Universidad de la Republica - CSIC

Formulario de Informe final del Programa de Apoyo

a la Investigacion Estudiantil
Edicion 2014

DATOS DEL PROYECTO

Titulo del Proyecto: Investigacion y desarrollo de un inmunosensor para el
aislamiento y cuantificaciéon de exosomas en sobrenadante de cultivos celulares.

e NUmero ID del proyecto: ID 68

o Area de conocimiento: Biotecnologia

¢ Facultad o Servicio: Unidad de Bioquimica Analitica, Centro de Investigaciones
Nucleares, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica

e Nombre completo de los-as Integrantes del equipo:
-Maria Ximena Doldan Cabreira

-Pablo Martin Fagundez Ferron

-Romina Mazzuco Ortiz

e Correo electronico del/de la estudiante referente: pablymff@gmail.com

¢ Nombre completo del/de la docente orientador-a: Juan Pablo Tosar Rovira

e Correo electrénico del/de la docente orientador-a: jptosar@pasteur.edu.uy



mailto:pablymff@gmail.com

INFORME FINAL

1. Transcribalos objetivos del proyecto tal cual figuraban en la solicitud financiada

El objetivo general es desarrollar un inmunosensor de base electroquimica para la purificacién y
cuantificacion de exosomas en cultivos celulares.

Los objetivos especificos son:

-Construccién del biosensor que implica la inmovilizacion de anticuerpos sobre la superficie de
los electrodos modificados.

-Optimizacion del biosensor como instrumento de purificacion: puesta a punto de las condiciones
de incubacién para una eficiente captura de exosomas.

-Optimizacion del sistema de deteccién electroquimico

2. Enumere y describa las principales actividades desarrolladas en el marco de su proyec-
to.

2.1 Construccion del Biosensor:

I.  Modificacion de la superficie del electrodo de trabajo mediante la formacién de una mono-
capa autoensablada (SAMs)

Se utilizaron los electrodos adquiridos en Dropsens, en los cuales se modificé la superficie del
electrodo de trabajo mediante una monocapa autoensamblada (SAM) de acido mercaptounde-
canoico (MUA). La verificacion de la inmovilizacion se realiz6 mediante voltamperometria ciclica
(VC) empleando la cumpla aniénica Fe(CN)*/Fe(CN)s*, analizando los picos de oxida-
cion/reduccién de la misma sobre la superficie de los electrodos. Se realizé VC tanto en electro-
dos modificados con MUA y sin MUA. También se evalud la modificacion mediante la inmoviliza-
cién de anticuerpos anti-lgG conjugados a peroxidasa de rabano (HRP) en la superficie del elec-
trodo modificado con la matriz autoensablada. Los anticuerpos se inmovilizaron covalentemente
a la SAM a través de sus residuos basicos (tipicamente lisina), formando un enlace amida con el
extremo carboxilico de la SAM; cabe aclarar que esta union covalente es una de las ventajas del
método de inmovilizacion. Luego mediante la adicién de solucién de 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina-
peréxido (TMB-H20), se gener6é enzimaticamente el producto coloreado TMB-Oxidado y se re-
gistré la corriente de reduccion de dicho producto.

II.  Inmovilizacién de Anticuerpos anti-CD9 y anti-TSG101 para la captura de exosomas.

Los exosomas presentan en su superficie proteinas especificas como por ejemplo CD9, por lo tanto se
inmovilizaron anticuerpos monoclonales anti-CD9 en la superficie modificada del electrodo de trabajo
(MUA-CD9) y como control negativo se utilizé anti-TSG101 (proteina intraluminal de los exosomas, y no
expuesta en su superficie). Se estudié la concentracion de anticuerpos a utilizar mediante el agregado de
un anticuerpo secundario (anti-lgG ratén) conjugado a peroxidasa de rabano (HRP), registrando la

corriente de reduccion del TMB-oxidado (producto generado por el agregado de TMB-H-05).

[ll.  Bloqueo de la superficie del electrodo y/o SAM para evitar la unién inespecifica de exosomas.

Se utilizé el agregado del agente bloqueante PBS-BSA, en este punto también se evalué la concentraciéon
del agente bloqueante a utilizar asi como los tiempos y la temperatura de incubacién. En todos los casos,
se monitoreo el efecto producido por el agente bloqueante sobre la sefial de reduccién del TMB oxidado,
segun el método antes descrito. Se utiliz6 como control negativo electrodos sin agente bloqueante y
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electrodos que fueron bloqueados previamente a la inmovilizacién del anticuerpo (no observandose
sefal, tal como era de esperar).

2.2 Optimizacion de la captura de los exosomas y puesta a punto los métodos electroquimicos
utilizados para la deteccién.

Se obtuvieron muestras de exosomas, debidamente purificados de medio condicionado de la linea
celular de cancer de mama MCF-7. La obtencion y caracterizacion de estas muestras fue realizada por
el docente orientador, y en colaboracion con el Laboratorio de Gendmica Funcional del Instituto Pasteur
de Montevideo. En primer lugar se incubd una muestra de exosomas sobre electrodos serigrafiados de
oro modificados con MUA/anti-CD9 y se buscé la concentracion éptima de anticuerpos que maximice la
unién, evidenciado mediante el agregado de un anticuerpo secundario anti-IlgG raton conjugado a HRP, y
registrando la corriente de reduccién del producto oxidado producido por el agregado de TMB.
Paralelamente, los ensayos se realizaron con muestras de microvesiculas y MUA/anti-TSG101 a modo
de control negativo. Para evaluar el pegado de exosomas se empled la siguiente estrategia
experimental:

Método "signal off" (desparicion de sefal):

Esta estrategia consisti6 en inmovilizar anticuerpos monoclonales murinos anti-CD9, y someter los
electrodos a las muestras de exosomas. Posteriormente se agregaron anticuerpos secundarios anti-lgG
de ratén, conjugados a HRP. Se observé que a mayor concentracion de exosomas, el pegado del
anticuerpo secundario disminuia, con la consecuente disminucion en la sefial de reduccion del TMB
oxidado. Se evidencié una relacion logaritmica entre la concentracion de exosomas y la sefial analitica
obtenida.

2.3 Utilizacién de métodos no electroquimicos.

Se verific6 por microscopia electronica de barrido (SEM) el pegado de los exosomas sobre los
electrodos modificados con MUA/anti-CD9, como método independiente (no electroquimico) para
evidenciar el pegado y evaluar su especificidad.

3. Indique si se han efectuado todas las etapas planteadas en el cronograma de ejecuciéon
del proyecto. En caso de que su cronograma haya sufrido alteraciones o no se haya podido
cumplir con todas las etapas definidas en el cronograma, aclare los motivos de tal situacion.

Se cumplieron la mayoria de las etapas propuestas, menos el analisis por espectroscopia de impe-
dancia electroquimica (EIS) ya que no se pudo encontrar los parAmetros que se ajusten a nuestras
condiciones experimentales. De todos modos, cabe sefialar que la metodologia estudiada y desa-
rrollada tiene un enorme potencial, pues se trata de una técnica amperomeétrica, y por consiguiente,
altamente compatible con procesos de miniaturizacion y automatizacion para los futuros prototipos.

4. Indigue los principales resultados obtenidos. Aclare hasta gué punto coinciden - 0 no —
con los resultados esperados por parte del equipo.

Se logré modificar con éxito la superficie del electrodo de trabajo mediante una monocapa-
autoensamblada. La verificacion se realiz6 mediante VC de la cupla ferrofferri, observando la
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disminucion de las corrientes de oxidacién/reduccion debido a la repulsion electroestatica de la
cupla ferrof/ferri originada por el carboxilato expuesto de la SAM, y mediante la inmovilizacion de
anticuerpos anti-lgG/HRP, midiendo la corriente de reduccion del TMB-Oxidado. Se observo
qgue a mayor concentracion de MUA hay mas anticuerpos inmovilizados, pero a su vez, se
obtuvo una curva de saturacién. Se definié por tanto la concentracién éptima de MUA (100mM),
la cual fue utlizada en los subsecuentes ensayos. También se comprob6é que las
inmovilizaciones de los anticuerpos sobre el electrodo modificado fueron exitosas.

Luego se procedié a analizar el bloqueo del electrodo, a efectos de minimizar la sefial
inespecifica. Esto se analiz6 mediante la inmovilizacién del anticuerpo anti-lgG/HRP con
diferentes concentraciones de PBS-BSA. También se evalué el efecto de la temperatura. Se
determind la concentracién de PBS-BSA 6ptima, la cual permite bloquear la superficie pero a su
vez recuperar la sefal (3%).

También se logré optimizar la concentracion Optima de anticuerpos a inmovilizar sobre la
superficie del electrodo, obteniéndose una tipica curva de saturacion (luego de una determinada
concentraciébn de anticuerpos ya nho aumentaba el nimero de anticuerpos inmovilizados,
presumiblemente debido al agotamiento de los lugares disponibles en el MUA y a efectos
estéricos provocados por los anticuerpos ya pegados). También se optimizé el método de
deteccion aplicable en el futuro para la deteccion de exosomas ("signal off").

Por ultimo, la captura de exosomas también pudo ser observada mediante SEM ya que los
exosomas presentan un tamafio de 100nm, discriminAndose de otras vesiculas
extracelulares de mayor tamafio. Esto permitié obtener una comprobacién independiente de
que efectivamente los exosomas se estan inmovilizando con éxito sobre la superficie del
sensor.

Los resultados obtenidos fueron los esperados por parte del equipo, cumpliendo tanto el
objetivo general como los especificos planteados. Se concluye que se obtuvo un
inmunosensor capaz de cuantificar exosomas proveniente de medio condicionado,
discriminandolos adecuadamente de otros tipos de vesiculas extracelulares. Estos resultados
sirven de base para futuros estudios en muestras biologicas reales, y la posterior
implementacion de los métodos aqui desarrollados en un prototipo de biosensor aplicable en
ensayos descentralizados.

5. Indigue si los resultados parciales o finales del proyecto fueron difundidos a través de
alguna actividad (charlas, seminarios, talleres, prensa, edicién de materiales impresos,

etc.)

Se divulgé los resultados obtenidos ante la comunidad cientifica local en las 9as Jornadas de la
Sociedad de Bioquimica y Biologia Molecular (SBBM), llevada a cabo los dias 15 y 16 de
Octubre del 2015 en formato poster. Cabe destacar que dicho poster fue premiado (premio
INIA).

6. En caso de haber enfrentado dificultades en el desarrollo del proyecto de investigacion,
realice una breve descripcion de las mismas.

Realizar este proyecto de investigacion siempre fue un desafio, puesto que no hay aun otros
grupos de investigacion que realicen inmunosensores para exosomas especificamente, por lo
tanto la bibliografia es escasa. De igual forma, debido a la amplia experiencia que se posee en
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la Unidad de Bioguimica Analitica sobre el tema de los biosensores, pudimos sortear las
dificultades gue se nos presentaron en el camino, obteniendo buenos resultados finales.

7. En base a su experiencia de trabajo en equipo en el marco de este Programa, le
solicitamos que realice sugerencias 0 _comentarios para ser tomados en cuenta en
futuras ediciones del mismo.

Nuestros comentarios es de agradecimiento ya que pudimos tener un primer contacto como
estudiantes a una investigacion real, en la cual, ademas de profundizar nuestros estudios nos
ayudo a trabajar en equipo como a enfrentarnos y resolver los problemas cotidianos que se le
presentan a un investigador.



8. Resumen publicable:

INMUNOSENSOR PARA EL AISLAMIENTO DE EXOSOMAS EN SOBRENADANTE DE
CULTIVOS CELULARES.

Los exosomas son vesiculas extracelulares de aproximadamente 100nm secretadas por la
mayoria de las células y especialmente por las células tumorales. Estas vesiculas pueden
ser internalizadas por otros tipos celulares, por lo que juegan importantes roles en la
comunicacion intercelular. Mas alla de su rol biolégico, los exosomas transportan por el
torrente sanguineo un muestreo del contenido de proteinas y ARNs expresados por sus
células parentales. De aqui que exista gran interés en disponer de métodos rapidos y
eficientes para la captacion y andlisis de exosomas tumorales circulantes, por su promisorio
uso como biomarcadores no invasivos. Sin embargo, las tecnologias actuales para el
aislamiento y cuantificacion son laboriosas y/o costosas. Por esto nuestro objetivo es el
desarrollo de un inmunosensor de base electroquimica que permita la purificaciéon y
cuantificacion de exosomas de una forma rapida y compatible con la automatizacion. Por
medio de la formacion de una monocapa auto-ensamblada de acido mercaptoundecanoico
sobre electrodos serigrafiados de oro, hemos inmovilizado anticuerpos anti-CD9 sobre la
superficie del biosensor, logrando una plataforma de anclaje para los exosomas. Luego de
optimizar las condiciones de inmovilizacion, hemos procedido a evaluar el pegado de
exosomas purificados de medio condicionado de la linea celular de cancer de mama MCF-7.
Al aumentar la cantidad de exosomas retenidos en la superficie del biosensor, disminuye
proporcionalmente la corriente originada por la reduccion electroquimica del sustrato TMB,
previamente oxidado por la enzima peroxidasa funcionalizada a anticuerpos anti-IgG
agregados junto a la muestra. Se logra asi la obtencion de un dispositivo capaz de cuantificar
exosomas, discriminandolos adecuadamente de otros tipos de vesiculas extracelulares.
Estos estudios sirven de base para el desarrollo de un prototipo de biosensor portétil, capaz
de detectar exosomas en muestras biolégicas tales como sangre y orina.

Integrantes de equipo: Ximena Doldan, Pablo Fagundez, Romina Mazzuco.
Orientador: Mag. Juan Pablo Tosar

Unidad de Bioquimica Analitica, Centro de Investigaciones Nucleares (Facultad de Ciencias-
UdelaR)



9. En la siguiente tabla ingrese la informacién solicitada en relacion a los equipos y la
bibliografia adquiridos con fondos del PAIE. Recuerde que debe entregar todos los items
adquiridos en los dos rubros antes mencionados, para que éstos formen parte del acervo de su
institucion y puedan ser utilizados por equipos financiados en posteriores ediciones de este
programa.

EQUIPOS

cantidad item - descripcion

No se obtuvieron equipos

BIBLIOGRAFIA

cantidad autor(es), titulo, editorial, afio

No se obtuvo bibliografia




Desde el 1/12/2015 y hasta el 15/12/2015 se debera entregar a los Ayudantes [+D de los
Servicios lo siguiente:

o Equipos y bibliografia adquiridos con fondos del PAIE (declarados en la lista conformada
en el item 8 de este documento)

Se solicita al docente orientador que brinde una opinién general acerca del desempeiio de
su equipo de estudiantes durante el transcurso de la investigacion y que evalle en forma breve
los resultados expuestos a través de este informe y el contenido de su resumen publicable.
(méx 200 palabras)

Comentarios del docente orientador:

Creo que el desempefio del equipo estudiantil fue 6ptimo. Como bien lo explican en su informe,
no fueron pocas las veces que se enfrentaron a escollos y problemas (que son inherentes a las
tareas de investigacién), pero con trabajo, esmero y reflexién los distintos problemas se fueron
solucionando, obteniéndose al final resultados muy interesantes, reproducibles, y con un enorme
potencial. Se desarrollaron dos métodos reproducibles para la deteccion de exosomas, con la
capacidad de discriminar otros tipos de vesiculas extracelulares que muchas veces ocasionan
interferencias. Con un sistema de deteccion amperométrica, los resultados obtenidos son
compatibles con el disefio futuro de un dispositivo analitico portatil y automatizable.

Este trabajo ha dado pie a una presentacion en un congreso nacional (en formato poster, que fue
premiado), e implicara parte de la tesina de graduacién de uno de los miembros del equipo
estudiantil. Realizando algunos pocos ensayos complementarios que estan faltando, se espera
tener pronto para principios de 2016 un manuscrito a ser enviado a una revista cientifica
arbitrada.

En resumen, estoy de acuerdo en todos sus términos con el informe presentado, y con el
resumen publicable.

FIRMA DEL DOCENTE ORIENTADOR



