este
analisis semi-cuantitativo se realiz6 utilizando el sofware Image J.

3.7.2.2 ICP-MS

La técnica de ICP-MS es una técnica altamente sensible capaz de
cuantificar los elementos metalicos presentes en una muestra a
concentraciones muy bajas. En este Trabajo Fin de Master, el ICP se utilizd
para determinar la presencia de Au y Pt cuando las HG-EVsB®-F0 y |as Pt-
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EVsBI&FI0 respectivamente, se ponian en contacto con las diferentes lineas
celulares.

En concreto, permite realizar un analisis cuantitativo multi-elemental de
metales, metaloides y no metales hasta concentraciones de ng/mL. A través de
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 relacibn masal/carga en un
analizador de cuadruplo, siendo contados por un detector de dinodos. Las
relaciones masa/carga generan informacién cualitativa mientras que el conteo
de iones a las distintas relaciones masa/carga permiten obtener informacion
cuantitativa de los elementos.

El andlisis ICP-MS se realizdé en un equipo perteneciente al Servicio de
Andlisis Quimico de la Universidad de Zaragoza. Se trata de un espectrometro
de masas con fuente de ionizacion plasma (ICP Pekin Elmer dRC-e), equipado
con una celda dinamica de reaccion para la eliminaciéon de interferencias
espectrales, un nebulizador de flujo cruzado y con una camara de espray Scott
Double Pass. Esta técnica se empled para cuantificar la cantidad de platino
(Pt) y oro (Au) presentes en el interior de las EVsB¢F10 Por ello, en primer
lugar se llevd a cabo la siembra de células B16-F10 y NIH-3T3 en placas de 6
pocillos y se mantuvieron en cultivo durante 24 horas en condiciones estandar.
Pasado este tiempo, se afiadio en cada pocillo 1 mL de medio DMEM completo
conteniendo 25 pg de Pt-EVsB®F0 o HG-EVsBE-F0 en sus versiones
liofilizadas o no liofilizadas, y en presencia o ausencia de crioprotectores. Las
células se incubaron con las EVsB!*-F0 durante otras 24 horas. Tras la
incubacion se procedid a recoger y eliminar el sobrenadante con el fin de
desechar aquellas EVsBF0 cargadas con NPs no internalizadas.
Seguidamente se afiadio 500 uL de tripsina en cada pocillo y se incub6 durante
5 minutos. A continuacién, se recogio la tripsina con las células levantadas y se
almacenaron en eppendorfs diferentes, en funcién del tipo de muestra.
También se afiadi6 PBS 1x al pocillo para rescatar todas las células y re-
suspenderlas en los eppendorfs. Una vez contenidas las muestras en los
eppendorfs, se centrifugaron durante 5 minutos a la velocidad maxima (15.000
g) Y, seguidamente, el sobrenadante fue desechado por decantacién. El pellet
de las muestras se digiri6 con agua regia (AR) (HNOs; + 3HCI) al 10%,
concretamente las muestras se digirieron con 200 uL de AR durante 48 horas
y, posteriormente, se diluyeron en 9,8 mL de agua miliQ para poder ser
analizadas posteriormente mediante la técnica descrita anteriormente.

3.8 EVALUACION DE LA EFICACIA TERAPEUTICA DE NPs- EVsB16-F10
LIOFILIZADAS

Como se ha mencionado previamente, las PEG-HGNPs tienen
propiedades de fototermia para tratar células cancerosas por hipertermia éptica
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mientras que las PtNPs pueden ser usadas como herramientas terapéuticas
gracias a su potencial de intercalarse en la doble hélice de ADN de las células
tumorales. En esta seccion se describe la metodologia empleada para analizar
la eficacia terapéutica de las HG-EVsB6-F10y de las Pt-EVsB6F10en ensayos de
fototerapia, y de citotoxicidad, respectivamente.

3.8.1 ENSAYO DE TERAPIA FOTODINAMICA (FOTOTERAPIA)

Este tipo de terapia consiste en el empleo de materiales sensibles a la
luz de una determinada longitud de onda que, cuando son irradiados, son
capaces de mediar la muerte de las células tumorales a través de procesos
como la generacién de calor mediado por las NPs causando la muerte de estas
células por apoptosis o necrosis en funcion de la frecuencia del pulso, la
longitud de onda y el tiempo de exposicion al laser.

Debido a la geometria de las PEG-HGNPs encapsuladas en el interior
de las EVsB-FI0 estas presentan un espectro de absorcién que contiene un
pico entre 800 y 820 nm, lo cual las hace idoneas para mediar las terapias
basadas en hipertermia optica.

Para llevar a cabo este ensayo, en primer lugar se sembraron células B16-F10
y NIH-3T3 a una densidad de 4.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos
y se dejaron en mantenimiento durante 24 horas. Tras este tiempo, se
afiadieron 2 pg de HG- EVsBI&FI0 (expresados en proteina total obtenida por
BCA) diluidas en medio DMEM completo fresco. Se estudiaron las siguientes
condiciones: células incubadas con 1) HG-EVsB®F0 Jiofilizadas sin
crioprotector, 2) HG- EVsB5F10 [iofilizadas con sacarosa y 3) HG- EVsB6-F10 sin
liofilizar. Ademas, las células sin tratar se estudiaron como control negativo.
Pasadas las 24 horas de incubacién con las diferentes EVsB6-F19, se procedio a
eliminar el medio de cultivo y se lavdé con PBS 1x con el fin de eliminar el
exceso de EVsB5F10no internalizadas. Seguidamente se afiadié medio DMEM
completo fresco y se irradi6 cada pocillo por la superficie (sin contacto)
utilizando un colimador acoplado a un laser NIR (808 nm) a una potencia de
2,36 W durante 10 minutos tal y como se observa en la Figura 8. En cuanto al
laser empleado, se trata de un generador laser modelo MDL-H-808/2000 mW
de diodo infrarrojo de 808 nm (Changchun New Industries Optoelectronics
Technology Co., Ltd, Changchun, China). Como control negativo, las células
incubadas con los diferentes tipos de EVsB6-F10 fueron analizadas en ausencia
de irradiacion con laser NIR.
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Figura 8: Montaje experimental del laser en condiciones estériles para irradiar los cultivos celulares.

Mientras las células eran irradiadas con el laser, también se procedié a
recoger los datos de la temperatura superficial en respuesta a la absorcion y
dispersion de la radiacion NIR por parte de las HG-EVsB6F10 mediante un
termémetro digital.

Finalmente, para analizar la muerte celular mediada por hipertermia
Optica, se realizo de nuevo el ensayo Blue Cell de viabilidad celular descrito en
la seccion 3.4.1.2

3.8.2 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD DE LAS PtNPs

En el caso de este tipo de NPs, al no presentar SPR, no son optimas
para llevar a cabo el ensayo de terapia anterior; sin embargo, se ha reportado
gue el platino es un compuesto anticancerigeno de manera que, a través de un
ensayo de citotoxicidad, se pudo comprobar por un lado la dosis de
concentracion a la cual las PtNPs encapsuladas en las EVsB¢F10 tienen un
efecto terapéutico y, por otro lado, la eficacia del direccionamiento de las Pt-
EVsBI6-F10  hacia las células tumorales diana (B16-F10) y observar las
diferencias de la viabilidad celular respecto a la linea de células sanas (NIH-
3T3).

Para evaluar la eficacia terapéutica de las Pt-EVsB6-F10 se |levd a cabo
este ensayo, en primer lugar se realiz6 la siembra de ambos tipos celulares en
placas de 96 pocillos, a una densidad de 4.000 células por pocillo, y se
mantuvieron en cultivo durante 24 horas. Pasado este tiempo, se procedi6 a
eliminar el medio y afiadir medio DMEM completo fresco el cual contenia, para
cada condicion, las EVsB6-F10|iofilizadas diluidas en él. Las dosis de EVsB16-F10
testadas fueron: 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 y 0,0625 pg /mL. La eficacia terapéutica
de estas EVsB6-F10 se estudié durante 24 horas. Asimismo, células incubadas
en ausencia de Pt-EVsB®F0 fyeron usadas como control negativo sin
tratamiento. Por Ultimo, una vez pasados los tiempos anteriores, se procedio a
eliminar el medio para descartar aquellas Pt-EVsB®F10 que no hubieran
internalizado en las células y se lavaron con PBS 1x. A continuacién, se afiadi6
en cada pocillo una disolucién de medio DMEM completo fresco con el reactivo
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Blue Cell para evaluar la viabilidad de las células siguiendo el procedimiento
especificado en la seccion 3.4.1.2

3.9 ANALISIS ESTADISTICO
Los experimentos realizados en este Trabajo Fin de Master se han

realizado en triplicado y estan expresados como la media = la desviacion

estandar. El andlisis estadistico se realizé utilizando el software GraphPad. El
nivel de significancia se determind con un andlisis de varianza (ANOVA) one-

way utilizando el test de comparaciones multiples de promedios (Tukey's) o el

test de rango mdltiple Dunnett's. Las diferencias estadisticamente significativas

se expresaron de la siguiente forma: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001 y
****pn<0,00001.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DE EVsBI6F0 yVACIAS PRE- Y POST-
LIOFILZACION

4.1.1 CARACTERIZACION DE EVsPF0 VACIAS SIN LIOFILIZAR

Para comprobar tanto la morfologia como la funcionalidad de las EVsB1¢
F10 aisladas y vacias, es decir sin NPs contenidas en su interior, se
caracterizaron a través de diferentes técnicas (anteriormente descritas). En la
Figura 9 A y B se muestran imagenes obtenidas por TEM que demuestran la
morfologia redondeada, asi como el tamafio de estas EVsB6F10 vacias (en
torno a 70 nm-100 nm), las cuales se emplearon como control. La Figura 9 B,
es una ampliacion en la que se puede observar mas detalladamente la bicapa
lipidica, la cual es caracteristica de estas EVsB5-F10 (sefialada con una flecha).

EVs B18-F10 Vacias

Detalle EVs B18-F10 Vacias

Figura 9. A) Fotografia de TEM de EVs B-F10, B) Detalle de la bicapa lipidica

3

de estas EVsB16-F10,

El andlisis de la carga superficial de estas vesiculas a través del
potencial zeta mostré un valor de -19,64 + 1,65 mV. Este potencial negativo es
caracteristico de los grupos fosfato presentes en las cabezas polares de la
membrana fosfolipidica que rodea a las EVs. La carga superficial negativa
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juega un papel relevante en la estabilidad de las EVs en disolucion, debido a
qgue las interacciones electrostaticas repulsivas entre las particulas cargadas
negativamente ayudan a prevenir su agregacion. Por otro lado, el andlisis del
diametro hidrodinamico de las EVsB6F10 por medio de la técnica NTA (Figura
10) mostr6é un tamafio medio de 170,4 + 81,0 nm, el cual fue superior al
obtenido mediante las fotografias de TEM ya que la técnica NTA proporciona
valores correspondientes a la suma del diametro de la vesicula extracelular
junto con una capa eléctrica dipolar adherida a su superficie, conocido como
didmetro hidrodinamico.

Los resultados obtenidos tanto de diametro como de carga superficial de
las EVsB6-F10 estan en concordancia con datos publicados recientemente [38].

Concentracion (particulasiml)

T T T T T T
[] wo W0 R W K0 W0 W0

Tamafio (nm)
Figura 10: Grafica de NTA de las EVs B16-F10yacias.

Ademas de la caracterizacion fisicoquimica de las EVsB5F10 se emple6
el kit MACSPlex EV (Miltenyi Biotec) descrito anteriormente (apartado 3.3.5)
para analizar la expresion de marcadores caracteristicos en la membrana
superficial de las EVs mediante citometria de flujo. En la Figura 11 se muestra
los tipos de proteinas y su nivel de expresion en las EVsB&F10, E| kit empleado
cuenta con anticuerpos que detectan especificamente la expresion de
marcadores clave tales como CD9, CD63 y CD81, los cuales son marcadores
descritos en las EVs, de forma que la presencia de expresion de estos confirma
gue la naturaleza de estas vesiculas y no otro tipo de agregados celulares
como macromoléculas, ectosomas o cuerpos apoptoéticos.
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Figura 11: Intensidad de fluorescencia de los diferentes marcadores exosomales medida por citometria
de flujo de las EVsB6-F10,

4.1.2 CARACTERIZACION DE EVsP'®F0 VACIAS LIOFILIZADAS

Tal y como se ha descrito en la seccion de materiales y métodos, tras el
andlisis de las EVsB5F10 vacias por diferentes técnicas, se procedid a la
liofilizacion de estas con distintos crioprotectores, todos ellos a una
concentracion de 10 mM.

Los crioprotectores empleados fueron la trehalosa, sacarosa, PVP y
manitol. La Figura 12 muestra EVsB5-F10 Jiofilizadas con los crioprotectores
anteriores, mientras que la Figura 13 muestra las imagenes obtenidas por TEM
de las EVsPB6-F10 Jiofilizadas con los crioprotectores mencionados, asi como en
ausencia de crioprotector, esta Ultima se emple6 como control. Estos
resultados demuestran cémo la presencia de los diferentes crioprotectores es
un factor clave en el proceso de liofilizacion. Por un lado, las EVsB6-F10
liofilizadas en ausencia de crioprotectores (Figura 13 A) asi como en presencia
de sacarosa (Figura 13 B), PVP (Figura 13 C) y trehalosa (Figura 13 E)
presentaron una morfologia redondeada similar a la de las EVsB®-F0 no
liofilizadas mostradas en la Figura 9. Sin embargo, las EVsB¢F10[iofilizadas en
presencia de manitol presentaban una morfologia alterada (Figura 13 D).

Figura 12: Muestras de EVsB6F0 |iofilizadas ordenadas de izquierda a derecha: control (sin
crioprotector), manitol, trehalosa, sacarosa y PVP.
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Figura 13: Imagenes TEM de las vesiculas liofilizadas. A) EVsB16F10 liofilizadas sin crioprotector B)
EVsB16-F10 Jiofilizadas con sacarosa, C) EVsBFIO |iofilizadas con PVP D) EVsB6-F10 jiofilizadas con
Manitol y E) EVsB16-F10 Jiofilizadas con Trehalosa.

Seguidamente se realizO el andlisis por NTA del didmetro
hidrodinAmico de estas vesiculas, tal y como se muestra en la Figura 14. A
través del analisis por NTA se pudo observar que las diferencias de tamafio del
didmetro hidrodinamico entre las diferentes EVsB6-F10 |iofilizadas con distintos
crioprotectores no eran suficientemente significativas como para poder
descartar alguno de los crioprotectores empleados, ya que el tamafo era
similar al de las EVsB6-F10 naturales sin liofilizar. Los valores obtenidos, tanto el
didmetro hidrodinamico obtenido por NTA asi como del potencial zeta, se
recogen en la Tabla 4.

»
o
.0

Concentracion (particulasf ml)
Concentracion (particulas! ml)
Concentracion (particulas! ml)

Tamafio (nm} Tamafio (nm} Tamafio (nm)

o
m

Concentracion (parti culas! ml)
Concentracion (parti culas! ml)

Tamafio {nm) Tamafio {nm)

Figura 14: Gréafica de NTA de las EVsB110 jiofilizadas. A) Sin crioprotector B) con sacarosa C) PVP D)
Manitol y E) Trehalosa.

EVsB16-F10 Diametro hidrodinamico (nm) Potencial zeta (mV)
Sin liofilizar 170,4 £ 81,0 -19,64 + 1,65
Liofilizadas Sin 169,0 + 66,7 -12,64 +0,40

Crioprotector

Liofilizadas con Sacarosa 143,5 £ 45,3 -16,98+ 0,73
Liofilizadas con PVP 10 150,3 £ 49,7 -18,12 + 0,80
Liofilizadas con Manitol 151,7 £+ 47,8 -14,27 £ 0,82
Liofilizadas con Trehalosa 150,5+54,4 -16,50 £ 0’85

Tabla 4: Valores del didmetro hidrodindmico (nm) obtenido por NTA y del potencial zeta (mV) de las
EVBI6-F10 |iofilizadas en presencia y ausencia de los crioprotectores seleccionados.

No se observaron diferencias significativas en el tamafio ni en la carga
superficial de las EVs con diferentes crioprotectores, de forma que ninguno de
ellos alteraba la morfologia ni las caracteristicas fisicoquimicas de las
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vesiculas. Sin embargo, a pesar de que aparentemente ninguno de los
crioprotectores estudiados alter6 significativamente las caracteristicas de las
EVsBl6-F10 se establecié una primera hipétesis de que los crioprotectores mas
indicados para conseguir una liofilizacién éptima de las EVsB16F10 serian tanto
la sacarosa como el PVP, ya que mantenian las caracteristicas, asi como una
carga superficial mas similar al de las EVsB6-F10 naturales (sin liofilizar).

Para continuar con el estudio, se utilizo la técnica de FTIR con el fin de
analizar los diferentes crioprotectores y su efecto sobre la composicion de las
EVsBI&FL0 tras el proceso de liofilizacién. Se evaludé la presencia de los
crioprotectores a través de los enlaces quimicos caracteristicos de cada uno de
ellos, de modo que también se analizaron los crioprotectores individualmente.
Las EVsB-F0 Jiofilizadas sin crioprotector también fueron estudiadas.
Finalmente, se evaluaron las EVsB®-F0 [iofilizadas en presencia de cada
crioprotector, con el objetivo de comparar los perfiles quimicos obtenidos. En la
Figura 15 se muestra la representacion grafica del espectro obtenido por esta
técnica para cada crioprotector y su comparacion con las EVsB6-F10 Jiofilizadas
con cada uno de ellos, asi como el control de EVsB6-F10iofilizadas en ausencia
de crioprotector. Los picos caracteristicos de las EVsB®F10 se resaltan en
amarillo, concretamente se identificaron un pico asociado a los grupos metileno
(-CH2) en el intervalo de 900-1000 cm, vibraciones relacionadas con los
grupos fosfato en la regiéon de 1000-1300 cm?, y un pico caracteristico de los
grupos amida (I y 1) de las proteinas de estas EVsB6-F10 en el rango de 1600-
1700 cm™.
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Figura 15: Espectros FTIR de los criprotectores A) sacarosa B) trehalosa C) manitol y D) PVP, asi como
de las EVsB6F10 |iofilizadas con cada uno de ellos y su comparacién con el espectro de las EVsB16-F10
liofilizadas sin ningun crioprotector (control).
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En cuanto a los crioprotectores, en la Figura 15 A, se pueden observar
los picos caracteristicos de la sacarosa, con sefiales entre 700-1500 cm
asociadas a los enlaces C-O asi como a los anillos de glucosa. Por otro lado
también se observa un pico relacionado con las vibraciones de los enlaces C-H
en el rango de 2500-3000 cm™ y un pico asociado a los estiramientos de los
grupos hidroxilo (-OH) en el rango de 3000 a 3500 cm™. En la Figura 15 B, se
observan los espectros asociados a la trehalosa, concretamente en la region de
1000-1200 cm* se observan los picos caracteristicos de las vibraciones de los
enlaces C-O y C-C, mientras que en la regiéon de 2800-3000 cm™ corresponde
a los enlaces C-H y en la regién de 3200-3600 cm™ las vibraciones de
estiramiento de los enlaces O-H. Por otro lado, en la Figura 15 C, se observan
los relacionados con el manitol, donde destaca un pico en la region de 1000-
1250 cm* asociado a los enlaces C-O, mientras que en la regién de 1300-1400
cmse observa uno relacionado con la vibracién de flexion de los enlaces O-H,
y un pico relacionado con la vibracion de estiramiento de los enlaces O-H de
los grupos hidroxilos en la regién de 3400-3500 cmt. Por dltimo, en la Figura
15 D se observan los picos asociados al PVP, de modo que en la region de
1500 a 1900 cm? se observa un pico relacionado con el anillo pirrolidona
(donde se encuentra el atomo de nitrégeno y el grupo carbonilo) asi como
interacciones de enlaces de hidrégeno, por otro lado, en el rango de 2800 a
3000 cmt se encuentran los estiramientos de los enlaces C-H presentes en la
cadena polimérica de este compuesto y en el rango de 3000 a 3500 cm se
observa el pico asociado al estiramiento de los enlaces O-H. Los resultados de
FTIR demuestran como, tras la liofilizacion los picos caracteristicos de las
EVsBI6-F10 se preservaron junto con los de los crioprotectores empleados,
manteniendo sus caracteristicas naturales, de modo que se puede confirmar
gue la presencia de los crioprotectores no compromete la integridad molecular
de las EVsB16-F10,

Por ultimo se llevé a cabo el analisis por citometria de flujo mediante el
kit MACSPlex EV (Miltenyi Biotec) [37] con el fin de observar diferencias en la
expresion de las proteinas presentes en la membrana superficial de las EVsB®
F10 ya que la presencia del crioprotector podia alterar la expresiéon y con ello la
propiedades intrinsecas de targeting y selectividad de las vesiculas. En la
Figura 16 se observa el analisis para los diferentes crioprotectores y el control
(que corresponde a las EVsB6-F10 Jiofilizadas sin ningln crioprotector), asi
como también se resalta la expresion de algunas de las proteinas vesiculares
caracteristicas de este tipo de EVsB-F10 como las tetraspaninas CD9, CD63 y
CD81).

33



300

BLANCO

Evs B9 FI0 o, _
mm Eys BP0 10 SACAROSA

mm Eys B9 0 pyp
Hl Eys B19F0 10 TREHALOSA I

[

w

(=]
1

ha

[=]

(=]
1

EVs B'*F 00, mANITOL

Ll

S AASANASNIDANARG
<

-
o
oo
s
*

Intensidad de fluorescencia (u.a.)
=
(=]
[

[4.]
[=] (=
1

o-i‘
v,
9,
'?
(<)

(X7
o

[y

Y

&)
*
OJ}

GRG0 o~ OVl < o Q™ al Q
R 5 W G R NP R P e

<
Marcadores .@g}"

Figura 16: Intensidad de fluorescencia medida por citometria de flujo de las EVs liofilizadas en presencia
0 no (control) de diferentes crioprotectores.

El andlisis de la expresion de los marcadores asociados a EVsB6-F10,
realizado por esta ultima técnica, ayudo a demostrar que los crioprotectores
empleados, concretamente la sacarosa, trehalosa y PVP, mantuvieron la
expresion de las proteinas exosomales tras la liofilizacion. Sin embargo,
gracias a este anlisis, también se observé que las EVsB5F10 Jiofilizadas en
presencia de manitol sufrieron una disminucion de la expresion de ciertas
proteinas.

Teniendo en cuenta todos los resultados anteriores obtenidos por TEM,
NTA y potencial zeta, se pudo concluir que la liofilizacion de las vesiculas con
crioprotectores no alter6 de manera significativa la morfologia ni las
caracteristicas fisicoquimicas de la membrana superficial de las EVsB®-F0 g
excepcion del manitol. Este crioprotector, al igual que la trehalosa, mostré una
capacidad limitada para preservar la integridad estructural de las vesiculas. Por
otro lado, los crioprotectores sacarosa y PVP mantuvieron la morfologia asi
como la carga superficial de las membranas de las EVsB%F0 ademas de la
expresion de proteinas exosomales de manera mas optima. Estos resultados
coinciden con un estudio [29] en el que se evidencié que el manitol fue el
crioprotector menos efectivo para mantener el tamafio medio de las particulas
analizadas y, del mismo modo, la trehalosa también mostr6 una baja eficacia.
Ademas, en esta revision la sacarosa fue identificada como el crioprotector mas
eficiente para preservar la estabilidad fisicoquimica de las particulas estudiadas
tras la liofilizacion [39].

Por tanto, considerando todo lo anterior, se seleccionaron Unicamente
los crioprotectores sacarosa y PVP para los estudios posteriores de carga de
NPs, internalizacion y selectividad celular asi como de eficacia terapéutica.
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4.2 ENSAYOS EVsPoF0 VACIAS LIOFILIZADAS

4.2.1 ENSAYO ESTABILIDAD

Uno de los objetivos de este trabajo consistié en optimizar la liofilizacion
de las EVsB¢F10 con un crioprotector ideal con el fin de poder almacenar estas
vesiculas a largo plazo sin comprometer la integridad morfologica y funcional
de las mismas. Por ello, para poder comprobar la estabilidad, se llevé a cabo el
analisis a través de las técnicas de TEM, potencial zeta y NTA en diferentes
tiempos, concretamente a los 2, 7 y 15 dias posteriores a su liofilizacién.

Las muestras de EVsB®F0 vacias se liofilizaron en ausencia de
crioprotector (control) asi como en presencia de sacarosa y PVP, ambos a una
concentracion de 10 mM como se ha descrito en las secciones anteriores.
Ademas, también se analizaron muestras de EVsB®F10 naturales (sin liofilizar)
en los tiempos mencionados anteriormente con el fin de comparar las
diferencias que se pudieran observar. Cabe destacar que, tras las 24 horas de
liofilizacion, las muestras se mantuvieron en polvo y se almacenaron a 4°C
hasta el momento concreto del analisis. En el momento de analizar las
muestras, fueron re-suspendidas en 1 mL de PBS 1x.

Para poder observar las diferencias de estabilidad en los diferentes
tiempos, se procedié a analizar los resultados en funcion de las condiciones de
las vesiculas, es decir, si estaban (0 no) liofilizadas con los diferentes
crioprotectores. Por un lado, la Figura 17 A representa el analisis por NTA de
las EVsB6-FI0 naturales (sin liofilizar) a diferentes tiempos, mientras que las
siguientes figuras muestran las EVsB®F0 Jiofilizadas en ausencia de
crioprotector (Figura 17 B), asi como en presencia de PVP (Figura 17 C) y
sacarosa (Figura 17 D). La Tabla 5 recoge los valores de la carga superficial
de las mismas por potencial zeta (mV) asi como los valores del diametro
hidrodindmico (nm) por NTA.
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Figura 17: Gréficos de NTA de EVsB6-F10 A) naturales (sin liofilizar) B) Liofilizadas sin crioprotector
(control) C) Liofilizadas con PVP y D) Liofilizadas con Sacarosa a diferentes tiempos.

EVsBI6F0 Diametro Hidrodinamico (nm) Potencial Zeta (mV)

TIEMPOS 2 Dias 7 Dias 15 Dias 2 Dias 7 Dias 15 Dias

Naturales (sin liofilizar)
163,9 + 59,1 163,8 + 51,3 165,7+ 63,2 -1553+1,19 -11,49+244 -8,61+1,23

Liofilizadas sin
crioprotector (control) ~ 161,0£51,1 171,2+630  167,1+652 -1377+215 -835+159 -13,92+0,50

Liofilizadas PVP 161,3+57,1 179,9+ 77,3 171,5+71,4  -1538+0,88 -10,90+1,10 -12,24+1,37
Liofilizadas Sacarosa 156,7 + 51,6 170,1 + 63,0 170,6 +68,7 -15,42+0,93 -14,66+0,68 -8,48+ 0,92

Tabla 5: Tabla resumen de los diferentes diametros obtenidos por NTA y los potenciales zeta
correspondientes para cada condicion de las EVs a diferentes tiempos.
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Tal y como se ha expuesto anteriormente en el apartado 3.5, el articulo
[28] sefala que el almacenamiento de EVs en su estado natural a -80°C
conlleva una pérdida progresiva de su funcionalidad biolégica, lo cual se puede
correlacionar con los resultados mostrados en la Tabla 5, ya que se observo
una disminucién progresiva de la carga superficial negativa de las EVsB!6-F10
naturales (no liofilizadas) durante el periodo de tiempo estudiado. Esto sugirio
la alteracion en la estabilidad de la membrana de estas vesiculas. Sin embargo,
el diametro hidrodinamico no mostré una variacion significativa a lo largo del
tiempo, lo que indicd que no hubo una agregacion o disgregacion de EVsB16-F10
relevante.

Por otro lado, las EVsB6-F10 sometidas a liofilizacion, tanto en ausencia
como en presencia de crioprotectores, mostraron un aumento del tamafio
hidrodinamico al igual que una ligera disminucion de la carga superficial
negativa aunque menos significativa que en el caso de las EVsB5F10 naturales
(no liofilizadas), lo cual sugirid6 que la liofilizacion incluso en ausencia de
crioprotectores pudo contribuir a la preservacion de las propiedades de la
membrana. A pesar de estas observaciones, no hubo diferencias
suficientemente significativas entre las distintas condiciones de liofilizacion, de
modo que ninguno de los crioprotectores fue mejor en términos de
conservacion de la carga superficial y del diametro hidrodinamico de las
EVSBlG-FlO'

Ademas, también se analizaron las muestras anteriores mediante TEM a
los 2 (Figura 18 A) y 7 dias (Figura 18 B) posteriores a la liofilizacion. En
ambas figuras (Figura 18 A y B) se muestran tanto las EVsB6-F10 naturales (sin
liofilizar) (1), asi como las EVsB-F0 Jiofilizadas sin ningln crioprotector
(empleadas como control) (2), con PVP (3) y con sacarosa (4).

100 nm

Figura 18: Imagenes obtenidas por TEM de la estabilidad de las EVsB5F0 A) alos 2 dias y B)
a los 7 dias en condiciones naturales (1) y liofilizadas sin crioprotector (2), con PVP (3) y sacarosa (4)

Tras analizar conjuntamente todos los datos anteriores, no se
observaron diferencias significativas en cuanto al diametro hidrodinamico, la
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morfologia ni la carga superficial negativa de las EVsB!*-F10 liofilizadas. Por
tanto no se pudo descartar ninguno de los dos crioprotectores empleados
(sacarosa y PVP), de manera que se decidi6 mantener el uso de ambos para
los posteriores ensayos realizados.

4.2.2 ENSAYO INTERNALIZACION

Una vez seleccionados los crioprotectores que preservaban en mayor
medida las caracteristicas fisicoquimicas de las EVsB¢F0 naturales (sin
liofilizar) asi como la expresibn de sus marcadores de membrana
caracteristicos se realizaron diferentes estudios de las interacciones de las
EVsBI6-F10  iofilizadas con las células diana en entornos bioldgicos. Para
evaluar si las condiciones de liofilizacion afectaban la capacidad de las EVsB®
F10 para ser captadas por sus células parentales (B16-F10), se realiz6 un
estudio de internalizacion a distintos tiempos: 4, 24 y 48 horas por microscopia
confocal. El objetivo fue evaluar si el proceso de liofilizacion o si la presencia de
ambos protectores seleccionados (sacarosa y PVP) afectaba a la capacidad de
internalizaciéon natural de estas vesiculas en los diferentes tiempos de
exposicion. La capacidad de internalizacion se evalu6 mediante microscopia
confocal. Tal y como se ha descrito anteriormente (apartado 3.7.1.1), las fibras
de actina se marcaron con Faloidina Alexa-546 (Aex: 556 nm y Aem: 570 nm) y
los nucleos con NucBlue (Hoechst 33342) (Aex: 350 nm y Aem: 461 nm),
mientras que las EVsB6F10 se marcaron con la sonda Green PKH67 (Aex: 490
nm y Aem: 502 nm). Las proyecciones ortogonales realizadas a partir de las
adquisiciones en direccidon Z muestran la internalizaciéon de las EVsB6-F10 en el
citoplasma celular tras 4, 24 y 48 horas. En la Figura 19 se muestra el estudio
de la internalizacion, a los diferentes tiempos mencionados, de las distintas
EVsBI&FL0 [iofilizadas, concretamente se estudiaron las células en ausencia de
EVs (denominado control), y en presencia de EVs naturales (EVsB®-F10) asi
como de EVs liofilizadas sin crioprotector (EVsB!*-F0 LIO) y con los
crioprotectores PVP (EVsB6F0 IO PVP) y sacarosa (EVsBF0 [|O
SACAROSA). Mientras que en la Figura 20 aparece el analisis semi-
cuantitativo de la fluorescencia de las EVsB¢-F10 en el interior celular en el canal
verde (488 nm) a partir de las fotografias de microscopia confocal, el cual
indica la cinética de internalizacién de las EVsB16-F10 |iofilizadas con los distintos
crioprotectores. Como control negativo para descartar la auto-fluoresencia de
las propias células, se utilizaron células control sin tratar. Estos resultados
demuestran como las EVsB6F10 Jas EVsBIE-FLO [iofilizadas sin crioprotector, asi
como las EVsB6-FIO |iofilizadas en presencia de sacarosa son internalizadas
progresivamente a lo largo del tiempo ya que, pasadas las 48 horas, sigue
aumentando el nimero de EVsB6F10 internalizadas. Por otro lado, las EVsB®-
F10 Jiofilizadas con PVP presentaron un maximo de internalizacion tras las 24
horas. Estos resultados demuestran un comportamiento similar de las EVsB%
F10 Jiofilizadas con sacarosa y las EVsB®FL0 naturales, asi como también las
liofilizadas sin ningun crioprotector.
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Figura 19: Imagenes de microscopia confocal de células B16-F10 incubadas con EVsB®F10 Jiofilizadas (o
no) con diferentes crioprotectores en diferentes tiempos 4, 24 y 48 horas.
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Figura 20: Semi-cuantificacion de la sefial de las EVsB6F10 de las diferentes imagenes de microscopia
confocal presentadas en la Figura 19.

4.2.3 ENSAYO DE SELECTIVIDAD

Tras analizar la internalizacion de las EVsB®F10 en su linea parental
bajo distintas condiciones, se procedié a evaluar su especificidad hacia las
células de origen B16-F10. Tal y como se detalla en las revisiones [25][35], las
EVs presentan capacidad especifica hacia sus células parentales debido a la
presencia de lipidos, proteinas y otras moléculas derivadas de la célula de
origen en su membrana, que actlan como sefales de reconocimiento celular,
lo cual resulta (tal y como muestran los articulos citados en este parrafo) en
una mayor eficiencia de captacion de las EVsB®-F0 por parte de las células
homélogas en comparacion con células heterdlogas, sugiriendo un mecanismo
de tropismo celular mediado por interacciones especificas ligando-receptor.

Por tanto, este ensayo fue clave para comprobar si las EVsB16-F10 podian
dirigirse de forma preferente a las células diana una vez liofilizadas
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(manteniendo su funcionalidad y sus propiedades de direccionamiento), con el
fin de optimizar su eficacia terapéutica una vez fueran cargadas con las NPs
terapéuticas. Para ello, se disefio un estudio de selectividad en el que se
cultivaron dos lineas celulares: B16-F10 (de las cuales proceden las EVs
analizadas), y NIH-3T3 (una linea de fibroblastos sanos murinos utilizada como
control off-target). Ademas, en este estudio se simplificaron los tiempos de
observacion a las 4 y 24 horas. Esta comparacion permitio observar posibles
diferencias en la captacion de las vesiculas y valorar su capacidad de
direccionamiento especifico hacia su diana celular.

De nuevo, se utilizé la microscopia confocal para evaluar la presencia de
las EVsB6F10 en el interior de ambas lineas celulares. Para cada una de las
tres réplicas bioldgicas, las EVsBSF10 ytilizadas se obtuvieron de purificaciones
independientes. Asimismo, los lotes de liofilizacién y los procedimientos de
marcaje con fluor6foros también fueron distintos en cada réplica. Esta
variabilidad controlada garantizé la reproducibilidad de los resultados
obtenidos. En la Figura 21 A y B se muestra el estudio de la selectividad de las
distintas EVsB'5F10 para las siguientes condiciones: Control (células que no
fueron incubadas con EVsB-F10) EVs en su estado natural sin liofilizar (EVsB6-
F10) y EVs liofilizadas tanto sin crioprotector (EVsB%F10 LIO) como con PVP
(EVsB&FIO IO PVP) y sacarosa (EVsB6-F10 | |O SACAROSA). Estas EVs se
evaluaron a las 4 y 24 horas para cada linea celular. Los nucleos fueron
marcados con NucBlue (Hoechst 33342) (Aex: 350 nm y Aem: 461 nm), la actina
Alexa-488 (Aex: 495 nmy Aem: 518 nm) vy las diferentes EVsB6-F10 se marcaron
con el fluoréforo Red PKH266L (Aex: 551 nm y Aem: 567 nm). Mientras que en
la Figura 22 se muestra el analisis estadistico de las 3 réplicas realizadas, el
cual permite observar diferencias significativas en la selectividad de estas
vesiculas entre las dos lineas celulares empleadas. En concreto, se observo
como las EVsBSFO0 naturales sin liofilizar (EVsB®F19) internalizaban
preferentemente en sus células parentales, particularmente diferencias
estadisticamente significativas fueron observadas a las 24 h. Esta misma
cinética de internalizacidbn en ambas lineas celulares fue observada para las
EVsBL6-FI0 Jiofilizadas en presencia de sacarosa (EVsB5F10 LIO SACAROSA),
observandose una internalizacion mas selectiva de las vesiculas en sus células
parentales a las 24 h. En el caso de las EVsB6-F10 |iofilizadas sin crioprotector
(EVsBI&FL0 | 10) y en presencia de PVP (EVsB6-F10 IO PVP), a pesar de que
se obtuvo una tendencia similar, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre ambas lineas celulares.
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Figura 21: Imagenes de microscopia confocal de células A) B16-F10 y B) NIH-3T3 incubadas con
EVsBL6-FI0 naturales (EVsB16-F10) o en ausencia (EVsB6F10) o presencia de crioprotectores (EVsB16-F10
LIO PVP y EVsB16-F10 | |O SACAROSA) en diferentes tiempos 4 y 24 horas.

Gracias a este estudio se demostro la especificidad selectiva de las
EVsBI6-F10 por sus células parentales productoras de las vesiculas, tal y como
se observo en el estudio reportado por Lara et al. (2020) [40]. Ademas, en el
caso de las células B16-F10, se observé una mayor internalizacion a las 24
horas tanto de las EVsB®F10 |iofilizadas con sacarosa (EVsB-F0 LIO
SACAROSA) como de las EVsBI®FI0 naturales (sin liofilizar) (EVsB6-F10) con
respecto a las demas condiciones, lo cual indic6 que en ambos casos se
mantuvieron las propiedades de internalizacion y targeting de estas vesiculas.
Del mismo modo, a través de este analisis también se observaron diferencias
estadisticamente significativas respecto a la linea celular sana, lo cual
demostr6 una mayor internalizacion de las EVsB®F0  en sus células
parentales.
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Figura 22: Andlisis estadistico del triplicado del estudio de selectividad de las EVs naturales (EVsB6F10) o
en ausencia (EVsB6F9) o presencia de crioprotectores (EVsB6-F10LIO PVP y EVSB®F10 LIO
SACARQOSA) en la linea celular parental (B16-F10) y la linea celular control (NIH-3T3).

Considerando los resultados anteriores, y teniendo en cuenta los datos
reportados en literatura [29][30], en los que se demostraba que la sacarosa es
un agente crioprotector efectivo para mantener el tamafio de las particulas
liofilizadas, en este trabajo se seleccion6 como el crioprotector mas ideal CAR

4.3 CARATERIZACION DE NPs SINTETIZADAS Y NPs-EVsB16-F10
LIOFILIZADAS

4.3.1 CARACTERIZACION DE HGNPs SINTETIZADAS

La caracterizacion de estas HGNPs se realizo a través de las técnicas
fisicoquimicas mencionadas anteriormente. Es importante sefalar que la
caracterizacion de estas NPs se realizd antes del proceso de pegilacion; por
ello, en este apartado se hace referencia a las mismas Unicamente como
HGNPs. En la Figura 23 A y B se muestran imagenes de las HGNPs obtenidas
mediante TEM, en las que se puede apreciar su morfologia redondeada. En la
sintesis de las HGNPs por reemplazamiento galvanico partiendo de NPs de
cobalto empleadas como nucleo sacrificial, se obtuvieron particulas huecas de
oro pseudoesféricas. En la Figura 23 B puede observarse una fina pared de
oro en forma de anillo mas oscuro alrededor del nucleo hueco de las HGNPs.
Por otro lado, también se estudi6 la carga superficial de estas NPs,
obteniéndose una carga con un valor de -15,2 + 7,1 mV.
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50 nm

Figura 23. Ay B: Fotografias de TEM de las HGNPs sintetizadas.

También se analizaron estas NPs mediante espectroscopia (UV-VIS) de
forma que, tal y como se muestra en la Figura 24, las HGNPs presentaron un
pico maximo de absorbancia en la region NIR, concretamente alrededor de 800
nm. El maximo de absorbancia es debido al fendmeno SPR, que consiste en la
oscilacion colectiva de los electrones libres del metal cuando son excitados con
la luz. Esta oscilacion produce un gran aumento de la absorcion y la dispersion
de la radiacion electromagnética en la zona del espectro correspondiente a la
frecuencia SPR. La frecuencia a la que ocurre dicho plasmén es caracteristica
del tamafio y de la morfologia de las NPs [22].
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Figura 24: Espectro de absorbancia obtenido por espectroscopia UV-VIS de las particulas desnudas y
funcionalizadas con un maximo de absorbancia alrededor de 800 nm.

Para aplicaciones de fototermia, es importante obtener dispersiones de
NPs con un pico maximo de absorbancia en la regién NIR, ya que es la zona
del espectro donde la luz puede penetrar mas profundamente en los tejidos
biologicos, posibilitando de esta manera el empleo de estas NPs en
aplicaciones de hipertermia 6ptica. Esto se atribuye al fenbmeno ventana
biolégica, el cual es un rango en el que las longitudes de onda del agua y de
cromoforos como la hemoglobina y desoxihemoglobina presentan una baja
absorbancia [24].
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4.3.2 CARACTERIZACION DE PtNPs SINTETIZADAS y de las Pt-EVsB¢F10

En este caso las PtNPs se sintetizaron en el interior de las EVsB16-F10
siguiendo el protocolo definido anteriormente en el cual se emplea CO como
agente reductor para generar directamente estas nanoestructuras en el interior
de las EVsB6-F10 Con ayuda de la microscopia electrénica, en primer lugar, se
observaron las Pt-EVsB-F10. En primer lugar, pudo observarse como la sintesis
de las PtNPs directamente en el interior de las EVsB®F0 no afecté a la
morfologia de las EVsB6-F10 naturales, ya que estas preservaban su morfologia
esférica y su tamafio caracteristico. A través de las imadgenes de TEM
convencional mostradas en la Figura 25 A no se pudo apreciar directamente
las particulas en el interior de las EVsB!6-F10 debido a su pequefio tamafio. Para
ello, las Pt-EVsB6-F10 fyeron analizadas por microscopia electronica de campo
oscuro de alta resolucion (TITAN) mostradas en la Figura 25 y mas en detalle
en la Figura 25 C y Figura 25 D. Se observaron claramente las NPs de
aproximadamente entre 1 y 5 nm en el interior de las Pt-EVsB-F0 E| andlisis
por rayos X de la composicion de estas particulas confirmé que se trataba
efectivamente de Pt (Figura 26).

de las PtNPs-E\/sB16-F10

Figura 26: Espectro del andlisis por rayos X donde se muestran los componentes de las Pt-EVsB16F10
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Ademas, estas vesiculas también se analizaron por NTA y potencial zeta
para comprobar diferencias en la morfologia y funcionalidad de las Pt-EVsB®
F10 respecto a las EVsB6-F10 vacias. En cuanto a las diferencias de diametro
hidrodinamico que se obtuvieron por la técnica del NTA, mostradas en la
Figura 27 A y B no fueron suficientemente significativas como para poder
concluir que la presencia de estas PtNPs afectase al tamario de las EVsB16-F10,
Sumado a lo anterior, el andlisis del potencial zeta, mostrado en la Tabla 6 de
estas vesiculas tampoco demostré grandes diferencias como para afectar a la
funcionalidad de la misma ya que tanto en presencia como en ausencia de las
Pt-NPs, las EVsB!*F0 presentaban carga negativa, caracteristica de sus
membranas.
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Figura 27: Gréaficos de los resultados obtenidos por NTA de A) PtNPs-EVsB16-F10 g B) EVsB16-F10
vacias.

EVsB16-F10 -19,64 + 1,65 mV

Tabla 6: Valores de la carga superficial (potencial zeta) de las Pt- EVsB16F10 s EVsBI6-F10
Vacias.

4.3.3 CARACTERIZACION DE NPs-EVsB'F0 | |OFILIZADAS

Considerando los resultados previos de la caracterizacion de las EVsB¢
F10 Jiofilizadas asi como de los estudios de internalizacion y selectividad de las
mismas (descritos en el apartado 4.2.2 y 4.2.3 respectivamente), se concluyé
gue las condiciones idéneas para liofilizar las EVsB®-F10 manteniendo tanto su
morfologia como su especificidad hacia su linea parental fueron la liofilizacién
en ausencia de crioprotectores asi como en presencia de sacarosa. Por lo
tanto, estas fueron las condiciones elegidas para liofilizar las EVsB6-F10
cargadas con ambos tipos de NPs encapsuladas. De esta manera se procedio
al andlisis de las HG-EVsB16-F10 gsi como de las Pt- EVsB6-F10,

En primer lugar, se evalué el diametro hidrodinamico, por NTA, asi como
la carga superficial, mediante el potencial zeta, de las EVsB6F19 cargadas con
los dos tipos de NPs vy liofilizadas con y sin crioprotector (sacarosa). En la
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Figura 28 A y B se muestra el andlisis por NTA de cada una de ellas para cada
condicién, mientras que la Tabla 7 recoge los valores del potencial zeta (mV) y
del tamafio hidrodinamico (nm).

A.

| Sin licfilizar | | Licfilizadas sin crioprotector | ‘ Liofilizadas con Sacarosa ‘

Concentracion{pariculas’ ml

Concentracion{parficulas’ ml)
Concentracion{parficulas’ ml)

I n o wm  wm

Tamafic{nm)

Tamafic{nm) Tamafic{nm)

| Sin liofilizar | ‘ Liofilizadas sin crioprotector ‘ ‘ Liofilizadas con Sacarosa

Concentracion{parfculas’ ml
Concentracion{parfculas’ ml
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.L__I

Ts.msﬁ-:}{nm:- Tamafic{nm) Tsm&:}{;m'l:-
Figura 28: Graficos de NTA de A) HG- EVsB16-F10y B) pt- EVsBL6-F10,

Los resultados obtenidos por NTA muestran como las HG-EVsB1&-F10
presentan una mayor estabilidad en cuanto al diametro hidrodinamico, ya que
se observan escasas variaciones entre las distintas condiciones: Sin liofilizar y
liofilizadas sin crioprotector o sacarosa. Por otro lado, en el caso de las Pt-
EVsB6FI0 mostraron méas diferencias en los tamafios, tanto entre las diferentes
condiciones como en comparacion con las HG-EVsB16F10 En cuanto a la carga
superficial, se observé que las EVsB®-FL0 naturales (sin liofilizar) cargadas con
ambos tipos de NPs mostraron un valor de potencial zeta menos negativo en
comparacion con las EVsB6F10 naturales vacias (analizadas en el apartado
4.1.1), mientras que las EVsB®FLO [iofilizadas tanto en ausencia como en
presencia del crioprotector (sacarosa) y cargadas con ambos tipos de NPs
mostraron una carga superficial negativa similar a la de las EVsB!-F10 naturales
y vacias. De modo que, a pesar de que la encapsulacion de NPs puede
producir ciertas alteraciones en las propiedades fisicoquimicas de las EVsB
F10 estas conservan su naturaleza negativa incluso después de ser liofilizadas.
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EVsBe-Fio0 Didmetro Hidrodinamico Potencial Z (mV)

(hm)
TIPO DE NPs PEG-HGNPs PtNPs PEG-HGNPs PtNPs
Sin liofilizar (Naturales) 143,2 £ 52,8 122,9 £ 59,5 -6,68 £ 0,67 -9,21 £ 0,99
Liofilizadas sin 134,6 £ 53,7 155,6 £ 69,1 -14,85 + 1,23 -8,14 + 1,35
crioprotector (control)
Liofilizadas Sacarosa 135,3+56,4 171,9 + 80,7 -20,48 + 1,14 -10,41 + 3,27

Tabla 7: Tabla resumen de los diferentes diametros obtenidos por NTA y los potenciales zeta
correspondientes para cada condicion de las EVsB6-F10 cargadas con distintas NPs.

Seguidamente, también se realiz6 un analisis por citometria de flujo
mediante el kit MACSPlex EV (Miltenyi Biotec) con el objetivo de determinar si
la presencia de las NPs afectaba a la expresion de las proteinas caracteristicas
presentes en la membrana superficial de las EVsB¢-F0. En la Figura 29 Ay B
se muestra el nivel de expresion de las proteinas exosomales, las mas
caracteristicas se encuentran resaltadas, de las EVsB!*-F10 cargadas con las
NPs (NPs-EVsB6-F10) y en diferentes condiciones nombradas como NPs-
EVsBI6-F10 SIN LIOFILIZAR para las vesiculas en su estado natural y para las
liofilizadas en ausencia o presencia de crioprotector se nombraron como NPs-
EVsBI6-F10 | |O y NPs- EVsBI6F10 | |O SACAROSA, respectivamente. Resaltar
gue segun la NP, se denominé como HG-EVsB6-F10 g Pt-EVsB16-F10

47



S

250

GRS LIOFILIRAR
250 = B L0 _
= HGEYsT T OLI0. SACARDSA f

150

100=

intensidad de flusrescencia (u.a.)

e S = S el

R R
c‘ ]

Marcadores 'SSF @f?

B.
3
s Y SIN LIOFILIEAR
= pEVERET LD
1 = pEve™* Lo sacanosa

Intensidad de fMusrescendia (u.a.)

TP RRP GRS RGRRR™
& &

Marcadores

Figura 29: Intensidad de fluorescencia de los diferentes marcadores exosomales medida por citometria
de flujo de A) HG- EVsB1f10y B) Pt- EVsB60 en distintas condiciones.

A partir del analisis realizado, se pudo concluir que para ambos tipos de
NPs, las NPs-EVsB6-F10 Jiofilizadas en ausencia de crioprotector mostraron una
disminucién en la expresion de proteinas exosomales en comparacion con las
NPs- EVsB6-F10 ng liofilizadas, lo cual podria ser debido a la presencia de las
NPs en el interior de las EVsB®F0 cuando son sometidas al proceso de
liofilizaciébn. Sin embargo, a pesar de esta reduccion de la intensidad de
expresion de estos marcadores, las NPs-EVsB6F0 Jiofilizadas tanto en
ausencia como en presencia del crioprotector (sacarosa), siguieron expresando
los marcadores de vesiculas caracteristicos, destacando entre ellos las
tetraspaninas CD9, CD81 y CD63. Ademas, entre las NPs-EVsB6-F10 |iofilizadas
aquellas tratadas con sacarosa conservaron mejor la expresion de estas
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proteinas caracteristicas, en comparacién con las liofilizadas sin ningun
crioprotector, lo que refuerza el papel protector de este azucar en la
preservacion de la integridad proteica durante el proceso de liofilizacion.

Por otro lado, también se observa una gran diferencia en la intensidad
de expresion de los marcadores en funcién del tipo de NP encapsulada, ya que
en el caso de las HG-EVsB-F10 se mantienen semejantes a las EVsB6-F10
vacias tanto en presencia como en ausencia de crioprotectores (segun lo
descrito en el apartado 4.1.2), mientras que en las Pt-EVsB5F10 |a intensidad
de expresion es notablemente menor. Esta diferencia podria ser debida al
método de carga de las NPs empleado, ya que en el caso de las PEG-HGNPs,
al ser internalizadas por las células parentales (B16-F10) mediante un proceso
de endocitosis, posteriormente son liberadas de manera natural dentro de las
EVsBI6-F10 conservando de este modo las proteinas caracteristicas de sus
células de origen, mientras que por el otro lado, las PtNPs se sintetizan
directamente en el interior de las EVsB¢F10 previamente aisladas mediante un
proceso de reduccion con CO, lo que podria comprometer en cierta medida la
composicion proteica de la membrana de estas vesiculas [38][26].

En conjunto, estos hallazgos permiten concluir que, aunque la
incorporacion de NPs en el interior de las EVsB¢F0 puede afectar a la
expresion de proteinas caracteristicas de estas vesiculas, todas ellas siguieron
expresando los marcadores caracteristicos, aunque en menor medida. Estos
resultados junto con los datos obtenidos de TEM, NTA y potencial zeta para
ambos tipos de NPs, nos permitieron concluir que la presencia de las PtNPs y
de las PEG-HGNPs en el interior de las EVsB!®F10 no tiene un efecto
significativamente disruptivo en las vesiculas, preservando su morfologia,
integridad y funcionalidad intrinsecas. Ademas, tanto el uso de crioprotectores
como el método de encapsulacion de las NPs juegan un papel determinante en
la conservacion de las propiedades estructurales y moleculares de las EVsB1
F10 durante y después del proceso de liofilizacion.

4.4 INTERNALIZACION DE LAS NPs- EVsB®F0 | |OFILIZADAS

4.4.1 ANALISIS POR ICP-MS

Tal y como se ha explicado en el apartado 3.7.2.2, se utilizé la técnica de
ICP-MS para cuantificar con precision la cantidad de Au y Pt presente en el
interior de las células diana (B16-F10) y de las células control (NIH-3T3).
Gracias a la presencia de estos metales en el interior de las EVsB6-FL0
pudieron usarse como trazadores muy especificos para determinar la
selectividad de las EVsB®F0 cargadas con NPs (NPs-EVsBSF10) en ambas
lineas celulares. Los resultados se recogen en las Figura 30 A y B, donde se
representa graficamente la cantidad media en ng de cada metal detectado tras
la incubacién con las células durante 24 horas.
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Figura 30: Graficos de ICP-MS de la cantidad media (ng) de A) Au y B) Pt encapsulado en
EVsB16-F10 en diferentes condiciones.

En el caso de las células incubadas con las HG-EVsB6-F10 (Figura 30 A),
no se observaron diferencias apreciables en la cantidad de Au internalizado
entre las dos lineas celulares, lo que indica que no hubo especificidad celular
por parte de las EVsB-F10 Estos resultados contrastan con los obtenidos en
los ensayos previos de selectividad, en los que si se vio una clara capacidad
selectiva de estas EVsB®-F10 por sus células parentales. Ademas, en ambas
lineas celulares, la condicion que mostré una mayor cantidad intracelular de Au
fueron las HG-EVsB5F10 Jiofilizadas en ausencia de crioprotector. No obstante,
se trata de resultados preliminares que seran repetidos y optimizados en el
grupo donde se ha realizado este trabajo. Por el contrario, los resultados
obtenidos en las células incubadas con las Pt- EVsB6-F10 (Figura 30 B) fueron
mas coherentes y compatibles con los obtenidos en la selectividad. En el caso
de las células parentales (B16-F10) hubo una mayor internalizacién de aquellas
incubadas con las Pt-EVsB6-F10 en su estado natural (sin liofilizar), aunque las
Pt-EVsBI6F10  Jiofilizadas con sacarosa mostraron una capacidad de
internalizacién similar a las anteriores, tal y como ocurria en los ensayos de
internalizacién y selectividad (4.2.2 y 4.2.3, respectivamente). Ademas, en
ambas lineas celulares las células que presentaban mayor internalizacion
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fueron aquellas que presentaban las NPs cargadas en EVsB!6-F10 ng liofilizadas
(naturales).

En lo que respecta al Au, se observd una menor cantidad de metal
internalizado en las células en comparacion con las PtNPs. Esta diferencia
puede atribuirse, entre otras causas, al tamafo considerablemente mayor de
las PEG-HGNPs respecto a las PtNPs, lo cual podria limitar el nimero de NPs
que cada EV puede encapsular. Ademas, por el método de incubacion con
células parentales, no se controla la reproducibilidad en el proceso de
encapsulacion, pudiéndose obtener tanto EVsB6-F10 cargadas con varias NPs
como NPs vacias. Mediante el novedoso método de reducciéon por CO y
generacion in situ, logramos controlar muy minuciosamente la carga de las
EVsBI6-F10 generando vesiculas homogéneas con la misma carga de NPs. Por
tanto, no solo el tipo de NPs sino también el proceso de encapsulacién de las
mismas determinan significativamente su selectividad e interaccion en entornos
biologicos.

Estos datos refuerzan la hipodtesis de que la liofilizacion con sacarosa
permite mantener la eficiencia funcional de las EVsB¢F0 como vectores de
direccionamiento tumoral, facilitando una mayor entrega intracelular de las NPs
terapéuticas, tanto de oro como de platino, y reafirmando su utilidad en
aplicaciones oncologicas.

4.4.2 ENSAYO DE LAS HG-EVsB*F° MEDIANTE FOTOTERAPIA

Tras el andlisis de caracterizacion de las EVsB®-FL0 Jiofilizadas y no
liofilizadas, al mismo tiempo que cargadas con dos tipos de NPs, se procedio a
evaluar el potencial terapéutico de las HG-EVsB6F0 mediante ensayos de
fototerapia in vitro. El objetivo fue determinar su capacidad para inducir muerte
celular mediada por hipertermia éptica, como consecuencia de la irradiacion
con un laser NIR. En este ensayo, las dos lineas celulares empleadas (B16-
F10 y NIH-3T3) fueron incubadas durante 24 horas con 2 pg/mL de HG-EVsB1&
F10 en diferentes condiciones: sin liofilizar (HG-EVsB6-F10) y liofilizadas en
ausencia (HG-EVsB®F0 ||10) o presencia de sacarosa (HG-EVsB-F10 O
SACAROSA). Ademas, las células que no fueron incubadas con vesiculas
fueron empleadas como control negativo.

Para inducir la muerte celular, se empled un laser de diodo de 808 nm
de longitud de onda con una potencia de irradiacion de 2,36 W, durante un
tiempo de 10 minutos. Los resultados se reflejan en la Figura 31, donde se
muestran los ratios obtenidos al enfrentar, para cada condicion, los valores
promedio de la viabilidad celular de los cultivos irradiados frente a los no
irradiados en ambas lineas celulares.
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Figura 31: Grafico de los ratios obtenidos a partir de la irradiacion (o no) laser de las células
B16-F10 y NIH-3T3 incubadas con las HG-EVsB1¢F10 durante 24 horas.

Teniendo en cuenta los resultados observados en la Figura 31, los
valores de ratio inferiores a 1 indican una disminucion de la viabilidad celular en
presencia de irradiacion laser, de modo que la linea tumoral (B16-F10) mostro
una mayor muerte celular que la linea celular sana (NIH-3T3) tras la irradiacion.
Esto demuestra una vez mas la capacidad de las EVsBSF10 para dirigirse
especificamente a sus células parentales [40]. Sumado a lo anterior, también
se observa como la condicién con las EVsB®-F0 naturales produjo mayor
muerte celular, en comparaciéon con las EVsB®FI0 |iofilizadas, por lo que
también se demostré6 una vez mas que las condiciones fisiologicas de las
EVsBI6-F10 son las mas 6ptimas. Sin embargo, a pesar de apreciar muerte
celular, los valores del ratio se encuentran muy cercanos a 1, lo que indica que
la eficacia de la fototerapia, en conjunto, fue baja en ambas lineas celulares.
Una posible explicacion podria ser la escasa cantidad de PEG-HGNPs
internalizadas en las células, tal y como qued6 demostrado mediante los
analisis cuantitativos realizados por ICP-MS (apartado 4.4.1). Dado que estas
NPs tienen un tamafio considerablemente grande, la cantidad de NPs en cada
EVsBI6FIO es significativamente baja. En consecuencia, la cantidad de Au
intracelular es reducida, y esto podria no ser suficiente para generar un
aumento térmico significativo tras la irradiacion con laser. Ademas, dado que
no tentemos control sobre la producciéon de las NPs-EVsB®F10 mediante
captacion natural, existe una poblacion heterogénea incluyendo EVsB6-FL0
cargadas, NPs sin encapsular y EVsB®F0 yacias. Por tanto, aunque las
EVsB6-F10 |ogran dirigirse hacia las células diana y son bien internalizadas, la
eficiencia terapéutica del tratamiento fototérmico depende directamente del
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contenido de NPs por célula, lo que debera ser optimizado en futuras
investigaciones.

4.4.3 ENSAYO Pt-EVsP'®F1® MEDIANTE CITOTOXICIDAD

En el caso de las Pt-EVsB6F10 se llevaron a cabo experimentos de
citotoxicidad para evaluar el efecto terapéutico de las Pt-EVsB6-F10 E| objetivo
de estos ensayos fue analizar la capacidad de estas formulaciones para inducir
muerte celular, considerando diferentes condiciones de tratamiento de las
EVsBI&FL0: Jiofilizadas vacias, es decir, sin PtNPs en su interior (EVsB16-F10) asi
como liofilizadas con el crioprotector sacarosa (Pt- EVsB6-F10 | |O SACAROSA)
o sin él (Pt- EVsB-FI0 [ |0), ademas de en su estado natural sin liofilizar (Pt-
EVsBI&FI0 SIN LIOFILIZAR). Las células empleadas, B16-F10 y NIH-3T3, se
incubaron con diluciones seriadas de Pt-EVsB®F0  partiendo de una
concentracion maxima de 2 ug/mL. Las concentraciones empleadas fueron: 2;
1; 0,5; 0,25; 0’125 y 0’0625 pg/mL. En cuanto al tiempo de incubacion, se
mantuvo durante 24 horas. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
32, donde se representan los valores promedio de viabilidad celular en funcién
de la dosis incubada con las células.
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Figura 32: Gréfico de la citotoxicidad mediada por las Pt-EVsB16F10 en diferentes condiciones
incubadas con la linea celular tumoral (B16-F10) y sana (NIH-3T3) durante 24 horas.

En primer lugar, se observé como las EVsB5F10 vacias no provocaron
ninguna disminucion en la viabilidad de las dos lineas celulares, tal y como se
esperaba. Por otro lado, en cuanto a las condiciones de Pt-EVsB6F10 tanto en
su estado natural (sin liofilizar) como liofiizadas con y sin crioprotector
(sacarosa), se observé una reduccion progresiva de la viabilidad celular en
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ambas lineas celulares, correlacionada con el aumento de la concentracion de
las EVsB6-F10 cargadas con Pt. Sorprendentemente esta disminucion fue mucho
mas pronunciada en el caso de las células no diana (NIH-3T3) comparado con
las células diana (B16-F10).

Sin embargo, los resultados obtenidos mediante la técnica de ICP-MS
revelaron una mayor cantidad de platino (ng) internalizada en las células
tumorales diana. Tomados estos datos conjuntamente, los resultados obtenidos
sugirieron que la menor sensibilidad observada en la linea celular diana (B16-
F10) pudo deberse a su conocida resistencia intrinseca a los farmacos como el
cisplatino y sus derivados, ampliamente documentada en la literatura [13]. De
hecho, tratamientos basados en compuestos como el cisplatino han
demostrado ser efectivos en otros tipos de cancer (como el de ovario, pulmoén o
vejiga), pero presentan baja eficacia en el melanoma debido a diversos
mecanismos de evasion celular [6].

En resumen, a pesar de la selectividad de las Pt-EVsB6-F10 demostrada
anteriormente, los datos obtenidos confirman el efecto citotoxico dosis-
dependiente de las Pt-EVsB6-F10 con mayor sensibilidad en células sanas que
en células tumorales de melanoma, y ponen de manifiesto las limitaciones del
uso de platino en esta linea tumoral, reforzando la necesidad de mejorar su
direccionamiento especifico o de emplear estrategias terapéuticas combinadas.

5. CONCLUSIONES

En el presente estudio se ha demostrado que las EVs derivadas de
células tumorales B16-F10, representan una herramienta prometedora como
vehiculos naturales para la administracion dirigida de NPs metalicas con fines
terapéuticos. Los resultados obtenidos a lo largo del trabajo respaldan la
viabilidad de esta estrategia en el contexto de la nanomedicina oncologica, al
mostrar su capacidad para vehiculizar agentes terapéuticos directamente hacia
células tumorales diana y suponen una prueba de concepto inicial para la
puesta a punto de liofilizacion de EVs. Durante la realizacién del trabajo se
fueron alcanzando de forma progresiva los objetivos especificos propuestos en
el apartado 2, a través de la realizacion de ensayos experimentales y técnicas
de caracterizacion. Los resultados obtenidos permiten extraer una serie de
conclusiones fundamentales, que se resumen a continuacibn y se
corresponden con las tareas planteadas:

1. Sintetizar y caracterizar NPs terapéuticas de diferentes metales: se
logré la sintesis controlada de PEG-HGNPs y PtNPs. Su caracterizacion
mediante diferentes técnicas confirmé sus propiedades morfologicas,
tamafo, estabilidad coloidal y comportamiento 6ptico, validando su uso
potencial como terapias antitumorales.
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Aislar y caracterizar EVs de células tumorales a partir de cultivos
celulares: se consigui6 aislar y purificar exitosamente EVs derivados de
células B16-F10 mediante ciclos sucesivos de ultracentrifugacion. Ademas,
fueron caracterizados a través de métodos fisicoquimicos y biolégicos que
confirmaron su origen exosomal y su idoneidad como vehiculos de entrega
de NPs terapéuticas.

Optimizar el proceso de liofilizacién de las EVs mediante el estudio
comparativo del efecto de distintos crioprotectores: a traves de las
pruebas fisicoquimicas de las EVs liofilizadas con diferentes
crioprotectores, se pudo evaluar cual de ellos era el 6ptimo para preservar
las caracteristicas morfologicas y funcionales de las EVs asi como
mantenerlas almacenadas estables a largo plazo. De todos los
crioprotectores testados, la sacarosa demostré ser un potencial
crioprotector que permite conservar las EVs del mismo modo que en su
estado natural (sin liofilizar).

Encapsular eficientemente las NPs terapéuticas en las EVs aisladas:
se logro encapsular las PtNPs mediante su formacion in situ dentro de las
EVs por reduccion con CO, y las PEG-HGNPs a través de la captacion
celular y posterior aislamiento de las EVs cargadas. Ambas estrategias
resultaron funcionales, si bien la eficiencia de encapsulacion de las PEG-
HGNPs fue limitada, lo que sugiere la necesidad de desarrollar nuevos
métodos de carga activa que permitan incrementar la cantidad de Au
incorporado por vesicula y asi mejorar su efecto terapéutico.

Evaluar la capacidad de internalizacion y especificidad celular de las
EVs cargadas para comprobar su comportamiento diferencial y su
potencial como sistemas de direccionamiento selectivo: la evaluacion
de estos ensayos por microscopia confocal demostré que las EVs, incluso
tras procesos de liofilizacion, mantuvieron su capacidad de internalizacion
preferente en las células tumorales B16-F10, confirmando su especificidad
selectiva por las células de origen. Esto refuerza su utilidad como vectores
de direccionamiento selectivo para terapias antitumorales.

Determinar la eficacia terapéutica de los hibridos NPs-EVs en las
células tumorales diana: los resultados de los ensayos de fototerapia
pusieron en evidencia la baja eficiencia terapéutica de las HG-EVsB6-F10,
atribuible a la escasa carga de Au por vesicula. Por otro lado, los ensayos
de citotoxicidad con PtNPs- EVsB6-F10 mostraron un efecto dependiente de
la dosis en ambas lineas celulares, pero una mayor resistencia de las
células de melanoma frente al Pt, en concordancia con la literatura
existente sobre la limitada eficacia de quimioterapéuticos, como el
cisplatino, en este tipo de cancer.
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CONCLUSIONS

In the present study, it has been demonstrated that extracellular vesicles (EVS)
derived from B16-F10 tumor cells represent a promising tool as natural carriers
for the targeted delivery of metallic nanoparticles (NPs) for therapeutic
purposes. The results obtained throughout the work support the feasibility of
this strategy in the context of oncological nanomedicine, as they show the ability
of EVs to deliver therapeutic agents directly to target tumor cells. This serves as
a proof of concept for the optimization of EV Iyophilization. The specific
objectives outlined in Section 2 were progressively achieved through the
implementation of experimental assays and characterization techniques. The
following key conclusions can be drawn, corresponding to the tasks addressed:

1.

Synthesis and characterization of therapeutic NPs composed of
different metals: Controlled synthesis of PEG-HGNPs and PtNPs was
successfully achieved. Their characterization using various techniques
confirmed their morphological properties, particle size, colloidal stability,
and optical behavior, validating their potential application as antitumor
therapies.

Isolation and characterization of EVs from tumor cells via cell
culture: EVs derived from B16-F10 cells were successfully isolated and
purified through successive ultracentrifugation cycles. Their exosomal
nature and suitability as nanocatrriers for therapeutic NPs were confirmed
through physicochemical and biological characterization.

Optimization of the EV Iyophilization process through a
comparative study of different cryoprotectants: Physicochemical
analyses of lyophilized EVs with various cryoprotectants enabled the
identification of the most effective compound for preserving both
structural and functional properties, as well as ensuring long-term
storage stability. Among all cryoprotectants tested, sucrose proved to be
the most suitable, maintaining EV characteristics comparable to those of
freshly isolated (non-lyophilized) vesicles.

Efficient encapsulation of therapeutic NPs within isolated EVs:
PtNPs were encapsulated via in situ formation inside EVs through CO
reduction, while PEG-HGNPs were loaded through cellular uptake
followed by isolation of NP-loaded EVs. Both strategies were functional,
however, the encapsulation efficiency of PEG-HGNPs was limited,
indicating the need for the development of improved active loading
methods to enhance gold content per vesicle and thus therapeutic
efficacy.

Evaluation of cellular uptake and specificity of loaded EVs to
assess differential behavior and potential as targeted delivery
systems: Confocal microscopy analyses confirmed that EVs retained
preferential internalization in B16-F10 tumor cells, even after
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lyophilization. These findings support the selective tropism of EVs toward
their parental cell line, reinforcing their role as promising targeted vectors
for cancer therapy.

. Determination of the therapeutic efficacy of NP-EV hybrids in target
tumor cells: Photothermal therapy assays revealed low therapeutic
efficiency of HG-EVsB16-F10, likely due to limited gold loading per
vesicle. Conversely, cytotoxicity assays using PtNPs-EVsB16-F10
showed a dose-dependent response in both cell lines tested, with greater
resistance observed in melanoma cells. This finding aligns with existing
literature documenting the intrinsic resistance of melanoma to platinum-
based chemotherapeutic agents, such as cisplatin.
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ANEXOS

ANEXO 1. TECNICAS EMPLEADAS: FUNDAMENTO, EQUIPO Y USO
DLS y potencial zeta

La técnica de DLS es una herramienta crucial en la caracterizacion de
particulas en suspension, brindando informacién sobre su tamafo
hidrodinamico y su carga superficial, conocida como potencial zeta. Permite
analizar particulas en un amplio rango de tamanos, desde 0,3 nm hasta 10000
nm [1]. En este trabajo se ha u lizado un equipo Brookhaven 90 plus y el
soware ZetaPALS (Brookhaven Instruments Co.). La luz incidente se dispersa
en diferentes intensidades segun el movimiento browniano de las particulas en
suspensioén, permitiendo asi la obtencion del diametro hidrodindmico de las
particulas, proporcional a la velocidad del movimiento browniano a través de la
relacion de Stokes-Einstein [2]. Este diametro hidrodinamico comprende tanto
el tamafo de la particula como el espesor de la capa de solvatacion alrededor
de ella, conocida como doble capa eléctrica.

El potencial zeta, por otro lado, indica la estabilidad de las particulas. Un
alto potencial zeta implica una repulsion significativa entre las particulas en
dispersion, otorgandoles estabilidad. En contraste, un potencial zeta cercano a
cero sugiere que las fuerzas de atraccion superan a las de repulsion, lo que
puede llevar a la agregacion de particulas [3]. El potencial zeta de las NPs se
ha obtenido mediante la ecuacion de Henry a partir de la movilidad
electroforética de las mismas en un campo eléctrico a Ph 7-7,4 en disolucién de
KClI 1 Mm. Las muestras se midieron a temperatura ambiente, con varias
réplicas para garantizar la precision de los resultados.

En concreto, en este trabajo la técnica DLS se ha empleado para
determinar el potencial zeta de las NPs, ExosU251-MG y de los ExosU251-MG
cargados con las NPs.

Figura A.1.Equipo Brookhaven 90 plus. Obtenida de Artisan Technology Group [4].
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FTIR

La evaluacion por FTIR permite estudiar las huellas moleculares de las
estructuras quimicas. La muestra es irradiada con radiacion del espectro
infrarrojo y parte de esa radiacion es absorbida. Dicha energia de absorcidon
esta directamente relacionada con la energia vibracional y rotacional de las
moléculas, generando una sefial 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 [3].

La técnica FTIR ha sido empleada para estudiar las estructuras quimicas
presentes en las diferentes NPs usadas en esta memoria. Las muestras, en
estado liquido, se liofilizaron para poder ser analizadas en estado solido. Los
espectros FTIR se obtuvieron utilizando un espectrometro Vertex 70 de Bruker
Op cs equipado con un DTGS y un accesorio Golden Gate Diamond. Los
espectros se obtuvieron realizando 200 barridos en un rango de numero de
onda de entre 600 cm-1 y 4000 cm-1, con una resolucion de 4 cm-1.
Finalmente, el analisis de datos se realizO u lizando el soware OPUS
proporcionado por el fabricante.

Figura A.2.Espectrometro Vertex 70 de Bruker Optics equipado con un detector sulfato de triglicina
deuterado (DTGS) y un accesorio Golden Gate Diamond. Obtenida de Instituto de Nanociencia y
Materiales de Aragon (INMA) [5].

Espectrofotometria UV-Vis

Como se ha mencionado en la memoria, el patron de absorbancia en la
region UV-VIS y NIR est4 directamente relacionado con la energia de transicion
de los electrones segun su distribucion en la molécula. La ley de Beer-Lambert
nos permite explicar la alteracion de la intensidad de la luz causada por la
absorcion y/o difusion de esta al interaccionar con la muestra. En funcién del
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material, morfologia y tamafio de las diferentes NPs metalicas, se ob enen
maximos de absorbancia debido al fenomeno de SPR. Es por ello, que el
estudio del patrén de absorbancia en la region del UV-VIS y NIR, permite
comprobar si las NPs poseen las caracteristicas morfolégicas, el tamafio 6pmo
y las propiedades de absorcion deseadas para cada aplicacién [3].

El patron de absorbancia UV-VIS de los nanomateriales (tanto NPs sin
encapsular como exosomas cargados con las diferentes NPs) utilizados en
este trabajo, se midié en el rango de 300 a 1100 nm. Los espectros UV-Vis se
obtuvieron utilizando un espectrofotometro UV-VIS V 670 de Jasco. En todos
los casos se tom6 como linea base la absorbancia de Dh20 o de PBS, en
funcion del solvente en el que estaba contenido la muestra.

Figura A.3.Espectrémetro UV-VIS-670 de Jasco. Obtenida de JASCO, Inc.[6]

TEM

En el analisis por TEM se irradia una muestra ultrafina con un haz de
electrones para obtener imagenes de esta. Por su parte, los electrones
difractados permiten obtener informacion relacionada con la estructura
cristalina [3]. Se adquirieron micrografias de las NPs utilizando un T20-FEl
Tecnai que cuenta con una fuente de electrones LaB6 unida a una lente con un
obje vo “SuperTwin®” con una resolucion de 2,4 A operando a un voltaje
maximo de 200 kDa (perteneciente al Laboratorio de Microscopias Avanzadas
(LMA)).

Para preparar la muestra, una gota de la disolucion las NPs se depositd
sobre una rejilla de TEM. Esta rejilla, se colocd sobre un papel desecante
favoreciendo la evaporacion del disolvente. Las rejillas utilizadas fueron de
cobre con recubrimiento de carbono/Formvar de 2 mm de didmetro. En el caso
de querer observar la funcionalizacion de las particulas con los diferentes
estabilizantes, asi como evaluar su presencia en el interior de los exosomas, se
u liz6 PTA al 3 % como agente de contraste. El tamafio de particula y la
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distribucion del tamafio de cada muestra se obtuvieron mediante andlisis de
imagen usando ImageJ. Posteriormente, con el programa estadistico
OriginPro®, se calcularon las frecuencias relativas y la distribucion de tamafios.

Figura A.4.Microscopio electronico T20-FEI Tecnai. Obtenida de Laboratorio de Microscopias Avanzadas
(LMA) [7].

Cuantificacion de proteina total por BCA

El principio del kit de ensayo de proteinas Thermo Scientific™ Pierce™
BCA estd basado en el uso de BCA para la deteccion y cuantificacion
colorimétrica de proteinas totales. Este método combina la conocida reduccion
de Cu+2 a Cu+1 por las proteinas en un medio alcalino (la reaccién de Biuret)
con la deteccién colorimétrica altamente sensible y selectiva del cation cuproso
(Cu+1) utilizando un reactivo Unico que contiene BCA. El producto de reaccion
de color purpura de este ensayo se forma por la quelacién de dos moléculas de
BCA con un ion cuproso 73 que absorbe a 562 nm. La absorbancia es
directamente proporcional a la cantidad de proteina presente en la disolucién,
la cual puede ser obtenida por comparaciéon con una recta patron de
estandares de concentracién conocida (0-2000 ug/Ml) realizada con albumina
sérica (BSA) [8].

Los estandares y la muestra se afiadieron en una placa de 96 pocillos, y
se incubaron con la disolucién de trabajo conteniendo el BCA durante 30
minutos a 37°C siguiendo las especificaciones de la casa comercial (Thermo
Fisher). Finalmente, se procedi6 a la lectura de la absorbancia a 562 nm
utilizando un lector de placas Synergy HT.
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Figura A.5 Esquema general de la reaccién que se da en el ensayo BCA para cuantificar la cantidad de
proteina total. Adaptada de la tesis doctoral de Sancho, M. [14]

ANALISIS DE LA CITOTOXICIDAD METABOLICA

El ensayo Blue Cell es un ensayo colorimétrico que permite determinar
la viabilidad celular midiendo la fluorescencia o absorbancia en funciéon de la
actividad metabdlica de las células. Se basa en la capacidad de las
oxidorreductasas mitocondriales de transformar la resazurina (compuesto azul,
no fluorescente y permeable) en resofurina (compuesto fluorescente, ex/em
530/590 nm).

Esta actividad mitocondrial es proporcional a la actividad del
metabolismo celular, lo cual permite cuantificar la fluorescencia producida y
relacionarla proporcionalmente con la viabilidad celular. Las medidas de
fluorescencia se realizaron en un lector de placas Synergy HT (Biotech) [21].

NAD*

?e
@ .U
Z
HO O (¢] HQ @ g
Resofurina

Resazurina ex/em 530/590

Figura A.6 Reduccioén de la resazurina (no fluorescente) a resofurina (fluorescente) por las
oxidoreductasas mitocondriales. Adaptada de la tesis doctoral de Sancho, M. [14]

NTA

Esta técnica proporciona la concentraciéon y la distribucion del tamafio de
particulas en una disolucion coloidal mediante el rastreo de NPs, similar al DLS
descrito anteriormente. Las particulas se visualizan a través de un microscopio
y durante la medida se realiza un video en el que se observa el movimiento
browniano de las mismas. Posteriormente con un software de andlisis de
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imagen se analiza la velocidad de movimiento de cada una de las particulas
gue esta relacionada con el movimiento browniano y es funcién del tamafio de
particula. Con esta técnica es posible medir particulas con un tamafio entre 10
y 200 nm. La técnica requiere una cuidadosa preparacion de la muestra y
optimizacion de la concentracion de particulas durante la medida. También
proporciona informacién de la concentracion de particulas en la muestra. Se
utilizé un equipo Nanosight NS500 (Malvern Panaly cal) para evaluar el tamafio
de los exosomas en presencia y en ausencia de NPs en PBS a Ph=7 [9].

Figura A.7 Equipo Nanosight NS500. Obtenida de Instituto de Nanociencia y Materiales de Aragén
(INMA) [9].

Analisis multiplex MACSPlex por citometria de flujo

El MACSPlex Exosome Kit permite la deteccion de 37 epitopos de
superficie de vesiculas extracelulares (EV), mas dos controles de isotipo. El kit
MACSPIlex EV incluye un coctel de varias poblaciones de microesferas
marcadas con fluorescencia, cada una recubierta con un anticuerpo especifico
gue se une a los respectivos epitopos de superficie. Las 39 poblaciones de
microesferas se pueden distinguir por sus intensidades de fluorescencia
detectadas por 74 citometria de flujo. En concreto, en este proyecto se utilizd
un citébmetro analizador Gallios (Beckman Coulter) del IACS localizado en las
instalaciones CIBA.

Los exosomas se incuban con las
microesferas de captura de exosomas MACSPlex recubiertas de anticuerpos.
Posteriormente o en paralelo, los exosomas unidos a las cuentas de captura de
exosomas MACSPIlex estan etiguetados con los reactivos de deteccion de
exosomas MACSPIex. Los reactivos de deteccion también pueden combinarse
para crear un coctel que incluye el reactivo de deteccion de exosomas
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MACSPIlex para CD9, CD63 y CD81. En consecuencia, se forman complejos
sandwich entre la cuenta de captura del exosoma, el exosoma y el reactivo de
deteccion. Estos complejos se pueden analizar en funcion de las caracteristicas
de fluorescencia tanto de la cuenta de captura del exosoma como del reactivo
de deteccion. Las sefales positivas indican la presencia del respec vo epitopo
de la superficie dentro de la poblacion de exosomas. También es posible
comparar diferentes muestras de exosomas utilizando el kit que permite el
analisis semicuantitativo de los epitopos de superficie diferencia [10].

Figura A.8 Citometro analizador Gallios (Beckam Coulter). Obtenida de DOTmed [11].
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