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RESUMEN

Las vesiculas extracelulares (VEs) son pequefias estructuras de origen
celular. Participan en la comunicacién intercelular y tienen gran un
potencial como biomarcadores y para el transporte de moléculas. Sin
embargo, los métodos de aislamiento y carga no estan uniformemente
establecidos.

En esta tesis, se optimizaron las condiciones para purificar VEs pequenas
menores a 200 nm y cargarlas con Doxorrubicina. Se aplicé una
metodologia basada en ultrafiltracion acoplada a cromatografia de exclusion
por tamafio, y la carga por electroporacion, mediante el Disefio de
Experimentos (DoE).

El método optimizado permitié aislar sobre un 70% de VEs entre 30-150
nm, siendo positivas para marcadores exosomales. Ademas, las fracciones
de suero ricos en VEs exhibieron bajos niveles de Albumina y Apo-B100.
Durante la carga, el DoE revelo6 la importancia de la concentracion inicial
de la droga (DOX), demostrando la presencia de interacciones entre los
factores que modifican su incorporacion (DOXin). Ademas, se demostro

que la agregacion no sélo depende del campo eléctrico aplicado, sino
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también de la forma del pulso. En su conjunto, estos resultados sientan las
bases de futuras investigaciones para lograr la carga efectiva y eficiente de
moléculas en VEs.

ABSTRACT

Extracellular vesicles (EVs) are small cellular structures that play a pivotal
role in intercellular communication and exhibit significant potential as
biomarkers and drug delivery systems. However, methods for their isolation
and loading are not uniformly established. In this thesis, conditions were
optimized to purify small EVs smaller than 200 nm, and load them with
Doxorubicin. We employed a methodology based on ultrafiltration coupled
with size-exclusion chromatography, and loading by electroporation, using
a Design of Experiments (DoE) approach. The optimized method enabled
the isolation of over 70% of EVs in the 30-150 nm size range, which were
positive for exosomal markers. Furthermore, serum pools rich in small EVs
exhibited low levels of Albumin and Apo-B100 contamination. During the
loading process, the DoE revealed the significance of the initial drug
concentration (DOX), demonstrating the presence of interactions among
factors that modify its incorporation (DOXin). Additionally, it was
demonstrated that EV aggregation is not solely dependent on the applied

Xii



electric field but also on the pulse shape. Together, these results lay the
foundation for future research endeavours aimed at achieving effective and

efficient loading of molecules into EVs.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL

1.1 CONCEPTUALIZACION DE LAS VESICULAS
EXTRACELULARES

La "Vesicula extracelular" (VE) es el término genérico adoptado por la
Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV, www.isev.org)
para referirse a un conjunto heterogéneo de particulas. Estas particulas estan
delimitadas por una bicapa fosfolipidica, carecen de la habilidad para
replicarse y son liberadas activa y naturalmente tanto por células eucariotas
como procariotas, normales y anormales, al espacio extracelular (Gujrati &
Jon, 2014; Thery et al., 2002). Las VEs son distintas a aquellas procedentes
del interior de la célula y que pudieran haberse liberado como consecuencia
de su disrupcion (Thery et al., 2018).

En el pasado las VEs s6lo se les consideraba como estructuras celulares
residuales, encargadas de la eliminacion y reciclaje de lipidos y proteinas
que provenian desde el interior de la célula (Pan & Johnstone, 1983). Sin
embargo, actualmente se les reconoce la capacidad de inducir cambios

fenotipicos mediante la reprogramacion de sus células receptoras ubicadas

1



en la proximidad o a distancia de su fuente de origen (Jung et al., 2020).
Esta funcion estaria dada por sus perfiles de carga y su composicion
proteica y lipidica, que definen su papel en la comunicacion intercelular
dentro de la fisiologia normal y la progresion de enfermedades (Carnino et
al., 2023; S. Liu et al., 2022; Salomon et al., 2022). Por esta razdn, en la
actualidad las VEs representan una herramienta clinica importante tanto
para el diagnostico, como para la monitorizacion de diferentes
enfermedades.

Las VEs pueden ser aisladas desde diferentes fluidos extracelulares. Son
liberadas activamente al medio de cultivo celular y asi como también estdn
presentes en una gran variedad de liquidos biologicos como la sangre, orina,
saliva, liquido cefalorraquideo, leche materna, linfa y liquido sinovial
(Lésser et al., 2011). Por este motivo, su clasificacion tejido especifica suele
ser compleja, siendo identificadas con diferentes nombres en la literatura
(Colombo et al., 2014; Morello et al., 2013). Ante esta situacion, la ISEV
propone una clasificacion mas general la cual depende de su origen
compartimental o biogénesis (Thery et al., 2018).

Como es posible observar en la Tabla 1.1.1 las VEs se clasifican en a)
Exosomas, de un tamafio entre 30 — 150 nm y que son liberadas desde el

2



Endosoma Multivesicular (Multivesicular body, MVB) luego de la fusion de
esta estructura con la membrana plasmadtica; b) los Ectosomas o
Microvesiculas, que representan un grupo mas heterogéneo de VEs y
comprenden un tamafio entre 50 nm — 1 um, siendo liberadas por gemaciéon
de la membrana celular (Allelein et al., 2021; Raposo & Stoorvogel, 2013)
y ¢) los Cuerpos apoptéticos, definidas como VEs que provienen

exclusivamente desde células apoptdticas (Battistelli & Falcieri, 2020).

Tabla 1.1.1: Clasificacion de las vesiculas extracelulares segun su origen.

Subtipos de VE | Tamaiio Biogénesis Componentes
Originados por via Proteinas del complejo
endosomal en los cuerpos ESCRT (Alix, TSG-101),
Fxosomas 30-150 multivesiculares (MVB) y proteinas de estrés térmico
nm liberados tras la fusion de (HSP-A8/-70/-90) y
MYVB con la membrana tetraspaninas CD63, CD9,
plasmatica CD81
Ectosomas Liberados por gemacion Proteln'a s del qltogsqueleto,
. . 50- 1000 . enzimas glicoliticas,
(microvesiculas, directa desde la membrana . . )
. ; nm g integrinas, anexinas y
microparticulas) plasmatica . e
microdominios de colesterol
Cuerpos 50-5000 Liberado de células
apoptoticos nm apoptéticas Proteina Anexina V
Oncosomas 1000- Liberados desde células lipo-fosfatidilserina
10000 nm tumorales

Informacién obtenida y adaptada de (Salomon et al., 2022)

Sin embargo, la alta heterogeneidad de las VEs y las limitaciones técnicas

de las metodologias utilizadas para su purificacion, hacen que sea comun el
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coaislamiento de poblaciones mixtas de vesiculas. A la fecha, no hay un
consenso sobre cudl los métodos es el mas apropiado para lograr una mejor
purificacién. Esto implica que sea un desafio muy complejo determinar con
certeza el origen endosomal de los aislados de VEs en este emergente
campo de investigacion (Ludwig et al., 2019).

De esta manera, la presencia o ausencia de los componentes descritos en la
Tabla 1.1.1 en los aislados de VEs, no asegura que estos estén constituidos
exclusivamente por un subgrupo particular de vesiculas, sino mas bien, solo
revelaria su existencia en dichos aislados (Kowal et al., 2016). Por
consiguiente, con el propdsito de establecer una caracterizacion mas precisa
de las VEs, la ISEV a través de las recomendaciones publicadas en la guia
“Minimal Information for Studies of EVs 2018” (MISEV2018) sugiere su
clasificacion en funcion de su rango de tamanos. De esta manera, se define
que aquellas VEs con diametros entre 30 nm y menos de 200 nm se
denominan de manera general como VEs pequefias (small EVs),
incorporando asi a los exosomas, una porcién de ectosomas, y otras
vesiculas de tamafio similar (Thery et al., 2018). Por otro lado, aquellas VEs
que superen los 200 nm se clasifican genéricamente como VEs

grandes/medianas (large/medium EVs), donde se incluyen el resto de las



ectosomas y una poblacion mas grande de VEs denominada oncosomas
grandes (large oncosomes), que tienen un tamafio entre 1 y 10 pm y son
liberados exclusivamente por células tumorales (Di Vizio et al., 2009).

Al adoptar esta nomenclatura, se fomenta una mayor precision y claridad en
la descripcion y estudio de las diferentes poblaciones de vesiculas

extracelulares (Figura 1.1.1).

VEs pequefias ' VEs grandes
Oncosomas
Cuerpos Apoptoticos
Ectosomas
Exosomas :
530 nm 150 nm | 500 nm 1000 nm 5000 nm 10000 nm E >
"""""""""""" 200 Am T

Figura 1.1.1: Clasificacion de las vesiculas extracelulares segiin tamafio
Las VEs pequefias incluyen a los exosomas, una fraccion de Ectosomas (Microvesiculas y
Microparticulas) y en mucha menor medida a una porcién de Cuerpos apoptoticos; mientras que las VEs
grandes incluye al resto de Ectosomas, Cuerpos apoptoticos y grandes oncosomas. (Elaboracion propia)



1.2 DESCRIPCION Y ORIGEN DE LAS VESICULAS
EXTRACELULARES

1.2.1 Exosomas

Fueron descritos por primera vez en los primeros estudios de Chargaff y
West como parte de una fraccion particulada de productos de desecho
celular, capaz de sedimentar a altas velocidades de centrifugacion, y que
son secretadas al espacio extracelular con el fin de mantener la homeostasis
(Chargaff & West, 1946; Couch et al., 2021). Posteriormente, los exosomas
fueron caracterizados como particulas alargadas y esféricas de 30 a 60 nm
de didmetro, ricos en componentes lipidicos. Aunque no fue posibe
establecer una funcion definida, se encontraron estructuras similares en el
sobrenadante de lineas celulares y en el suero bovino fetal en suspension,
sugiriéndose una amplia distribucion en diferentes fluidos biologicos
(Chargaff & West, 1946; Dalton, 1975; Wolf, 1967). No fue hasta las
investigaciones de Raposo y Zitvogel, quienes describieron un rol
fisiologico de estas vesiculas en los mecanismos de modulacion de la
respuesta inmune, lo que condujo al auge de articulos cientificos en esta

materia (Raposo et al., 1996; Zitvogel et al., 1998).



1.2.1.1 Biogénesis de los exosomas

Los exosomas poseen un origen endosomal, hecho que es primordial para
definirlas como tal (Thery et al., 2018).

El proceso comienza con la invaginacion de la membrana celular
originando una pequefia vesicula llamada Endosoma, las que son
compartimentos intracelulares que contienen moléculas internalizadas desde
el espacio extracelular hacia el interior de la célula. Estas estructuras (early
endosomes, EE) pueden fusionarse con vesiculas provenientes del Golgi
(trans-Golgi network) incorporando lipidos y proteinas de la célula de
origen, asi como otras moléculas desde el citosol. Durante la endocitosis, se
forman invaginaciones de estas membranas que dan origen a las vesiculas
intraluminales (intraluminal vesicles, ILV). Durante su recorrido, los EE
maduran en endosomas tardios (late endosomes, LE) en el espacio
intracelular, los que posteriormente se transformardn en los MVB
contienendo multiples vesiculas intraluminales en su interior y donde se

producira la maduracion final de estas (Y. Zhang et al., 2019).



Las ILV maduras en el MVB que se encuentran enriquecidas en
subconjuntos de lipidos, proteinas y dcidos nucleicos pueden tener 3
diferentes destinos de acuerdo a como se observa en la Figura 1.2.1: A)
fusionarse con la membrana del lisosoma para degradar su contenido a
través de hidrolasas, B) participar en la formacion de los autofagosomas, o
C) los MVB se transportan a la membrana plasmatica a través de la red
citoesquelética y microtubular y se someten a exocitosis tras fusionarse con

la superficie celular, por lo que los ILV son secretados como exosomas

(Colombo et al., 2014).
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Figura 1.2.1: Biogénesis de los exosomas

La formacion de los exosomas depende del destino final de los endosomas que dan origen a los MVB. Los
mecanismos que llevan a su degradacion son A) la fusion directa con el lisosoma, y B) la formacion de
autofagosomas. La liberacion del exosoma por exocitosis C) ocurre gracias a la movilizacion del MVB a
través del citoesqueleto y su posterior fusiéon con la membrana celular para liberar a las ILV maduras.
(Obtenida de ©2023 Novus Biologicals, www.novusbio.com.)



En general, en la superficie de los exosomas se describe la expresion de una
amplia variedad de proteinas de membrana (ver Tabla 1.1.1) como las
moléculas de MHC-1 y MHC-II, las tetraspaninas CD9, CD81 y CD63, las
proteinas de choque térmico-AS, -70 y -90 (HSP-A8/-70/-90) entre muchas
otras (Lauwers et al., 2018; Y. Zhang et al., 2019). Ademas, presentan
proteinas del complejo ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required
for Transport) como TSG-101 y Alix, cuya presencia define la biogénesis
endosomal (Meister et al., 2017).

Interesantemente, la expresion de estas proteinas exosomales se modifican
en condiciones patologicas, lo que sugiere que estas vesiculas podrian ser
utilizadas como biomarcadores de un gran numero de enfermedades
(Jankovicova et al., 2020; Keller et al., 2009; Koh et al., 2023; Logozzi et

al., 2009; Nilsson et al., 2009; Pike et al., 2023; Zhou et al., 2006).

1.2.2 Ectosomas o Microvesiculas

A diferencia de los exosomas, los ectosomas o microvesiculas, son
estructuras generadas y liberadas directamente por gemacion de la

membrana plasmatica. Presentan un diametro entre 50 nm a 1 pm, por lo
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que se agrupan en una poblacion mucho mas heterogénea que los exosomas
(Arraud et al., 2014).

La liberacion de estas estructuras es constitutiva al igual que los exosomas,
pero en una proporciéon muchisimo menor. Este proceso puede aumentar
drésticamente por estimulos que induzcan la liberacion de calcio
intracelular, la generacion de ATP y la activacion de las proteinas quinasas
promoviendo asi fuertes respuestas de gemacion (Cocucci & Meldolesi,
2015).

Estudios recientes han demostrado que los ectosomas también participan
como vectores de intercambio de sefiales biologicas e informacion
intercelular, mediando la activacion, la modificaciéon fenotipica y la
reprogramacion de la funciéon celular, tal como los exosomas, aunque los

mecanismo exactos no estan del todo descritos (Harding et al., 2013).

1.2.2.1 Biogénesis de los Ectosomas

A diferencia de los exosomas, se ha descrito que para la liberacién de
ectosomas se requiere del ensamblaje de microdominios de colesterol (/ipid

raft) en la membrana de la célula de origen. Durante este proceso, se
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remueven componentes de la membrana plasmatica, por lo que estas
vesiculas también contienen estructuras de membrana que pertenecen a su
célula de origen, como proteinas del citoesqueleto, enzimas glicoliticas,
integrinas y anexinas. Ademds, en estos microdominios se acumulan
proteinas citosolicas y acidos nucleicos (principalmente ARNm y miARN)
que entran en contacto con la porcion citosoélica de la membrana plasmatica,
las que son incorporan selectivamente. Este proceso requiere del aporte
energético, sintesis de ARN y traduccion de proteinas, regulando asi su

biogénesis (Sadallah et al., 2011).

1.2.3 Cuerpos apoptoticos

Los cuerpos apoptoticos son estructuras de un rango de tamafio entre 500
nm - 2 um, que son liberadas al espacio extracelular luego de una muerte
celular fisiologicamente programada (Ihara et al., 1998). La apoptosis es un
punto de control critico en el desarrollo celular, ya que promueve su
diferenciacion e induce la regeneracion de los tejidos a través de la

eliminacion de las células senescentes (Li et al., 2020).
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Durante la apoptosis ocurre la segmentacion del contenido celular en
distintas vesiculas membranosas denominadas cuerpos apoptdticos. Su
funcion es la rapida eliminacion del material apoptdtico por parte de las
células fagociticas (Povea-Cabello et al., 2017). Cada cuerpo apoptotico
puede contener una gran variedad de componentes celulares: micronucleos,
restos de cromatina, porciones de citosol, proteinas degradadas, fragmentos
de ADN o incluso organelos intactos, lo que sugiere que estas estructuras
también pueden facilitar la comunicacién intercelular (Wickman et al.,
2013).

En general, las VEs constituyen un Unico sistema de comunicacion no
convencional sumamente complejo en términos funcionales y altamente
heterogéneo. Este sistema ha abierto nuevos caminos para la comprension
de la comunicacion intracelular, tanto en condiciones fisiologicas como
patologicas (Cocucci & Meldolesi, 2015). Sin embargo, su aislamiento es
complejo y altamente dependiente del método de seleccionado (Thery et al.,
2018). En consecuencia, se hace necesario abordar estos aspectos con un
enfoque multidisciplinario y una innovadora combinacion de técnicas
analiticas. La implementacion de estrategias que permitan la separacion mas
precisa de subpoblaciones vesiculares y el desarrollo de métodos
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optimizados para su caracterizacion molecular especifica resultan
imperativos. Solo a través de estos esfuerzos se podran superar los
obstaculos actuales y aprovechar plenamente el potencial de las VEs como

biomarcadores y herramientas terapéuticas en el ambito biomédico.

1.3 T’ECNICAS DE AISLAMIENTO Y SEPARACION DE
VESICULAS EXTRACELULARES PEQUENAS

Los fluidos biologicos como el plasma sanguineo, el suero y la leche,
contienen una mayor concentracion de VEs pequeias en comparacion con
otros fluidos biologicos, lo que los convierte en matrices candidatas para su
uso como fuentes de VEs en produccion a gran escala (Ter-Ovanesyan et
al., 2021). Sin embargo, estos fluidos también presentan altas
concentraciones de otras proteinas de la matriz, como albimina, caseina y
grasas, lo que dificulta su aislamiento y purificacion. En estas matrices
complejas, tanto las proteinas como las lipoproteinas pueden coaislarse con
las VEs independientemente de la técnica aplicada, resultando en una

menor abundancia relativa de VEs y un menor grado de pureza en los
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aislados obtenidos (Boing et al., 2014; Ter-Ovanesyan et al., 2023; Ter-
Ovanesyan et al., 2021).

Aunque en condiciones fisiologicas las caracteristicas y la proporcion de los
componentes lipidicos y proteicos de estas VEs pequefias dependen
principalmente de su origen celular (Hagey et al., 2023), también se ha
demostrado que estos resultados son altamente dependientes de la estrategia
aplicada para su recuperacion (Chen et al., 2021; Zhao et al., 2021).

Existen diversas técnicas y metodologias de aislamiento para estudiar las
VEs que se basan principalmente en sus propiedades fisicas. Cuando se
trata de 1) Tamafio, la mayoria de las técnicas empleadas se basan en
ultracentrifugacion diferencial (UC), ultrafiltracion (UF), filtracion
secuencial, y la cromatografia por exclusion por tamafio (SEC). Cuando se
separan de acuerdo a 2) Densidad, se emplean estrategias como la
ultracentrifugacion por gradiente de densidad (dUC) y los dispositivos
acustico-microfluidicos integrados (MF) (Dooley et al., 2021; Wu et al.,
2017). Otras técnicas de separacion como 3) Inmunoafinidad y 4)
Precipitacion con polimeros como el polietilenglicol (PEG) utilizan la
expresion selectiva de moléculas en la superficie de las VEs (Chung et al.,
2020; Newman et al., 2022). En la actualidad, las técnicas basadas en
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captura inmuno-magnética y filtracion de flujo tangencial son las estrategias
que ofrecen los mejores rendimientos en términos de escalabilidad,
recuperacion 'y especificidad (evaluado como la proporcion de VEs
extraidas en relacion con la proteina total) para el aislamiento de las VEs
(Kimiz-Gebologlu & Oncel, 2022; Yamashita et al., 2016).

En varias de estas estrategias se han descrito amplios rangos de
recuperacion y grados de pureza, siendo algunas donde algunas técnicas son
mas laboriosas que otras. Sin embargo, muchos de los procedimientos de
aislamiento descritos requieren equipos de alto costo, personal altamente
capacitado o simplemente no son adaptables para usos clinicos (Li et al.,
2017; Salomon et al., 2022). Por ejemplo, la UC, una de las metodologias
mas utilizada para la recuperacion de VE pequenas, favorece el
coaislamiento de lipoproteinas como HDL y LDL (Ondédi et al., 2018;
Yuana et al., 2014), provoca la deformacion de las vesiculas y promueve la
agregacion de proteinas en estas vesiculas al ser expuestas a velocidades de
centrifugacion superiores a 100.000 x g (Gyorgy et al., 2011). Por otra
parte, las estrategias basadas solo en Ultrafiltracion (UF) reportan la
presencia de contaminantes proteicos y pérdidas de VEs en la membrana de
filtrado, mientras que las estrategias basadas en su densidad o la expresion
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de moléculas en la superficie, s6lo son capaces de aislar una fraccion de las
poblaciones de VEs pequefias generando un sesgo por pérdidas de muestras
(Cvjetkovic et al., 2014; Konoshenko et al., 2018).

Aunque la mayoria de estos métodos permiten una rapida obtencidon de
vesiculas, su abundancia y grado de purificacion sigue siendo un tema
controvertido. El uso de agentes precipitantes, podria solucionar gran parte
de estos inconvenientes, ya que ayudarian a eliminar las proteinas
contaminantes. Sin embargo, estas moléculas pueden inducir efectos toxicos
en las aplicaciones clinicas, como las terapias basadas en el uso de estas
VEs (Martins et al., 2018).

Asi, alin no se ha alcanzado un consenso definitivo sobre cudl estrategia de
purificacion seria la mas adecuada para el aislamiento de las VEs pequeifias.
A pesar de esto, recientes publicaciones sugieren que en el ambito
diagnostico, no seria imprescindible obtener aislados de VEs de alta pureza,
sino mas bien es necesario lograr un alto rendimiento en su recuperacion
(Liangsupree et al., 2021; Veerman et al., 2021). Por otra parte, para su uso
en aplicaciones terapéuticas especificas como en el caso de la
administracion de farmacos, la inmunoterapia o la reprogramacion celular,
lograr obtener subpoblaciones de VEs bien definidas e intactas podria ser de
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mayor utilidad (Gomari et al., 2018; Gomari et al., 2019). De esta manera,

es crucial considerar el propdsito del uso final de las VEs para decidir el

nivel de pureza requerido en el aislamiento, asegurando asi su adecuado

aprovechamiento tanto en diagnodstico como en terapia.

La tabla 1.3.2 muestra una comparacion de las técnicas de aislamiento de

vesiculas extracelulares y sus principales carateristicas reportadas.

Tabla 1.3.1 Comparacion de las técnicas de aislamiento de vesiculas

extracelulares
PR - S
Prlnc’1p10 del Tiempo de Volumen de Z) N Grado de Pureza
Método procesado muestra Recuperacion
Ultracentrifugacion 2-20h 500 uL - 1 mL 5-70% Baja - Moderada
Centrifugacion por
gradiente de >21h 500 pL - 1 mL 5-25% Similar a la UC
densidad
Precipitacion 13h 1 mL - Baja
Inmunoprecipitacion <2h <400 puL Bajo -
Filtracion 18h 100 - 500 pL. <90% Mejor que UC
Conjugacion lh 2 mL 81% Alta
Inmunocaptura 0.5->24h | 100 pL -2 mL 5-99% Baja -nglar a
Ondas de ultrasonido | <30 min 50 uL >80% -
Microfluidos <Smin-2h | 30-<100 L >80% >90%
Microfluidos + 20-2h | 20-100uL 40-99% -
Inmunocaptura

Adaptado de (Akbar et al., 2022)
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1.3.1 Consideraciones generales para los estudios en vesiculas
extracelulares

La ISEV establecio en el afio 2014 una serie de directrices minimas para los
estudios de VEs que deben ser reportados en todas las investigaciones en
este campo, con el objetivo de proporcionar una orientacién para la
estandarizacion de protocolos e informes. Esta guia cubre aspectos como la
separacion/aislamiento, la caracterizacion y estudios funcionales de las
VEs. De esta manera, se espera estimular una mayor fiabilidad y
reproducibilidad de los resultados publicados sobre VEs, y para fomentar la
promesa de que las VE pueden ser utilizadas como biomarcadores o para

aplicaciones terapéuticas (Lotvall et al., 2014).

En su actualizacion (MISEV2018), ademas de incorporar algunos cambios
en la terminologia de las VEs, se establece que no existe un nico método
de separacion de VEs que permita aislarlas desde diferentes fluidos
biologicos con una especificidad optima, con alto grado de pureza y en un
corto periodo de tiempo (Thery et al., 2018). Por este motivo, para
establecer efectivamente la presencia de VE y valorar la calidad de la
separacion, se proporcionan ejemplos de marcadores de VEs que deben ser

reportados para demostrar su presencia, pero también se destaca la
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necesidad de informar la ausencia de marcadores "negativos" o de

moléculas contaminantes provenientes de la matriz.

Por esta razon, al seleccionar el método de recuperacion de las VEs, o la
combinacion de ellos, es crucial contemplar detenidamente factores tales
como el tiempo de procesamiento, la capacidad de la técnica para manejar
diferentes volumenes de muestra, el porcentaje de recuperacion, el nivel de
pureza alcanzado y, especialmente, la simplicidad operativa.

En particular, cualquier técnica desarrollada o aplicada para el aislamiento
de VEs debe indicar a qué objetivo apunta (alto porcentaje de recuperacion,
alta especificidad en el aislamiento, o ambos), y proporcionar informacion
de caracterizacion. Por ejemplo, la UC o la UF son técnicas que permiten
aislar un alto niumero de vesiculas en un volumen reducido, pero presentan
una baja especificidad. Por otro lado, las técnicas basadas en captura por
inmuno-afinidad ofrecen una alta especificidad, pero una baja tasa de
recuperacion de VEs. Esto permitira que el método seleccionado pueda ser
incorporado de manera rutinaria en diversas aplicaciones que contribuyan al
avance y la aplicacion efectiva de las VEs en otras areas de investigacion y

terapia.
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En relacion a la caracterizacion de las VEs aisladas por cualquiera de los
métodos utilizados, debe demostrarse no sélo la expresion de marcadores
proteicos, sino que ademds se debe evidenciar su presencia a través de
imagenes de alta resolucidén, y utilizar técnicas complementarias que
permitan estimar las caracteristicas biofisicas de las particulas recuperadas

(como la dispersion de la luz, entre otras).

En particular, la MISEV2018 establece que deben presentarse la mayor
cantidad de informacién posible sobre la fuente de origen de las VEs, asi
como también las caracteristicas de la matriz en donde ellas se encuentran.
Establecer caracteristicas generales como la concentracion total de
proteinas, el numero de particulas, la concentracion total de lipidos, entre
otras, ayudardn a los investigadores definir y establecer las condiciones
iniciales de trabajo que permitan evaluar la reproducibilidad de las técnicas

y estrategias utilizadas.

En relacion a la caracterizacion proteica de las VEs recuperadas, se debe

entregar evidencia de:

A) al menos una proteina transmembrana para demostrar

directamente sobre la capa lipidica de la wvesicula, si ellas brotan
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directamente de la membrana plasmatica o presentan un origen endosomal

(Tetraspaninas CD63, CD81,C82; MHC-I; Integrinas, receptores, etc.)

B) al menos una proteina citosdlica para demostrar que en la
preparacion analizada se encuentran estructura de bicapas lipidicas que
encierran material intracelular, como cabe esperar de cualquier VEs
(proteinas con capacidad de unién a lipidos o a proteinas de membrana
como TSG-101, CHMP, proteinas accesorias como ALIX, proteinas de

choque térmico como HSP70, entre otras).

C) la ausencia de componentes que no pertenecen a las estructuras de
las VEs, pero que son co-aisladas con ellas. En este dmbito, los mejores
marcadores negativos hasta la fecha son las lipoproteinas producidas por el

higado, apolipoproteinas A1/2 y B, y albumina.

Finalmente, la caracterizacion individual de las VEs asiladas debe
alcanzarse través de imagenes de alta resolucion empleando la Microscopia
de Transmision Electronica, Microscopia Electronica de Barrido, la
Microscopia de Fuerza Atomica, etc. También se deben estimar las
caracteristicas biofisicas de las VE como el tamafio medido por deteccion

de impulsos resistivos (desplazamiento del campo eléctrico), o propiedades
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de dispersion de la luz [andlisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA),
citometria de flujo de alta resolucion, dispersion de la luz multidngulo
acoplada al fraccionamiento asimétrico campo-flujo (AF4)]; o propiedades
de fluorescencia [espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS),
citometria de flujo de alta resolucidon] o la composicion quimica medida por

espectroscopia Raman.

Con esta ulima actualizacion, la ISEV establece que la caracterizacion
de las VEs utilizando técnicas multiples y complementarias es importante
para evaluar la gran cantidad de resultados obtenidos a través de los
diversos métodos de separacion propuestos y, con esto, lograrestablecer la
probabilidad de que los biomarcadores o las funciones estén asociados
efectivamente a las VE y no a otros compuestos que pudieran ser co-

aislados.

1.3.2 Ultrafilracion y Cromatografia por exclusion por tamafio
para el aislamiento de vesiculas extracelulares pequeiias

La cromatografia de exclusion por tamafio (Size Exclusion
Chromatography, SEC), también conocida como Cromatografia por
filtracion en gel es una técnica analitica cromatografica utilizada para la
separacion de moléculas en funcidon de su tamafio a lo largo de la columna
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(Figura 1.3.1). Las particulas pequeias presentes en la muestra entran en los
poros de la fase estacionaria siendo retenidas por ella, mientras que las
particulas mas grandes recorren un camino mads directo a través del gel y
por lo tanto, eluyen primero (Pharmacia Fine Chemicals, 1976; Skoog et al.,
2008). La muestra se deposita en una columna con matriz de gel
previamente preparada y equilibrada. La matriz de gel de poliacrilamida,
generalmente esta formada por una red reticular de agarosa, dextrano o una
combinacion de ambas (comercialmente reconocidas como Sepharosa y
Sephacryl o Sephadex). Estas resinas son preparadas al 2%, 4% o 6%
(refiriéndose al porcentaje de agarosa reticulada), ofreciendo un tamafo de
particula entre 60 - 200 um (Duong-Ly & Gabelli, 2014).

Entre las resinas mas utilizadas para el aislamiento de VEs pequefias por
SEC, se encuentran los geles formados por Sepharose CL-2B y 4B. Sin
embargo, muchos trabajos indican que atin empleando estas resinas, pueden
coaislar VEs y determinadas lipoproteinas (Lane et al., 2019; Liu et al.,
2020). Estas dificultades son inherentes al proceso de la SEC y toman
mayor relevancia cuando se trata de muestras que provienen de matrices
complejas. La recomendacion general para este tipo de muestras es incluir
pasos preparatorios para eliminar los contaminantes de mayor tamaio,
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utilizando técnicas secuenciales para lograr una completa separacion (Wei
et al., 2020). La optimizacion de procesos es un tema cada vez mas actual
en el area de investigacion de las VEs y en particular, en los métodos de

separacion y aislamiento (Sidhom et al., 2020).

A Before After B 9

Retention time
(minute)

€e

Figura 1.3.1: Cromatografia de Exclusion por Tamafio.
La cromatografia de exclusion por tamaio (SEC) es un tipo de cromatografia liquida en la que (A) las
moléculas presentes en la muestra se separan (B) por la inclusién o exclusion de ellas en una fase
estacionaria porosa seglin su tamafio hidrodinamico. De esta manera, (C) las moléculas de mayor tamafio
son excluidas de los poros debido a un efecto estérico y pasan rapidamente a través de la matriz por lo cual
eluyen primero. Las biomoléculas mas pequefias, tienen mayor accesibilidad a las cavidades de la matriz

porosa, por lo que presentan tiempos de retencion superiores en la columna. Obtenida de (Yang et al.,
2020)

Mediante una evaluacion sistematica de los métodos UC, dUC, UF,
precipitacion basada en PEG, captura por inmunoafinidad, microfluidos y
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SEC, la recomendacién general sugiere la optimizacion de protocolos
combinados, cuya eleccion dependeran de los objetivos que se deseen
alcanzar con la investigacion y de la complejidad de la matriz desde donde
provengan las VEs.

La combinacién de diferentes técnicas parece ser la mejor estrategia para
obtener aislados de VEs mas puros y confiables. En este sentido, tanto la
UF como la SEC presentan caracteristicas que pueden complementarse para
favorecer el aislamiento de las VEs mds puras y en mayor concentracion.

La UF es un proceso de separacion de particulas a través de una membrana
porosa. De esta forma permite la separacion mecdnica de soélidos
suspendidos o disueltos mediante un tamiz, utilizando la presion
hidrostatica para forzar el agua a través de una membrana semipermeable.
La separacion se logra a través del tamizado (es decir, tamafio exclusion) en
funcion del tamafio de poro y corte de peso molecular (MWCO) expresado
en kilodaltons (kDa). Al emplear una membrana con un MWCO adecuado,
se pueden eliminar eficazmente las moléculas de mayor tamafio, como
residuos y agregados proteicos lo que permite obtener una muestra mas
limpia antes de la SEC. Esto ayuda a mejorar la pureza de la poblacion de
EV aisladas.

26



De esta manera, el empleo de un método combinado entre UF/SEC ofrece
a) una mejor separacion de moléculas grandes en relacion a las de menor
tamafo, b) una gran flexibilidad en la eleccion de eluyentes y tampones, lo
que hace que la UF/SEC sea adecuada para una amplia gama de
aplicaciones, c¢) preservacion de la actividad bioldgica de las moléculas
separadas manteniendo su funcidén, ya que ambas se describen como
métodos de aislamiento suave, d) tiempos de separacidon relativamente
cortos y bien definidos frente a otros métodos y e) ofrece una minima
pérdida de muestras ya que durante la UF/SEC no ocurren interacciones
fuertes entre los solutos, las fases estacionaria y movil, €) ademas del bajo
costo de implementacion y sin necesidad de utilizar equipos especializados

(Held & Kilz, 2021).
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1.4 APLICACIONES 'Y AVANCES TERAPEUTICOS BASADOS
EN VESICULAS EXTRACELULARES

En los ultimos 20 afios se ha demostrado que las VEs pequefias poseen
propiedades prometedoras como posibles nuevos sistemas de
administracion de farmacos, biomarcadores y dianas terapéuticas.

Debido a su secrecion constitutiva y su membrana compuesta por una
bicapa lipidica, estas VEs tienen una habilidad natural para atravesar
eficazmente barreras bioldgicas (Alvarez-Erviti et al., 2011).
Interesantemente, su carga se mantiene resguardada por largo tiempo
quedando protegida de la degradacion por agentes externos (Cully, 2021;
Herrmann et al., 2021). Gorgens y colaboradores evaluaron la estabilidad
estructural de las VEs y de su contenido bajo diferentes condiciones de
almacenamiento (Gorgens et al., 2022). Establecieron que cuando las VEs
son almacenadas en bajo ciertas condiciones apropiadas [Buffer Fosfato
Salino suplementado con albumina de suero humano y trehalosa (PBS-
HAT)] a -80°C, no se observan cambios significativos ni en la morfologia ni
en el contenido de las vesiculas hasta por 2 afios, estableciendo asi las bases

para la produccion de lotes EV consistentes para uso terapéutico.
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En otro estudio se evalud la estabilidad del Factor Derivado del Epitelio
Pigmentario (PEGF, pigment epithelium-derived factor) incorporado en
VEs. El PEGF es un potente inhibidor de la neovascularizacion patoldgica,
pero con una estabilidad limitada y una vida media corta lo que reduce su
utilidad terapéutica. Recientemente, Fan y colaboradores (Fan et al., 2023)
demostraron que la encapsulacion de PEGF en VEs ofrece una mayor
captacion y estabilidad superior de la droga comparado con su forma libre
en las células diana de modelos in-vitro e in-vivo.

Gracias a estas caracteristicas las VEs son candidatos ideales para para ser
utilizados como biomarcadores en diversas patologias o formando parte
importante de una estrategia terapéutica como vehiculos de administracion
de farmacos y de una amplia variedad de moléculas bioactivas (Ciferri et

al., 2021; Garcia-Manrique et al., 2018; Thietart & Rautou, 2020).

1.4.1 Biomarcadores de enfermedades

En la actualidad se estd experimentando un aumento en la demanda por
biomarcadores capaces de detectar enfermedades en sus etapas tempranas,

ademas de servir como nuevas estrategias terapéuticas. En este contexto, los
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exosomas has sido objeto de una amplio estudio como VEs pequefias que
desempefian un papel crucial. A partir de ellos, se puede obtener ADN
tumoral circulante (ADNtc) y otros marcadores tumorales derivados de
acidos nucleicos, proteinas, lipidos o metabolitos lo que resulta fundamental
para identificar tumores previamente inaccesibles (Haraszti et al., 2016).

Se considera que los exosomas tienen un gran potencial como
biomarcadores para la deteccion temprana de enfermedades no
transmisibles, como el cancer, las enfermedades cardiovasculares, las
neurodegenerativas, las alteraciones metabdlicas lipidicas y las
enfermedades renales, entre otras afecciones (Rezaie et al., 2022). También
existe amplia evidencia sobre la contribucion de las VEs en la activacion y
supresion inmunitaria de patologias relacionadas con enfermedades
autoinmunes, la inflamacion cronica y la medicina regenerativa (Casella et
al., 2018; Rutman et al., 2018). La figura 1.4.1 describe a modo general las
areas de aplicacion de las VEs como agentes de apoyo en el ambito clinico-

terapéutico.
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Terapia P— Medicina
dirigidaa EV regenerativa
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de farmacos

Figura 1.4.1: Potenciales aplicaciones terapéuticas de las vesiculas

extracelulares

Potencial diagndstico y terapéutico de las vesiculas extracelulares (VE). (i) VE como biomarcadores: sus
multiples caracteristicas fisiolégicas permiten recoger desde distintas fuentes biologicas. (ii) Las VE
como dianas terapéuticas: numerosos estudios han demostrado su utilidad para ayudar en la reparacion
Osea, la regeneracion del musculo esquelético y la regeneracion del cartilago. (iii) VE como sistemas
transportadores de farmacos: gracias a las herramientas de ingenieria de vesiculas el cargo de estas
estructuras puede ser modificado para transportar moléculas con potencial terapéutico. (iv) Las VE en
inmunoterapia: son capacer de modular la respuesta inmune y en particular a las células dendriticas. (v)
Terapia dirigida de VE: las vesiculas pueden ser funcionalizadas en su superficie para la distribucién en
dianas especificas. Elaboracion propia

1.4.1.1 Vesiculas extracelulares como sistemas de transporte de
drogas

Debido a su biogénesis natural, las VEs presentan una gran

biocompatibilidad con diversos tejidos, lo que les otorga un enorme
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potencial terapéutico como sistemas de transporte de farmacos (drug
delivery systems, DDS) ya que ofrecen una mayor estabilidad y una

respuesta inmunologica limitada (Meng et al., 2020).
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Figura 1.4.2: Ingenieria de vesiculas extracelulares.
La bicapa lipidica encierra un nucleo acuoso que pueden incorporar compuestos (A) hidrofobicos o (B)
hidrofilicos, respectivamente. (C) Las VEs pueden utilizarse para transportar ADN, ARN, proteinas o
moléculas exdgenas para ser utilizadas como sistemas de transporte de drogas. (D) Gracias ha la
Ingenieria de Vesiculas ha sido posible acoplar estructuras y moléculas sobre la superficie de las VEs que
favorecen la entrega selectiva de la carga. Obtenida de (Luan et al., 2017)
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Diversos estudios han demostrado que aplicando estrategias de ingenieria
de vesiculas, éstas pueden ser adaptadas para el transporte de moléculas
exogenas como farmacos, productos naturales/sintéticos o ARN
silenciadores/bloqueadores (Luan et al., 2017) (Figura 1.4.2). El objetivo
principal de estas aplicaciones ha sido el desarrollo de terapias enfocadas en
la lucha contra el cancer y la modulacion de la respuesta inmune (O'Brien et
al., 2015; Yuan et al., 2017). Sin embargo, el éxito de estas estrategias
depende en gran medida de la eficiencia de su carga (Sutaria et al., 2017).

Para abordar este desafio, se han disefiado enfoques diversos, que pueden
agruparse en dos categorias principales: estrategias de pre-carga y post-
carga (Figura 1.4.3.). Cada una de estas aproximaciones ofrece ventajas y
desafios Unicos en su intento de optimizar el potencial terapéutico de las

VEs (Luan et al., 2017).
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Figura 1.4.3: Clasificacion de los métodos de carga de las vesiculas
extracelulares.

Los métodos de carga de vesiculas extracelulares (VEs) se pueden dividir en dos categorias: Pre-Carga y
Post-Carga. Los métodos Pre-Carga (caja amarilla) implican la introduccion de las moléculas de interés en
el interior de la célula productora de VEs. Esto puede lograrse mediante procesos como la difusion o la
transfeccion. Por otro lado, los métodos Post-Carga (caja violeta) se centran en incorporar las moléculas
de interés en VEs que han sido previamente aisladas. Este proceso puede realizarse mediante difusion
simple o a través de modificaciones en la membrana de las VEs inducidas de por métodos quimicos o
fisicos. Elaboracion propia
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e En las estrategias pre-carga, son las propias células de origen de las
VEs quienes son expuestas a la droga en condiciones subtdxicas, para
posteriormente recuperar las VEs cargadas desde el medio
extracelular.

e Por otro lado, las estrategias post-carga se basan principalmente en
aplicaciones ex vivo, donde primero se aislan las VEs y luego se
cargan con moléculas terapéuticas mediante la manipulacion directa o

indirecta de su membrana.

Estas dos estrategias ofrecen enfoques diferentes para lograr la carga
eficiente de las VEs con moléculas exdgenas. La eleccion entre ellas
dependera del contexto especifico de la investigacion y los objetivos

terapéutics en cuestion.

1.4.1.1.1 Métodos pre-carga

Las estrategias de pre-carga pueden proporcionar una produccion continua

y sencilla de VEs cargadas, sin comprometer la integridad de la membrana.
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Sin embargo, estos procesos suelen tomar mas tiempo y son dificiles de
controlar. En estas instancias, la cantidad de fArmaco que ingresa y se carga,
depende de la eficacia de la transfeccion y la posible citotoxicidad asociada
a la molécula de interés, lo que incluso podria inducir la liberacion de otras

VEs no deseadas (Y. F. Zhang et al., 2019).

En estas estrategias, la eficacia de carga esta condicionada por el gradiente
de concentracion y la hidrofobicidad de las moléculas. Los mejores
resultados se han obtenido con moléculas hidrofobas y de bajo peso
molecular, ya que interactiian preferentemente con las capas lipidicas de la

membrana de las vesiculas (Piffoux et al., 2019)

1.4.1.1.2 Métodos post-carga de carga activa o carga pasiva

En el contexto de los métodos de post-carga, las VEs son aisladas y
purificadas para luego ser cargadas con las moléculas de interés (Hood,
2016). Esta estrategia de carga exogena, se divide en métodos de carga

pasiva y métodos de carga activa.
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a)

b)

La carga pasiva se refiere a métodos que no requieren la adicion de
sustancias que permeabilicen la membrana, lo que los convierte una
forma simple de carga. Sin embargo, su principal desventaja radica
en la baja capacidad de carga.

En los métodos de carga activa, se requiere algun tipo de interrupcion
de la membrana que induce un aumento de su permeabilidad. Este
cambio puede ser inducido por métodos quimicos o métodos fisicos.
b.1) La carga inducida quimicamente utiliza agentes como saponinas
o reactivos de transfeccion que ayudan a permeabilizar la membrana
de las VEs. No obstante, se ha indicado que este método de carga
parece inadecuado para fines terapéuticos debido a la adicion de
agentes incompatibles con la salud.

b.2) Los métodos de carga fisicos provocan la ruptura de las
membranas a través de fuerzas externas inducidas por campos
eléctricos (electroporacion), ondas de sonido de alta frecuencia
(sonicacion), cambios en la temperatura (ciclos de congelacion-

descongelacion) y acciones mecanicas (extrusion).
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Un ejemplo de las moléculas que han sido exitosamente cargadas en las

VEs pequefias con estas estrategias se presentan en las tablas 1.4.1 y 1.4.2.

Tabla 1.4.1: Estrategias de carga pasiva y activa usadas en ingenieria de

vesiculas.
TIPO DE | DESCRIPCION VENTAJAS DESVENTAJAS DROGA REF
CARGA CARGADA
Paclitaxel (Sutaria et al.,
Difusion simple. Docetaxel 2017) (Sun et
Incubacion de VEs | No compromete | Baja eficiencia de | Curcumina al., 2010)
con droga libre. la integridad de la | carga. Catalasa (Munagala et
membrana. Witaferina A, | al.,, 2016)
Carga N
asiva antocianidinas
p Simple Baja eficiencia de (Pascucci et al.,
Incubacion  de la P carga. . 2014) (Farhat et
. No compromete . .. Paclitaxel )
célula productora de la inteeridad de la Citotoxicidad Doxorrubicina al., 2022; Fu et
VEs con droga libre. £ asociada a la al., 2020)
membrana.
droga.
Compromete la Paclitaxel (Haney et al,
Sonicacion Carga eficiente integridad de la 2015; Kim et al.,
Catalasa
membrana. 2016)
Compromiso (Haney et al,
importante de la 2015)
1nt§lgr1d§1di on d 1;] Proteinas
Extrusion Carga eficiente composieion de Porfirina
membrana.
. Catalasa
Cambios en el
tamafio de las
vesiculas
Agregacion de las (Walker et al.,
VEs. 2019)
Carga Cambios de | Fusion y | Cambios en la | Proteinas
activa temperatura formacion de | composicion de la | Moléculas
liposomas membrana. pequenas
Degradacion  del
contenido.
siRNA (Melzer et al.,
Electroporacion Permite  cargar | Agregacion celular. | miRNA 2019; Pomatto
moléculas largas Precipitacion. Taxol et al., 2019)
Incubacién con | Carea mu Toxico, Depende (Haney et al.,
saponinas eﬁc%ente Y1 dela polaridad de | Catalasa 2015) (Sutaria et
P la droga al., 2017)
. . (Hood, 2016)
Transfeccion ,Ca.rga eﬁmer}te de Agregacmn siRNA (Walker et al.,
acidos nucleicos micelar

2019)

Adaptado de (Luan et al., 2017)
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Tabla 1.4.1: Estrategias descritas en la literatura para la carga, asilamiento
y deteccion de moléculas en vesiculas extracelulares.

MOLECULA ESTRATEGIA AISLAMIENTO DETECCION REF
DE CARGA
Curcumina Difusion Simple | gradiente de Sacarosa y | Espectrofotometria | (Sun et al., 2010; Zhuang
centrifugaciéon a 36.000 | HPLC etal.,, 2011)
rpm
Paclitaxel Difusion Simple | Ultracentrifugacion HPLC - UV (Saari et al., 2015)
170.000 xg por 2 h
Paclitaxel Difusion Simple Cromatografia de | HPLC-UV (Kim et al., 2016)
Doxorrubicina exclusion de tamafio
Electroporacion
Sonicado
Curcumina Electroporacion Ultracentrifugacion Espectrofotometria | (Jia etal., 2018)
120.000 x g por 90 min
siRNA Electroporacion Ultracentrifugacion RT-PCR (Mendt et al., 2018)
100.000 g por 3 hrs
Doxorrubicina Electroporacion Ultrafiltracion en | Espectrofotometria | (Gomari et al., 2019)
AMICON 100-KDa
Doxorrubicina Difusion simple Ultracentrifugacion HPLC-UV (Kanchanapally et al.,
2019)
Paclitaxel Difusion Simple | Ultracentrifugacion LC-MS/MS (Melzer et al., 2019)
Paclitaxel Difusion simple Exo-spin™ HPLC-UV (Salarpour et al., 2019)
Sonicado
Doxorrubicina Ultrasonicado Tubo de dialisis de 3500 | Fluorimetria (Mutlu et al., 2020)
Da de corte Espectrofotometria
Quercetina Sonicado Ultracentrifugacion HPLC-UV (Qi et al., 2020)
Doxorrubicina Electroporacion Ultracentrifugacion Fluorimetria (Tian et al., 2014)
120.000 x g por 90 min Espectrofotometria
Doxorrubicina Electroporacion No reportado Fluorimetria (Schindler et al., 2019)
Doxorrubicina Electroporacion Ultracentrifugacion Espectrofotometria | (Bagheri et al., 2020)
120.000g por 90 min. UV-Vis
Doxorrubicina Difusion Simple | Ultracentrifugacion No reportado (Gong et al., 2019)
1000000 x g por 70 min
a4°C
Doxorrubicina DOX: Cromatografia de | DOX (Haney et al., 2020)
Paclitaxel Difusion  Simple | exclusion de tamafio Fluorimetria
Sonicado
PTX
PTX HPLC
Difusion  Simple Fluorimetria
Sonicado
Cisplatino Difusion  Simple | Cromatografia de | HPLC-UV (Zhang et al., 2020)
Sonicado exclusion de tamailo

Elaboracion propia
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1.5 LA ELECTROP’ORACI(’)N COMO SISTEMA DE CARGA
EFECTIVA DE VESICULAS EXTRACELULARES

La electroporacion, o electropermeabilizacion, es un método tradicional de
post-carga activa utilizado para transferir moléculas a través de las
membranas celulares (Shi et al., 2018).

Durante la electroporacion, se aplica un campo eléctrico transitorio capaz
de superar la capacitancia de la membrana celular. Esto permite la
formacion de poros temporales, que pueden recuperarse una vez que el
pulso finaliza. Ademads, al realizarse en ausencia de agentes quimicos,
minimiza la perturbacion de ligandos y receptores acoplados a la membrana
(Gehl, 2003).

La electroporacion se ha utilizado para cargar vesiculas con moléculas
hidrofilicas e hidrofébicas, como acidos nucleicos exdgenos (Alvarez-Erviti
et al., 2011), farmacos (Kanchanapally et al., 2019) y proteinas. Sin
embargo, uno de sus principales inconvenientes es que el proceso puede
desencadenar la fusion entre las membranas de las VEs (Hood et al., 2014;
Johnsen et al., 2016).

La electroporacion puede ser regulada modificando las caracteristicas del

pulso eléctrico. Esta caracteristicas comprenden la tension, la amplitud, la
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duracioén del impulso, el numero de pulsos, la frecuencia de repeticion y
forma de la onda aplicada. Al modificar estas condiciones, es posible
controlar de mejor manera la permeabilizacion de la membrana,
permitiéndo una carga eficiente de las moléculas de interés. Asi también se
pueden minimizar las perturbaciones provocadas en la membrana,
disminuyendo la posibilidad de fusion o aglomeraciéon de las vesiculas

electroporadas (Stankevic et al., 2020).

1.5.1 Pulsos de onda exponencial y cuadrada

Los actuales electroporadores comerciales presentan la capacidad de aplicar
pulsos de onda cuadrada o de decaimiento exponencial. Ambos pulsos son
dos formas de onda distintas que proporcionan una transfecciéon Optima
(Novickij et al., 2022).
e Los pulsos de onda cuadrada se basan en la aplicacién de una carga
constante sobre las membranas durante un tiempo determinado
permitiendo la aplicacion de multiples pulsos similares en un corto

periodo de tiempo. Los pulsos de onda cuadrada se establecen por
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cambios de la tension, el tiempo del pulso, la duracion entre pulsos y
el namero total de pulsos.

e Durante los pulsos de decaimiento exponencial, se establece un
voltaje inicial que puede optimizarse sélo variando el voltaje inicial y
capacitancia. Con esto es posible conseguir un amplio gradiente de
pulsos, mientras que la duracion del decaimiento (constante de
tiempo) es el producto del ajuste de la capacitancia y la resistencia de

la muestra, el cual no puede regularse.

Esto brinda a los usuarios la flexibilidad de ajustar varios parametros segin
las necesidades y caracteristicas de la membrana que se desee electroporar.
Sin embargo, todavia no se ha logrado un entendimiento completo acerca de
los efectos que pueden surgir al modificar estos parametros y aiin menos si
existen interacciones entre ellos (Lennaard et al., 2021; Novickij et al.,
2022).

En general, las estrategias mas comunes empleadas para la electroporacion
de VEs utilizan preferentemente pulsos de tipo exponencial aplicando
condiciones que varian en un amplio rango de voltaje y capacitancia (150 a

1500 Vy 100 a 500 uF) (Fu et al., 2020; Rankin-Turner et al., 2021).
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Por otro lado, se ha comprobado que los pulsos de onda cuadrada brindan
una eficiencia de carga superior en comparacion con los pulsos
exponenciales en diversos tipos de células de mamiferos, sin afectar la
viabilidad celular (Hyder et al., 2020; Jordan et al., 2008; Takahashi et al.,
1991). Dado que las VEs presentan este mismo origen, existe la inquietud si
es que la electroporacion con pulsos de onda cuadrada ayudaria a minimizar
la alteracion morfologica de las vesiculas electroporadas (Novickij et al.,
2022).

Aunque los parametros de onda cuadrada y decaimiento exponencial
pueden convertirse tedricamente entre si, ningiin estudio ha comparado los
efectos de los distintos tipos de pulso en la electroporacion sobre las VEs.
Es por esto que existe una necesidad de investigaciones mas profundas que
consideren tanto los efectos de la intensidad del campo eléctrico, como de
la forma del pulso aplicado sobre la eficiencia de carga y la induccién en la
fusion o aglomeracion de las vesiculas. Un estudio enfocado en esta area
permitiria obtener una comprension mas completa de los resultados y
permitir un refinamiento en las estrategias de electroporacion de VEs

(Salipante & Vlahovska, 2014).
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1.6 MEJORAS EN LA EFICACIA TERAPEUTICA DE
DOXORRUBICINA

La Doxorrubicina (DOX) es un farmaco antineopldsico ampliamente
utilizado en el manejo de neoplasias malignas (Licata et al., 2000). Como
derivado de las antraciclinas, DOX es un antibidtico con una potente
actividad citotoxica. Aunque sus mecanismos de accion ain no estan del
todo descritos, esta droga ejerce su efecto a través de 1) la intercalacion en
el ADN con los anillos D, C y B de la figura 1.6.1, ii) la interaccion del
azucar (Daunosamina) con el sitio catalitico de topoisomerasa-II lo que
interrumpe los mecanismos de reparacion celular mediados por esta enzima,
y ii1) la oxidacion de la quinona (anillo C) que promueve la generacion de
especies reactivas del oxigeno (ROS), las cuales inducen un dafio en las

membranas mediado por estrés oxidativo y peroxidacion lipidica (Thorn et

al., 2011).
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Figura 1.6.1: Estructura de la Doxorrubicina
La Doxorrubicina (DOX), es un farmaco citotoxico de amplio espectro derivado de las familia de las
antraciclinas. Se utiliza para la terapia del cincer y es uno de los agentes quimioterapéuticos mas
efectivos. Los anillos D, C y B se unen fuertemente al ADN bloqueando su reparacién mediada por
Topoisomerasa II, mientras que el anillo A y la porcién del azucar (Daunosamina) se asocia al sitio
catalitico de la enzima. La quinona (anillo C) es oxidada a semi-quinona promoviendo la produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS).

Si bien esta droga ha contribuido a mejorar la esperanza de vida de
innumerables pacientes afectados por distintos carcinomas, uno de sus
principales inconvenientes es su bioacumulacidon en tejidos periféricos,
particularmente en corazén e higado, lo que limita de por vida al paciente a
una reexposicion a DOX (Ichikawa et al., 2014; Volkova & Russell, 2011).

Se ha propuesto que gran parte de los efectos no deseados derivados del
tratamiento, ocurren tanto por la bioacumulacion del fArmaco asi como por
los productos de su metabolizacion. Si bien ain no existe suficiente
evidencia que permita asegurar esta hipotesis, algunos estudios han
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demostrado que cuando esta molécula es encapsulada en liposomas,
disminuye significativamente la toxicidad cardiaca y gastrointestinal
manteniendo su eficacia antitumoral en comparaciéon a la molécula libre
original (Allen et al., 2005). De esta manera, la encapsulacion de la droga
mejora su distribucion y farmacocinética en comparacion a su forma libre,
incrementando asi su indice terapéutico (Gabizon, 2003; Gabizon et al.,
2003).

Sin embargo, los liposomas son estructuras muy variadas en cuanto a su
carga y tamafio, propiedades que dependen en gran medida del método de
fabricacion y de los tipos de fosfolipidos empleados. La incorporacion de
medicamentos en liposomas estd relacionada con una eficiencia de
encapsulacion reducida, la posibilidad de que los farmacos escapen durante
el almacenamiento (P. Liu et al., 2022), ademas de una notable inestabilidad
fisicoquimica de las membranas, que depende de un delicado balance de
colesterol (Nakhaei et al., 2021).

Por otro lado, sin un estimulo que los conduzca hacia el intersticio tumoral,
los liposomas solo pueden difundir pasivamente a través de la vasculatura
tumoral permeable, siendo en su mayoria retirados por el sistema
reticuloendotelial.
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Para solucionar estos inconvenientes, las formulaciones de DOX liposomal
pueden ser quimicamente modificadas con moléculas de polietilenglicol
(PEG). La fijacion PEG a la membrana del liposoma aumenta el tiempo en
circulacion de la droga y reduce la captacion inespecifica por el sistema
reticuloendotelial, favoreciendo la extravasacion de la droga a través de la
vasculatura en direccion hacia el tumor (Aloss & Hamar, 2023). No
obstante, la presencia de PEG en circulacion también induce a la
acumulaciéon de los liposomas en los capilares de la piel provocando una
toxicidad mucocutanea denominada Eritrodisestesia Palmo-Plantar, razén
por la cual se debe limitar su exposicion (Lorusso et al., 2007).

Se han propuesto algunas alternativas al uso del PEG como el uso de
anticuerpos, péptidos, aptameros, carbohidratos o potenciadores de la
penetracion celular (Aloss & Hamar, 2023; Popilski et al., 2021). Sin
embargo, aun presentan algunas limitaciones, como elevados costes de
produccion, la sofisticada preparacion, la elevada inmunogenicidad y la
insuficiente penetracion debido a su gran tamafio, por lo que aun se
requieren mas estudios y mejoras de los procesos productivos para validar

su uso como agentes alternativos.
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1.7 OPTIMIZACION DE LA CARGA DE VESICULAS
EXTRACELULARES BASADO EN EL DISENO DE
EXPERIMENTOS

Por estas razones se ha propuesto que el transporte de DOX utilizando VEs
pequefias podria mejorar su tasa de captacion celular, ejerciendo asi un
efecto mas potente con una menor dosis de administracion lo que reduciria
los efectos adverso de esta droga (Zhang et al., 2022). No obstante, es
imprescindible perfeccionar los métodos de carga de moléculas exdgenas en
estas vesiculas a fin de lograr un uso exitoso de esta plataforma.

Para comprender como los diferentes factores que intervienen en el proceso
de optimizacion afectan al producto final, se pueden utilizar herramientas
estadisticas como el Disefio de Experimentos (DoE). El enfoque del DoE
permite obtener informacion precisa sobre los factores que influyen en un
proceso y su interacciones, ayudando a identificar el potencial sinérgico de
estos factores que, en su conjunto, controlan la captacion de farmacos por
VE pequeias. Esta aproximacion estadistica utiliza un nimero limitado de
ensayos experimentales, ahorrando asi tiempo y recursos. El DoE es mas
ventajoso que los enfoques de ensayo y error de un factor a la vez (one
factor at time, OFAT) porque ayuda a comprender como actian los factores

de entrada de manera asilada o en combinaciébn. Ademas, permite
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determinar la mejor respuesta deseada para optimizar los procesos,
respaldado por evidencia estadistica (Benedetti et al., 2022).
En resumen, el uso del disefio de experimentos DoE ofrece ventajas como
la obtencidn confiable de informacion, mejoras en los procesos y reduccion
de costos en la manufactura. Los métodos de DoE mas utilizados incluyen
el Disefio de Cribado (Plackett-Burman, Disefio Factorial Fraccional y
Disefio Factorial Completo) y la Metodologia de Superficie de Respuesta
(RSM) (Tavares Luiz et al., 2021). Mientras que los disefios de cribado
ayudan a identificar estadisticamente las variables que afectan a las
respuestas, la metodologia RSM ayuda a construir y explorar modelos
empiricos que pueden pronosticar los efectos deseados (Myers et al., 2016).
Todas las evidencias expuestas sugieren que las VEs, pueden ser utilizadas
como sistemas de transporte de Doxorrubicina ya que:
e Al ser de origen natural, no inducen una activacion de la respuesta
inmune.
e El cargo de las vesiculas se mantiene protegido frente a
modificaciones quimicas o fisicas durante largos periodos de tiempo,

tanto en condiciones de almacenamiento como en circulacion.
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e Su superficie puede ser modificada para conferir especificidad de
orientacion al tipo de célula diana.

e Son reconocidas naturalmente por las células diana, por lo que su
captacion e incorporacion al espacio intracelular es innata.

e Son liberadas naturalmente por todas las células en condiciones
fisiologicas en diferentes fluidos bioldgicos pudiendo establecerse

una metodologia para su produccion continua.

Sin embargo, es importante seguir investigando para mejorar los procesos
asilamiento de estas vesiculas y estandarizar los procesos de produccion de
vesiculas cargadas para emplearlas como sistemas de administracion de
farmacos.

Es por esto que, mediante las estrategias metodologicas y estadisticas
descritas, el presente trabajo de investigacion plantea desarrollar y
optimizar una plataforma analitica para el aislamiento y carga de vesiculas
extracelulares pequenas que pueda ser utilizada como vehiculo para el

transporte de Doxorrubicina.
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CAPITULO 2: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.2 Hipotesis
Si se optimizan los pardmetros para el aislamiento de vesiculas
extracelulares pequenas desde sangre periférica, empleando la técnica
de ultrafiltracién acoplada con cromatografia de exclusion por
tamafio utilizando una fase estacionaria G200, se obtendra un

aumento en la pureza de las vesiculas extracelulares pequenas.

La optimizacion de una metodologia de post-carga basada en
electroporacion, permitira un incremento en la eficiencia de carga de
Doxorrubicina en vesiculas extracelulares pequenas aisladas de
sangre periférica, y al mismo tiempo reducira la agregacion de estas
vesiculas, lo que fortaleceria su viabilidad para ser utilizados como

sistemas de transporte de farmacos con potencial terapéutico.
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2.3 Objetivo General

Desarrollar una estrategia para la separacion y purificacion reproducible de
vesiculas extracelulares pequenas a partir de fluidos bioldgicos y evaluar la
eficiencia de carga con Doxorrubicina mediante la optimizacion de una

estrategia post-carga basada en electroporacion.

2.4 Objetivos Especificos

OEl: Implementar una metodologia para purificar vesiculas
extracelulares pequefias que incorpore una evaluacién analitica
comparativa de los procesos de purificacion por cromatografia de

exclusion por tamafio.

OE2: Evaluar y optimizar la incorporacion de Doxorrubicina en
vesiculas extracelulares pequefias purificadas desde sangre periférica
aplicando una estrategia post-carga basada en la modificacion de los
factores que gobiernan la electroporacion y que minimizan la

agregacion de las vesiculas.
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CAPITULO 3: ESTRATEGIA ANALITICA

La presente tesis doctoral tiene como objetivo principal el desarrollo de una
plataforma analitica destinada al aislamiento de vesiculas extracelulares
pequefias procedentes de diversos liquidos biologicos, con el fin de
optimizar la eficiencia de su carga con la droga Doxorrubicina mediante

una estrategia post-carga.

Para alcanzar este objetivo, se han establecido una serie de condiciones
fundamentales que guien el proceso de desarrollo de esta plataforma. Estas
condiciones son esenciales para garantizar la efectividad y utilidad final de

la metodologia propuesta:

1. Asequibilidad: Se busca que la plataforma a desarrollar sea
econdmica y accesible, lo que implica que los materiales y equipos
necesarios no deben ser prohibitivamente costos, permitiendo su
aplicabilidad tanto en el laboratorio de investigaciéon como en el
clinico.

2. Reproducibilidad: La metodologia debe ser capaz de producir

resultados consistentes y replicables para garantizar que otros
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investigadores puedan aplicar la misma técnica obteniendo resultados
similares.

. Operacion simplificada: La plataforma debe minimizar la
posibilidad de errores humanos facilitando su adopcion por parte de
investigadores con menor experiencia en el campo.

. Rango de tamaiio de vesiculas: La metodologia debe permitir el
aislamiento de vesiculas extracelulares pequefias definidas con un
rango de tamafio especifico menor a 200 nm

. Cumplimiento de criterios MISEV2018: La metodologia debe
ajustarse a los criterios establecidos en la pauta MISEV2018,
definido como estdindar en la investigacion de vesiculas
extracelulares.

. Criterios de carga: Se debe alcanzar una 6ptima capacidad de carga,
en ausencia de reactivos toxicos que afecten la seguridad del
transportador, para ser utilizados como posibles vehiculos de
administracion.

. Minimizacion de la agregacion: La metodologia debe minimizar la
agregacion de las VEs pequefias, para preservar su integridad y
funcion durante el proceso de carga.
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Gracias a la combinacion de estos criterios, se espera que el desarrollo de
esta plataforma analitica no s6lo contribuya a una mejor comprension del
aislamiento y la carga de las vesiculas extracelulares pequefias, sino que
también represente una valiosa contribucion y una herramienta esencial
para la investigacion en el campo de la biomedicina de VEs, asi como para

su posible aplicacion en la administracion de farmacos.

L. Para llevar a cabo el aislamiento de las VEs, se selecciond una
metodologia basada en la combinaciéon de las técnicas
ultrafiltracion y cromatografia de exclusion por tamafo
(UF/SEC). Ambos métodos se caracterizan por minimizar la
deformacion de las vesiculas, razon por la cual se identifican
como métodos de aislamiento suave. Con el proposito de
optimizar la separacion cromatografica, se utilizaron vesiculas
extracelulares provenientes de la linea celular derivada de rifién de
embrion humano (HEK293). Estas vesiculas, presentan
caracteristicas biofisicas similares y al provenir de medio de
cultivo celular estdn presentes en una matriz menos compleja en

comparacion con otros fluidos biologicos de origen humano.
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Con ello, se evalu6 el comportamiento de dos resinas en el perfil de elusion
proteica y el contenido de VEs, siguiendo los criterios establecidos en la
guia MISEV2018 (Thery et al., 2018). Asi, se analizd la distribucion de
tamafio por Andlisis de seguimiento de nanoparticulas (Nanoparticle
Tracking Analysis, NTA) y la presencia de los marcadores clasicos
exosomales TSG-101, Alix, CD63, CD81 y CD9 por analisis de Western

blot y Citometria de Flujo.

A continuacion, estos resultados se compararon con muestras de plasma
humano, y se optimizaron las condiciones de separacion con el objetivo de

lograr:

a) Obtener un conjunto de fracciones enriquecidas en VEs pequefias,
con un tamafio menor a 200 nm.

b) Alcanzar un alto grado de pureza, definido como la relacion entre el
recuento de vesiculas y la concentracion de proteinas.

c) Garantizar la ausencia de proteinas contaminantes comunes, como
Albiimina y colesterol-HDL, que a menudo son co-aisladas en

muestras de suero.
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Finalmente, el método optimizado se puso a prueba con muestras reales de

plasma, orina y saliva. Las VEs asiladas fueron analizadas utilizando

técnicas de Microscopia de Transmision Electronica (TEM) y Dynamic

Light Scattering (DLS), para evaluar su tamafio, morfologia e indice de

polidisperdidad (PDI).

II.

A continuacion, se procedié al estudio de la carga de VEs con
Doxorrubicina mediante una estrategia post-carga. Se utilizaron
VEs previamente aisladas a partir de plasma humano, empleando
la metodologia de separacion previamente optimizada.

Se evalud el comportamiento de la carga de las VEs sometidas a
electroporacion utilizando dos formas de onda eléctrica: el Pulso
de Onda Exponencial y el Pulso de Onda Cuadrada. El proceso de
carga con ambos tipos de onda fue analizado aplicando una
estrategia basada en el Disefio de Experimento. Esto nos permitio
identificar los factores criticos que influyen en la carga de estas
VEs con cada tipo de pulso.

Para disefiar y evaluar el modelo experimental se utilizd el

software MODDE® Pro 13.0.2. Para establecer un modelo inicial
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de la respuesta, se utilizd un modelo Full Factorial Design (FFD)
en donde se evaluaron las condiciones dependientes del nimero
de VE pequenias (NEV), la concentracion de farmaco (DOX) y la
intensidad del campo eléctrico (FE). La respuesta analizada fue la
captacion de DOX por las VEs luego de aplicar cada tipo de

pulso.

Posteriormente, el modelo fue optimizado utilizando un diseno
Central Composite Face Centered (CCF), en donde ademas de la
carga de DOX, se evaludé simultineamente el efecto de cada
condicion sobre la agregacion de VEs.
La carga de VEs se analiz6 mediante la fluorescencia intrinseca de
DOX y la agregacion de las VEs después de la electroporacion
mediante DLS.

La estrategia analitica general de esta tesis doctoral se puede visualizar en la

Figura 3.1 Ay B.
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La estrategia para el desarrollo de los objetivos planteados involucra (A) el aislamiento y purificacion de
VEs pequeiias desde fluidos bioldgicos, y (B) la incorporacion de Doxorrubicina en VEs pequefias

asiladas desde sangre periférica mediante la optimizacion de la electroporacion.
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CAPITULO 4: RESULTADOS

4.1 Estudio comparativo de la cromatografia de exclusion por
tamafio para el aislamiento de vesiculas extracelulares pequefas a

partir de medio de cultivo celular, plasma, orina y saliva
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4.1.1 Abstract
Extracellular vesicles (EVs) are secreted from all types of cells and are
involved in the trafficking of proteins, metabolites, and genetic material
from cell to cell. According to their biogenesis and physical properties, EVs
are often classified as small EVs (including exosomes) or large EVs, and
large oncosomes. A variety of methods are used for isolated EVs; however,
they have several limitations, including vesicle deformation, reduced

particle yield, and co-isolate protein contaminants.

Here we present an optimized fast and low-cost methodology to isolate
small EVs (30 to 150 nm) from biological fluids comparing two SEC
stationary phases, G200/120 and G200/140 columns. The optimization
parameters considered were a) the selection of the stationary phase, b) the
eluate volume per fraction, and c) the selection of the enriched 30 to 150
nm EVs-fractions. The efficiency and separation profile of each UF/SEC
fraction was evaluated by Nanoparticle tracking analysis (NTA), flow

cytometry, total protein quantification, and Western blot.

The results suggest that both columns can isolate predominantly small EVs

with low protein contaminants from plasma, urine, saliva, and HEK293-
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derived EV from collection medium. Column G200/40 offers a more
homogeneous enrichment of vesicles between 30 and 150 nm than
G200/120 [76.1 £ 4.4% with an average size of 85.9 = 3.6 nm (Mode: 72.8
nm)] in the EV collection medium. The enrichment, estimated as the
vesicle-to-protein ratio, was 1.3 x 10'° particles/mg protein for G200/40,
obtaining a more significant EVs enrichment compared to G200/120. The
optimized method delivers 0.8 mL of an EVs-enriched-outcome, taking

only 30 mins per sample.

Using plasma, the enrichment of small EVs from the optimized method was
70.5 + 0.18%, with an average size of 119.4 £ 6.9 nm (Mode: 120.3 nm),
and the enrichment of the vesicle isolation was 4.8 x 10!! particles/mg
protein. The average size of urine and saliva -EVs samples was 147.5 £ 3.4
and 111.9 + 2.5 nm, respectively. All the small EVs isolated from the
samples exhibit the characteristic cup-shaped morphology observed by
Transmission electron microscopy (TEM). This study suggests that the
combination of methods is a robust, fast, and improved strategy for

isolating small EVs.
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4.1.2 Introduction
Extracellular Vesicles or EVs are often classified as small EVs (including
exosomes and a fraction of microvesicles) or large EVs (including
ectosomes or microvesicles, migrasomes, apoptotic bodies) and large
oncosomes. Small extracellular vesicles are double membrane-enclosed
vesicles that conventionally display a size of ~30 to 150 nm in diameter [1-
5]. They are generated constitutively by all types of normal as well as
abnormal cells, and their composition is dependent on cell type and status.
Based on their biogenesis, small EVs can be derived from the late
endosome pathway in the multi-vesicular bodies or be released through
direct budding into the extracellular space upon fusion with the plasma
membrane. These are the two majors but not only biogenesis pathways [6-
9]. Actual classification is based on the differences in size, surface markers
of EVs, pathways of origin, as well as the different strategies for its
isolation. Because they are highly heterogeneous, the International Society
for Extracellular Vesicles (ISEV) published Minimal information for studies
of extracellular vesicles 2018 (MISEV2018) [10] that recommend the use of

“small EVs” as the current term [11, 12].
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In recent times, EVs have become increasingly important as they may help
monitor and evaluate the progression of various chronic high-risk diseases
such as cancer, neurodegenerative disorders, and atherosclerosis [13-16].
They have a natural ability to pass through biological barriers and are
responsible for the trafficking of proteins, metabolites, and genetic material,
to nearby or distant recipient cells [17]. Once there, they release their cargo
and induce changes in the cell phenotype through cellular reprogramming.
Thus, it has been proposed that they can be used as natural drug delivery
systems (DDS), transporting several hydrophobic drugs, preventing

degradation, and increasing medium-half-life in circulation [18, 19].

Isolation and analysis of EVs could give important clues about the early
development of several diseases [20-23]. However, there is still no optimal
isolation method that allows high recovery rates and specificity of EVs, so
the choice should be based on the downstream applications, reporting all
details of the method for reproducibility [10, 24, 25]. Small EVs isolation is
based on different methodologies such as ultracentrifugation, acoustic-
micro fluidic integrated devices [26], density gradient techniques, or
immunoaffinity-capture, and ultrafiltration systems (UF) [27-30]. Many of

these strategies are laborious, involve time-consuming isolation procedures
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[31], and/or require high-cost equipment that is not readily adaptable or
affordable for clinical uses [32]. Moreover, it has been reported that many
of them cause vesicle deformation [33, 34], generate protein aggregates
[35], or isolate only a small portion of the total vesicle content, biasing
compositional and functional characterization by sample loss [36].
Although most of these methods enable the quick acquisition of small EVs,
the abundance and purification grades remains contentious. Many of these
strategies co-isolate contaminant proteins, referred as soluble proteins that
are normally found in the biological fluid, which can affect the final clinical
interpretation or application [37]. Furthermore, precipitant agents that help
remove contaminant proteins might induce toxic effects in clinical

applications for small EV-based therapies [38].

Size Exclusion Chromatography (SEC) has recently been proposed to
remove most of the non-vesicles macromolecules while preserving the
vesicular structure, activity and conformation of the molecules of interest
[39, 40]. Furthermore, Ultrafiltration (UF) and SEC combined produce
higher enrichment of EV fractions [27] because UF employs Nominal
Molecular Weight Limit (NMWL) filters, removing large EV aggregates

and concentrating the EV content into a less volume [28, 41]. Many SEC
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methodologies mention the use of Sepharose bead-formed gels prepared
from 2%, 4%, or 6%-agarose, that range in particle size between 60 — 200
um. [37, 39]. Meanwhile, agarose resins (Sepharose) require heated water
to dissolve them, whereas the G-dextran polymers (Sephadex) do not, and
therefore, they can be used directly in gel chromatography. The G-types of
Sephadex differ in their degree of cross-linking, their degree of swelling,
and their fractionation range. The G200/40 and G200/120 are two stationary
phases that offer a similar particle fractional range between 30 and 200 kDa
but present a different particle size (G200/40: 40 um versus G200/120: 120
um). This way, the efficiency of EV purification according to particle size
can be studied. However, there is little information about using Sephadex

resins in small EVs purification.

This study describes a low-cost, high-efficient method for isolating
EVs with diameters ranging from 30 to 150 nm from cell culture
supernatant, plasma, urine, and saliva using UF/SEC without the use of
specialized equipment such as an ultracentrifuge. We evaluate the efficiency
and purification profile of two in-house packed columns with silica of two-
particle sizes (G200/40 versus G200/120). We optimize the small EVs

isolation by UF/SEC using FBS-free EV collection medium recovered from
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the cancer cell line HEK-293 [42-44]. We analyze the efficacy of UF/SEC
method in separating EVs between 30 to 150 nm from proteins
contaminants. Small EVs preparations were characterized in terms of size,
morphology, and yield by Nanoparticle tracking analysis (NTA), dynamic
light scattering (DLS) size, immunoaftinity capture, flow cytometry,
Western blot, and transmission electron microscopy (TEM). We used this
optimized protocol to characterize small EVs isolated from plasma, urine,

and saliva samples.

Our results suggest that both columns can efficiently isolate EVs between
30 to 150 nm derived from the EV collection medium and biological
samples. However, the SEC G200/40 column offers better performance
with a less broad elution peak, fewer protein contaminants, and small EVs

rich fractions without altering the vesicle size and shape.

4.1.3 Materials and methods
4.1.3.1 Cell culture
Extracellular vesicles were collected from commercially available cell lines

from Human Embryonic Kidney (HEK-293) cells. The cells were grown in
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Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) culture media in 100 mm
plates and supplemented with 10% FBS, 1x L-glutamine (GlutaMAX-I
100x, Gibco), and 1x Antibiotic Antimycotic Solution (penicillin,
streptomycin, and amphotericin B) (hereafter referred to as complete
DMEM). Seven (7) mL per plate was used as growing media, and the cell
line was kept at 37°C in a 5% CO, atmosphere. When cells reached 70 to
80% confluence (4-5 x 10° HEK293 cells per plate), they were passed to a
second passage and renewed with complete DMEM. Prior to total media
collection, cell cultures were washed twice with sterile PBS 1X and kept
with FBS-free medium for no more than 24 hours at 37°C with 5% CO,, as
previously recommended [44]. After that, all the EV collection medium
were recovered from the plates and stored at 4°C for no more than one
week until the SEC isolation procedure. Total volume collected from HEK-

293 cells, was 140 mL of EV collection medium from 100 x 10° cells.

Finally, small EVs were isolated from the EV collection medium by
ultrafiltration (UF) and Size Exclusion Chromatography (SEC). Briefly, the
recovered collection medium was centrifuged in an Eppendorf centrifuge
5403 in a swing bucket rotor (16A4-44) at 4°C (i) twice at 800 x g for 10

min, (i1) once at 2000 x g for 10 min, and (ii1) once at 12000 x g for 30 min.
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The supernatant was recovered each time, and contaminating products
(cells, apoptotic bodies, cell debris, and microvesicles) were removed in
each step. Then, the total centrifuged media was filtered using a 0.22-um
cellulose acetate (CA) syringe filter. The filtered solution was divided into
two equal portions and concentrated using two 10 kDa Nominal Molecular
Weight Limit (NMWL) Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit (Merck
Millipore) by centrifugation at 4000 x g for 30 min at 4°C. Each Amicon
Ultra-15 tube delivers 250 pl of concentrate to achieve a final EVs

concentrate volume of 500 pl.

4.1.3.2 EVs isolation from human biological fluids
Six (6) mL of venous blood sample was collected in EDTA/K3 tube by
venipuncture, ten (10) mL of saliva sample was collected through the
spitting method [45], and fifty (50) mL of urine sample was obtained from
three control healthy subjects. All individuals provided informed consent
for biological fluids donation, and the study was performed with the
approval of the Ethics Committee of the Faculty of Pharmacy at the

University of Concepcion, Chile. All samples were centrifuged at 2000 x g
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for 10 min at room temperature in an Eppendorf centrifuge 5403, Rotor

16F24-11, to separate the supernatant from the cellular components.

The plasma and saliva samples were aliquoted in 700 pl volumes and stored
at -20°C until use. Frozen plasma and saliva specimens were thawed and
centrifuged at 1) 2000 x g for 30 min at 4°C and 11) 12000 x g for 45 min at
4°C, and then passed through a 0.22-um CA syringe filter to remove cell
debris and large extracellular vesicles, and used for small EVs isolation by

SEC.

The supernatant of the centrifuged urine sample was transferred to a new
conical centrifuge tube and processed as for the cell culture medium
(centrifugated in Eppendorf centrifuge 5403 in a swing bucket rotor (16A4-
44) at 4°C (1) twice at 800 % g for 10 min, (ii) once at 2000 % g for 10 min,
and (ii1) once at 12000 x g for 30 min. Then, the total centrifuged media
was filtered using the 0.22-pum cellulose acetate (CA) syringe filter. The
filtered solution was divided into two equal portions and concentrated using
two 10 kDa Nominal Molecular Weight Limit (NMWL) Amicon Ultra-15
Centrifugal Filter Unit (Merck Millipore) by centrifugation at 4000 x g for
30 min at 4°C. Each Amicon Ultra-15 tube delivers 250 pul of concentrate to

achieve a final EVs concentrate volume of 500 pl.
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4.1.3.3 Preparation of In-house columns
For the Size Exclusion Chromatography (SEC) method, 0.5 g of Sephadex
G200/120 or G200/40 resin (Sigma® Chemical Company, MO, USA) was
washed twice with 40 mL of NaCl solution (0.9% w/v, 0.22 pm filtered and
degassed by sonication). Between each wash, the resin was allowed to settle
and kept at rest for 24 hours. The next day, the liquid supernatant was
removed until the top of the washed resin, taking care not to remove or
disturb the resin. The washed resin was transferred into a 10 ml disposable
polypropylene column containing a bottom polypropylene filter with a 30
um pore size (Cat. N°89898, Thermo Scientific Pierce), allowing it to settle,
to create a column with a 16 mm inner diameter and 62 mm height. Finally,
at room temperature, SEC columns were washed once with 300 mL of
filtered mobile phase (NaCl solution) for at least 8 hrs to allow proper

column packing.

4.1.3.4 Size exclusion chromatography
To perform SEC, 500 pl of the concentrated sample (EV collection

medium, Plasma, Urine, or Saliva) was loaded onto the Sephadex column.
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After the sample was at the top of the column bed, the elution with NaCl
solution was performed. The eluate was collected by gravity. The collection
volume per fraction was 400 ul for EV collection medium and 200 pl for
the biological samples. Thirty fractions were collected and stored at -20°C
until use. Total protein concentration was measured for each fraction using
the DC ™ Protein Assay Kit (BioRad) according to manufacturer
instructions. A Nanoparticle tracking analysis (NTA) was performed to get

the quantification and size distribution of the vesicles isolated.

Finally, at the end of each separation, SEC columns were washed with 30
ml of NaOH 0.1 M solution (0.22 um filtered and degassed by sonication),
60 ml of PBS, and 100 ml of the filtered and degassed mobile phase for re-

use€.

The fractions obtained from G200/120 and G200/40 columns were analyzed
by gel electrophoresis with Coomassie Blue Staining. Samples were loaded
on 6% or 10% tris-glycine-SDS gels and run at 180 V and 40 mA for 100
min. The gels were then stained with Coomassie Stain at room temperature
for two hours. Excess stain was removed through bleaching solution washes
(Methanol 20 %, Acetic Acid 10 %, in distilled water). For Albumin

detection, Bovine Serum Albumin (BSA-50, Rockland Immunochemicals,
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Pottstown, PA) was used at the concentration of 0.1 mg/ml. HDL
Cholesterol was determined using the colorimetric reagent Cholesterol HDL
direct (COD 12557, BioSystems S.A., Spain) as per manufacturer’s
instructions. This assay specifically detects HDL-associated cholesterol [46]
with a detection limit reported by the kit of 16 pg/ml. A normal human
calibrator was used as positive HDL-cholesterol control at the reported lot

concentration of 69.1 mg/dL (COD 18044, Biosystem S.A., Spain)

4.1.3.5 Extracellular vesicles characterization
Each fraction was evaluated by size distribution using Nanoparticle tracking
analysis (NTA). The detection of EVs-associated proteins was performed by
Western blot analysis, according to recommendations by the International
Society of Extracellular Vesicles (ISEV). The enrichment of the EVs
fractions between 30 to 150 nm was assessed by the ratio of vesicle counts

to protein concentration.

For EVs protein content, 50 pl of the sample was mixed with the same
volume of Radioimmunoprecipitation Assay Buffer (RIPA, Sigma—Aldrich)

and sonicated for 30 min to open the vesicle membranes. The homogenized
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solution was spun at 15000 % g, and total cellular proteins were quantified

using the DC™ Protein Assay Kit.

LDL-cholesterol and chylomicron were evaluated through Apo B-100
lipoprotein (ApoB100, 513 kDa), meanwhile the chylomicrons through
ApoB-48 lipoprotein (ApoB-48, 210 kD) in the plasma sample fractions.
For Western blot analysis, 40 pl of non-standardized protein-homogenized
from each fraction were separated by 10% SDS/PAGE gel and transferred
to PVDF membranes. Membranes were blocked with nonfat milk (5% w/v,
in TBS) for 1 h at room temperature. Primary antibodies were diluted in
blocking buffer and incubated overnight at 4°C with mouse anti-ALIX
(1:500, SC-53540), polyclonal goat anti-TSG 101 (1:1000, SC-6037), and
mouse anti-CD9 (1:500, SC-13118) purchased from Santa Cruz
Biotechnology, and rabbit polyclonal antibody anti-Apolipoprotein B
(Human), supplied by Abcam (1:500, ab20737). Then, the membranes were
washed three times with TBS-T (0.05% w/v, TBS-Tween 20) for 10 min
each and incubated with secondary antibody Donkey Anti-Goat 1gG H&L
(HRP) (1:1500, ab97110), Goat Anti-Mouse IgG H&L (HRP) (1:1000,

ab97023) or Goat Anti-Rabbit IgG (HRP) (1:1500, ab97051).
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Size distribution and concentration of isolated vesicles were measured using
NanoSight NS 300 instrument (Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK),
and data were analyzed with the NTA software (version 3.2 Dev Build
3.2.16). The detection threshold was set to 2, and blur and Max Jump
Distance were set to auto. Background measurements were performed with
an ultrafiltered NaCl solution, which revealed the absence of any kind of
particles. Samples processed by SEC were diluted in sterile and filtered
NacCl solution to reduce the number of particles in the field of view below
140/frame. Readings were taken five times, captured over 60 s at 25 frames
per second (fps), at a camera level set to 13, and with manual temperature

monitoring.

To check the nominal size values, particle diameter was measured by
dynamic light scattering (DLS) using a Malvern Zetasizer Nano-ZS90. Each
suspension was diluted 10X in ultrapure water, and measurements were
carried out in triplicate at 25°C. Finally, the isolated small EVs were
quantified using the ExoELISA-Ultra CD63 kits (SBI, Palo Alto, CA,
United States) according to the manufacturer’s instructions and as recently

described [47].
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4.1.3.6 Flow cytometry analysis
To evaluate the enrichment of small EVs isolated from the G200/40
column, a flow cytometry analysis of the fractions was performed using the
Exosome—Human CD63 Isolation/Detection Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) according to manufacturer recommendations. Briefly, to isolate the
CD63+ vesicles, 25 ug of total protein from pre-enriched small EVs were
diluted with the same NaCl 0.9% solution employed during SEC isolation
until 100 pl of final volume. Then, 25 ul of Dynabeads® coated with a
primary monoclonal antibody anti-CD63, was added to the diluted sample,
and incubated overnight at 4°C. The beads-bounded to small EVs were
washed, isolated with a magnetic separator, and resuspended in 100 pl of
NacCl 0.9% solution. Isolated small EVs were stained with anti-CD63-APC,
anti-CD9-FITC or anti-CD81-APC and incubated for 45-60 min at room
temperature, protected from light on a sample shaker. Unbound antibody
was removed by washing the beads-bounded to small EVs twice on the
magnet. For the controls, Dynabeads® were incubated at similar conditions
with the mentioned primary monoclonal antibody, but no sample was

added. Flow cytometry analysis was performed on a BD LSR Fortessa™ X-
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20 to achieve 5000 events, and data were analyzed with the software FloJo

7.6 (version 7.6, Tree Star).

4.1.3.7 Transmission electron microscopy
Transmission Electron Microscopy (TEM) analysis was performed in the
Spectroscopy and Electron Microscopy Centre at the University of
Concepcion (CESMI-UDEC). Freshly prepared small EVs were isolated, as
described in Fig 1 and fixed in 200 pl of 2% paraformaldehyde. Twenty
(20) pl of EVs preparations were allowed to adsorb for 30 min at room
temperature in a 75 mesh Formvar/carbon-coated grid. Grids were washed
with PBS (membrane side faced down) and dried using filter paper. A wash
with distilled water 3 times for 2 minutes was also incorporated. For
negative staining, EVs-grids were transferred to a 50 pl drop of 3%
phosphotungstic acid solution (pH 7) for 10 min and then wicked off with
filter paper. TEM visualizations were performed using a JEOL JEM-1200
EXII transmission electron microscope at 120 kV, and images were

captured using a slow-scan CCD camera.
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4.1.3.8 Statistical Analysis
All results were expressed as arithmetic means and standard errors. Data
were subjected to one-way ANOVA to evaluate the statistical significance
of intergroup differences with Bonferroni post hoc tests, considering a <

0.05. Graphics were performed using GraphPad Prism software version 9.1.

106



352

353

354

355

356

357
358
359
360
361

362
363

364

365

366

367

4.1.4 Results

4.1.4.1 Optimization and performance comparison of SEC

columns
Apoptotic Microvesicles
ICrovesi
Remove cellular bodies |
components / / a
140 mL / e Plasma R 4 R :
EV collection o Saliva ¢ 20009 ' — SN ! 12000 g e
medium 30min 45min ¢
S/ S 022CA 6200 120
= . <’ <’ filter
< * G7OO 40
o
-—-“‘/ 10 min
— 1’
== - ‘\J/
e EV collection -' 800 / ax 1009 iy 1 009 @_,
» medium ! SN ! SN ,' SN 022CA
o Urine filter Amic icon
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Cell Apoptotic Microvesicles [:‘chaf Roeg?:i{
debris bodies ’

Rich sEVs
portion

Figure 4.1.1: Schematic workflow for small EVs isolation by SEC.

The samples were centrifuged and filtered. Only EV collection medium and
urine samples were concentrated using Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter
Unit (Merck Millipore). Five hundred (500) ul of the pre-treated samples
were loaded onto the column. Collected fractions were analyzed to
determine protein content and EV number. SN: supernatant.

4.1.4.2 Analysis of EV collection medium.
In order to isolate small EVs from HEK-293 cells, we collected 140 mL of
EV collection medium (100 x 10° cells). Pre-treatment of the sample was

performed as indicated in Materials and Methods and Figure 4.1.1. At the
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end of the treatment, we obtained 500 ul of concentrated media with a total
protein concentration of 1.87 £ 0.01 mg/ml. We packed two columns filled
with different particle size resins that offer a similar particle fractional range
between 30 and 200 kDa: a) the G200/40 (Particle size: 40 um), and b) the
G200/120 (Particle size: 120 pum). The total volume of the sample was
loaded into the columns. At 1 atm of pressure, the flow rate of the G200/120
column was 1.0 ml/min and 0.02 ml/min for the G200/40 column. In each
column, 400 microliters of eluate per fraction were collected, and the total

protein was measured (Figure 4.1.2A).

We observed different protein elution profiles between G200/120 and
G200/40 resins with a marked increase of protein elution for G200/120
from F4 to F8 compared with G200/40 column. Since the small EVs
purification aims to obtain the highest number of fractions rich in EVs with
low protein contaminant, referred as soluble proteins that are normally
found in the biological fluid isolated and that can be co-isolated with the
population of vesicles, we analyze the expression of a known exosome
marker TSG-101 by Western blot [48]. Figure 4.1.2 right shows that EVs
elution begins from fraction F4 for both columns. However, the fractions

from G200/120 column also coelute with more protein contaminant than
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those from the G200/40 column. A high expression of TSG-101 protein was
evident in fraction F6 from G200/120 column (Figure 4.1.2B) and fraction
F9 from G200/40 column (Figure 2C). However, these fractions also
coelute with a high amount of protein which could affect the final small
EVs isolation quality. Thus, we combined the fractions F4 to F6, which
would give us a high number of extracellular vesicles with less protein

contaminants.

We used the NTA to measure the number of EVs isolated from both
columns and evaluated the expected size for the small EVs (30-150 nm).
Within each fraction, the average size and mode are in the expected size for
small EVs. Column G200/120 delivers isolated small EV with an average
size of 103.2 =+ 10.6 nm (Mode: 93.7 nm) compared to 85.9 £ 3.6 nm

(Mode: 72.8 nm) from the G200/40 column (Figure 4.1.3 A and B).
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Figure 4.1.2: Protein profile and TSG101 expression in EV collection
medium.

Two consecutive fractions were collected to complete 400 pl elution
volume per fraction. Each combined fraction was concentrated in a
centrifugal rotary evaporator at 4°C overnight and resuspended in 200 pl.
Statistical differences were observed between fractions F4 to F8 in the total
protein content from G200/120 versus G200/40 columns. (*) P<0.05, (**)
P<0.01, (***) P<0.005. Images represent TSG-101 expression, obtained
from RIPA-lysate fractions. MW: molecular weight ladder. n=6 for each

column.
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Figure 4.1.3: Nanoparticle tracking analysis of fractions from EV collection medium

Columns G200/120 and G200/40, 20 plates, and 400 ul of volume fraction. A, B: representative NTA of
small EVs isolated from cell media with G200/120(A) and G200/40(B) column. C, D: particle and protein
distribution in the collected fractions. E, F: size distribution of the isolated EVs. The percentage over each
column represents the fraction of 30 to 150 nm vesicles. NTA indicates Nanoparticle tracking analysis. Bar
colors represent the subpopulation of EVs isolated in terms of size. n=6 for each column.
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We wused vesicle-to-protein ratio to measure the non-EV protein
contamination [49]. The purity of the vesicle was 3.4 x 10% for G200/120
and 1.3 x 10! particles/mg protein for G200/40 column (Figure 4.1.3 C and
D), obtaining better purification of small EVs from the G200/40 than those
purified using the G200/120 column. Moreover, the G200/40 column shows
a higher enrichment of vesicles between 30 and 150 nm (76.1 + 4.4%) than

G200/120 (74.0 + 11.4%, Figure 4.1.3 F, and E).

For both columns, fractions F4 to F6 show that more than 70% of vesicles
collected in each fraction are within the expected size for small EVs. In the
EV collection medium, fraction F4 had the lowest small EVs content.
Although this fraction does not have a homogeneous particle distribution, it
contains more than 60% of the vesicles of interest. In a medium with a low
number of vesicles, this contribution can be significant compared to another

fluid with a higher number of vesicles.

4.1.4.3 Plasma samples analyses
We used 500 pl of plasma to evaluate the performance of SEC columns in

biological samples. Pre-treatment of the sample was performed as indicated
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in Materials and Methods and Figure 4.1.1. To increase the resolution of
plasma small EVs isolations due high protein contaminants [50], we

decided to collect and analyze fractions of 200 puL.

N
h

A Plasma Sample B G200/1 20
57 MW FIL F2 F3 F4A F5 F6 F7 F8 F9 MW F10 F11 F12 F13 F14 F15
- 100 » ALIX
= - 75 - - 95 kDa
%E 44 * F . S 756-101
8o - w " 47 kDa
Eg c G200/40
SE
L
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- 37
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= G200/120 .- G200/40

Figure 4.1.4: Protein profile fractions and Western blot analysis from the
plasma sample.

Plasma was pre-treated according to Material and Methods, and 500 pl of
the sample was loaded on G200/120 and G200/40 columns. For each
fraction (200 ul), the total protein was measured. A) Protein elution profile
for the plasma sample collected fractions. B) Western blot analysis for
ALIX and TSG-101 of the collected fractions. Statistical differences were
observed between fractions F6 to F10. (*) P<0.05, (**) P<0.01, (***)
P<0.005. Images represent ALIX and TSG-101 expression, obtained from
RIPA-lysate fractions. MW: molecular weight ladder. n=6 for each column.
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As observed in the previous experiment, the protein chromatogram of the
plasma sample (Figure 4.1.4 A) showed a similar pattern to the EV
collection medium from HEK-293 cells (Figure 4.1.2 A). The G200/40
column provided significantly higher retention of total protein content in the

first few fractions (between F6 and F11) than the G200/120 column.

Figure 4B shows that ALIX (also known as PDCDG6IP, 95 kDa), another
exosome protein marker [51], in the fractions from the G200/120 column
was present in fractions 8 to 15, but TSG-101 (47 kDa) was only present in
fractions 11 to 15. In contrast, in fractions collected with the G200/40
column, ALIX, and TSG-101 were present from fractions 12 to 15 and 10 to
15, respectively. The double-positive vesicle markers delivered by the
G200/40 column were concentrated in a small number of fractions and,

therefore, into a small elution volume.

Overall, better performance was obtained using the G200/40 column. This
column has improved purification rates, almost 100 times higher than the
G200/120 column and less protein contaminants. For all these reasons, we
used the G200/40 column for further analyses of plasma and biological

samples.
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Figure 4.1.5: Nanoparticle tracking analysis of the plasma fractions.

Size distribution curves from the plasma samples were determined by NTA.
Each curve represents the average of 3 technical replicate measurements for
each small EVs fraction collected with the column G200/40. A, B) Particle
and size distribution obtained from NTA analysis. The percentage over each
column represents the fraction of vesicles from 30 to 150 nm. C) Particle
and protein content present in the fractions from the G200/40 column. D)
Evaluation of HDL-cholesterol concentration measured by colorimetric
assay. C-: HDL-negative control. C+: HDL-positive control (69.1 mg/dL).
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We used NTA to check that the low resolution of the Western blot was not
underestimating the presence of small EVs in the selected fractions.
Nanoparticle tracking analysis of plasma sample fractions F8 to F12
showed a population of small EV with higher mode tendency with an
average size of 119.4 £ 6.9 nm (mode: 120.3 nm) than EVs collected from
the cell media (Figure 4.1.5A vs. Figure 4.1.3B). The size distributions of
EVs between 30 and 150 nm correspond to nearly 70.5 + 0.18% of the total
vesicle content (Figure 4.1.5 B) with a relatively low co-elution of protein

contaminants.

Many studies have reported that during EV isolation, some lipoproteins and
other major protein contaminants may also be present in the EVs-isolated
[39, 45, 52, 53]. In order to address some classical contaminants, we
decided to evaluate the presence of HDL-cholesterol, LDL-cholesterol,
chylomicrons, and Albumin in those fractions collected from the plasma
sample with the G200-40 column (Figure 4.1.5 and Supplementary Figures
4.2.1 A and B). We found that HDL-cholesterol was not present in the
plasma sample fractions between F8 to F12, and a minor content of LDL-
cholesterol, chylomicrons, and albumin was detected most of them retained

by the column.
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Regarding small EV content, the plasma fraction F8 had the lowest number
of small EVs (3.8 x 10® particles/ml). Similar to previous results, it does not
have a homogeneous particle distribution. Since this fraction does not
contribute significantly to the total number of vesicles isolated by the
method or the particle distribution at the expected size range, it was decided
not to include it in the pool. Finally, vesicle isolation enrichment between
F9 to F12 from the G200/40 column was 4.8 x 10! particles/mg protein

(Figure 4.1.5C), supporting the decision for the type of column selected.

On the other hand, we can observe a high concentration of small EV in
fraction thirteen. However, this fraction exhibits large EVs (above 150 nm)
and a high protein concentration. While this fraction may enrich the number
of small EVs, the high protein content reduces its enrichment. Similarly,
Albumin and ApoB-100 and soluble high molecular weight proteins begin
to rise from fraction thirteen. This protein contaminant increases correlates

with the rise of total proteins observed in Figure 4.1.4A.
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4.1.4.4 Flow cytometry analysis
The Western blot did not reveal whether the analyzed markers are present
on the same or different vesicles, and therefore, we utilized the Exosome—
Human CD63 Isolation kit to further determine the presence of CD63,
CD81, and CD?9 on individual isolated small EVs by flow cytometry (FC).
The combined-cell media fractions and the plasma sample derived from the
G200/40 column were mixed with Dynabeads coated with anti-human
CD63 and stained for the typical small EV markers, tetraspanins CD63,

CD81, or CD9, to identify positive populations (Figure 4.1.6A and 4.1.6B).

In all the collected fractions, the tetraspanins CD63, CD81, or CD9 were
present. The FC analysis showed that the fractions derived from EV
collection medium express CD63" and CD81" markers. The vesicles with
this phenotype have a higher presence between fractions F4 to F5 in
HEK293-derived small EVs and F8 to F9 (Figure 6C and 6D) and, to a
lesser extent, in fractions collected from plasma (F10 to F12). In cell media-
derived small EV, the CD81 marker was highly enriched and correlated

with the CD63 expression in all the fractions collected.
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Figure 4.1.6: Flow cytometry analysis of EVs isolated from cell culture
media and plasma fractions.

Small EVs were isolated from A) cell media and B) plasma from the
G200/40 column. C) Frequency of HEK293-derived small EVs CD63" and
CD81", D) plasma-derived small EVs CD63" and CD9". Small CD63
positive EVs were captured from each fraction employing Dynabeads®
coated with anti-CD63 and stained with anti CD63-APC (Upper panel) or
anti CD81-APC or anti CD9-FITC (Lower panel). Q3 represents small EV-
beads-CD63 positive staining.

Differential expressions for small EVs markers CD63 and CD9 were found
in all the plasma-derived fractions. However, both markers CD63 and CD9

are co-expressed “in all of them. This result confirms that EVs exhibit a high
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heterogeneity in their size and constituent components [7], which involve
the transmembrane proteins of the vesicles released by the same cell line.
The double labelling of CD63+CD81+ and CD63+CD9+ of the isolated
vesicles suggests that some of the isolated vesicles may have an endosomal
origin in agreement with that recently reported by Théry's group [54].
However, we cannot exclude that also other EVs may be present that may

have other biogenesis pathways [6-9].

Therefore, with the proposed optimized method, it is possible to obtain
small EV-rich fractions with low protein contaminants. Although two
different volumes per fraction were collected (400 ul and 200 ul) using 500
ul of EV collection medium or plasma, collecting and combining fractions
F5 to F6 for the EV collection medium or fractions F9 to F12 for the plasma
sample, we achieved the same overall result. In practice, after loading 500
ul of the sample at the G200/40 column, the first 1.6 mL of eluate are
discarded (corresponding to 200 pL fractions F1 to F8; or 400 pL fractions
F1 to F4). Then we collect 0.8 ml of eluate (representing 200 pL fractions
F9 to F12; or 400 pL fraction F5 to F6) that contains the small EV-rich
fractions. The combination of these fractions allows us to obtain an small

EV-rich pool with nearly 1.9 x 10° vesicles + 20.9% between 30 to 150 nm
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from the EV collection medium and 2.7 x 10'! vesicles + 13.7% from the

plasma sample.

4.1.4.5 DLS and TEM analysis

We evaluate the performance of the optimized method on other biological

matrices, 0.8 mL of small EV-rich eluates were obtained as above from

plasma, saliva, and urine samples. The samples were analyzed using

Dynamic light scattering (DLS) and TEM.

Table 4.1.1: Physicochemical characterization of small EVs

EV Plasma Urine Saliva
Colle.ction sample sample sample
medium
DLS (d.nm) £ SEM 583+3.7 93.9+13.1 147.5+3.4 111.9+£25
Peak intensity % 96 66 100 90
PDI + SEM 0.39 £ 0.05 0.53+0.03 0.47 £0.04 0.81 +0.07 (*)

DLS measurement indicates that all the small EVs preparations have the

accepted size range of less than 150 nm. Indeed, the optimized method
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isolated small EVs predominantly between 58 to 147.5 nm from all the
small EV purification samples, consistent with previously reported small

EV size distribution [55].

The polydispersity index (PDI) is a dimensionless number used to describe
the degree of non-uniformity of a distribution of size populations within a
given sample [56]. Table 4.1.1 shows that the collection medium yielded
small EVs of the smallest average size with a PDI of 0.39 £ 0.05,
suggesting that this sample had the most homogeneous size distribution. No
significative differences were present between EV collection medium,
plasma, or urine. On the other hand, the EVs from the saliva sample showed
a more significant PDI (0.81 = 0.07 nm), indicating that the small EV
preparation was significantly more heterogeneous than the others (P<0.05).
However, the small EVs isolated from the saliva sample represent nearly

90% of the vesicles.
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Figure 4.1.7: Representative TEM images of multiple extracellular
vesicles.

Representative images for small EVs from CM (A, B), plasma (C, D), urine
(E, F), and saliva (G, H) in the wide and close-up field. Scale bars (E and
G), 200 nm; (A, C, F, H), 100 nm; (B, D), 50 nm. The shape and size of
small EVs extracted from the different samples were identified through
TEM. Small EVs are marked by red arrows.

After the enrichment, the size and morphology of isolated small EVs were
verified via TEM. Figure 4.1.7 shows representative images of EVs isolated
with the optimized method. The ultrastructural results confirmed the

characteristic sphere-shaped vesicles (“cupping") with sizes ranging from
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30-150 nm, with a clearly defined and intact membrane bilayer, which were

the same as the previously known morphology of small EVs [57-59].

4.1.4.6 Discussion
Here we demonstrate that our proposed method was able to isolate
preferably EVs between 30 to 150 nm (small EVs or exosomes). We
optimized a UF/SEC method to isolate EVs by comparing two Sephadex
resins, G200/120 and G200/40, as recommended by the Boing group [39].
These results reveal that more than 60% of the vesicles collected from
fractions 9 to 12 from EV culture medium have a size from 30-150 nm.
Besides, the isolated EVs express the tetraspanins TSG-101 and Alix and
the surface proteins CD63, CD81, and CD9. The G200/40 column offers a
better vesicle-to-protein ratio than the G200/120 column. This result is
significant because low protein contaminant avoids misinterpretation of
their effects on cells or for detecting disease-relevant small EVs in

clinically relevant samples [37].

Later fractions also deliver EVs between 30-150 nm and high protein

content. There is a loss of plasma-associated EVs that are left out. But also,
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other techniques such as filtration, charge-based, and affinity-based display
a loss of EVs in a major or lower way [60, 61]. The literature describes that
even the commercially available SEC columns left out some EV-rich
fractions to obtain a higher particle-to-protein ratio than other techniques
[62-64]. In SEC, whether a fraction should be considered for inclusion into
the small-EV rich pool will depend on the purpose of the subsequent
analysis, which is a commitment to be made when it comes to the purity of
the isolated vesicles. For example, a proteomics analysis from Lane et al
[37], demonstrated a loss of nearly 66% of EVs-proteins derived from the
conditioned medium from MDA-MB-231 cells when they were 10% spiked
into pooled healthy plasma, versus the MDA-MB-231 EVs alone. This
confirms that matrix effect derived from the plasma content should be

considered.

Interestingly, not all fractions uniformly express the exosomes markers
ALIX and TSG-101 when assessed by Western blot. This result could be
due to the low resolution offered by the technique when low protein
concentrations are loaded. This observation was corroborated when we
analyzed other surface markers by flow cytometry. The results obtained

from these strategies were similar to Hsieh's group [65], confirming that the
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heterogeneity of small EV populations represents a significant challenge

that must be further studied.

In the plasma-derived EVs purification, we confirm G200/40 column as the
appropriate method. As expected, a higher number of small EVs were
isolated from plasma. Similar to previous results, differential expressions
for the small EVs markers CD63 and CD9 were found in all plasma-derived
fractions. However, double-positive- small EVs were present in all of them.
These results confirm that within the same fraction, there is high
heterogeneity in size and vesicle components, which involve the
transmembrane proteins of the vesicles released by the same cell line [65].
Interestingly our study shows that the EV-rich fractions collected from the
plasma sample contained low protein contamination with HDL-cholesterol,
LDL-cholesterol, chylomicrons, and Albumin. This 1is particularly
important, because many studies have reported that during EV isolation,
some apolipoproteins and other mayor protein contaminants may be also
present in the EVs-isolated [39, 45, 52, 53]. This protein contaminants are
soluble proteins that are normally found in the biological fluid, which can
affect the final clinical interpretation or application [37]. The utility of this

method was further illustrated by the isolation of EVs lesser than 150 nm
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directly from healthy undiluted plasma, urine, and saliva. Particle size is
one of the main parameters employed to target therapeutic agents passively
[66]. In this context, PDI values smaller than 0.05 are classified as
monodisperse particles, whilst values between 0.05 to 0.7 as polydisperse
particles. The PDI values from biological samples agree with the size
variation characteristic of small EVs, and yield a relatively heterogeneous
population of extracellular vesicles. The saliva-derived EVs showed the
highest PDI. This result may be due to the kind of matrix used from the
buccal cavity that is morphologically heterogeneous and thus so are their
EVs. Besides, the EV surface may have mucins radiating from the surface
of the vesicles with variable distance, as reported by the Gupta group [67].
Another explanation may be related by the limitations of the DLS
technique. The method is less accurate in suspensions of particles varying in
size (polydispersed suspensions), in addition to the fact that the vesicles

tend to stick together and hence appear larger than they are.

When SEC is compared with other protocols for isolating extracellular
vesicles, it i1s classified as fast, cheap technique, and compatible with
clinical laboratory procedures [31, 68, 69]. Moreover, many authors suggest

that the combination of different EV isolation methods is superior to single
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EV isolation methods and that Size-exclusion chromatography also might
be part of a combined method to improves EV purity [69]. In our
experience, the vesicle isolation takes approximately 30 minutes, compared
to 2-96 hours for ultracentrifugation, and does not modify the classical
vesicle cup-shaped morphology, getting, at least a priori, an almost intact
membrane bilayer as was visualized by TEM images [70]. In the case of the
clinical samples (plasma and saliva), pre-processing and filtering steps take
at most 20-30 additional minutes. For more dilute or larger volume samples,
such as EV-collection medium and urine, the additional time required to
concentrate the sample will depend on the volume that needs to be
concentrated and the availability of more Amicon units. In our case, the
time to concentrate the 50 ml of urine was 1.5 hours employing 2 Amicon

Ultra-15 Centrifugal Filter Unit.
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4.2.1 Abstract
Small extracellular vesicles (small EVs), which include exosomes and
microvesicles, are secreted by all cell types. They play an essential role in
the intercellular transport of proteins, metabolites, and genetic material.
Notably, their ability to evade rapid immune clearance and lower
immunogenicity highlights their immense potential as next-generation drug
delivery vehicles. Electroporation represents an effective strategy for
incorporating drug molecules into small EVs. However, the process
parameters and pulse form significantly impact the effectiveness of drug
incorporation and vesicle stability. This study employed a design of
experiments approach, followed by response surface methodology (RSM),
to optimize the incorporation of Doxorubicin into small EVs and limit
vesicle aggregation after electroporation. Initial screening identified
significant parameters, including the number of small EVs (NEV), drug
concentration (DOX), and electrical field strength (FE). RSM further
optimized these parameters for two distinct electroporation pulse forms:
exponential decay and square wave. The data suggest that the square wave
pulse maximizes Doxorubicin incorporation and minimizes vesicle
aggregation. These findings provide insight into the electroporation process
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for drug loading into small EVs, highlighting the importance of pulse form
and process parameters in maximizing drug incorporation and maintaining

vesicle integrity.

4.2.2 Introduction
Cancer remains a significant global health issue, requiring the development
of advanced and efficient treatment methods. Doxorubicin (DOX), an
anthracycline antibiotic, is among the most effective cancer
chemotherapeutic agents currently available [1]. However, its clinical use is
limited due to severe side effects such as myelosuppression, cardiotoxicity,
and nephrotoxicity [2-4]. Multiple strategies for mitigating doxorubicin-
induced cardiotoxicity, including coadministration with iron chelators or
natural products, have been explored but remain insufficient [5-7]. Notably,
nanoparticles loaded with Doxorubicin demonstrate the potential to

attenuate damage to heart tissues [8-12].

Extracellular Vesicles (EVs) are classified into two main categories: small
EVs, comprising exosomes and a subset of microvesicles, and large EVs,

which include ectosomes or microvesicles, migrasomes, apoptotic bodies,
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and large oncosomes [13]. Small EVs can deliver proteins, lipids, and
nucleic acids to recipient cells, inducing changes in their behavior [14].
Given their ability to evade immune clearance [15], low immunogenicity
[16], and absence of pathological transformation compared to other carriers
[17], small EVs demonstrate significant potential as drug delivery systems
(DDS). They integrate the benefits of both synthetic and cell-mediated
carriers while avoiding the corresponding biotoxicity, underscoring their

immense potential for clinical applications [18, 19].

Small EV cargo can be loaded ex vivo in a process where drugs are
integrated by cells cultured under sub-lethal conditions before releasing via
small EVs [20, 21]. Although this strategy provides continuous production
without damaging membrane integrity, it can be time-consuming and offers
little control over drug quantity [22]. Alternately, post-loading methods
involve isolating small EVs and loading them with the therapeutic molecule
of interest, often using external forces like electroporation, sonication,
freeze-thaw cycles, and extrusion [23-25]. However, these methods require

careful control to avoid compromising small EVs functionality.

Electroporation, which applies an electrical field to create temporary

pores in cell membranes, has been utilized for loading exosomes with
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exogenous nucleic acids, drugs, and proteins [25-31]. This technique
applies a transient electric field, leading to the formation of temporary pores
[32-34]. This process minimizes disruption to sensitive components, such as
ligands and receptors, since it doesn't involve chemical modifications.
However, one of its main disadvantages is the possibility of fusion between
small EV membranes [35-37]. The electroporation process highly depends
on several factors, such as the strength of the applied electrical field, the
pulse duration, and the nature of the target cell or wvesicle [38].
Electroporation efficiency can be optimized by adjusting the electrical
pulse's characteristics, thus enhancing drug loading into small EVs [34, 39,
40]. However, to date, no studies have directly compared the impacts of
these distinct pulse types on the electroporation of EVs. Despite this,
converting parameters between square wave and exponential decay

waveforms remains theoretically possible.

In this study, we employed the design of experiments (DoE) and response
surface methodology (RSM) to systematically evaluate and optimize
electroporation parameters for DOX incorporation into small EVs. Two
pulse forms, exponential decay, and square wave were compared. Our

results indicate that the square wave pulse is more efficient for DOX
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incorporation while preserving vesicle integrity post-electroporation. This
work provides essential insights into optimizing electroporation parameters
for efficient therapeutic drug loading into EVs. Such enhancements could
potentially boost their therapeutic efficacy and mitigate side effects, thus

improving strategies for cancer treatment.

4.2.3 Materials and Methods
4.2.3.1 Small extracellular vesicle (small EVs) isolation
Based on previous research in our laboratory [41], Small EVs were isolated
using Size Exclusion Chromatography/Ultrafiltration (SEC/UF). Briefly, 6
mL of venous blood samples were collected from a healthy volunteer donor
at the University of Concepcidn, Chile, via venipuncture into EDTA/K3
tubes following the Declaration of Helsinki. The samples were centrifuged
at 2000 x g for 10 min at room temperature using an Eppendorf centrifuge
5403 (Rotor 16F24-11) to separate the supernatant from the cellular
components. The plasma was further centrifuged at i) 2000 x g for 30 min
at 4°C and 1ii) 12000 x g for 45 min at 4°C followed by passing through a
0.22-um CA syringe filter to remove cell debris and large extracellular

vesicles. This preparation was used for the isolation of small EVs by SEC.
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To perform SEC, 500 uL of the sample was loaded onto a Sephadex
G200/40 column and eluted with a filtered and degassed 0.9% NaCl
solution. The eluate was collected using gravity. The initial 1.6 mL of the
eluate was discarded, and the subsequent 0.8 mL was collected to represent

the small EV-rich portion.

4.2.3.2 Electroporation loading of Doxorubicin
Small EVs were diluted in 0.9% NaCl to a volume of 200 pl. Doxorubicin
(Sigma-Aldrich) was added, followed by an equal volume of cold 2x
electroporation buffer (600 mM sucrose in 0.9% NaCl). All electroporation
procedures were carried out in precooled 4°C, 4 mm gap cuvettes (Bio-Rad
N°165-2088) in a Gene Pulser II Electroporator (Bio-Rad) at the desired
voltage. Samples were subjected to either exponential decay or square wave
pulses to assess their effects on drug incorporation and small EV
aggregation. Exponential wave electroporation was performed at 125 pF
[26, 42]. Square wave pulse electroporation parameters were set at 6 pulses
of 100 ps pulse length and with a pulse interval of 0.1 sec. The small EVs
were then allowed to recover for 20 min at 37 °C. Unincorporated

Doxorubicin was removed by passing the electroporated sample through a
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10-KDa Amicon filter to eliminate free DOX [28, 42, 43]. Then, the loaded
vesicles in the same Amicon unit were washed twice with 800 pl of 0.9%
NaCl solution and spun at 4000 x g for 15 min each at 4°C using an
Eppendorf centrifuge 5403; Rotor 16A4-44. Drug incorporation was
measured using the intrinsic fluorescence of Doxorubicin on a Qubit 2.0
Fluorimeter (Invitrogen), with the following settings: Blue 470 nm SP,
em:510-580 nm. Concentrations were determined in relation to an external

standard curve.

4.2.3.3 EV size distribution
The particle diameter was measured using Dynamic Light
Scattering (DLS) with a Malvern Zetasizer Nano-ZS90 to assess nominal
size values. Each suspension was diluted 10-fold in ultrapure water, and

measurements were performed in triplicate at a temperature of 25°C.

4.2.3.4 Design of Experiments (DoE) for data analysis
4.2.3.4.1 Screening design
Design of Experiment (DoE) studies were conducted to evaluate the
synergistic outcome of the combination and interaction studies. The DoE
model was prepared and evaluated using MODDE® Pro 13.0.2 (Umetrics
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AB, Umea, Sweden). Data fitting and the calculation of statistical
parameters (R?, Q% and reproducibility) were performed. Screening models
were fitted with Multiple Linear Regression (MLR), and optimization
models were created using Partial Least Squares (PLS). All models were
refined by removing non-significant terms. To identify the input parameters
that led to the highest Doxorubicin incorporation (DOXin), screening
experiments were conducted using a Full Factorial Design (FFD). The
evaluated variables were: 1) the number of small EVs in the sample (NEV),
2) the initial Doxorubicin concentration (DOX), and 3) the applied
electrical field strength (FE). The design consisted of three variables at two
levels, resulting in a total of 11 experiments. These included three central
points, which were carried out randomly. The central points were

determined in triplicate for variance calculation.

4.2.3.4.2 Optimization of the model:
Next, the significant parameters were optimized by a Response Surface
Methodology (RSM) through a Central Composite Face Centered (CCF)
design. The design incorporated star points placed on the faces of the sides,

along with three central points.
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4.2.4 Results and Discussion
For the initial screening study, a two-level (2k) full factorial design (FFD)
encompassing three variables was implemented. The design generated
eleven random experimental runs for the screening process to identify the
variables that could significantly influence drug incorporation into small
EVs (as shown in Table 4.2.1). The variables assessed were as follows: 1)
the number of small EV in the sample (NEV, X;), 2) the Doxorubicin
concentration in the solution (DOX, X5), and 3) the electrical field strength
applied (FE, X3). Each variable was evaluated at two levels, denoted as (—)
and (+), to represent the low and high levels, respectively. A central level
(0) was included in the design for each variable in triplicate to detect
nonlinear relationships in the middle of the interval of the studied levels,

calculate the variance of the model, and determine the confidence intervals.

Moreover, this type of experimental design not only facilitates the

determination of the influence and impact of these variables on the
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measured response but also provides a robust framework to identify any

significant interactions between the investigated variables.

Table 4.2.1: Experimental design matrix for screening and results.

X1 X2 X3 Exponential Square  wave
wave pulse pulse
Exp. N° | NEV DOX FE DOXin DOXin
(ug/mL) | (V) (ug/mL) (ug/mL)

1 3.0x10'%(-1) [4(-1) 250 (-1) | 2.74 x10 1.86 x10?
2 1.5x 10" (+1) | 4(-1) 250 (-1) | 2.15x10 7.57 x10%

3 3.0x 101°(-1) [40(+1) |250(-1) |1.07x10%° 5.12 x10"%0
4 1.5x 10" (+1) |40 (+1) [250(-1) | 1.54x10 5.02 x10"%

5 3.0x10'%¢-1) [4(-1) 400 (+1) | 3.54 x10 7.42 x10%

6 1.5x 101 (+1) | 4(-1) 400 (+1) | 1.60 x10° 9.56 x102

7 3.0x 1019(-1) [40(+1) |[400(+1) | 5.42x10 1.56 x10"%

8 1.5x 10" (+1) |40 (+1) |400 (+1) | 4.68 x102 6.22 x10"%

9 9.0 x 10'°(0) 22 (0) 325 (0) 1.79 x102 5.90 x10!
10 9.0 x 10'°(0) 22 (0) 325 (0) 9.80 x1072 3.23 x107!

11 9.0 x 10'°(0) 22 (0) 325 (0) 9.34 x10%2 1.11 x107°®@

(a) Excluded data. The matrix design's coded values are denoted in
parentheses: (-1) represents the minor corner point level, (0) stands for the
central level, and (+1) signifies the major corner point level. Factors
definition: X;, NEV: number of small EVs initially present in the sample, X,
DOX: Doxorubicin concentration in the solution, X;, FE: electrical field
strength applied. Responses definition: DOXin: Doxorubicin incorporation
after exponential or square wave pulse applied.
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The response dataset, expressed as the concentration of Doxorubicin
incorporated (DOXin), underwent a logarithmic signal to enhance the
model quality and to provide a close-to-normal distribution. The size
response of the small EV was not transformed. The models were adjusted to
get better-fit values, and a difference between R? and Q? was no more

significant than 0.3 for the predictive power.

4.2.4.1 Exponential decay pulse
4.2.4.1.1 Screening analysis for Doxorubicin incorporation
The evaluation of the experimental design, in which the small EVs were
exposed to an exponential decay pulse, verified that the model fits the
experimental response. Figure 4.2.1A illustrates the correlation between the
experimental and model-predicted values, which had an R? value of 0.774,
indicating a good fit and predictive power (Q? = 0.560). The statistical
validation of the model was performed using ANOVA and a lack-of-fit test.

The significance of the regression model has a p-value < 0.001 and a lack-
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of-fit value of p = 0.428 (p > 0.05), demonstrating an optimal data fit by the

model.

The analysis indicated that the initial concentration of Doxorubicin (DOX,
X3) and the applied electrical field strength (FE, X3) were significant factors
(p=0.001 and 0.03, respectively) in the system response, and the interaction
NEV*DOX (p=0.04). In contrast, the interactions NEV*FE and DOX*FE
were found to be statistically non-significant (p=0.41 and 0.07,
respectively) and hence were omitted from the model. Notably, while the
isolated impact of NEV on the predictive model is not significant (NEV:
p=0.08 >0.05), it remains integral to the model due to its interaction with

the DOX concentration, which significantly influences the response.
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Figure 4.2.1: Evaluation of the experimental design model using an
exponential decay pulse for screening analysis.

Effects of the three variables on the incorporation of Doxorubicin (DOXin).
A) Assessing the prediction power of the model in a plot of predicted versus
observed values. B) Normalized regression coefficients for incorporated
Doxorubicin (DOXin) response concentration, calculated using MLR. The
bars represent a 95% confidence level. NEV: Number of small extracellular
vesicles, DOX: Doxorubicin concentration in the solution, and FE:
electrical field applied, NEV*DOX: NEV and DOX interaction. (*) p-value
<0.05

Following the validation of the model, the normalized coefficients derived
from the model's regression analysis were used to estimate the significance
of each factor. According to the normalized coefficient plot (Figure 4.2.1B),
the initial concentration of Doxorubicin in the solution (DOX, X,) was the

most critical factor, making a highly significant and positive contribution
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(X2 =0.953) to the model response (p < 0.05). This suggests that with high

concentrations of DOX in the medium, an increase in drug incorporation

into the small EV occurs when exponential decay pulse electroporation is

applied. The electrical field and the interaction NEV*DOX display a

negative yet lower final effect. Even though the number of small EVs

initially present in the sample (NEV) by itself has a low influence on the

model, it cannot be excluded because it showed a significant interaction

with the drug concentration (X»).

Table 4.2.2: Normalized regression coefficients obtained by MLR analysis

for exponential decay electroporation.

Term of the polynomial b + Sud. Err. | p-value
Xy | Constant k -1.649 + 0.119 0.000*
X; | Number of small EV NEV 0256 + 0.139 0.083
X; | Doxorubicin concentration DOX 0953 <+ 0.137 0.030*
X3 | Electric field applied FE -0.330 =+ 0.139 0.030*
X2 | Number of small EV x Doxorubicin | NEV*DOX | -0.308 + 0.139 0.041*

concentration

Normalized regression coefficient £ standard error, (*) p-value < 0.05
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The interaction plots show more clearly the interaction effects between
small EV number and drug concentration in the sample on drug
incorporation. Figure 4.2.2A shows that the number of vesicles exerts
minimal influence on the final response when the small EVs are exposed to
high drug concentrations. Conversely, Figure 4.2.2B demonstrates that at
high DOX concentrations, a lower vesicle count is requisite to achieve

higher levels of drug incorporation.

In summary, during exponential decay electroporation, the factors most
significantly impacting the drug's incorporation into small EVs are the
initial DOX concentration in the medium and the electrical field strength
applied. There is an inverse relationship between the DOX concentration
and the number of EVs present in the medium, with the DOX concentration
being the most influential factor that affects drug incorporation. The
response contour plot (Figure 4.2.3A) shows the conditions under which
maximum drug incorporation can be achieved, specifically at lower
electrical field strengths and higher drug concentrations in the medium (as
indicated by the red zone). The curvature in the response surface plot

(Figure 4.2.3B) illustrates the interactive effect between these two factors.
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Figure 4.2.2: Interactions plots between variables for Doxorubicin
incorporation after the exponential decay electroporation.

A) Contribution of the number of extracellular vesicles (NEV) on the
incorporation of Doxorubicin (DOXin) into vesicles, B) contribution of the
initial Doxorubicin concentration (DOX) on the incorporation of
Doxorubicin (DOXin) into vesicles.
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Figure 4.2.3: Two-Dimensional Response Contour Plot and Three-
Dimensional Response Surface Plot for Doxorubicin incorporation after
exponential decay electroporation.

A) Contour plot relating the effect of the electrical field strength applied
(FE) and the initial Doxorubicin concentration (DOX) on Doxorubicin
incorporation response (DOXin). B) "twisted" shape Response Surface Plot
indicates an interaction between the variables. The red and darkest blue
colors represent the highest and lowest responses.

4.2.4.1.2 Response surface methodology analysis for
Doxorubicin incorporation
To understand the influence of the factors on the response, and based on the
findings from the screening analysis, the significant variables were further

scrutinized during the optimization process using a Central Composite

Face-centered (CCF) design. The design included star points positioned on
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the faces of the cube to optimize the most critical parameters. The screening
analysis revealed that high DOX concentrations and low electrical field
strengths enhance the incorporation of Doxorubicin into the small EV. It
indicated that a high concentration of DOX correlate to a lower number of
vesicles. Given these observations, new parameters were introduced, as

detailed in Table 4.2.3.

The validity of the PLS model for Doxorubicin incorporation (DOXin)
following the application of exponential decay electroporation is
demonstrated by an R? value of 0.809, indicating a strong fit for the
response and a predictive power value (Q?) of 0.688. An Analysis of
Variance (ANOVA) shows the significance of the regression model with a
p-value <0.001 and a lack-of-fit value of p = 0.453 (p > 0.05), illustrating

an optimal fit for the data.
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Table 4.2.3: Experimental data of the Central Composite Face Centered

(CCF) design for DOXin optimization after exponential decay
electroporation.
X1 X X3 Exponential decay
Exp No | DOX NEV CE DOXin % vesicles
(ug/mlL) ) (ug/mL) (<200 nm)
1 40 (-1) 7,00 X107 (-1) 150 (-1) | 1,98 x10°% | 100
2 100 (+1) | 7,00 x10°% (-1) 150 (-1) | 6,28 x10°" |30
3 40 (-1) 1,50 x1071T (+1) 150 (-1) |[3,00x10°" |22
4 100 (+1) | 1,50 x10717(+1) 150 (-1) | 1,15x10°° |23
5 40 (-1) 7,00 X107 (-1) 200 (+1) |3,69x10% [ 100
6 100 (+1) | 7,00 X107 (-1) 200 (+1) |3,90 x102 100
7 40 (-1) 1,50 x10*1T (+1) 200 (+1) [2,79x10°" |19
8 100 (+1) | 1,50 x10°1T (+1) 200 (+1) |5,54x10°" |17
9 40 (-1) 7,85 x10°19 (0) 175 (0) | 5,80 x10%@ |6
10 100 (0) 7,85 x10°19 (0) 175(0) | 1,92x10°° | o®@
11 70 (0) 7,00 x10°%° (-1) 1750) | 6,57 x10°% | 100
12 70 (0) 1,50 x1071T (+1) 175(0) [2,32x10" |21
13 70 (0) 7,85 x10°19 (0) 150 (-1) | 1,26x10°" |17
14 70 (0) 7,85 x1071° (0) 200 (+1) | 3,63 x10! 100
15 70 (0) 7,85 x10°19 (0) 175(0) | 3,74x10°" |10
16 70 (0) 7,85 x10°19 (0) 175(0) | 7,15x10°" |20
17 70 (0) 7,85 x10°19 (0) 175(0) | 1,67x10°7 |15

(a)Excluded data. (-) Non reported data. (-1) = minor corner point level,
(0) = star points, (+1) = major corner point level. Factors definition: X,
NEV: number of small EVs initially present in the sample, X,, DOX:
Doxorubicin concentration in the solution, X;, FE: electrical field strength
applied. Responses definition. DOXin: Doxorubicin incorporation after a
pulse is applied, %vesicles: percentage of electroporated vesicles with sizes
less than 200 nm.
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Table 4.2.4: Normalized regression coefficients for Doxorubicin
incorporation after exponential decay electroporation obtained by RSM
analysis by CCF model.

Term of the polynomial b + Std. Err. | p-value

Xy | Constant k -0421 £+ 0.209 0.069

X; | Doxorubicin concentration DOX 0488 + 0.132 0.006*

X; | Number of EV NEV 0.637 + 0.132 0.000*

X3 | Electrical field strength applied FE -0.217 £ 0.132 0.128

X33 | Electrical field strength applied x | FE*FE -0.465 =+ 0.176 0.023*
Electrical field strength applied

Normalized regression coefficient £ standard error, (*) p-value < 0.05

As observed during the screening analysis, the interaction between DOX
and NEV significantly affects the DOXin response. Table 4.2.4 showed that,
by PLS analysis, both factors could substantially modify the drug's
incorporation into the small EVs, thereby qualifying as essential model

components.

The applied electric field strength (FE, X3) itself has a negative impact on
DOXin. Although the model shows a significant quadratic term for FE
(X33), 1t merely signifies the presence of a curvature that provides
information about the maximal response. However, its overall effect does
not alter the reaction regarding drug incorporation into small EVs (Figure

42.4).
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Figure 4.2.4: Interaction plot between variables FE and NEV at different
initial Doxorubicin concentrations after exponential decay electroporation.

The optimal electrical field strength applied (FE) condition is observed
between 170 — 180 V under all three conditions. Both higher and lower FE
values have a negative impact on the DOXin. NEV: number of small EV
initially present in the sample, FE: electrical field strength applied, DOX:
initial Doxorubicin concentration in the solution. Response definition:
DOXin: Doxorubicin incorporation after pulse applied.

4.2.4.1.3 Analysis of Response surface methodology for small
EV aggregation
It has been demonstrated that electroporation can negatively impact the
structural integrity of exosomes [23, 30, 31, 44]. Furthermore, applying
high-voltage pulses can result in the aggregation of small EVs [30, 45, 46].
To assess whether the electrical field strength (FE) might influence drug

incorporation by altering the hydrodynamic particle size in dispersion and

hence evaluating the degree of small EV aggregation, we opted to examine
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the vesicle size distribution in the electroporated samples using Dynamic

Light Scattering (DLS).

The previous PLS model parameters for the aggregation response were R? =
0.659 and Q* = 0.455. According to the ANOVA, the significance of the
regression model has a p-value of 0.020. However, for this particular
response, the model exhibits a statistically significant lack of fit (p=0.03).
These values suggest that while the model is well-suited to evaluate
Doxorubicin incorporation following exponential decay electroporation, it

cannot accurately predict the aggregation response.

Figure 4.2.5A shows that after applying the exponential decay
electroporation pulse, larger EVs appear in addition to smaller than 200 nm
vesicles, which were absent in the control sample. Differences in the
average size were observed between the vesicles smaller than 200 nm in the
unelectroporated control sample and all the -electroporated samples
(p<0.05). This shows a significant increase in vesicle size post-
electroporation, which aligns with previous findings [42, 47].
Electroporation shifts the distribution of the small EV population relative to
the control sample, suggesting a significant aggregation of larger vesicles

(Figure 4.2.5B). Furthermore, it seems that when vesicles are exposed to
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higher electric fields, the degree of aggregation also increases. However, no
significant differences were observed in the aggregation levels during
exponential decay electroporation with the applied electrical field strength.
This suggests that the degree of aggregation is more dependent on the form
of the applied electrical field rather than the intensity of the electrical field

itself.
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1430 Figure 4.2.5: Small EV size and distribution following exponential decay pulse electroporation.

1431 A) Size distribution of the vesicles post-electroporation, as measured by DLS. B) Percentage of vesicles
1432 smaller (<) and larger (>) than 200 nanometers. (*) p-value <0.05; (**) p-value <0.01; (ns), non-statistically
1433 significant differences.
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4.2.4.2 Square wave pulse

4.2.4.2.1 Screening analysis for Doxorubicin incorporation
Next, we decide to evaluate the effect of square wave pulse electroporation
on Doxorubicin incorporation under similar screening conditions (Table
4.2.1). After the removal of outliers and the statistically insignificant
interactions DOX*NEV (p = 0.876) and DOX*CE (p=0.158), the
evaluation of the experimental design model obtained shows that the model
fits well with the experimental response (Figure 4.2.6A). The correlation
between the observed and the predicted values, as derived from the model,
has an R? of 0.970, indicating a good fit and predictive power (Q? = 0.850).
The significance of the regression model, with a p-value < 0.001 and a lack
of fit value of p = 0,444 (p > 0.05), demonstrates an optimal fit of the data
as assessed by ANOVA. Although the FE does not have a significant role in
the model (p=0.731), the interactions NEV*FE are significant (p=0.040);

hence it was not removed from the model.
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Figure 4.2.6: Coefficient plot response applying square wave pulse for
screening analysis.

The effects of the three factors on the Doxorubicin signal detected in the
mixture are depicted. A) The predictive power of the model is assessed in a
plot of predicted versus observed values. B) Normalized regression
coefficients for the Doxorubicin incorporated response (DOXin) are
calculated by MLR. The bars denote a 95% confidence level. NEV: Number
of small extracellular vesicles, DOX: Doxorubicin concentration in the
solution, FE: Applied electrical field strength, NEV*FE: interaction
between NEV and FE. (*) p-value < 0.05

The normalized coefficients obtained from the regression analysis of the
model were used to estimate the significance of the factors (Table 4.2.5).
According to the coefficient plot (Figure 4.2.6B), the Doxorubicin
concentration in the solution (DOX, X,) was the most important factor that

significantly and positively (X, = 1.001) contributed to the model response
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1470  (p < 0.05). This suggests that when high DOX concentrations are present in
1471  the medium, increased drug incorporation into the small EVs is observed
1472  when a square wave pulse type is applied. In this model, neither the number
1473  of small EVs (NEV, X,) nor the applied electrical field strength (FE, X3)
1474  individually affect drug incorporation into the small EV, but they

1475  significantly do.
1476
1477
1478

1479 Table 4.2.5: Normalized regression coefficients (b) by MLR analysis for
1480 square wave pulse electroporation.

Term of the polynomial b = Std. Err. | p-value

Xy | Constant k -0,457 + 0.074 0.001*

X; | Number of small EV NEV 0.141 + 0.082 0.148

X> | Doxorubicin concentration DOX 1,001 + 0.082 0,000*

X3 | Electrical field strength applied FE 0.030 + 0.082 0.731

X3 | Number of small EV x Electrical field | NEV* | 0.227 + 0.082 0.040*
strength applied FE

1481  Normalized regression coefficient £ standard error, (*) p-value < 0.05
1482
1483

1484
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From the interactions plots, it can be observed that when small EVs are
exposed to high electrical field strength (FE), the number of small EVs
(NEV) present in the sample becomes significant, unlike when they are
exposed to low FE using square wave electroporation (Figure 4.2.7A). To
enhance the incorporation of Doxorubicin (DOXin) into the vesicles, a high
number of small EVs should be present in the electroporation medium

(Figure 4.2.7B).

Based on this data obtained from the screening analysis after applying a
square wave electroporation pulse, the initial concentration of DOX present
in the electroporation medium is the most significant factor enhancing
Doxorubicin's incorporation. However, the interaction plots suggest that the
FE, the NEV, or a combination of both are crucial in determining the final

responsc.
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Figure 4.2.7: Interaction graph between variables NEV and FE for the
Doxorubicin incorporation after the square wave pulse electroporation.

A) Contribution of the Electrical field strength applied (FE) on the
incorporation of Doxorubicin (DOXin) into vesicles, B) contribution of the

number of extracellular vesicles (NEV) on the incorporation of Doxorubicin
(DOXin) into vesicles.
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Figure 4.2.8: Two-Dimensional Response Contour Plot and Three-
Dimensional Response Surface Plot for Doxorubicin Incorporation After
Square Wave Pulse Electroporation.

A) Contour plot relating the effect of the number of extracellular vesicles
(NEV) and the initial Doxorubicin concentration (DOX) and their effect on
the Doxorubicin incorporation response (DOXin). B) "twisted" shape of the
Response Surface Plot indicates an interaction between the variables. The
red and darkest blue colors signify the highest and lowest responses.

4.2.4.2.2 Response surface methodology analysis for
Doxorubicin incorporation and small EV aggregation.
The significant variables identified through the screening analysis were
further examined using a Central Composite Face-centered (CCF) design.

This was conducted to optimize drug incorporation after applying square

wave pulse electroporation. DOX concentrations were studied at high
169



1533

1534

1535

1536

1537

1538

1539

1540

1541

1542

1543

1544

1545

1546

1547

1548

1549

1550

levels. Since NEV should be considered the limiting reactant under non-
ideal conditions, only FE was adjusted to evaluate the interaction between

NEV and FE. The RSM parameters evaluated are presented in Table 4.2.6.

The Partial Least Squares (PLS) model developed for Doxorubicin
incorporation (DOXin) after applying square pulse decay electroporation
displays strong validity, as indicated by an R? value of 0.930. This suggests
a good fit of the model to the response data. The model also exhibits a
strong predictive power, as shown by a Q? value of 0.697. An ANOVA
revealed the model's statistical significance, indicated by a p-value of less
than 0.001 and a lack-of-fit value of p-value of 0.184 (p > 0.05), thus
supporting the model's optimal fit to the data. For the aggregation response
(% vesicle), the PLS model parameters were an R? value of 0.931 and a Q?
value of 0.688, further indicating the model's good fit and predictive
capacity. ANOVA demonstrated the model's significance, with a p-value

less than 0.001.
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Table 4.2.6: Experimental data of the Central Composite Face Centered
(CCF) design for DOXin optimization after Square pulse electroporation.

X1 X X3 Square pulse decay
Exp No DOX NEV CE DOXin % vesicles
(ug/mlL) W) (ug/mlL) <200 nm
1 40 (-1) 3,00 x10*1° (-1) 350 (-1) 2,02 x107%° 75
2 100 (+1) 3,00 x10™1° (-1) 350 (-1) 1,44 x10*! 100
3 40 (-1) 1,50 x10*! (+1) 350 (-1) 3,59 x10%° 86
4 100 (+1) 1,50 x10*1 (+1) 350 (-1) 1,79 x10! 87
5 40 (-1) 3,00 x10%1° (-1) 500 (+1) 4,08 x10%%° 81
6 100 (+1) 3,00 x10*1° (-1) 500 (+1) 1,98 x10! 95
7 40 (-1) 1,50 x10*1 (+1) | 500 (+1) 1,93 x10"° 95
8 100 (+1) 1,50 x10"1 (+1) | 500 (+1) | 2,57 x1070'@ 98
9 40 (-1) 9,00 x10*° (0) 425 (0) 3,49 x10° 85
10 100 (+1) 9,00 x10*1° (0) 425 (0) 1,62 x10! 100
11 70 (0) 3,00 x10™1° (-1) 425 (0) 6,33 x10° 100
12 70 (0) 1,50 x10*!" (+1) 425 (0) 2,76 x10*0'@ 94
13 70 (0) 9,00 x10*1° (0) 350 (-1) 1,22 x10*! 100
14 70 (0) 9,00 x10*'° (0) 500 (+1) 1,27 x10™! 100
15 70 (0) 9,00 x10*° (0) 425 (0) 1,21 x10™! 100
16 70 (0) 9,00 x10*1° (0) 425 (0) 1,39 x10*! 100
17 70 (0) 9,00 x10*'° (0) 425 (0) 1,05 x10™! 100

(a) Excluded data. (-) Non reported data. (-1) = minor corner point level,
(0) = star points, (+1) = major corner point level. Factors definition: X1,
NEV: number of small EVs initially present in the sample, X2, DOX:
Doxorubicin concentration in the solution, X3, FE: applied electrical field
strength. Responses definition: DOXin: Doxorubicin incorporation after a
pulse is applied, and %vesicles: percentage of electroporated vesicles
measuring less than 200 nm.
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Table 4.2.7: Normalized regression coefficients (b) by PLS analysis for
square wave pulse electroporation.

| DOXin (ug/mlL) % vesicles (<200 nm)
Term of the polynomial b = Std. | p- b + Sud. | p-
Err. value Err. value
Xo | Constant k 2.920 £ 0.140 | 0.000* | 12.09 0.138 | 0.000*
X: | Number of small EV NEV 0.063 + 0.083 | 0.497 | 0.099 0.087 | 0.286
Xz | Doxorubicin DOX 0.900 £ 0.088 | 0,000* | 0.595 0.087 | 0.000*
concentration
X; | Electrical field strength | FE 0.088 + 0.088|0.341 |0.214 <+ 0.087 ] 0.037*
applied
X1z | Number of small EV * | NEV*DOX | 0.093 <+ 0.076 | 0.251 | -0.310 =+ 0.075 | 0.003*
Doxorubicin
concentration
Xi3 | Number of small EV * | NEV*FE - + 0.076 | 0.236 | 0.197 =+ 0.754 | 0.028*
Electrical field strength 0.096
applied
X2z | Doxorubicin DOX*DOX | - + 0.118 | 0.013* | -0.817 + 0.117 | 0.000*
concentration * 0.363
Doxorubicin
concentration

Normalized regression coefficient £ standard error, (*) p-value < 0.05

The information from Table 4.2.7 confirms the previous findings from the

screening experiments, where the initial Doxorubicin concentration in the

solution (DOX, X,) was identified as the most significant factor that

positively impacts the model response (p < 0.05). This observation is
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demonstrated by a high and positive coefficient (X, = 0.906), signifying that
higher DOX concentrations in the medium result in increased drug
incorporation into small EV when a square wave pulse type is applied. The
significance of the negative quadratic term for DOX (Xj3,) implies that the
maximum response for Doxorubicin incorporation was achieved under the
tested DOX conditions. This underlines the importance of the Doxorubicin
concentration in the medium for effective drug incorporation into small

EVs.

For the small EV aggregation response (% vesicles), Doxorubicin
concentration in the solution (DOX, X;) emerges as the most significant
factor, contributing positively and significantly (X; = 0.595) to the model
response (p < 0.05). The presence of the DOX quadratic term in the
polynomial (X,;) suggests a curvature, providing information about the
maximum response that can be achieved under the given NEV and FE

conditions.

For the aggregation response, the model reveals the presence of two
significant interactions that could contribute to the aggregation: the
interaction between the number of EVs and the Doxorubicin concentration

(NEV*DOX, p=0.003) and the interaction between the number of small
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EVs and the electrical field strength (NEV*FE, p=0.028). The behavior of
these interactions on the aggregation response can be analyzed further using

the interaction graphs presented in Figure 9.

Figure 4.2.9A demonstrates the inverse relationship between the number of
vesicles and the Doxorubicin concentration needed to obtain the lowest
level of vesicle aggregation. Low vesicle numbers coupled with high
concentrations of Doxorubicin in the medium favor non-aggregation of
vesicles after exposure to square pulse electroporation. Conversely, Figure
9B indicates that the square wave electric field strength has a minimal effect
on vesicle aggregation, regardless of the initial number of vesicles present

at the start of the electroporation process.
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Figure 4.2.9: Interaction graph between variables DOX and NEV, and NEV
and FE for the aggregation response following square wave pulse
electroporation.

A) Contribution of the initial Doxorubicin concentration (DOX) to the
percentage of vesicles smaller than 200 nm, B) contribution of the number

of small extracellular vesicles (NEV) on the percentage of vesicles smaller
than 200 nm.

To determine if the shape of the pulse, irrespective of its intensity, is
the main factor causing the reduced aggregation of vesicles, we examined
the size differences among vesicles smaller than 200 nm. We compared the
distribution of populations after each electroporation against a consistent

initial number of small EVs.
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1626  Figure 4.2.10: Size and distribution of small EV after square pulse electroporation.

1627 A) Size distribution of the vesicles after electroporation, measured by DLS. B) Percentage of vesicles
1628  smaller than (<) and higher than (>) than 200 nanometers. (*) p-value <0.05; (**) p-value <0.01; (***) p-
1629  value <0.005; (****) p-value <0.001; (ns), non-statistically significant differences.
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No differences were observed in EV size between the control and most of
the electrical field strength applying conditions after the square wave pulse
decay electroporation (Figure 4.2.10A). In contrast to what was observed
when an exponential decay pulse was applied, electroporation did not
significantly modify the distribution of the small initial EV population.
Even though particles bigger than 200 nm are still present in each of the
electroporated samples, they represent only a small fraction overall,
suggesting that the decay of the square wave pulse did not promote particle

aggregation (Figure 4.2.10B).
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Figure 4.2.11: Response surface plot 3D for Doxorubicin incorporation
response and small EV aggregation response.

Finally, Figure 4.2.11 shows the interaction of all contributing factors via a
3D surface plot for Doxorubicin incorporation and small EV aggregation, as

determined by RSM modeling. Each graphic delineates the relationship
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between the input variables (number of small extracellular vesicles - NEV,
and initial drug concentration - DOX) and the output variable (level of drug
incorporation - DOXin) under specific electrical field conditions (FE). In
the upper panel, the graphs display a curved surface that peaks at 350 V
when a high number of small EVs and high initial drug concentrations are
utilized, indicating that this combination correlates with the maximum level
of drug incorporation into the extracellular vesicles. Nevertheless, minor

differences in the DOXin response are observed at higher FE levels.

In the lower panels, the graphics showed a curved surface, indicating that
aggregation is induced at lower FE, thus reducing the percentage of
particles smaller than 200 nm when present in high numbers. This suggests
that when a high number of small EVs is initially present in the sample, the
applied FE must be sufficient to allow the formation of temporary pores in
all of them. Otherwise, the FE will merely perturb the membrane,

promoting vesicle aggregation.

When a higher electrical field strength is applied, the electroporation
response is reversed, indicating that a greater number of small EVs require
more energy for proper electroporation and pore formation. Under these

conditions, a significant drug concentration can be incorporated into the
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vesicles without inducing vesicle aggregation following exposure to square

wave electroporation, which occurs before drug incorporation.

4.2.5 Conclusions
In this study, we report findings on the differential encapsulation of
Doxorubicin following the application of exponential decay wave pulse and
square wave pulse electroporation. Our primary goal was optimizing small
EVs as cargo for efficient drug delivery. We utilized a Design of
Experiments (DoE) approach to gain comprehensive insights into the
process. By maintaining identical initial conditions for screening analysis,
we discerned variations in the factors and their interactions that govern the

drug's incorporation into the small EVs.

Although the concentration of Doxorubicin in the electroporation solution
was a critical factor in both models, our optimization studies revealed a
contrasting interplay when applying different wave pulses. During
exponential decay electroporation, a negative relationship was established
between the electrical field strength and the initial drug concentration.

However, a strong positive correlation was observed between Doxorubicin
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incorporation and the initial drug concentration in the medium. We also

found that lower electric fields enhance drug incorporation into the vesicles.

Our findings also corroborated previous reports indicating that
electroporation affects the structural integrity of vesicles. Evaluation of
vesicle size distribution showed a significant increase following
electroporation, potentially due to the formation of more temporary pores in
smaller vesicles at higher electrical field strengths. These results highlight
this effect's primary dependence on the pulse shape rather than the electrical

field strength.

In subsequent experiments involving square wave pulse electroporation, the
initial Doxorubicin concentration emerged as the most crucial factor
positively affecting the drug's incorporation into the vesicles. Interestingly,
only a small fraction of vesicles larger than 200 nm were observed in all
electrical field strength conditions, but these were significantly larger than

those observed in previous experiments.

The study findings underscore the potential of synthetic nanoparticle-based
Drug Delivery Systems (DDS) in resolving solubility issues with many

therapeutic drugs. However, several challenges, such as drug-release
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kinetics, nanoparticle-associated toxicity, and the DDS's ability to penetrate

the heterogeneous tumor environment, still need to be addressed.

In conclusion, our study has provided a deeper understanding of the factors
influencing drug incorporation into EVs during electroporation, shedding
light on the differential impact of exponential decay wave pulse and square
wave pulse electroporation on Doxorubicin encapsulation. Our findings
underscore the importance of optimizing electroporation parameters to
ensure efficient drug encapsulation and could guide the design of more
effective drug delivery strategies using small EVs. Future research should
focus on elucidating the precise mechanisms underlying the observed
changes in vesicle size and the effect of pulse shape on drug encapsulation,
aiming to improve the therapeutic potential of EVs as drug delivery

vehicles.
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CONCLUSION GENERAL

Las vesiculas extracelulares (VEs) han despertado un gran interés en la
comunidad biomédica debido a su papel fundamental como un mecanismo
alternativo de comunicacion entre células. Estas estructuras tienen la
capacidad de transportar una gran variedad de moléculas bioldgicas, como
proteinas, ARN, lipidos y metabolitos. Son liberadas por todas las células
del organismo hacia el medio extracelular y viajan por el torrente sanguineo

hasta su célula blanco, donde ejercen su funcion.

Aunque las VEs muestran una alta heterogeneidad en cuanto a su origen y
tamano, se ha prestado una atencion especial a las VEs de tamano pequefio,
que tienen un didmetro menor a los 200 nm, y que incluye a los exosomas y
las microvesiculas. Estas VEs tienen un papel importante en la
comunicacion célula a célula, participando activamente en la regulacion del
sistema inmunoldgico, el desarrollo embrionario y la respuesta a lesiones.
Esto las convierte en potenciales biomarcadores, ttiles para el diagndstico y

prondstico de diversas enfermedades.

Uno de los aspectos mas destacados de las VEs pequeiias es, sin duda, su

baja inmunogenicidad y la posibilidad de ser manipuladas de manera
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exdgena. Esta caracteristica, sumada a su capacidad de transporte y
almacenamiento, ha llevado a que se les considere como prometedores
vehiculos para la entrega de un gran niumero de moléculas, como material
genético, proteinas o sustancias con potencial terapéutico a células o tejidos
especificos en el organismo, con importantes implicancias en el campo de la

terapia génica y celular.

Sin embargo, el aislamiento de VEs a partir de cualquier fluido biologico
representa un desafio considerable. Los estudios muestran que separarlas de
las proteinas y particulas lipidicas del medio que las rodea, es una tarea
compleja. Dada la falta de métodos normalizados para este propdsito, se
abre la oportunidad valiosa para el estudio y desarrollo de métodos
innovadores que puedan tener un impacto significativo en el campo y

propiciar avances substanciales.

Durante este trabajo doctoral, se llevd a cabo la implementacion y
optimizaciéon de un método de aislamiento de VEs pequefias utilizando
UF/SEC. La elecciébn de esta combinacion se basé principalmente en
técnicas de aislamiento suave de las VEs, lo que finalmente arrojo
resultados satisfactorios. Después de llevar a cabo la optimizacidn, fue

posible obtener un volumen de 800 puL. de una poblacion rica en VEs con
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tamafos comprendidos principalmente en el rango entre 30-150 nm,
provenientes de diferentes fluidos bioldgicos como medio de cultivo
celular, plasma, orina y saliva. Las VEs recuperadas de estas muestras, han
mantenido la morfologia clasica en forma de copa de la vesicula al ser
visualizadas a través del TEM, indicando la preservacion, al menos a priori,

de una membrana casi intacta.

Ademas, las VEs aisladas de las muestras de medio de cultivo y sangre
periférica, exhibieron los marcadores clasicos de exosomas como TSG-101,
Alix, CD9, CD81 y CD63 lo que sugiere la presencia de VEs pequenas de
origen endosomal en los concentrados. Es importante destacar que, gracias
a la optimizacion de esta metodologia de aislamiento, nuestro estudio
representa uno de los primeros trabajos que logra obtener exitosamente VEs
pequefias utilizando la metodologia SEC, no s6lo con un bajo grado
contaminacion proteica, sino ademas con niveles casi ausentes de moléculas

de HDL-colesterol, LDL-colesterol, quilomicrones y albumina.

El aislamiento de VEs <200 nm a partir de plasma se ve dificultado por la
viscosidad y densidad del plasma, asi como por la similitud que presentan
algunas lipoproteinas en términos de didmetro y densidad con estas VEs.

Varios reportes demuestran que el aislamiento de vesiculas mediante dUC
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da como resultado el co-aislamiento de lipoproteinas de alta densidad

(HDL) (Redgrave et al., 1975; Vickers et al., 2011).

Este hecho ha sido quizas el motor mas fuerte para la busqueda de nuevas
estrategias de separacion. Los primeros estudios que buscaron aislar VEs
por cromatografia SEC se remontan a los ensayos reportados por Taylor y
colaboradores asilando porciones vesiculares de la membrana plasmatica de
sangre periférica de mujeres diagnosticadas con cancer de ovario utilizando
columnas comerciales Bio-Gel A5S0m (1.5 x 45 cm). Sin embargo, en
trabajos posteriores recomendaron el uso de agentes precipitantes para

obtener una mejor calidad en la separacion (Taylor et al., 2011).

La primera evidencia de columnas SEC preparadas in-house se atribuye al
grupo de Boing y colaboradores. En sus trabajos reportan el uso de
columnas de 10 mL rellenas con resina CL-2B, para recuperar VEs desde el
sobrenadante de un concentrado libre de plaquetas. Si bien la columna
demostr6 ser capaz de aislar VEs derivadas de fluidos bioldgicos en tan solo
un paso, también se observé la presencia de moléculas de HDL-colesterol
dentro de algunas fracciones (Boing et al., 2014). En otro trabajo, se evalu6
el comportamiento de tres columnas SEC diferentes (Sephacryl S-400,

Sepharose 4B, Sepharose CL-2B) para comparar la eficacia de la separacion
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de las VE del plasma sanguineo con multiples rondas de UC. Los resultados
mostraron que la Sephacryl S-400 y la Sepharose 4B, pero no la Sepharose
CL-2B, separaban eficazmente las VE de la albimina (Baranyai et al.,

2015).

Recientemente, Kuypers y colaboradores lograron aislar VEs <200nm
procedentes de sangre periférica mediante el uso de la resina Sepharose CL-
2B. Sin embargo, en estas fracciones también reportan la presencia de Apo-
A1l (apolipoproteina asociada al HDL-colesterol), la cual s6lo pudo ser

removida luego de aplicar dUC (Kuypers et al., 2021) .

En nuestra practica, las muestras fueron sometidas a 3 procesos
consecutivos de centrifugacion y posteriormente, filtradas a través de un
filtro de 220 nm. Tras la concentracion de las muestras mas diluidas, se
cargaron 500 pL de la muestra en la columna G200/40. Los primeros 1,6 ml
del eluido, fueron descartados, seguido de la recoleccion de 0,8 ml, que es
en donde se concentran las fracciones ricas en VEs pequeias y con baja

contaminacion proteica y libres de HDL-colesterol.

Se ha descrito que otras técnicas de separacion como la UC requieren

tiempos superiores a las 4 horas de centrifugacion a velocidades cercanas a
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los 120.000 xg, lo que induciria cambios en la morfologia de las VEs. Para
evitar el dafio sobre la membrana, la dUC emplea velocidades menores,
pero requiere sobre 16 horas de centrifugacion. Las separacion por
columnas de inmuno-afinidad, que se destaca como una de las estrategias
con mayor especificidad para el aislamiento de subpoblaciones de VEs,
pero el proceso completo toma entre 4 y 20 horas en conseguir una
separacion con alto grado de pureza, mientras que la precipitacion con
polimeros es la técnica que requiere de menos tiempo (entre 1 a 8 horas),
pero existe el riesgo de dejar residuos poliméricos potencialmente toxicos e

inmunogénicos (Chen et al., 2022).

La metodologia propuesta nos permitido obtener de forma rapida y sencilla
VEs pequefias no tan solo a partir de medio de cultivo celular y plasma,
sino también desde muestras de orina y saliva en tan s6lo 30 minutos desde
la elusion y con un alto grado de pureza. Los tiempos adicionales que sean
necesarios emplear dependerdn exclusivamente del pre-procesamiento de
las muestras en lo que respecta al volumen que sea necesario filtrar o

concentrar, como ocurre en el caso de las muestras de orina.
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El siguiente objetivo de este trabajo tuvo por objetivo optimizar la
incorporaciéon de DOX en vesiculas extracelulares pequefias purificadas
desde sangre periférica aplicando una estrategia post-carga. Para ello, se
evaluaron los factores que influyen en la carga de DOX mediante
electroporacion. Se realizo un analisis independiente de dos tipos de pulso:
Exponencial y de forma Cuadrada. Ambos pulsos fueron evaluados en
términos de su impacto en la respuesta del sistema, permitiendo asi una

comparacion exhaustiva de sus efectos individuales.

Se aplicd una estrategia basada en el Disefio de Experimentos, el cual
permite en un nimero limitado de experimentos establecer las condiciones
optimas de carga y determinar las relaciones entre variables, de manera

eficiente y sistematica.

En este estudio, se logrd establecer la factibilidad para determinar la
presencia directa de DOX en VEs post-electroporadas mediante la
utilizacion de la técnica de Fluorimetria. Concretamente, una vez que las
VEs fueron sometidas al campo eléctrico y cargadas con DOX, estas fueron
lavadas y concentradas en tubos 10 kDa Amicon. Esta estrategia, presentada
inicialmente por Toffoli, Schindler y Gomari (Gomari et al., 2019;

Schindler et al., 2019; Toffoli et al., 2015), permite la lectura de la DOX
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encapsulada midiendo su intensidad de Fluorescencia a 595 nm (excitacion
a 480 nm) de una manera rdpida y especifica directamente en el

concentrado.

A pesar de que existen alternativas que podrian proporcionar una
cuantificacion mdas precisa y reproducible de la DOX, como la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) o la citometria de flujo, es
imperativo tener en consideracion que la preparacion de las muestras
utilizando estos métodos puede resultar en una prolongada duracion del
proceso, lo cual favoreceria la degradacion de la molécula de interés. No
obstante, es importante destacar que, incluso utilizando estas estrategias de
manera Optima, no se lograria discernir de manera concluyente entre el
material de DOX contenido en el interior de las VEs y el que esta unido a su
superficie. Por esta razén, la Fluorimetria se establece como una opcién

viable y expedita para la deteccion de DOX en VEs tras la electroporacion.

Los resultados de este estudio revelan que la electroporacion puede ser un
método sumamente eficiente para introducir la DOX en las VEs pequenas
aisladas desde plasma, una vez que se optimiza el numero de VE pequeiias
(NEV), la concentracion de farmaco (DOX) y la intensidad del campo

eléctrico (FE) como condiciones iniciales.
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Ademas, este trabajo buscé minimizar la agregacion de las vesiculas dada
por la electroporacion. Se pudo observar que la agregacion de las VEs tiene
una estrecha relacion con el tipo de pulso al cual son expuestas. En este
sentido, las VEs pequeias electroporadas con un pulso del tipo de onda
cuadrada, exhiben una menor nivel de agregacion, incluso a potenciales mas

altos, que aquellas VEs tratadas con el pulso de decaimiento exponencial.

Este estudio representa uno de los primeros intentos de comparar de manera
independiente la carga de esta droga favorecida por la electroporacion en
VEs aplicando estos dos tipos de pulso. En este analisis se evalud de
manera simultdnea tanto la incorporacion como el nivel de agregacion de
las vesiculas, lo que aporta una comprension mas completa de los efectos de
los diferentes pulsos en el proceso de carga de las VEs. Sin embargo, en
este trabajo aun faltan por incorporar los estudios funcionales de las VEs
cargadas con DOX, ya sea sobre lineas celulares o modelos derivados de
xenoinjertos. No obstante, experimentos llevados a cabo con dexosomas
(exosomas derivados de células dendriticas inmaduras) y cargados con
DOX, demostraron tener un efecto citotdxico mas potente sobre una linea
celular de cancer de pulmén humano, que las dosis de DOX administradas

en forma libre (Mutlu et al., 2020). Del mismo modo, Lennaard y
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2106

colaboradores, utilizando VEs cargadas con DOX por electroporacion,
demostraron una diminucion de la viabilidad casi a la mitad en células

B16F10, en comparacion con la droga libre (Lennaard et al., 2021).

En este contexto, las VEs han surgido como sistemas altamente eficaces
para el transporte de moléculas de interés, lo que acentia la relevancia de
emplear estrategias basadas en el DoE. La aplicacion de esta estrategia para
lograr la carga efectiva y eficiente de moléculas en VEs conlleva la
meticulosa identificacion de variables criticas, tales como la concentracidon
y solubilidad de las moléculas, el tamafio y concentracion de las VEs, asi
como los tiempos y condiciones de exposicion, entre una serie de

parametros adicionales que potencialmente influyen en el proceso de carga.

Mediante la cuidadosa manipulacién controlada de estas variables, es
posible discernir su impacto en la eficiencia de carga de las VEs. Esta
aproximacion no solo permite la optimizacion de la estrategia de carga en si
misma, sino también brinda un valioso conjunto de datos relacionados con
el proceso de carga, lo que enriquece significativamente nuestra

comprension de las interacciones entre las moléculas de interés y las VEs.
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Por este motivo, este estudio no solo se centra en la estrategia de carga en
si, sino que también busca que en futuras investigaciones se consideren
otros posibles factores, asi como también el conjunto de posibles
interacciones que puedan influir en el proceso, tal como ya se ha planteado

en el desarrollo de nuevas nanoformulaciones en la industria farmacéutica.

Finalmente, respondiendo a la hipdtesis planteada en esta tesis doctoral, es

posible destacar que:

e La optimizacion de una metodologia analitica basadas en el
aislamiento suave de las VEs, utilizando UF acoplada a SEC,
permitio la recuperacion de VEs pequefias menores a 200 nm no sélo
desde sangre periférica, sino también de muestras provenientes del
medio cultivo celular, orina y saliva, sin afectar la morfologia de las
VEs aisladas.

e Cuando se compararon dos resinas con diferente tamano de particula,
aquella de menor tamano presentd una mayor eficacia en Ia
purificacion de VE pequefias, evaluado como la razon entre el

numero de vesiculas y la concentracion de proteinas en cada fraccion.
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La eleccion de las fracciones que formaran parte del pool final, rico
en VE pequeiias, requiere de un compromiso entre obtener un pool
con un mayor numero de VEs o con un mayor grado de pureza. La
eleccion de cualquiera de ambos dependera del objetivo de la
purificacion, condicion que debe ser establecida al inicio de la
separacion. Ante cualquiera de los dos compromisos, nuestra
metodologia de aislamiento optimizada seria capaz de responder de
manera satisfactoria.

Ambas metodologias, UF y SEC, pueden ser implementadas en un
laboratorio de baja complejidad, ya que son de facil manipulacion y
alta reproducibilidad, lo que facilita su adopcién en entornos de
investigacion y analisis clinicos, promoviendo asi una amplia
accesibilidad a estas valiosas técnicas.

La electroporaciéon fue un método efectivo para la carga de
Doxorrubicina en VEs aisladas desde sangre periférica, ya que
minimiza la perturbacion de componentes sensibles en la membrana.
Mas atn, la eficacia de la electroporacion puede optimizarse

ajustando las caracteristicas del pulso eléctrico, mejorando asi la

200
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2219 ANEXOS

2220 4.2 Supplementary Figures
2221  Comparative study of size exclusion chromatography for isolation of small
2222 extracellular vesicle from cell-conditioned media, plasma, urine, and saliva.
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2223
2224  Supplementary Figure 4.2.12: Analysis of some major protein
2225 contaminants on EVs plasma fractions.

2226 A) Coomasie blue staining for the Albumin detection in the G200/40
2227  fractions. The red box indicates the migration zone for 67 kDa proteins. B)
2228 For the Western blot analysis, fifty microliters of the non-lysed collected
2229  fraction were loaded into 6% SDS-PAGE gel. The upper signal corresponds
2230 to ApoB-100 (513 kDa) and the lower signal to ApoB-48, 210 kD in the
2231 plasma sample. MW: molecular weight ladder; Plasma sample was diluted
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2232
2233
2234

2235
2236

2237

1:5 and used as positive control; PLFT: filtrated plasma sample (dilution
1:100 and 1:1000 in A, and 1:2 in C); F1-F14, 200 pl fractions collected

from G200/40 column from plasma sample.

207



