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El grupo de Nanoparticulas, membranas y bioanalisis
(NanoBioMem) de la Universidad de Oviedo, liderado por
la Dra. M2 Carmen Blanco Lépez, estd compuesto por
miembros de diferentes departamentos (Quimica Fisica
y Analitica e Ingenieria Quimica y Tecnologia del Medio
Ambiente).

En el campo de la Quimica Analitica, el grupo se centra en
el desarrollo de inmunoensayos de flujo lateral (LFIA, por
sus siglas en inglés). El objetivo de esta linea de
investigacion es dar respuesta y solucién a problemas
analiticos en diferentes campos de aplicacién con el uso
de herramientas de analisis que permita obtener
resultados descentralizado cuasi-inmediato con un
procedimiento sencillo. Para mejora de la sensibilidad se
utilizan nanoparticulas y composites, y se estudia su
acoplamiento a diferentes transductores. Las Dras.
Gemma Gutiérrez y Maria Matos, por su parte, son
expertas en emulsiones y nanovesiculas, como
plataformas para la sintesis de nanoparticulas,
formulaciéon de alimentos funcionales y liberacion
controlada de faArmacos y biocompuestos en general.

INMUNOENSAYOS DE FLUJO LATERAL

Tras los brotes infecciosos, crisis de seguridad
alimentaria y necesidades de control medioambiental de
las altimas décadas, la sociedad demanda sistemas de
bio-deteccién rapidos. Las técnicas comunmente mas
utilizadas y consolidadas para la deteccién y
cuantificacion de biomoléculas presentan ciertas
limitaciones, como son su elevado coste, personal
especificamente  cualificado para manejo de
instrumentacién compleja y, particularmente en
situaciones de crisis, son lentas. Con el objetivo de
superar este tipo de limitaciones y atender a la demanda
creciente de analisis rapidos y simples, una linea de este
grupo de investigacion se centra en el desarrollo de LFIA
que permiten obtener informacion rapida en el punto de
aplicacién para facilitar decisiones inmediatas. Una
caracteristica principal de este tipo de herramientas es
su simplicidad de manejo, que facilita su utilizacién en un
entorno descentralizado, sin la necesidad de acudir a un
laboratorio para realizar la prueba.

El LFIA integra las técnicas de cromatografia e
inmunoensayos en una simple membrana de
nitrocelulosa. El elemento fundamental es la membrana
que se trata quimicamente de manera que se favorezca el
flujo capilar de la muestra liquida. Para controlar y
facilitar el flujo, el test se completa con varias
almohadillas. En la direccién transversal a la tira se

inmovilizan (como minimo) dos lineas de agentes de
reconocimiento (por ejemplo, anticuerpos o 4acidos
nucleicos) conocidas como linea de test y control (LT y
LC). La linea de test reconoce especificamente el analito
de interés y la de control es utilizada para validar el test.
En la Figura 1 se muestra un ejemplo de este tipo de
ensayos. Se pueden disefar tanto en formato sandwich
como competitivo.
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Figura 1. Esquema de un test inmunocromatografico
(Lateral Flow Immunoassay, LFIA).

La sefial de color se suele obtener mediante la
bioconjugaciéon del reactivo de detecciébn a
nanoparticulas de oro o latex. El grupo explora otras
nanoparticulas y/o nanovesiculas como marcas de
deteccion, con el objetivo mejorar la sensibilidad de estos
ensayos y acoplar transductores. Asi se han investigado
las siguientes estrategias: (a) deposicion catalitica de
iones plata sobre nanoparticulas de oro para mejora de
la seifial visual [1], (b)Juso de nanoparticulas core-shell
Au@Ag para la cuantificiacibn de la sefial por
espectroscopia Raman, en colaboraciéon con los Dres.
Pastoriza y Pérez-Juste de la Universidad de Vigo y el
grupo del profesor D. Graham de la Universidad de
Strathclyde, Glasgow [2] (c) uso de nanoparticulas
superparamagnéticas que permiten la cuantificacion de
la sefial en los inmunoensayos de flujo lateral mediante
un sensor inductivo desarrollado por los Dres. Rivas y
Martinez, del Departamento de Fisica de la Universidad
de Oviedo [3] y (d) encapsulacién de nanoparticulas
superparamagnéticas en liposomas para amplificar la
sefial [4].

En los ultimos afios la investigaciéon del grupo se ha
centrado en la deteccion de analitos en diferentes
campos de aplicacién como son la seguridad alimentaria
(determinacién de histamina), y en el campo
biosanitario, donde hemos sido pioneros en la
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cuantificacion de vesiculas extracelulares con

dispositivos de punto de atencién.

TEST PARA DETERMINACION DE HISTAMINA

La histamina es una amina biégena (AB) producida por
descarboxilacion de aminoacidos, muy relacionada con
intoxicaciones e intolerancias. Existe ademas una
poblaciéon de individuos con una susceptibilidad especial
en los que una cantidad mucho mas baja de histamina
puede provocar efectos alergénicos. Por estos motivos, el
control de los niveles de histamina en alimentacién es
procedimiento imprescindible. La histamina se produce
de forma natural en alimentos fermentados.
Actualmente, no existe legislacion que regule los niveles
de histamina en vino, pero si en pescado, donde la
presencia de histamina indica descomposicién. Varios
paises europeos han establecido unos limites
recomendables para la exportaciéon e importaciéon de
vinos con el objetivo, por una parte, garantizar la
seguridad alimentaria de esta bebida, asi como asegurar
su calidad puesto que la presencia de histamina y otras
ABs puede contribuir a cambios en las propiedades
organolépticas del vino. La produccién de la histamina
tiene lugar en diferentes puntos durante el proceso de
fabricacion del vino, e influyen ademas factores como las
condiciones de almacenamiento (temperatura y pH), la
calidad de la materia prima y la existencia de
contaminantes durante el proceso.

Se han descrito diferentes técnicas para la deteccién y
cuantificacion de histamina, tanto cromatograficas como
no cromatograficas, pero todas ellas son muy sofisticadas
para implementar en bodegas pequenas, donde se
requiere realizar analisis para el control y calidad de los
vinos durante su fabricacién y tomar decisiones in-situ, y
carecen de recursos para instalar un laboratorio y
emplear personal cualificado. De forma andloga, en
ocasiones las personas con especial sensibilidad a la
histamina les gustaria tener control sobre el vino que
desean tomar, y poder analizar los contenidos de
histamina para garantizar su seguridad. En estos casos
concretos, las técnicas disponibles en el mercado no son
apropiadas para bodegas pequefias ni para
consumidores de vino.

Con el fin de dar respuesta esta demanda, en este grupo
de investigacion se ha desarrollado un inmunoensayo de
flujo lateral para la detecciéon y cuantificacion de
histamina en vinos tintos que cumple estos requisitos y
permitiria que cualquier consumidor tenga al alcance un
test para analizar la histamina de su vino de una forma
rapida en cualquier lugar. E1 método se valid6 mediante
comparaciéon con los resultados con HPLC, y ha sido
publicado en la revista Analytical and Bioanalytical
Chemistry [3].

TEST PARA CUANTIFICACION DE VESICULAS
EXTRACELULARES

En los ultimos afios se ha reconocido el papel de las
vesiculas extracelulares (VE) en la comunicaciéon
intercelular. Se trata de estructuras membranosas

liberadas por las células, que contienen moléculas
(proteinas, acidos nucleicos, lipidos...) que pueden
transferirse a otras células, y tener una influencia en su
funcién. Por tanto, pueden ser consideradas
nanomateriales biol6gicos con un papel importante tanto
en procesos fisiolégicos como patologicos.

Existen grandes expectativas en estudios en este campo,
que nos permitirdn disponer de nuevos vehiculos
terapéuticos y biomarcadores no invasivos que
permitirfan desarrollar protocolos de diagnéstico
basados en biopsia liquida. Al igual que ocurre en todos
los procesos de la vida, la comunicacion es la clave del
éxito. Y las vesiculas extracelulares son los principales
agentes para lograr esta comunicacién en nuevas vias de
terapia y diagnostico.

En nuestro grupo de investigacién estamos trabajando
en el estudio y cuantificacion de estas vesiculas
extracelulares, para contribuir al desarrollo de nuevas
estrategias de diagndstico. Estos trabajos también tienen
aplicacidon para nuevas terapias basadas en medicina
personalizada, con vesiculas extracelulares o
nanovesiculas miméticas de ellas. Algunas de estas
aplicaciones médicas se recogen en el volumen especial
de la revista Bioengineering que hemos editado [5].

El primer reto en investigacion en este campo es el
aislamiento de EVs desde los medios celulares y fluidos
bioldgicos. Se necesitan métodos estandarizados y
sencillos. El método mas establecido es la
ultracentrifugacién en gradiente de sacarosa. Sin
embargo, requiere mucho tiempo e instrumentacion
especial, por lo que esta etapa ralentiza en gran medida
el progreso en el campo. Hemos abordado este problema
realizando una comparacién entre la ultracentrifugacion
y dos métodos de precipitacion disponibles
comercialmente para discernir en qué condiciones se
puede prescindir de las etapas tediosas [6].

Se sabe que la producciéon de EVs en algunos procesos
patolégicos como tumores, es exagerada por encima de
los valores fisiolégicos. Con el fin de establecer el umbral
entre unos y otros, es necesario disponer de métodos de
cuantificacion. Los métodos actuales utilizan se basan en
tecnologia NTA (Nanoparticle Tracking Analysis), un
método basado en pulsos resistivos a través de una
membrana (gNano), o inmunoensayos ELISA en placas
de pocillos. En estos tres casos se requiere
instrumentacién costosa y personal entrenado. En los
ultimos afios hemos estado investigando para disefiar
inmunoensayos de flujo lateral aplicados a la
cuantificacion de vesiculas extracelulares. El test utiliza
anticuerpos antitetraspanina, proteinas de membrana de
EVs, y es compatible con otras formas rapidas de aislar
vesiculas, como columnas de exclusion de tamaiios o los
kits de precipitacién estudiados en la referencia 6. Para
maximizar la sensibilidad y obtener bajos limites de
detecciéon se han investigado varios nanomateriales:
nanoparticulas de oro, de carbono, y magnéticas [7-8]. En
un trabajo reciente hemos analizado las ventajas de estos
tests en comparacion con las otras técnicas disponibles
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[9]. Estos trabajos forman parte de la tesis doctoral de
Myriam Oliveira [10].

Hemos realizado un estudio piloto buscando la utilidad
en diagndstico clinico de enfermedades que no tienen un
biomarcador, como la fatiga crdnica [11]. Este estudio ha
servido para ver identificar una correlacién entre el
tamafio y cantidad de particulas en pacientes afectados,
y fue realizado en colaboracién con los Dres. Castro y
Alegre del Hospital Vall d"Hebrén (Barcelona).

Por otro lado, cuando se conoce un biomarcador
especifico de una patologia, se puede sustituir uno de los
anticuerpos del inmunoensayo por otro especifico de ese
biomarcador para utilidad en diagnoéstico clinico o
prondstico. El melanoma es un ejemplo de enfermedad
tumoral para la que ya existen métodos de diagndstico
adecuados (técnicas de imagen). Sin embargo, no existe
ningun biomarcador para monitorizar una terapia. Los
dermaté6logos han reconocido que se pierde mucho
tiempo hasta poder apreciar si una terapia es efectiva o
no mediante técnicas de imagen. El ligando MICA ha sido
identificado como un biomarcador de estos tumores y en
nuestro laboratorio hemos adaptado el test
inmunocromatografico a la identificacién de MICA en EVs
[12]. Hemos comprobado también su utilidad en plasma
de pacientes. Este trabajo fue avalado por una ayuda de
movilidad de investigadores de la Sociedad Espafiola de
Vesiculas Extracelulares, Geivex, y en colaboracién con la
Dra. Mar Valés (Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC,
Madrid).

N~

T

Blank 785 157 236 A 4

EVs x 10%/pL

Running
Buffer

Figura 2. Test inmunocromatografico para
vesiculas extracelulares.

En estos momentos continuamos desarrollando esta
plataforma para plasma de pacientes de cancer de colon
(Figura 2), con el proyecto financiado por el Ministerio
de Ciencia, Biosensor basado en nanoparticulas
superparamagneticas para el diagnéstico precoz y no

invasivo de cancer colorrectal (ONCOSENS 2018-2021).
En la Tesis Doctoral de Amanda Moyano [13] y las
publicaciones derivadas [14-15], se han optimizado los
test de flujo lateral magnéticos para poder realizar
inmunopreconcentraciones y asi mejorar los limites de
deteccion (Figura 2). En esta tesis y un trabajo fin de
master reciente, hemos desarrollado un test para un
biomarcador de vesiculas extracelulares identificado en
lineas tumorales de cancer de colon [4]. Este trabajo ha
sido realizado en colaboraciéon con los Dres. Duque,
Sanchez y Ramos, del Hospital San Agustin (Avilés) y Dr.
Flérez (Hospital Universitario Central de Asturias).

USOS BIOTECNOLOGICOS DE NANOVESICULAS

La ausencia de un método de referencia para el
aislamiento de EVs a partir de muestras biolégicas,
anim6 a la comunidad cientifica a buscar alternativas
basadas en la biologia sintética, con herramientas como
la bio-nanotecnologia como aliada indiscutible, para
establecer nuevos modelos de estindares analiticos que
permitan desarrollar, optimizar e incluso comparar
metodologias de aislamiento/enriquecimiento de EVs.
Nuestro grupo trabaja en esta linea centrdndose en el
disefio y desarrollo de EVs artificiales, con propiedades
fisico-quimicas y funcionales miméticas de las naturales.

Con el fin de establecer una nomenclatura estandar,
hemos publicado revisiones bibliograficas sobre el
concepto de EVs artificiales, su clasificacién segtin la ruta
de preparacién, asi como un andlisis critico de los
métodos desarrollados hasta la fecha para su
preparacion, tanto partiendo de elementos naturales
(cultivos celulares, o EVs naturales modificadas fisica o
quimicamente), como de su creacién a partir de materias
primas (reactivos de laboratorio) desde cero [16]. Estas
aproximaciones son conocidas en el ambito de la
nanotecnologia como  Top-Down 'y  Bottom-up
respectivamente. La revista Trends in Biotechnology nos
invit6é a dar una vision sobre las lineas para produccién
de EVs totalmente artificiales y las posibles limitaciones
en este campo [17].

Por otro lado, hemos desarrollado un modelo de
exosoma artificial [18] partiendo de vesiculas sintéticas
(niosomas, sistemas vesiculares preparados con
surfactantes no i6nicos y aditivos de membrana, tales
como colesterol y derivados quimicos del mismo), que
posteriormente fueron funcionalizadas con cadenas
miméticas de los bucles extracelulares miméticos de las
tetraspaninas (Figura 3). Estos bucles fueron producidos
mediante tecnologia de proteina recombinante.
Previamente en el grupo, se habian puesto a punto
estrategias de produccién de este tipo de vesiculas
artificiales (liposomas, niosomas, trasfersomas, etc) que
permiten su producciéon con un rango de tamafio de
particula similar al de las EVs naturales [19].

Nuestro modelo de exosoma artficial se ha estudiado
como una alternativa a las EVs naturales en su papel de
patron analitico en el desarrollo de inmunoensayos para
la deteccién y cuantificaciénde EVs. Este trabajo se ha
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desarrollado en colaboracion con el grupo que dirige la
Dra. Maria Yafiez-M6, del centro de Biologia Molecular
Severo Ochoa (CSIC-UAM), y en el contexto de una
estancia pre-doctoral financiada por el Grupo Espafiol de
Innovaciéon e Investigacion en Vesiculas Extracelulares
(GEIVEX), del que varios miembros del grupo son socios
activos.
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Figura 3. Modelo sintético de vesicula

extracelular.

El enorme interés que estan suscitando las EVs, no sélo
se debe a su potencial analitico como nuevos
biomarcadores, si no a su rol fisiolégico como vehiculos
de comunicacion celular, que inspira el disefio de nuevos
agentes de tratamiento. Estos “biofarmacos” permitirian
estrategias de distribucién y liberaciéon controlada de
moléculas bioactivas. En este sentido las EVs son un
verdadero agente terandstico, ya que pueden ser
empleadas tanto en diagndstico como en terapia.

Nuestro grupo también trabaja activamente en el campo
del drug delivery, con gran experiencia en la
encapsulacion de compuestos bioactivos de diversa
naturaleza en este tipo de nanomateriales organicos
[20,21,22]. Sin duda, estas investigaciones son
necesarias a la hora de plantear nuevas estrategias
basandose en EVs artificiales como vehiculos de
distribucién y liberacién.

En concreto, cuando se requiere encapsular acidos
nucleicos o biomoléculas cuyo acceso o estabilidad fisico-
quimica es limitada, o se desea formular nanoparticulas
a partir de materias primas de elevado coste, el empleo
de procesos miniaturizados se vuelve esencial. Ademas,
estas técnicas han de ser versatiles y permitir explorar de
manera rapida diferentes variables variables
metodolégicas que puedan afectar a las caracteristicas
finales del producto, y por ende, de sus potenciales
aplicaciones. El grupo de investigaciéon ha desarrollado
trabajos en los que plataformas basadas en microfluidica
permiten producir este tipo de bionanomateriales. El
microchip fue disefiado mediante impresién 3D [23,24].
Este trabajo es fruto de una colaboracién con el Dr. Xunli

Zhang, del grupo Bionegineering Science de la
Universidad de Southamptom (Reino Unido), a través de
estancias de investigacion financiadas por el Campus de
Excelencia de Universidad de Oviedo y el Banco
Santander, que tiene por objeto establecer
colaboraciones entre organismos cientificos de primer
orden mundial, pertenecientes a los primeros puestos
del prestigioso Ranking de Shanghai.

NANOMATERIALES PARA DETECCION,
DESTRUCCION E INHIBICION DE BIOFILMS

En estos momentos el grupo de investigacion coordina el
proyecto de red europea MSCA-ITN Break Biofilms. Los
biofilms, o biopeliculas, son comunidades de bacterias
que crecen sobre distintas superficies, causando mas del
80% de las infecciones bacterianas en hospitales, graves
intoxicaciones debido a contaminacién de superficies
dedicadas al procesamiento o conservacién de alimentos,
agua potable, o depdsitos de fuel. Cuando se forma el
biofilm, son mas dificiles de eliminar, ya que se ha
formado una matriz extracelular que protege las
bacterias de los agentes biocidas convencionales. Esto
genera ademas resistencia antimicrobiana.

El objetivo general de este proyecto multidisciplinar es
desarrollar herramientas de detecciéon, destruccién e
inhibicion del crecimiento de biofilms. Para ello se han
seleccionado 15 estudiantes que desarrollaran su tesis
en 6 universidades europeas, un centro de investigaciéon
del CSIC, y un centro tecnoldgico, colaborando con 8
empresas, y un centro de formacién empresarial. Las
actividades del proyecto se pueden seguir en la web:
www.breakbiofilms.com
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