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ENTIDAD COLABORADORA

El Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud (IACS) es la entidad que promueve en
Aragén el conocimiento en Biomedicina y Ciencias de la Salud. Es una entidad de
Derecho Publico adscrita al departamento responsable de Salud del Gobierno de Aragén
y le dota personalidad juridica y patrimonio propio. Su principal objetivo es facilitar la
promocién de la investigacidn, la innovacién efectiva y la toma de decisiones en los

servicios de salud mediante la gestién del conocimiento.

El IACS estd ubicado en el Centro de Investigacion Biomédica de Aragdn (CIBA), que
nace en el 2012 desde el consenso entre los departamentos de Sanidad del Gobierno de
Aragén, el IACS y la Universidad de Zaragoza con el objetivo de crear un centro de
excelencia de Investigacion Biosanitaria. El centro estd gestionado por el propio instituto.
ElI CIBA, ademas de ser sede del IACS, acoge también a grupos de investigacion y servicios

de la Universidad de Zaragoza y a la Fundacidn IIS Aragdn.

La parte del proyecto dedicada a la sintesis de nanomateriales se realizd en el
Instituto de Nanociencia de Aragén (INA). Este centro es un instituto de investigacion
interdisciplinar localizado en el “Campus Rio Ebro”’ de la Universidad de Zaragoza que
fue fundado en 2003 por el Gobierno de Aragdn, a peticién de la Universidad de

Zaragoza.

El INA se dedica a la I+D en la nanociencia y la nanotecnologia y dispone de siete
laboratorios equipados con instrumentacidn de uUltima generacidn. Sus actividades se
basan en la fabricacion y procesamiento de micro y nanoestructuras (10°m y 10° m,
respectivamente) y el estudio de sus aplicaciones, en colaboracién con empresas e

institutos de diferentes areas y paises.



El cdncer es una de las enfermedades con mayor mortalidad en todo el mundo. En
concreto, en el afio 2015, fue la segunda causa de mortalidad a nivel global, produciendo
8.8 millones de muertes. Debido a la complejidad que presentan los tumores, los
tratamientos actuales que se utilizan no resultan del todo eficaces provocando graves
efectos secundarios. Por esta razdn, nuestro grupo decidié estudiar nuevas terapias

contra el cdncer que resultasen mas eficaces y menos dafiinas.

Se ha llevado a cabo una aproximacién multidisciplinar partiendo de los ultimos
avances logrados en terapia celular y nanomedicina, para intentar avanzar y profundizar
en el ambito de las nuevas terapias antineopldsicas. Mas concretamente, se ha fijado
como objetivo el estudio de diversas formulaciones virales y/o no virales basadas en
nanomateriales de tipo orgdnico e inorganico para su aplicacion potencial en el
tratamiento de tumores sélidos. Dado al contexto en el que se realiza esta investigacién
se considerod el trabajar en ausencia de particulas virales activas, con lo que Unicamente

se emplearan capsides inactivadas o plasmidos que no pudieran producir viriones.

Palabras clave: Cancer, terapia génica, nanobiotecnologia, transfeccidn, vector viral,

vector polimérico, adenovirus oncolitico.
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Figura 1. Esquema que refleja el objetivo final del proyecto. Sintesis de NPs de diversa
naturaleza que actuen de vectores entregando virus oncoliticos y ADN viral de forma especifica
a las células tumorales.



INTRODUCCION

1.1 Estadisticas y estado actual

El cdncer es el resultado del crecimiento celular descontrolado de una poblacién que
ha desarrollado caracteristicas andmalas, las cuales tienen la capacidad de atraer a otras
células para contribuir en la transformacién del tejido y con potencial para dispersarse a
otras partes del organismo. Las alteraciones que sufren estas células malignas estdn
producidas principalmente por una adquisicion de modificaciones genéticas vy
epigenéticas inusuales. Estas modificaciones en el ADN se deben principalmente a la
exposicidén a factores externos como la radiacién UV, ciertos compuestos quimicos o
infecciones virales, y en un porcentaje menor, a mutaciones originadas al azar y a

factores hereditarios (Vogelstein et al. 2013).

A dia de hoy el cdncer continda siendo una de las enfermedades con mayor
mortalidad en todo el mundo, mas concretamente, es la segunda causa de muerte a
nivel global, por detras de las enfermedades cardiovasculares, y siendo la causa de 8,8
millones de muertes en el afio 2015 (OMS). Segun la OMS este dato seguird aumentando,
estimando que se alcancen los 14 millones de muertes en el ano 2035. Ademas, las
estimaciones poblacionales indican que el nimero de casos nuevos aumentaran hasta
un 70% en las préoximas décadas, alcanzando los 24 millones de casos aproximadamente

en el afio 2035 (SEOM, 2018), (WHO Cancer Database, 2018).

1.2 Abordajes terapéuticos mas empleados

Debido a la complejidad que presentan los tumores, los tratamientos convencionales
gue se utilizan para su eliminacién no resultan de todo eficaces y provocan graves efectos
secundarios, por lo que es necesario encontrar alternativas que sean mas eficaces y

menos dafinas.

La cirugia suele ser el tratamiento mas eficaz en el caso de tumores confinados, o

para tumores no tratables, y asi aliviar los sintomas. Por otro lado, con la radioterapia y

la_guimioterapia se utilizan radiaciones de alta energia o compuestos citotéxicos que




danan el ADN o tienen como diana, rutas moleculares comunes, con lo que los efectos
secundarios son elevados y afectan gravemente a la calidad de vida del paciente.
Ademads, aunque se administren dosis bajas para que no haya demasiada toxicidad,
existe el riesgo de que sobrevivan poblaciones celulares resistentes, por lo que en la
mayoria de casos es necesario continuar con la terapia para evitar la recurrencia.

También hay estrategias basadas en terapia hormonal, inmunoterapia, abordajes

epigenéticos, o terapia celular, aprovechando la capacidad de las células troncales

mesenquimales (MSCs) para migrar a los tumores y asi emplearse como vehiculos de

farmacos o genes terapéuticos (Lind, 2013).

Se han comenzado a desarrollar nuevos tratamientos basados en las terapias
dirigidas, entre las que se incluye la nanomedicina. En este campo emergente se estan
haciendo grandes progresos en los tratamientos contra el cdncer, centrados
principalmente en mejorar la eficacia del tratamiento ademas de reducir los efectos
secundarios al dirigirlos especificamente a las zonas diana tumorales, aunque el
conseguir una elevada acumulacién del farmaco contenido en las particulas en el tumor
sigue siendo muy dificil de conseguir (Wilhelm et al. 2016). Los sistemas mas utilizados
estan basados en liposomas, nanoparticulas poliméricas y nanoparticulas (NPs) de oro 'y
hierro. Ademds, para evitar la administracién de varios anticancerigenos
simultdaneamente, como ocurre con los tratamientos convencionales, se puede
aprovechar el hecho de que estos nanocompuestos pueden modificarse para dirigirse a
varios objetivos al mismo tiempo, en lo que se denominan nanoplataformas (Markman

et al. 2013).
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Figura 2. Disefio de una nanoplataforma. Sistema compuesto de uno o mds materiales con
diferentes propiedades fisico-quimicas y funcionalizado con diversos ligandos para abordar
varios objetivos al mismo tiempo (Gonzdlez-Pastor 2017. Tesis doctoral).

Estas plataformas han de ser capaces de atravesar las barreras extracelulares, y una
vez dentro del tumor han de ser capaces de interaccionar bien de forma inespecifica o
mediante receptores selectivos de la membrana de las células diana e internalizarse para

liberar su carga (Blanco, Shen, y Ferrari 2015).

2.1 Terapia génica

Una de las estrategias de tratamiento mads relevantes de las ultimas décadas,
también incorporada dentro de las terapias avanzadas, seria la terapia génica. Esta se
define como la transferencia de material genético a las células o tejidos diana del
paciente con la finalidad de restaurar su funcionalidad o silenciar genes defectuosos

(Misra 2013).

Una de las clasificaciones mas extendidas que se hace de la terapia génica se basa
en la forma de aplicacidn de la misma, pudiendo dividirse en terapia ex vivo, en la cual
se extraen las células del paciente, se modifican y se administran de vuelta al paciente;
e in vivo, en la que se introduce directamente el material genético en las células del
organismo (Blanco, Shen, y Ferrari 2015). Debido al amplio campo de aplicacion de la
terapia génica, cada afo se realizan una gran cantidad de ensayos clinicos basados en el

empleo de la misma, tal y como se muestra en la Figura 3.
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Figura 3.Estudios clinicos en terapia génica. Diagrama por enfermedades de los ensayos clinicos
basados en terapia génica que se estaban llevando a cabo en 2017. Adaptado de The Journal of
Gene Medicine (http.//www.abedia.com/wiley/indications.php).

En la mayoria de los casos se emplean vehiculos, conocidos como vectores, que
protegen el material a la vez que facilitan su transporte. Se clasifican en dos grandes
grupos en funcidn al material del que provengan: virales y no virales. El vector ideal debe
proporcionar una elevada eficacia de transfeccién en el tejido tumoral, una toxicidad
baja, alteraciones fisiolégicas minimas, resultados reproducibles y debe ser sencillo de

preparar y de administrar (Crespo-Barreda et al. 2016).

2.1.1 Terapia génica con vectores virales

Los virus son agentes microscopicos que contienen ADN o ARN de cadena simple o
doble. Las particulas virales necesitan introducir su material genético en la célula
huésped para poder utilizar su maquinaria metabdlica para la transcripcién y replicacién
viral, caracteristica que se utiliza para introducir genes terapéuticos en las células

tumorales (Das et al. 2015).

El uso de virus constituye una de las estrategias mas comunes en la vehiculizacién de
genes al interior celular, ya que presentan muchas ventajas, como los elevados perfiles
de expresion del transgen, ademas de la facilidad de producirlos en cantidades elevadas.
Entre las desventajas encontramos el elevado coste de produccién, su inmunogenicidad
y los efectos secundarios como la toxicidad derivada de las proteinas virales, cuando se
administran en dosis altas, o el hecho de que la inmunidad del paciente disminuya
considerablemente la eficacia de la terapia. Los adenovirus, los lentivirus, retrovirus y
virus adenoasociados (AAVs) son algunos de los virus mas utilizados en terapia génica

(Misra 2013).



La version oncolitica de los virus, en especial de los adenovirus (CRAds), representa
una aproximacion prometedora y novedosa para el tratamiento de los tumores, ya que
aumenta el efecto citopatico intrinseco de los virus hacia los tumores. Los virus
oncoliticos estan disefiados para que infecten y/o se repliquen de manera selectiva en

células tumorales y no afecten a células normales (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama del mecanismo de Ads oncoliticos. Los CRAds estdn disefiados para
replicarse especificamente en células tumorales, minimizando el dafio producido a las células
normales.

Los adenovirus poseen varias caracteristicas que los hacen atractivos como agentes
oncoliticos, como su baja patogenicidad en pacientes inmunocompetentes, su actividad
potente que produce la eliminacién de la célula infectada y el conocimiento detallado
de su estructura y ciclo de replicacién que facilita la modificacién genética para conferir
potencia y selectividad. Ademas, su alta capacidad de replicacion permite la obtencién
de altas cantidades y preparaciones de virus altamente concentradas para su uso en el

entorno clinico (Ungerechts et al. 2016).

Pocos ensayos clinicos se han realizado por inyeccidén sistémica de adenovirus
oncoliticos. De hecho, hasta el 2010, solo dos candidatos habian sido probados por via
intravenosa, ONYX-015 y CG7870. ONYX-015 fue el primer adenovirus selectivo disenado
para ser utilizado en humanos. Este virus cuenta con la ausencia del gen E18-55K que lo
hace selectivo para los tumores deficientes en p53 (Bischoff et al. 1996). Se llevaron a
cabo numerosos estudios clinicos por inyeccidn intravenosa de ONYX-015 (a veces en
combinacién con quimioterapia) en pacientes con tumores colorrectales, hepatico, y

varios tumores sdlidos diseminados. Sin embargo, rara vez se detectaban signos de



eficacia antitumoral. A pesar de la falta de eficacia mostrada en los estudios clinicos, una
compafia china (Sunway Biotech) estd comercializando un derivado de este virus
llamado H101 para el tratamiento intratumoral del cancer de cuello. Este virus cuenta
con una delecion adicional, la del gen E3 que lo hace menos potente y mas

inmunogénico.

2.1.2 Terapia génica con vectores no virales

De forma paralela a los vectores virales se estdn desarrollando los vectores que no
provienen de los virus y que estdan basados en polimeros, lipidos, proteinas
recombinantes, nanoparticulas inorganicas y organicas. La ventaja de estos sistemas es
gue los pacientes no presentan inmunidad preexistente y su produccidon es mas
econdmica (Crespo-Barreda et al. 2016). En general, en este tipo de vectores, el material
genético se une al vector mediante interacciones electrostdticas entre los grupos
fosfatos de los acidos nucleicos con carga negativa y los grupos catidnicos del propio

vector.

Dentro de los vectores no virales encontramos métodos fisicos de transferencia
génica como serian la electroporacién, la inyeccidon “jet” o la transferencia génica
hidrodindmica, las cuales no han mostrado una gran eficacia y ademas producen daiio

tisular (Pahle y Walther 2016).

Entre los vectores no virales producidos por métodos quimicos, podemos encontrar
numerosas NPs inorganicas (silice, oro, hierro, etc.) y orgdnicas (PLGA, quitosano,
albumina, etc.). Dentro de estas NPs organicas también encontrariamos nanomoléculas
biolégicas de tamafio nanométrico como son los exosomas. Estas NPs organicas
presentan baja toxicidad e inmunogenicidad y son facilmente modificables (Ebrahimian

et al. 2017).



Para conseguir que el contenido de los vectores alcance las células o tejidos diana,
encontramos diversos métodos, entre los que nos encontrariamos los que empleamos
en nuestro trabajo: el aprovechamiento del efecto EPR o la estrategia denominada

“Caballo de Troya”.

3.1 Efecto EPR

Como se ha dicho anteriormente, numerosos estudios han descrito la capacidad de
las NPs para extravasar los vasos sanguineos de los tumores, lo que resulta en una mayor
acumulacién de dichas NPs en los tejidos tumorales, a través de un proceso conocido
como efecto de permeabilidad y retencién aumentadas (EPR). Es decir, las NPs pueden

alcanzar la region tumoral simplemente por acumulacién o retencién (Na et al. 2016).

Debido al rapido e irregular proceso angiogénico que tiene lugar durante el
crecimiento de los tumores, la neovasculatura de los mismos resulta deteriorada y
presenta fenestraciones de mayor tamafio (100-250 nm) en comparacion con la de un
tejido sano. Son estos poros los que aprovechan las NPs para penetrar al interior del

estroma tumoral.

Sin embargo, el tamafio no es suficiente para comprender completamente el
mecanismo del efecto EPR, ya que NPs de tamafios similares presentan un tropismo
celular diferente en funcion del modelo tumoral estudiado. Se piensa que otros factores
como la carga de la particula o su area superficial, podrian estar implicados. Ademas, en
muchas ocasiones la acumulacion de NPs en el tejido tumoral resulta insuficiente para
la aplicacién clinica. Sumandole a estos factores la elevada presién del fluido intersticial
y un aporte sanguineo irregular, que suponen barreras a la penetracién de NPs en el
interior del tumor, el efecto EPR no parece ser suficiente para conseguir un efecto
terapéutico completo (Huynh y Zheng 2015). Se ha llegado a demostrar que el efecto
EPR sélo acumula en realidad el 0,7% del producto inyectado por via intravenosa, siendo

esta cantidad insuficiente en la mayoria de los casos (Wilhelm et al. 2016).
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Figura 5. Representacion esquemadtica del efecto EPR. La imagen refleja un tejido tumoral donde
se puede apreciar los vasos con grandes fenestraciones por los cuales se internalizarian los

vectores terapéuticos (Vazquez-duhalt 2014).

3.2 Caballos de Troya o vectores dirigidos

Otra estrategia en desarrollo consiste en emplear un sistema que actie como
“caballo de Troya”, es decir, que esconda el material genético (cargo) y que migre y se
integre en los sitios de inflamacién o dafio, como es el caso de los tumores. Hasta el
momento se han utilizado diferentes sistemas como “caballo de Troya”’, entre ellos
podriamos destacar las células dendriticas (Marcos-Campos et al. 2011), los linfocitos T
y los macréfagos entre otros (Choi et al. 2012). El interés en utilizar dicho “caballo de
Troya” radica en evitar el reconocimiento por parte del sistema inmune (sistema
fagocitico mononuclear) como ocurre en el caso de las nanoparticulas. Dichos materiales
son reconocidos pese a ser funcionalizados con distintas moléculas que evitan o retardan
dicho reconocimiento (e.g., PEG, polietilenglicol). Al esconder el farmaco, gen, o
molécula terapéutica o de senalizacién dentro de una célula del propio hospedador la

posibilidad de reconocimiento queda disminuida.

En la actualidad, se estdn empleando también células MSCs como vectores de
terapias debido a su caracter inmunomodulador y su capacidad de tropismo innato a los
tumores. En nuestro grupo se han utilizado las MSCs de diferentes origenes como
transportadores de distintos elementos terapéuticos (Belmar-Lopez et al. 2013) (M. del
M. Encabo-Berzosa et al. 2017). Se ha hipotetizado que la razén de esta migracion esta
basada en un gradiente de factores quimioatrayentes por parte del tumor y de la
expresiéon de un conjunto de receptores de quimioquinas y citoquinas en la superficie

celular de las MSCs (Belmar-Lopez et al. 2013).
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Los tumores son fuente de produccion de moléculas quimioatrayentes inflamatorias
gue sirven de ligando a los receptores que expresan las MSCs facilitando su migracién
hacia el microambiente tumoral. Las quimioquinas y citoquinas inflamatorias son
liberadas tras ocurrir el dafio y permiten la activacion de las MSCs necesaria para la
migracion. Podria destacarse como responsable de la migracion, la pareja receptor-
ligando CXCR4/CXCL12 o las moléculas de adhesién o integrinas (B-1 y B-2) (Belmar-

Lopez 2013. Tesis doctoral).

Dado que, tanto los receptores CXCR como las integrinas estdn situados en la
membrana de la célula y puesto que algunos autores estan empleando los exosomas
celulares como transportadores de quimioterapia a los tumores (Azmi, Bao, y Sarkar
2013) pensamos que las microvesiculas secretadas por las MSCs podrian servirnos por

igual como vectores transportadores de nuestras terapias.

Los exosomas se originan en los cuerpos multivesiculares (MVBs) por invaginacién
de la membrana de un endosoma tardio, siendo posteriormente liberados al espacio
extracelular, tras la fusion de los MVBs con la membrana plasmatica (Marban 2018).
Inicialmente, estas nanoparticulas biolégicas, se consideraron vesiculas colectoras de
desechos, subestimdndose su potencial terapéutico. Sin embargo, actualmente, es
ampliamente conocido su papel en diferentes procesos fisioldgicos de comunicacién

intercelular a corta y larga distancia, tanto en células normales como malignas.

""-u.n-‘
Multivesicular
Bodies (MVB)

Figura 6. Esquema de la biogénesis de
exosomas. Los exosomas surgen de la
fusion de invaginaciones de la membrana
superficial (cuerpos multivesiculares) y los
productos del aparato de Golgi. Las
vesiculas resultantes son degradadas por
los lisosomas o secretadas como exosomas
(Marbdn 2018).

Protein

SN

Lysosome Fusion
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4.1 Combinacion de NPs con la terapia génica

Como se ha comentado anteriormente, los vectores pueden clasificarse en virales y
no virales. Los nanomateriales se incluyen dentro de los no virales y pueden clasificarse
en organicos e inorganicos. Dentro de los orgdnicos empleados como vectores de
transfeccidn se encontrarian los liposomas catidnicos, dendrimeros, NPs de PLGA o las
NPs de quitosano. Las NPs metdlicas de oro, hierro, silice o los nanotubos de carbono
son algunos de los nanomateriales que se han estudiado como posibles vectores de
acidos nucleicos con aplicacién en terapia génica (Sun et al. 2014). Las NPs de hierro se
han utilizado como vectores génicos en magnetotransfeccién, en la cual aplicando un
campo magnético externo facilita y acelera la sedimentacién de las NPs acopladas a

acidos nucleicos (Kim et al. 2017).

Existen diversas estrategias que mejoran la eficacia en el transporte de dacidos

nucleicos, incrementando el escape endosomal y protegiendo los oligonucledtidos
frente a la degradacion intra y extracelular. El uso de PEI (Polietilenimina) y PEG
(Polietilenglicol) como agentes de transfeccion ha sido previamente planteado en
combinacion con NPs magnéticas, ya que la conjugacion con PEG facilita la
sedimentacion del ADN vy la internalizacidn, mejorando el proceso de transfeccién. En
este sentido, Stephen et al. 2016)recubrieron la superficie de las NPs de hierro basadas
en PEl con PEG, consiguiendo una alta eficacia de transfeccién a la vez que se reducia
notablemente la citotoxicidad de los vectores. El PEl actia como polielectrolito catidnico
con un exceso de carga positiva capaz de acoplar ADN plasmidico y a su vez interaccionar

con la pared celular.

Muchas estrategias de proteccion con PEG se han aplicado para favorecer la
liberacién del plasmido, como por ejemplo, la unidon de PEG y PEl a la superficie de
nanotubos de carbono (Taghavi et al. 2016) y grafeno (Wang et al. 2016) con el objetivo
de silenciar la expresion génica utilizando ARN de interferencia. Otros estudios con NPs

son los realizados por los grupos de Xiong y Agirre quienes llevaron a cabo estudios con
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nanoestructuras como vectores en viroterapia, encapsulando adenovirus oncoliticos en

liposomas (Xiong et al. 2015) (Agirre et al. 2015).

Dado que se conoce desde hace tiempo que la modificacién del ADN viral para poder
expresar genes terapéuticos y mejorar los adenovirus (Ads) oncoliticos para terapias
antitumorales, presenta alguna limitacién como consecuencia de la accién de los
anticuerpos (Ac) neutralizantes, se planteé la estrategia de entregar el genoma
oncolitico viral mediante el uso de liposomas catidnicos, pudiendo superar, de este

modo, estas limitaciones en su aplicacién clinica (Kwon et al. 2011).

Continuando con esta estrategia, también se ha probado a encapsular Ads completos

en NPs con diferentes composiciones. Tresilwised etal. 2012 observaron que las
limitaciones de infectividad de los Ads pueden superarse por la asociacién con NPs
magnéticas. El tamafio, recubrimiento y las propiedades magnéticas son atributos clave
gue se pueden ajustar y optimizar para producir composiciones que confieran
proteccidn al virus contra efectos inhibidores del suero o contra los Acs neutralizantes.
De esta manera, podrian ser utilizados como vectores inteligentes que combinen las
funciones de entrega de virus dirigidos para terapia y la posibilidad de monitorizar la
distribucién “in vivo” por Resonancia Magnética de Imagen (RMI) (Tresilwised et al.

2012).

4.2 Combinacion de terapia génica viral con células o elementos derivados de ellas

!exosomas[

También se ha explorado el uso de células de diferentes origenes como vectores para
llevar Ad oncoliticos. En el caso de Ramirez et al. 2015 , evaluaron la capacidad de usar
las células MSCs como “caballos de Troya’ cargados con virus de replicacidon selectiva
(CRAds), describiendo que ademds de una buena capacidad migratoria, también
contribuian en la modulacién del sistema inmunitario, afectando a células del sistema

innato y adaptativo.

Pese a no existir todavia ningln trabajo de exosomas como transportadores de virus,

si que existen evidencias de que pueden llevar otras terapias como las NPs para

hipertermia. Los exosomas derivados de MSCs conservan algunas de las propiedades de
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las células de las que se originan, como la ausencia de MHCII o la presencia de moléculas
de adhesidén (Yu, Zhang, y Li 2014). Este sistema puede ser muy Util como terapia dirigida
también ya que, tal y como demostraron Altanerova et al. 2017 las NPs magnéticas
empagquetadas en exosomas derivados de MSCs fueron eficazmente endocitadas por las
células tumorales, facilitando la ablacion de estas células malignas mediante hipertermia

magnética.

Ademads, entre los posibles beneficios del uso de exosomas se encuentra la
conservacién de las propiedades reguladoras sobre diferenciacién, activacién y funcién
de los linfocitos T que poseen las MSCs de las que se originan, sugiriendo que podrian
utilizarse también como agentes inmunomoduladores en el tratamiento de
enfermedades inmunoldgicas (Blazquez et al. 2014). Varios estudios llevados a cabo con
NPs y exosomas mostraron que frente a las limitaciones del empleo de NPs como
tansportadores de farmacos, los exosomas podian actuar como vectores terapéuticos
sin causar respuesta inmunitaria (Srivastava etal. 2016). En vista de las excelentes
propiedades que aportan los exosomas y las NPs, es necesario llevar a cabo un mayor

numero de estudios en este sentido.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Unavez en contexto y expuestas las bases de partida del trabajo, se define el objetivo
general como el estudio de diferentes formulaciones virales y/o no virales basadas en
nanomateriales de tipo orgdnico e inorgdnico para su aplicacion en el tratamiento

potencial de tumores solidos.

En base a la hipdtesis de que algunos elementos de cardcter orgdnico o inorganico
podrian servir para transportar adenovirus replicativos (en su forma viral completa o solo
mediante su genoma) a los tumores, se plantea el siguiente esquema de trabajo con los

objetivos especificos indicados a continuacion:

1. Combinacion de virus y ADN con NPs inorganicas
- Sintesis y caracterizacion de las NPs

- Analisis de la transfeccién o infeccion

2. Encapsulacion de virus y ADN en NPs organicas
- Sintesis y caracterizacion de las NPs

- Analisis de la transfeccién o infeccion
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MATERIALES Y METODOS

1. Cultivos celulares

Las lineas celulares utilizadas fueron mantenidas en medio DMEM con 4,5g/| de
glucosa suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 1% de antibidticos
antimicoticos y 200mM de L-glutamina en el incubador al 5% CO; y a 379C. Las células
utilizadas son una linea de adenocarcinoma de cérvix humano (Hela) obtenida del
servicio de cultivos celulares de Cancer Research UK (Reino Unido). Para el segundo

ensayo de transfeccion se utilizaron células 293T (Cancer Research UK, Reino Unido).

2. Extraccion de exosomas

Para la extraccién de exosomas se sigui6 el protocolo descrito por(Colombo, Raposo,
y Théry 2014)basado en centrifugacion diferencial. Las lineas celulares se cultivan en
frascos de 175 cm? hasta alcanzar una confluencia del 60%. Las placas se lavaron dos
veces con PBS y se afadié medio DMEM suplementado con SFB sin exosomas. Los
exosomas presentes en el suero fueron previamente eliminados mediante
ultracentrifugacién a 100.000 g durante 1 hora. El medio condicionado se retird a las 24h
y se centrifugd a 500 g y 42C durante 5 minutos para eliminar las células muertas. El
sobrenadante se volvié a centrifugar a 2.000 g y 42C durante 10 minutos para descartar
los restos celulares y a 10.000 g y 42C durante 30 minutos para aislar las microvesiculas
de los exosomas. Los exosomas se sedimentaron mediante ultracentrifugacion del medio
condicionado a 100.000 g y 42C durante 60 minutos, seguido de un lavado en PBS. La
cantidad de exosomas obtenida se determind mediante el método BCA utilizando BCA
protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las recomendaciones de la casa

comercial.



Medio con
suero libre de

100.000g 100.000g 2000g :oo‘g
60 min 30 min 10 min .mln
4°C 4°C 4°C 4°C

>F>

Cuantificacion .
por BCA ) Restos Células
Exosomas Microvesiculas o lares muertas

Figura 7. Esquema del proceso llevado a cabo para la purificacion de exosomas a partir de
células en cultivo. La separacion se lleva a cabo por un gradiente de densidad. (Encabo-Berzosa
2017. Tesis doctoral).

3. Sintesis de las AUPEIPEGNPs

Para realizar la sintesis de NPs de oro recubiertas con PEl nos basamos en el
protocolo descrito por Encabo-Berzosa et al. 2017. Dicho protocolo se fundamenta en la
accion de polietilenimina (PEI) como reductor y estabilizador del acido cloroaurico
(HAuCl4) generando nanoparticulas de oro recubiertas de dicho polimero en una primera
fase. El proceso se llevé a cabo a temperatura ambiente y se comenzé preparando una
solucion 0.1M de HAuCls. Se continud afiadiendo 28 plL de la solucidn anterior a 19 mL

de agua destilada.

Por otro lado, se prepard la solucion de PEl en agua destilada. Posteriormente se
anadié la disolucidon de PEI a la disolucidon de oro y se dejo en agitacién durante media
hora a temperatura ambiente. Observandose un cambio de color amarillo a anaranjado,

indicativo de la formacién de las NPs (Figura 8).

Figura 8. Imagen que muestra la variacion de color de la dispersion de NPs durante la sintesis.
Cambio de color tras la adicion de la disolucion de PEIl a la disolucion de HAuCl,, indicativo de la
formacion de AuPEINPs.
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Las NPs resultantes se sometieron a didlisis para eliminar el exceso de PEl que
hubiera podido quedar sin reaccionar. Una vez sintetizadas las AUPEINPs se procedid a
su funcionalizacion con PEG (SH-PEG monofuncional de 1 KDa), para ello se partié de
una disolucion de PEG, en agua con una relacidn en peso de 1:1 con respecto a la masa
de las NPs a funcionalizar y se fue afadiendo PEG gota a gota sobre la dispersion de NPs
bajo agitacién magnética durante media hora. Para eliminar el exceso de PEG no unido
a la superficie de las NPs, se dializé durante dos dias frente a agua destilada. Una vez
finalizada la sintesis, las dispersiones de NPs se concentraron evaporando parte del agua
de la dispersién y se procedid al calculo de la concentracién de NPs con el uso de una
balanza de precision. Las NPs obtenidas se caracterizaron por diversas técnicas

comentadas mas adelante.

La sintesis de estas NPs se llevd a cabo por emulsion doble. Se utilizé PLGA RG 504,
mas detalladamente, se disolvid 50 mg de PLGA en 3 mL de disolvente y posteriormente
se anadid 1mL de fase acuosa. La fase acuosa es la regién donde se meteria el virus o el
pldsmido que se desee encapsular junto con el surfactante si se requiere proteccién del
virus. Seguidamente se puso al dedo sonicador al 40% de amplitud durante 20 segundos,
con lo que se completd la primera emulsién. Para realizar la segunda emulsién se afiadid
8 mL de Colato de Sodio al 1% y se puso a sonicar durante 40 segundos. Una vez
finalizada, se afadieron 12mL de Colato de Sodio al 0.3% y se agitd a 600rpm durante 3

horas.

Finalizado este periodo de tiempo, se llevd a cabo un lavado mediante centrifugacién
a 7500 rpm, una vez recogido, se elimind el sobrenadante y se diluyé el pellet en agua
para realizar el segundo lavado, pero esta vez a 9000 rpm. Tras realizar los lavados por
centrifugacidn, se prepararon tres pocillos por muestra, que hubieron de ser pesados
previamente en balanza analitica, para saber su peso inicial. Posteriormente se pusieron
50 plL y se introdujeron en la estufa a 802C. Pasadas unas horas se recogieron y se
pesaron de nuevo para obtener los pesos finales y calcular la diferencia y con ello la

concentracion de cada muestra.
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Para evaluar la utilidad de las NPs y los exosomas como vectores validos para la
transfeccion se utilizé un plasmido pGFP. El plasmido pEGFP (156.8 ng/uL) tiene un
tamano de 4,7kb y codifica para a proteina verde fluorescente bajo el promotor de
citomegalovirus (CMV). La eficacia de transfeccion del pldsmido se evalué por
microscopia de fluorescencia y citometria de flujo. A continuacién, la metodologia de la

formacién de los complejos NPs-pGFP.

5.1 Formacidn de los complejos de acidos nucleicos

5.1.1 Combinacién de exosomas celulares y plasmido EGFP

Una vez extraidos y cuantificados los exosomas, para llevar a cabo el ensayo de
transfeccién, se pusieron en contacto 10 pg de exosomas (1.21 pg/ulL) con

Lipofectamina® 3000 siguiendo el protocolo de la casa comercial (Thermo Fisher

Scientific).
5.1.2 Complejos AUPEIPEG-pEGFP °
Previo al estudio de transfeccion, se evaluaron Npe de Au
T
tres ratios NPs/ADN, 30:1, 15:1 y 5:1 (p/p). Para " {f: 4
ello, se pusieron en contacto 2.78 uL, 8.33 uL vy ADN plasmidico L
+ NPs Au-PEI-PEG
16.67 pL, de la dispersién de NPs, con 1.6 pL de con ADN plasmidico
PEGFP (156.8 ng/uL) en un volumen final de 200 Pec PH
UL, respectivamente. Para que se formasen los Figura 9. Complejo formado por las
_ _ _ N _ AUPEIPEGNPs y el plasmido GFP. E|l ADN
complejos se dejaron en incubacidon media hora. plasmidico se une a la superficie gracias

a la interaccion con PEG.

5.1.3 Encapsulacion de pEGFP en PLGANPs

Para realizar la encapsulacién del plasmido en

las nanoparticulas se siguio el protocolo de sintesis P PLGA
+ — n«
descrito anteriormente en el apartado 4 (Sintesis de R

. . . ADN plasmidico  PADN encapsulado
las PLGANPs). La diferencia radica en que la fase P En PLGANPS

interna o acuosa estaria formada por 900 uL de Figura 10. Esquema representativo

pldsmido GFP y 100 uL de Colato de Sodio 0.6%. de la encapsulacion del pADN en
PLGANPs.
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6. Transferencia de virus completo

Esta parte se va a realizar en colaboracién con el Centro de Investigacién Médica
Aplicada de Pamplona (CIMA), con el grupo del Dr. Rubén Herndndez Alcoceba, gran
profesional en el campo de los Ads oncoliticos. Se realizaria alli porque cuentan con

todas las instalaciones necesarias para poder trabajar con virus activos.

Este ensayo se realizara siguiendo el mismo esquema y protocolo que en el caso de
la transferencia de ADN virico. A continuacidn, se indica la metodologia de la formacién

de los complejos NPs-AdGFP, que se analizaron posteriormente por TEM y/o DLS.

6.1 Formacion de los complejos virales

6.1.1 Complejos AUPEIPEGNPs-AdGFP

Para la formacién de los complejos AuPEIPEG- ' . % - @
. [} Y
virus, se pusieron en contacto 15 pug de AUPEIPEGNPs "7 AUPEIPEGNPs

Virus

con 50x107 pfu de AdJGFP se dejé media hora en oncolitico

Virus rodeado de
AUPEIPEGNPs

agitacién a temperatura ambiente y se prepard una . y L
Figura 11. Representacion esquemdtica del

rejilla de TEM (como se muestra en la Fig.3 en  complejo formado porlas AuPEIPEGNPs y el

. . . 3 . virus oncolitico inactivo.
Anexos) para visualizar si se habian conjugado

correctamente.
» NPs PLGA .
6.1.2 Encapsulacion de AAGFP en PLGANPs b — ‘
Se reprodujo el protocolo de sintesis introduciendo y .| . Virus encapsulado
t
en la fase interna 30 pL de virus GFP (procedente del i en PLGANP

Figura 12. Esquema aclarativo de la
encapsulacion del virus oncolitico en

y 970 pL de Colato de Sodio 0.6%. PLGANPs.

CIMA, Pamplona), que corresponderia con 3 x 107 pfu

7. Transfeccion y evaluacion mediante microscopia de fluorescencia

En el primer ensayo de transfeccidn, se utilizaron células Hela y se sembraron tres
placas multiwell de 6 pocillos a una densidad de 4 x 10° células/pocillo. Se ensayé una
cantidad de ADN por pocillo (0.25 ug) de pEGFP. Para ello, previamente a la adicion del
ADN en los pocillos, se llevé a cabo la unién de las NPs al mismo (excepto en el caso de

las PLGANPs que ya estd el pldsmido encapsulado en su interior). Se ensayaron las
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siguientes condiciones: AUPEIPEGNPs/ADN a tres ratios diferentes (5:1, 15:1 y 30:1),
PLGANPs/ADN (5 pug, 15 pg y 30 pg), Lipofectamina®/ADN (en cantidades de 5, 7.5y 10
uL) y FUGENE®/ADN (en ratios 2:1, 4:1 y 6:1) como controles positivos, exosomas (1.21
ug/uL) con Lipofectamina® (10ug de exosomas con las condiciones anteriores de

Lipofectamina®) y células sin tratar como control negativo.

En este primer ensayo de transfeccién las placas alcanzaron una confluencia mucho
mayor a la esperada y al comenzar a levantarse las células, se decidid repetir el
experimento, pero esta vez sembrando 4 x 10* células y ajustando las condiciones y
ratios estudiados a los que mejor resultado habian ofrecido de las tres placas. En esta
ocasién se experimentd con la linea celular 293T, la cuales son mas transfectables. Las
condiciones estudiadas fueron: AuPEIPEGNPs/ADN (30:1), PLGANPs/ADN (100 ug),
Lipofectamina®/ADN (15 plL) como control positivo, exosomas con Lipofectamina® (10
ug de exosomas con la condicidn anterior de Lipofectamina®) y células sin tratar como
control negativo. En lugar de FUGENE®, esta vez probamos a poner 400 pL de PLGA, que
corresponderia a 100 ug de pEGFP, para comprobar si resulta dosis téxica o por el
contrario mejora la transfeccién al contar con mayor cantidad de ADN en comparacién a

la otra condicion estudiada de PLGA.

Estos complejos se formaron porincubacion durante media hora y se afiadieron a los
pocillos gota a gota dejandolos en contacto con las células durante tres dias. A los
tiempos de interés (24h, 48h y 72h) la fluorescencia verde provocada por la proteina GFP

se visualizd en un microscopio invertido de fluorescencia Olympus IX81.

La evaluacion de la eficacia de la transfeccion se analizé usando un citémetro de
flujo separador FACSAria (BD) bajo la excitacién con el ldser de 488nm. Las muestras se

recogieron de las placas multiwell incubadas durante 72h.
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9.1 Microscopia Electronica de Transmisidon (TEM)

Para la visualizacion del tamafo y de la forma de las NPs se utilizd6 un microscopio
T20-FEI con una fuente de electrones LaB6 unida a una lente con un objetivo

“SuperTwin®” que permite una resolucién de 2.4 A.

Para poder observar la presencia de PEl, la funcionalizacién con PEG, asi como los
virus unidos a la superficie, se llevé a cabo una tincion con acido fosfotungsténico
(30mg/mL). Todas las muestras se prepararon en rejillas de cobre para TEM con

recubrimiento de carbono/Formvar, segln se indica en anexos.

Para medir el tamafio intrinseco de las NPs, se midieron los didmetros de hasta 200

NPs a partir de microfotografias de TEM con el programa informatico ImagelJ®.

9.2 Espectrofotometria UV-VIS

El patrén de absorbancia de las NPs se midié con un espectrofotémetro UV-Vis Jasco
V670 en el rango entre 300 y 800 nm. La medida se realizé tomando como linea base la

absorbancia del agua destilada en ese mismo rango de longitudes de onda.

9.3 Medida de la carga superficial y tamano de particula por DLS

La carga superficial de las NPs se evalué mediante la medida del potencial Z usando
la técnica de andlisis de fase de la dispersién de la luz, a pH=7, en una disolucién de KCI
1mM.Para llevar a cabo las medidas se utilizé6 un equipo Brookhaven 90 plus con el
software ZetaPALS® (Brookhaven Instruments Co.). La medida de la distribucién de
tamanos se realizd en el mismo equipo, utilizando un indice de refraccién imaginario de
0.119 y unindice de refraccién real de 3.338. Para obtener la medida se realizaron cinco

ciclos de tres minutos.
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10. Caracterizacion de las PLGANPs

10.1 Microscopia Electronica de Transmisidon (TEM)

Para poder visualizar el tamafio y de la forma de las NPs de PLGA se utilizé el mismo
microscopio T20-FEI que con las otras NPs. En este caso como no se requiere
funcionalizacién con PEG ni tienen presencia de PEl, solo se llevé a cabo la tincidn con
acido fosfotungsténico (30mg/mL) cuando se encapsularon los virus inactivados, para
poder visualizarlos en las imdgenes. Las muestras se prepararon en rejillas de cobre para

TEM con recubrimiento de carbono/Formvar.

Del mismo modo que con las AUPEIPEGNPs, para medir el tamafo intrinseco de las
NPs, se midieron los didmetros de hasta 200 NPs a partir de microfotografias de TEM con

el programa informatico Imagel®.

10.2 Medida del tamaio de particula por DLS

La medida de la distribucién de tamafios se realizé en el equipo Brookhaven 90 plus,
con el software BLC Particle Sizing® utilizando un indice de refraccidn imaginario de 0.1
y un indice de refraccion real de 1.55. Para obtener la medida se realizaron cinco ciclos

de tres minutos.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Sintesis de las NPs

1.1 Sintesis de las AUPEIPEGNPs

Las NPs obtenidas a partir de la reduccién y estabilizacién del HAuCls con PEI
resultaron ser esferas macizas de unos 5nm de diametro, como puede observarse en la
microfotografia de TEM (Figura 13). La dispersion coloidal de NPs mostré un maximo de
absorbancia alrededor de los 520 nm. Esta absorcion es caracteristica del plasmén de

resonancia de superficie de nanocristales esféricos de oro.
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Figura 13. Sintesis y caracterizacion de las AuPEINPs. A) Fotografia de TEM de las AuPEINPs. B)
Patron de absorbancia por espectrofotometria UV-visible.

Una vez funcionalizadas las AUPEIPEGNPs, se comprobd que la carga superficial era
positiva gracias al uso del programa Zeta Potential Analyzer del DLS. El potencial zeta es
un parametro fundamental que describe la carga de la capa superficial de las
nanoparticulas y es necesario que sea positivo para que las NPs interaccionen con el
material genético, que posee carga negativa. Esta medida esta influenciada por la
composicién, pHy el medio en el que se dispersan las NPs y como se muestra en la Figura
14, las AuPEIPEGNPs contaban con un potencial zeta mayor a +30mV, lo que nos indica

gue son estables en tamafio y carga.

n tobility Zeta Potential (mY) Rel. Residual

A B i 3.33 42 59 0.0170
2 42.986 0.0178

3 45.95 0.0178

4 46.69 0.0150

5 34.23 0.0148

Mean 3.32 Ca2.43> 0.0165

Std. Error 0.17 2. 21 0.0007

Combined 3.32 42.47 0.0030

Figura 14. Caracterizacion AUPEIPEGNPs. A) Grdfica obtenida de la medicidn de la carga de las
AUPEIPEGNPs. B) Resultados numéricos obtenidos de la medicion del potencial zeta de las NPs en
el DLS (+42,49 mV).

1.2 Sintesis de las PLGANPs

El protocolo de sintesis de este tipo de NPs se tuvo que poner a punto para poder
conseguir NPs con un tamano mayor a 80 nm en las que pudiesen internalizar los
adenovirus GFP. Para ello, primeramente, se probaron a poner en contacto diversos
disolventes con el virus para observar los efectos sobre éste. Tal como se muestra en la
Figura 15, el Diclorometano (DCM) y el Cloroformo fueron los que mejor resultado
ofrecieron, ya que el Acetato de Etilo era el mas dafiino y provocaba la pérdida de
viabilidad de los virus. Entre estos dos disolventes que presentaban resultados similares,
se decidio trabajar con DCM debido al cuidado extremo que hay que tener al trabajar

con Cloroformo.
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Cloroformo Diclorometano Acetato de Etilo

Figura 15. Adenovirus expresando GFP en tres medios con diferentes disolventes. En la primera
y segunda imagen se puede observar adenovirus viables en comparacion con el Acetato de Etilo
que resulta ser el mds dafiino.

Posteriormente se probaron diferentes surfactantes en la fase interna (Alcohol
polivinilico o PVA y Colato de Sodio) para aumentar la proteccion del virus en el interior
de las nanoestructuras. Como con PVA no obtuvimos NPs mayores de 53.8 nm, elegimos
el Colato de Sodio (122.8 nm), pero se llevaron a cabo pruebas paralelas con diferentes
concentraciones de Colato y a diferentes condiciones para comparar resultados. Se
evaluaron seis condiciones de sintesis diferentes porque aun no se alcanzaba la emulsion

deseada, tal y como se muestra en el esquema inferior.

—~
0.6%
Colato de Sodio
X DCM a diferentes,I < 03%
(Disolvente) concentraciones 0.15%
+ ~
Di ~
Colato lc\jl'er.sas Fase interna fria (4°C)
(Fase interna) condiciones .
desintesis < Evaporacion en Rotavapor
Colato 0.3%
( %) Evaporacion por agitacion (3h)
~

Todas las NPs que se sintetizaron se caracterizaron por DLS y se prepararon rejillas
de SEM para contrastar los resultados obtenidos con el programa Imagel® y comprobar

cual era la condicidn que ofrecia mejor resultado.

Figura 17. Imdgenes de SEM de las NPs de PLGA. A) Colato de Sodio al 0.6%. B) Colato de Sodio
al 0.3%. C) Colato de Sodio al 0.15%. D) Sintesis de PLGANPs con fase interna en frio (49C). E)
Evaporacion por agitacion. F) Evaporacion en Rotavapor.
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Tabla 1. Tabla resumen de los resultados de medida mediante DLS e Image) de tamaiio de las
NPs de PLGA sintetizadas a diferentes condiciones.

Condiciones Medida tamarfio DLS Medida tamaino Imagel)®
Colato de Sodio 0.6% 47.7 nm 160.5 nm 1+ 43.2
Colato de Sodio 0.3% 149.8 nm 121.1 nm £ 27.7
Colato de Sodio 0.15% 73.3nm 139.6 nm +41.7
Colato de Sodio 0.3% Frio 86.7 nm 139.6 nm £ 28.0
Evaporacion por rotavapor 72.3 nm 137.9nm 4+ 39.1
Evaporacion por agitacion 93.5nm 142.5 nm + 30.5

El Colato de Sodio al 0.6% fue el que permitié formar NPs de un tamafio entorno a
160nm y con buena morfologia. En la Tabla 1 se pueden observar las condiciones
estudiadas y las medidas resultantes del DLS asi como las obtenidas con Imagel® a partir
de microfotografias de SEM. Como se puede comprobar, la diferencia de las medidas
tomadas con el DLS y la herramienta Imagel® son significativamente diferentes, pero
basandonos en las imagenes obtenidas del SEM decidimos confiar en la medida obtenida

partir de las microfotografias.

Dado que el Colato de Sodio 0.3% frio mejoraba el protocolo, concluimos que las
mejores condiciones de sintesis fueron obtenidas con DCM como disolvente y Colato de
Sodio al 0.6% frio (42C) como surfactante en la fase interna. El paso de evaporacion
resultd mejor por agitacién durante 3h que en el rotavapor. Una vez se consiguieron las
condiciones experimentales perfectas se sintetizaron las NPs encapsulando el virus y el

genoma para poder continuar con los ensayos de transfeccion.

2.1 Formacion de complejos AUPEIPEGNPs-AdGFP

Como se puede observar en la Figura 18, los complejos se formaron correctamente
y se puede diferenciar con claridad diversos viriones rodeados de multiples NPs de oro,

gue corresponderian a las zonas mds oscuras de la imagen.
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Figura 18. Fotografias de TEM de AUuPEIPEGNPs recubriendo los virus GFP. Marcadas con
flechas se distinguen las zonas oscuras que corresponden a las AuPEIPEGNPs que envuelven los
virus inactivos.

2.2 Encapsulacion del AAGFP en PLGANPs

En ambos casos, tanto para las NPs de oro como las de PLGA, se intentd caracterizar
la formacién de los complejos por DLS pero no se pudo obtener la medida, se piensa que
los parametros reales e imaginarios podian no ser los correctos, pero no se pudo repetir

la medida por falta de muestra.

Las fotografias del TEM (Figura 19) permitieron observar el virus encapsulado en el
interior de las NPs con gran calidad. La mancha de color oscura que se aprecia en el

interior de la NP corresponde con el tamafio del virus 80-90 nm.

Figura 19. Fotografias de TEM. En las dos imdgenes se muestran PLGANPs con el virus
encapsulado en su interior. La mancha mds oscura corresponde con el tamafio del virus (90nm).

3. Encapsulacion de ADN en ambos tipos de NPs

3.1 Formacion de complejos AUPEIPEGNPs-pEGFP

La puesta a punto de esta reaccién ha sido previamente publicada por nuestro grupo
y directamente procedimos a utilizarlo como control en las transfecciones. Los datos del
DLS y del TEM ya han sido publicados por otros miembros del grupo como muestra el

trabajo de Encabo Berzosa y col. (M. M. Encabo-Berzosa et al. 2017).
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3.2 Encapsulacion de pEGFP en PLGANPs

Durante la sintesis de las NPs con el pEGFP (156.8 ng/uL) se observd que la doble
emulsiéon no se habia formado correctamente, impidiéndonos medir el tamafio de las
NPs en el DLS. Por otro lado, se obtuvieron imagenes del TEM (datos no mostrados) y
con ellas pudimos concluir que lo que habia ocurrido es que se habian formado
aglomerados de NPs, no se encontraban dispersas, lo que puede resultar en una
transfeccién errénea. Por ello, decidimos preparar un gel de Agarosa 1% (apartado 4 de
Anexos) para comprobar si habia pldsmido que no se habia encapsulado, si estaba
degradado o si se habia internalizado todo y entonces encontrariamos la sefal

enmascarada.

Para poder cuantificar el pldsmido encapsulado, se decidié cargar también los
sobrenadantes de las centrifugaciones que se realizaron durante la sintesis de las NPs de
PLGA, de forma que, indirectamente, sabiendo cudnto plasmido habia utilizado

inicialmente, podriamos saber la cantidad de plasmido encapsulado.
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Figura 20. Gel de Agarosa 1%. Se cargd 1ug de muestra (NPs de PLGA y los dos sobrenadantes
de los lavados por centrifugacion), un pldsmido de referencia con una concentracién de 156.8
ng/uLy el marcador de 1kb con una concentracion de 0.1 pg/uL.

Como se puede observar en la figura superior del gel, en el carril del primer y segundo
lavado se aprecia una banda que corresponderia al ADN plasmidico no encapsulado que
se va eliminando con los lavados por centrifugacién. Por otro lado, en los dos
sobrenadantes y en el carril de las PLGANPs finales observamos tres bandas retenidas
en el pocillo que corresponderian al ADN que se encuentra asociado a las NPs (ensayo

de retencion de gel).
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Se puede concluir que, a pesar de que se observa ADN acoplado a las NPs que habria
guedado en la superficie de éstas, al hacer los calculos (Tabla 2) se comprueba que hay
presencia de ADN encapsulado en las NPs (144.88 ug) aunque no se ha podido

determinar todavia.

Para ello se propone, en el futuro, abrir las nanoparticulas mediante la incubacién
con Acetonitrilo y Metanol (siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5 de Anexos)

para ver si hay ADN fragmentado o degradado en el interior de las PLGANPs.

Tabla 2. Tabla resumen del cdlculo indirecto de la cantidad de pldsmido que se ha encapsulado
en las NPs de PLGA.

Cantidad plasmido (ug)

Pldsmido perdido ler lavado 71,36
Pldasmido perdido 20 lavado 11,45
Plasmido inicial 227,70
Pldsmido encapsulado 144,89

4.1 Microscopia de fluorescencia

Los resultados de microscopia de fluorescencia del primer ensayo realizado
revelaron que la expresién de GFP parecia estar cualitativamente aumentada en los
pocillos incubados con Exosomas/Lipofectamina y AUPEIPEGNPs/ADN al ratio ensayado
30:1 (p/p) en comparacién con los pocillos tratados con PLGANPs/ADN en los que no
encontramos nada de fluorescencia. Aunque encontramos mayor expresion en los
pocillos tratados con los controles positivos FUGENE® y Lipofectamina®, tampoco
reflejan los grandes resultados esperados, es decir, al ser es formulaciones comerciales
se pensaba obtener mayor diferencia en el nivel de fluorescencia en comparacién con
los complejos estudiados. Al no haber llegado a realizar citometria de flujo no se conoce
con exactitud el porcentaje de transfeccién de cada cultivo, pero como ya se comento
previamente, al pensar que no daria buen resultado al estar los pocillos tan confluentes

no se obtendrian valores que reflejasen la realidad y completamente fiables.
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Por otro lado, en el segundo ensayo de transfeccidn realizado con células 293T, si que
se puede observar que la expresién de GFP es mucho superior en los pocillos incubados
con AuPEIPEGNPs/ADN al ratio ensayado, 30:1 (p/p), en comparacién con el resto de
condiciones estudiadas, incluyendo la formulacién liposomal comercial, tal y como se
describié en M. M. Encabo-Berzosa et al. 2017 . En esta linea, también cabe destacar la
leve aparicidn de fluorescencia en la condicion de PLGANPs/NPs en la cantidad estudiada
de 400uL, que corresponderia a 100 pug de ADN. En la otra condicién de PLGA/ADN no

aparece expresion de GFP debido a la poca cantidad de ADN encapsulado.

Ademads, las imagenes de campo claro mostraron que la morfologia celular no se veia
afectada por la presencia de las NPs a excepcidn del pocillo tratado con 400 uL de
PLGANPs, donde, aunque 100 ug deberia haber sido suficiente para transfectar, debido
a la alta toxicidad de las NPs, las células mostraron senales iniciales de muerte celular
con lo que la transfeccidn no resulté lo exitosa que se esperaba. Es decir, que pese a que
se observan inicios de transfeccién (ya que se visualizd una leve fluorescencia), la
toxicidad hizo que no resultase tan exitosa la transfeccién. Por ello, se considera

necesario el estudio de nuevos ratios que no resulten téxicos para las células.

Las Figuras 21 y 22 recogen los resultados obtenidos por microscopia de
fluorescencia tras la transfecciéon con las diferentes NPs estudiadas (oro, PLGA y
exosomas). Como control negativo se utilizaron células no sometidas a transfeccion,
mientras que como control positivo se transfecté con Lipofectamina® 3000 acomplejada
con pEGFP en la proporcion aconsejada por el fabricante. Cabe recordar que todos los
pocillos se trataron con la misma cantidad de pADN (0.25ug). Todas las imagenes se

adquirieron con el objetivo de 10X.
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Figura 21. Evaluacién de la primera transfeccion alcanzada en las tres placas con las NPs de
oro, PLGA y los exosomas frente a dos controles positivos (FUGENE® y Lipofectamina®) y uno
negativo. Las zonas fluorescentes corresponderian a las células y al lado se encuentran las zonas
en campo claro correspondientes a la morfologia intacta de las células. La barra de escala se
corresponde con 200um.
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PLACA 293T

24H Campo claro 48 H Campo claro 72 H Campo claro

Lipofectamina

Exos-Lipo

AuPEIPEG

PLGA
(400uL)

Figura 22. Evaluacion de la transfeccién alcanzada con las NPs de oro, PLGA y los exosomas
frente al uso de Lipofectamina comercial y un control negativo. En la imagen se pueden ver las
zonas fluorescentes correspondientes a las células mientras que al lado se encuentran las zonas
en campo claro correspondiente a la morfologia intacta de las células. La barra de escala se
corresponde con 200um.

4.2 Citometria de flujo

Se evalud cuantitativamente mediante citometria de flujo la fluorescencia debida a
la expresién de GFP en las células 293T transfectadas con AuPEIPEGNPs, PLGANPs,
Exosomas y Lipofectamina® 3000. Pasadas las 72 h tras la adicion de los complejos, cabe
resaltar la intensidad de fluorescencia verde que resultd ser mucho mayor en las células
gue habian sido incubadas con AuPEIPEGNPs en comparacion con las tratadas con el

control positivo (Lipofectamina® 3000), como se habia descrito previamente.

Por otro lado, también es destacable el bajo porcentaje de transfeccién obtenido en
la condicién de PLGANPs, ya que, habiendo obtenido fluorescencia por microscopia se
esperaba obtener mayor transfeccidn al hacer la citometria. Posiblemente sea porque el
umbral de deteccién del citdmetro es bastante mas elevado que la sefial de las células

por lo que la sefial se ha perdido en la deteccién por citdmetro.
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Figura 23. Cuantificacion de la fluorescencia debida a GFP por citometria de flujo en células
293T. Las grdficas de citometria muestran los resultados de células GFP positivas 72h después de
la adicion de los complejos.

33



CONCLUSIONES

1. Se han encontrado las condiciones déptimas de sintesis para llevar a cabo la
encapsulacion de virus en NPs de PLGA, aunque habra que mejorar la de ADN para

encapsular mayores concentraciones en su interior.

2. Las AuNPs sintetizadas usando PEl como agente reductor y estabilizador del HAuCl4
y funcionalizadas con PEG, pueden ser usadas como vectores no virales aplicables

en terapia génica, al ser capaces de transfectar lineas celulares.

3. Las PLGANPs son capaces de transfectar cultivos celulares 293T, aunque todavia se
tendria que establecer un ratio en el cual no resultasen tdxicas y no causasen
muerte celular para poder utilizarlos como vectores no virales aplicables en terapia

génica.

4. Los exosomas son vectores potenciales de mediar una transfeccidn celular eficaz,
por lo que en caso de mejorar el ratio de transfeccién, podrian ser utilizados como

vectores no virales aplicables en terapia.

5. Tanto las AUPEIPEGNPs como las PLGANPs son capaces de encapsular o unirse a
adenovirus oncoliticos y su ADN. El objetivo seria protegerlos de la degradacién y
del sistema inmunitario y haciéndolos posibles candidatos para futuras terapias

antitumorales.
6. Las AUPEIPEGNPs han resultado ser las mas eficaces en la transfeccion celular,

obteniendo mads de un 44% de eficiencia en células 293T a las 72h después de haber

unido el vector no viral.
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1. Microscopia electrénica de Transmision

Para la visualizacion del tamafio y la forma se utiliza un microscopio T20-FEI con un
objetivo “SuperTwin®” que permite una resolucion de 2,4A. Se llevé a cabo una tincién
con acido fosfotungsténico para observar la presencia de PEl y la funcionalizacion con
PEG en las diversas muestras. Todas las muestras se prepararon en rejillas de cobre para

TEM con recubrimiento de carbono/Formvar, segun se explica en la Fig. 3A.

Para calcular el tamafo intrinseco de las NPs, se midieron los didmetros de las NPs a

partir de microfotografias de TEM con un programa informatico ImageJ®.

Carbon

Formvar xﬁ

Figura 1. Estructura de la rejilla
de cobre para TEM.

izl

Figura 3. Imdgenes que muestran la preparacion de las rejillas para TEM. A) Rejilla con una
gota de muestra en la superficie. B) Se hace pasar la muestra a través de la rejilla colocando un
poco de papel en la parte inferior.

2. Microscopia electronica de Barrido

La microscopia electrénica de barrido (SEM) es otra técnica importante para obtener
imagenes de alta resolucién que describen la morfologia de la superficie de la muestra.
SEM también se conoce como una herramienta Util para examinar nanoestructuras

comunmente en la ciencia de los materiales.
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El principio de funcionamiento de SEM se basa en la interaccién entre el haz de
electrones y la muestra. El cafidn de electrones produce los electrones y los acelera a un
nivel de energia de 0.1-30 keV. El SEM usa ese haz de electrones enfocado para escanear
a través de la superficie de la muestra. El método primario de imagen se obtiene al
recolectar esos electrones, que son liberados por la muestra analizada. Es posible
correlacionar la sefial obtenida con la posicidn de exploraciéon de muestra. El haz de
electrones generalmente se escanea en un patrén de escaneo y la posicién del rayo se
combina con la sefal detectada para producir una imagen. En los resultados, se puede
obtener una imagen en blanco y negro, debido a la iluminacién y el sombreado en la
topografia de la superficie por parte de los electrones. SEM permite ver estructuras de
menos de 1 um, pero la resolucion éptica esta limitada a unos pocos nanémetros. En
este trabajo, un SEM, Inspect F50; FEl, Eindhoven, Paises Bajos, a una tensién de
aceleracién de 10-15 kV se empled para determinar el tamafo y la morfologia de las NP

sintetizadas de PLGA.

3. Dispersion dindmica de la luz

Dynamic Light Scattering (DLS, también conocido como espectroscopia de
correlacion de fotones o Dispersién de luz) es una de las técnicas de dispersion de luz
mas populares porque permite el dimensionamiento de particulas de hasta 1 nm de
didmetro. Las aplicaciones tipicas son emulsiones, micelas, polimeros, proteinas,
nanoparticulas o coloides. El principio basico es simple: la muestra se ilumina con un
rayo laser y las fluctuaciones de la luz dispersada se detectan mediante un detector de

fotones rapidos.

Desde un punto de vista microscdpico, s

e Lente

las particulas dispersan la luz y, por lo a__. ‘ el
tanto, imprimen informaciéon sobre su ot

Detector
de fotones

mOVimientO. EI anéliSiS de Ia flUCtuaCién Transformador
de la luz dispersa produce informacién

sobre las particulas. Figura 4. Imagen representativa del funcionamiento del DLS.
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En nuestro estudio se realizan cinco ciclos por muestra de 3 minutos cada unoy como
parametros se utiliza un indice de refraccién imaginario de 0,1 y un indice de refraccién
real de 1,55 en el caso de las PLGANPs y un indice real de 3.338 y uno imaginario de

0.119 en el caso de las AUPEIPEGNPs.

4. Gel de Agarosa

Decidimos preparar un gel de 50 mL de Agarosa 1%, para ello se pesd 0.5 g de
Agarosa y se utilizé 3uL de SYBR Safe para poder visualizar el ADN en el gel. Se cargd 1ug
de muestra y se utilizd un marcador de peso molecular de 1kb. Para poder cuantificar el
plasmido encapsulado de manera indirecta, se decidid cargar también los sobrenadantes

de las centrifugaciones que se realizaron durante la sintesis de las NPs de PLGA.

5. Protocolo de apertura de las PLGANPs

Para poder abrir las nanoparticulas y analizar el contenido, se ha de poner en
contacto 100 pL de NPs con 750 pL de Acetonitrilo y sonicar 30 minutos, posteriormente
afiadir 150 pL de Metanol y volver a sonicar otros 10 minutos. Finalmente, centrifugar a
13.250 g durante 20 minutos para obtener el sobrenadante que serd lo que queremos

analizar.

6. Ensayo de transfeccion

El primer esquema del experimento de transfeccidn para evaluar la utilidad de las
NPs y los exosomas como vectores eficientes se muestra en la Figura 5y para llevarlo a
cabo se utilizé un plasmido pEGFP con una concentracion de 156.8 ng/uL y se
transfectaron cultivos de Hela. En cambio, para el segundo experimento (Figura 6), se
acotaron las condiciones a las que mejor habian resultado y se probd a transfectar otra

linea celular (293T).
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Figura 5. Esquema del primer experimento. Placas multiwell de seis pocillos utilizadas para los
ensayos de transfeccion con las distintas condiciones y ratios estudiados.

CONTROL(-)  LIPOFECTAMINA PLGA

PLGA Au-PEI PEG EXOS-LIPO

Figura 6. Esquema del segundo experimento de transfeccion. Placa multiwell de seis pocillos
utilizada para el sequndo ensayo de transfeccion con las distintas condiciones y ratios estudiados.
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