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Resumen

El contenido de las vesiculas extracelulares (VES) ha sido ampliamente estudiado con intencion
de identificar especies de sBNAs que pudieran ser empleadas como biomarcadores para el
diagnostico temprano de condiciones patologicas. Sin embargo la purificacion de las VES es un
proceso poco estandarizado y altamente demandante de tiempo y recursos, 10 que dificulta su
uso rutinario en la practica clinica. En este trabajo se evaluaron las diferencias en la cantidad e
identidad de los sRNAs que pueden ser detectados por secuenciacion masiva en muestras de
RNA purificado a partir de VES provenientes de suero y suero completo. El objetivo de este
trabajo fue determinar si la purificacion de VEs previo a la extraccion de BNA es un paso
necesario en el flujo de trabajo para la identificacion clinica de biomarcadores de RNA en
muestras de suero, o si puede ser omitido sin comprometer la calidad de los resultados. Para
abordar esta pregunta y para evitar las desventajas de las técnicas actuales para purificar VES,
se montd un flujo de trabajo en el que se acoplaron dos técnicas de aislamiento de VEs para
aprovechar de la mejor forma posible las cualidades de ambos procesos y obtener Ves con un
alto grado de purificacion. Posteriormente se secuencio y analizd el RNA presente en las VES
purificadas, en el suero completo y en la fraccion resultante de separar las VEs del suero. Como
resultado se obtuvo un método para obtener Ves con un alto grado de purificacion a un bajo
costo y gue no requiere del empleo de equipos muy especializados. Ademas, a partir del
andlisis biocinformatico comparativo de las bibliotecas de RNA generadas se pudo observar que
la purificacion de VES es un proceso que hace mas facil la deteccion de firmas moleculares de
RNA. Sin embargo, dado que los RNAs contenidos en las VEs también pueden ser detectados
en bibliotecas de suero completo es posible suponer que la purificacion de Ves no es un
proceso indispensable una vez que la firma de RNAs ya ha sido establecida. Conocer esta sutil
diferencia podria ayudar a hacer mas sencillos y asequibles 1os protocolos empleados en la

practica clinica durante el diagnostico de firmas de RNAs contenidos en VES.
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1.0 Introduccion
Las células que componen a los organismos no viven aisladas si no que han evolucionado

multiples métodos para mantenerse comunicadas tanto con ofras células como con su
ambiente’?. Como resultado, cada proceso de comunicacion intercelular impacta en la
coordinacion y/o regulacion de practicamente todos los aspectos de la actividad celular, desde

su proliferacion hasta su muerte®,

1.1 Comunicacién intercelular

Para comunicarse las células emplean varios métodos. Se sabe por ejemplo que algunas
Células (como las células nerviosas) pueden transmitir senales eléctricas en forma de un flujo de
iones a través de sus membranas plasmaticas. Otras pueden responder a estimulos mecanicos
como el contacto entre dos células a traves de receptores especificos que pueden censar la
presion en sus membranas. O finalmente, a través de la liberacion de un amplio surtido de
sustancias guimicas, las cuales se unen a receptores muy especificos en las membranas o en
el interior de las células diana. Sin embargo, cualquiera que sea la forma de comunicacion, esta
normamente culmina al desencadenar complejas cascadas de senalizacion que muy
comunmente finalizan con la activacion de vias metabdlicas o la expresion o represion de genes

especfficos en el nlcleo de la célula diana®.

La comunicacion intercelular a traves de moléculas senalizadoras se clasifica de acuerdo con la
distancia que estas tienen que viajar desde la célula emisora para alcanzar su célula diana. Por
un lado, si la molécula senalizadora (0 ligando) se une a receptores en la misma célula que 1o
libera se conoce como comunicacion autocrina. Si el ligando actua a un nivel local sobre

receptores de células cercanas se dice que es comunicacion paracrina. Finalmente, si el



ligando entra a circulacion sanguinea para actuar sobre células que se encuentren muy alejadas

de la célula emisora, entonces se dice gue es una sefal enddcrina®®.

Existe una via de comunicacion que fue propuesta hace relativamente poco tiempo. Esta es la
comunicacion mediada por la transferencia de vesiculas extracelulares (VEs), las cuales
transportan en su interior moléculas de origen muy diverso —como proteinas y acidos nucleicos
— qgue constituyen un mensaje. Dicho mensaje es transmitido cuando las VES son endocitadas
0 se fusionan con la membrana de las células receptoras, liberando asi su contenido

directamente en el citoplasma de la célula diana®.

1.2 Definicion y clasificacion de las vesiculas extracelulares

De acuerdo con la Sociedad Internacional para el Estudio de las Vesiculas Extracelulares (ISEV),
se definen como vesiculas extracelulares aquellas particulas qué: i) son liberadas de forma
natural por las células, ii) estan delimitadas por una membrana lipidica v, ii) no son capaces de
autorreplicarse (y gue por lo tanto carecen de un ndcleo funcional)’. Dentro de esta definicion
tienen lugar particulas que son secretadas por las células de practicamente todas las formas
conocidas de la vida®®, y se encuentran en todos los biofluidos, como sangre —y sus

derivados: suero y plasma—, lagrimas, sudor y orina.

Las VEs fueron originalmente descritas en un par de articulos del afio 1983 en los que casi
simultaneamente y de forma independiente dos grupos de investigacion describieron las dos
rutas de produccion de VEs mientras estudiaban la pérdida de receptores de transferrina en
reticulocitos. Al principio se creyd que la formacion de VES era una forma en la que las células
se deshacian de aguellos componentes celulares que ya no necesitaban'. Sin embargo, pronto

nuevos estudios fueron develando que mas que servir como un meétodo de desecho, las VEs
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son importantes ya que podrian fungir como un novedoso medio de comunicacion

intercelular®®",

Tradicionalmente se ha clasificado a las VEs en dos categorias principales: exosomas vy
microvesiculas (MVs). Estos dos tipos de VEs se diferencian por su tamano y por la forma en
gue se originan. Por un lado los exosomas tienen un tamano tipico entre 40 y 100 nm de
diametro y se originan al interior de la célula en cuerpos multivesiculares para posteriormente ser
exocitados al medio extracelular; mientras que las MVs se originan por gemacion de la
membrana plasmatica y suelen tener un diametro mayor a los 100 nm Figura 1.

Al respecto de esta clasificacion, en el 2018 la ISEV ha hecho publica la segunda edicion de los
requerimientos minimos para la validacion y publicacion de trabajos sobre VEs’. En dicha
publicacion se aborda la probleméatica que existe al momento de clasificar las VES en cualquiera
de sus subtipos tradicionales, ya que no existe un consenso sobre los marcadores moleculares
que caractericen de forma exclusiva a ninguno de los subtipos de VEs. Por lo tanto, cuando en
la practica son purificadas es imposible asegurar con'® suficiente nivel de certeza el origen de
las VEs, tanto si provienen del endosoma o de la membrana plasmatica. Es por ello que en el
mencionado documento se exhorta a la comunidad cientifica a intercambiar los términos
exosomas y MVs por VEs pequenas (VEp) y VEs grandes (VEQ) respectivamente, o bien a

llamarlas acorde a los marcadores moleculares que las describan (VEs CD9+ por ejemplo)’.
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Figura 1: Las VEs se clasifican en exosomas o microvesiculas de acuerdo con la ruta mediante la cual son
generadas. |LE Endosoma tardio p.s.i. Late Endosome, CMV cuerpo multivesicular, EE endosoma temprano

p.s.i. Early Endosome.

1.2 Mecanismos involucrados en la biogénesis de las VEs

Exosomas

Los exosomas son generados dentro de la via endocitica’'? (Figura 1). En un principio se forma
el endosoma temprano como resultado de la fusién de mditiples vesiculas endociticas®®?', las
cuales se originan de la membrana plasmatica a través de la via dependiente de clatrinas y otras
vias accesorias como la caveolar-dependiente, GEEC-dependiente y ARF6-dependiente®®??,
Posteriormente los endosomas tempranos comienzan un proceso de maduracion para de este
modo convertirse en endosomas tardios. Este proceso de maduracion involucra la acidificacion

del contenido de su lumen, el recambio en los componentes de su membrana, la migracion de



la periferia celular al area perinuclear, y formacion de vesiculas intraluminales (VILs)?®2". Dichas
vesiculas se forman por invaginacion de la membrana del endosoma y contienen en su interior
un peqguerio fragmento del citoplasma. Al endosoma tardio que contiene un ndmero significativo
de VILs en su interior se le llama cuerpo multivesicular (CMV), y cuando ha alcanzado el punto
cumbre en su maduracion puede seguir dos vias: por un lado puede fusionarse con un
lisosoma de tal forma que su contenido sea degradado. O bien, pueden fusionarse con la
membrana plasmatica y que las VILs que contiene sean liberadas al medio en forma de

exosomas' '8 (Figura 1).

Formacion de VILs dependientes del sistema de complejos de clasificacidbn endosomal
requeridos para el transporte (ESCRT)

La formacion de las vesiculas intraluminales gue eventualmente se liberaran como exosomas es
procesada de forma primaria por los complejos proteicos ESCRT'?324, Esta maquinaria se
compone de cuatro complejos diferentes (ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II'y ESCRT-II) los cuales
actuan de manera secuencial. Primero ESCRT-0 junto con proteinas clatrinas se encarga de
reconocer y reclutar proteinas marcadas con ubiquitina (Ub) —las cuales formaran parte de la
carga del exosoma—. Al reclutar dichas proteinas se generan microdominios en la membrana
gue limita al endosoma. ESCRT-0 también se encarga de reclutar a ESCRT-l vy este a su vez
recluta a ESCRT-Il. Estos dos complejos proteicos son los encargados de comenzar con la
deformacion de la membrana vy de reclutar a ESCRT-II, el cual forma una especie de collar en
espiral en el cuello de la invaginacion y permite la formacion de la vesicula como tal. Finalmente,
la ATPasa Vps4 se encarga de desmontar al complejo ESCRT-III en un proceso dependiente de
ATP, simultaneo al cual, la vesicula en nacimiento se desprende de la membrana y se convierte
en una VIL*2°, Alternativamente, la via anterior puede llevarse a cabo de forma reducida, ya que
la proteina sintenina-1 puede encargarse de formar microdominios al reclutar, por un lado,

proteinas que constituiran la carga del exosoma (provenientes de la membrana plasmatica)



unidas a sindecan (por ejemplo el complejo FGF:FGFR), v por el otro a la proteina ALIX (ALG-2
interacting protein X) que se encarga de reclutar a ESCRT-II (se une a la subunidad CHMP4).
De tal forma que Sintenin1 y sindecan se encargan de comenzar la invaginacion de la
membrana mientras que ESCRT-Il se encarga de la escision de la VIL como en la via

candnica®®!,

Es importante mencionar que casi al final del proceso de formacion de las VILs, algunas
proteinas accesorias se encargan de reclutar deubiquitinasas (DUBS) que se encargan de
eliminar el marcaje con Ub de las proteinas de la carga. Ya que si bien, la ubiguitinacion es
importante durante el reclutamiento de las proteinas de la carga, la desubiguitinacion de estas
proteinas antes de la escision de la VIL también es importante, porque asegura la liberacion de
Ubs de vuelta al citoplasma vy por lo tanto su disponibilidad para futuros ciclos de ubiguitinacion.
La proteina ALIX en especifico —y en interaccion con la subunidad TSG101 (Bro1 en levaduras)
del ESCRT-l y la subunidad CHMP4 del ESCRT-ll— se encarga de reclutar las DUBs AMSH y

UBPY (Doa4 en levaduras)?®2%°",

Formacidn de VILs independientes de ESCRT

A pesar de gque el mecanismo de formacion de VILs dependiente de ESCRT ha sido
ampliamente estudiado y corroborado, la deplecion de estos complejos no inhibe
completamente la formacion de VILs ni la liberacion de exosomas. Esto sugiere mecanismos
alternativos independientes de ESCRT para la formacion de exosomas®.

Uno de los mecanismos propuestos requiere la generacion de ceramida a partir de la hidrdlisis
de esfingomielina por la esfingomielinasa tipo Il. La acumulacion de ceramidas induce la
generacion de microdominios donde espontaneamente y debido a la geometria conica de la
ceramida se genera una curvatura negativa en la membrana del endosoma tardio, lo que

culmina en la formacion de una VIL*2, De manera similar —y aungue los mecanismos



subyacentes no se han terminado de comprender— se ha observado la participacion de ciertas
tetraspaninas en la biogénesis de exosomas de manera independiente a ESCRT. Sobre todo
las tetraspaninas CD63, CD9, CD81, CD82. Se hipotetiza que estas proteinas (al igual que las
ceramidas) forman microdominios en la membrana endosomica y derivado de su forma conica,
estas tetraspaninas pueden generar la invaginacion de la membrana e inducir la formacion de

VILs'".

Liberacion de los exosomas

Como ya se menciono, una vez que el CMV se ha formado puede fusionarse con un lisosoma y
ser degradado, o bien puede migrar a la periferia celular y fusionarse con la membrana
plasmatica de tal forma que los exosomas sean liberados al medio extracelular. Para que ocurra
esta segunda opcion es necesaria la existencia de mecanismos que permitan seleccionar
ciertos CMVs v evitar gue se fusionen con lisosomas. Aungue poco es lo que se sabe de los
mecanismos que dirigen dicha seleccion'’?*, se conocen ciertos eventos que parecen intervenir
en este proceso. Uno de ellos involucra el marcaje de la subunidad TSG101 del ESCRT-1 con
la proteina similar a ubiquitina (p.s.i. UBLp) ISG15. Cuando ISG15 se une covalentemente al
TSG101 se promueve la agregacion de los complejos ESCRT-1 vy la fusion del CMV con los
lisosomas y por lo tanto se reduce la secrecion de exosomas®, Por o tanto, se ha sugerido
que, la ISGlacion de TSGT101 sirve como regulador negativo de la liberacion de exosomas.
Otros trabajos menos exhaustivos sugieren la participacion como reguladores negativos de la

liberacion de exosomas a proteinas como SIRT1 y SIRT2%,

Después de evitar la degradacion mediada por lisosomas el CMV migra de la zona perinuclear a
la membrana plasmatica a través de los microtUbulos del citoesqueleto. Este proceso es
regulado por los miembros de la familia Rab de GTPasas Rab7, Rab11, Rab27a/b y Rab35%¢,

Finalmente, el CMV se fusiona con la membrana plasmatica v libera su contenido de exosomas



al medio extracelular. Este Ultimo paso es llevado a cabo gracias a la participacion de los
receptores de proteinas de fijacion soluble de NSF o SNARE (p.s.i. soluble NSF attachment

protein receptor) %40,

Microvesiculas

La biogénesis de las microvesiculas parece ser mas sencilla que la de los exosomas. Sin
embargo, este proceso ha sido mucho menos estudiado y por lo tanto permanece en muchos
sentidos incomprendido. Lo que se conoce del proceso indica gue la formacion de vesiculas es
mediada por cambios en los lipidos que componen la membrana plasmatica. Sobre todo de
aquellos que estan involucrados en la asimetria de la misma como el colesterol’’, la
esfingomielina y las ceramidas®.

Se ha propuesto gue ante ciertos estimulos se puede desencadenar una elevacion en los
niveles de calcio intracelulares, 10 que a su vez ocasiona la activacion de la proteina
‘escramblasa”’, la cual transloca fosfolipidos inespecificamente hacia ambas caras de la
membrana plasmatica, rompiendo asi con su asimetria****, Este proceso deriva en la
acumulacion de ciertos lipidos en la cara externa de la membrana, especificamente en la
acumulacion de la Fosfatidilamina (PS) y Fosfatidiletanolamina (PE)*** que debido a su forma
conica y a su carga anionica generan un cambio la curvatura de la membrana plasmatica y dan
inicio a la generacion de MVs“,

La escision de las MVs de la membrana plasmatica ocurre gracias a la intervencion del complejo
ESCRT-ll de manera similar a lo que ocurre con los exosomas“. Aungue este Ultimo paso
también puede ocurrir por intervencion del citoesqueleto. Se ha observado una via alternativa en
la que interviene el factor de ADP-ribosilacion 6 (p.s.i. ARFB), una proteina conocida por sus
implicaciones en la invasion de células tumorales. ARFG en un ciclo de union a GTP/GDP regula

la liberacion de MVs ya que se encarga de activar a la fosfolipasa D (p.s.i. PLD) gracias a la cual
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la proteina ERK es reclutada en la membrana plasmatica donde se encarga de fosforilar a la
cinasa de la cadena ligera de la miosina (p.s.i. MLCK). MLCK a su vez fosforila la cadena ligera
de la miosina ocasionando que esta se “contraiga” y permita la liberacion de las VEs al medio

extracelular®’.

1.3 Composicidn y caracterizacion de las VES

A la fecha no existe un consenso sobre cuales son los marcadores que definen y diferencian a
las MVs de los exosomas’. El estudio de las VEs ha constituido un gran reto ya que adn las
preparaciones mas puras suelen tener una mezcla de diferentes poblaciones y tipos de
vesiculas' '8, Ademas, se sabe que el contenido de las VEs —aun dentro del mismo tipo de
vesiculas— varia dependiendo del tipo celular en el cual se originan e inclusive debido al estado
fisiologico presente al momento de su formacion®®. Pese a los problemas antes expuestos, v
como resultado de aflos de extenso trabajo de caracterizacion, hoy se sabe gue la membrana
de las VEs en general esta enriquecida en lipidos como esfingomielina, colesterol, lipidos
disaturados, gangliésido GM3, fosfatidil serina, y ceramidas®'®'®. Estos lipidos —ademas de
jugar un papel en la biogénesis de las VEs— le confieren rigidez a su membrana otorgandole
mayor estabilidad en el espacio extracelular®'®,

En lo que a proteinas se refiere, estas también suelen estar asociadas a los mecanismos
relativos a la biogénesis de las VEs. Por ejemplo, algunas proteinas que se encuentran
habitualmente son miembros de los complejos ESCRT. También son comunes aguellas
pertenecientes a la familia Rab (como RAB27A y RAB11B) que son proteinas reguladoras del
trafico vesicular al interior de la célula; y también, las proteinas relacionadas tanto con la
endocitosis como con la intermalizacion de membrana plasmatica, como es el caso de la

proteina ARFG'™'°,



Particularmente, los exosomas suelen estar enriguecidos en tetraspaninas tales como CDE3,
CD81 y CD9 las cuales participan en los procesos de trafico vesicular, transduccion de senales
y adhesion celular respectivamente. Otras proteinas que clasicamente se encuentran en las VEp
son las HSPs (p.s.i. Heat shock proteins), las cuales comprenden un grupo amplio de
chaperonas gue se expresan bajo condiciones de estrés' ™", También son comunes las
proteinas syntenin-1, EHD4 v annexin XI. Todas ellas son proteinas relacionadas con el rearreglo
del citecesqueleto y de la membrana. Ademas se encuentra ADAM10, una metaloproteasa
relacionada con uniones intercelulares®'. Por su parte, las microvesiculas o IEVs suelen
contener proteinas del citoesqueleto como la actina. También se ha reportado la presencia de

mitofilina,un marcador de membrana interna mitocondrial™ ™4,

Contenido de las VES

Independientemente de la composicion tipica de las VES, éstas suelen llevar una carga en su
interior 0 asociada a su membrana. La carga consiste en una pequena cantidad de citoplasma
gue puede contener muestras de practicamente todas las biomoléculas de las células que las
originaron tales como DNA, RNA, lipidos y proteinag® 141749,

Debido a la existencia de la carga en las VES es que se ha propuesto que estas funcionan
como un mecanismo de comunicacion intercelular. Segun este modelo las VEs actlan
transportando moléculas directamente de una célula donadora a una célula receptora®'®
1517182051 “Fntre |as cargas mas comunes —Yy mas estudiadas— de las VEs se encuentran las
proteinas vy distintas clases de RNA, tales como RNAs largos no codificantes (INcCRNAs), RNAs
de transferencia (tRNAs), RNAs mensajeros (MRNAs) v micro RNAS (miRNAS). De todos los
tipos de RNA que las VEs pueden transportar los miBNAs son especialmente interesantes, ya

gue pueden regular la expresion de mRNAs especificos en la célula receptora®®°,
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2.0 Antecedentes

Debido a la importancia fisiologica de las VES —pero sobre todo debido a su uso potencial
como biomarcadores asociados a eventos patologicos— el estudio de las vesiculas
extracelulares ha experimentado un incremento exponencial durante los Ultimos anos. Este
incremento se ve reflejado en el gran nimero de trabajos publicados donde se analiza su
composicion, asi como sus funciones —tanto fisioldgicas como en la enfermedad — . Debido
a lo anterior se han desarrollado nuevas técnicas de aislamiento de VEs, con el objetivo de
poder recuperar fracciones con alto grado de pureza de cada uno de los subtipos de VES
conocidos.

Una encuesta aplicada de forma internacional en el 2016 develd que el método mas
empleado (en mas del 80 % de los casos) sigue siendo la ultracentrifugacion (UC). Sin
embargo, la aplicacion de esta técnica tiene varias limitantes que pueden afectar negativamente
el rendimiento de cualquier investigacion. Por un lado, los equipos de UC son costosos su uso
en diagnostico clinico es restringido. Por otro lado, el tiempo necesario para separar las
vesiculas por medio de UC es largo (hasta >12h). Estos factores hacen que esta técnica sea
dificil de aplicar en laboratorios clinicos 0 con presupuestos bajos y ademas, ralentiza el flujo de
la investigacion®®.

Adicionalmente, se ha demostrado que las vesiculas recuperadas mediante UC suelen estar
deformadas o fusionadas por la fuerza recibida durante la centrifugacion y contaminadas con
componentes no vesiculares como lipoproteinas, agregados de proteinas y complejos
ribonucleoproteicos o cRNPs, —como el complejo llamado RISC que consta de un miRNA vy
una proteina Argonauta (AGO), y que es el complejo efector del fendmeno conocido como RNA
de interferencia (RNAi)— °°°, LLa contaminacion con componentes no vesiculares podria, por 1o
tanto, comprometer el uso del contenido de las VEs como biomarcadores. En anos recientes,
ha tenido auge el uso de la cromatografia de exclusion por tamanos (p.s.i. SEC) para la

purificacion de VEs, ya que permite obtener VES con un alto grado de pureza sin interferir en su
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funcionalidad bioldgica ni en su morfologia®*®'. Dichas ventajas sumadas a la facilidad vy rapidez
con gue esta técnica puede ser realizada y a que no necesita de equipo especializado para su
aplicacion hacen de la SEC una buena opcion para purificar VEs. Especialmente cuando se

requiere procesar un volumen elevado de muestras y obtener VES con alto grado de pureza.

3.0 Planteamiento del problema

El estudio de las VEs ha crecido mucho durante las Ultimas décadas en un esfuerzo por
identificar nuevos biomarcadores para muchas condiciones patoldgicas que todavia resultan
dificiles de detectar de manera temprana. Este crecimiento es debido a los numerosos trabajos
que identifican a las VEs como mediadoras de un exqguisito y complejo mecanismo de
comunicacion intercelular muy activo, plastico y reactivo ante cambios de las condiciones
ambientales vy fisiologicas.

Los RNAs contenidos en VES aisladas a partir de suero humano han recibido especial atencion
debido a la facilidad con que estas muestras pueden ser obtenidas y a lo poco invasivo del
proceso. Sin embargo, las VES no son la Unica fuente de RNAs que existe en el suero ya que
en esa matriz existen al menos dos subconjuntos de RNAs extracelulares (p.s.i. exRNAS) con
potencial para ser usados como biomarcadores en el diagnostico oportuno de enfermedades.
Un subconjunto corresponde a los miRNAs asociados a VEs, mientras gque el otro se asocia a
cBNPs, como aguellos constituidos por miBNAs asociados a lipoproteinas de baja vy alta
densidad (LDL y HDL) o a proteinas argonauta (AGO)%*%, De hecho, mlitiples estudios han
mostrado que la identificacion de biomarcadores de RNA puede realizarse a partir de suero
completo sin necesidad de purificar las VEs previamente® ", Ademas en algunos trabajos se ha
reportado que la cantidad de RNAs presentes en las VEs es mucho menor a lo que se habia
reportado previamente® y que la mayor parte de los miRNAs se encuentran asociados no a
VEs, si no a complejos ribonucleoprotéicos®®®, Esta discrepancia podria deberse a que —

como vya se menciono—, la UC (que es la técnica empleada en mas del 80% de los trabajos
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sobre VEs a nivel mundial®®) recupera VEs contaminadas con agregados proteicos. Por lo que
los resultados de aguellos trabajos en los que se ha empleado UC como método de
purificacion de VEs, con la intencion de proponer biomarcadores de RNA para el diagnostico de
distintas patologias, podrian estar sesgados por la presencia de aguellos BNAs que son
acarreados por complejos ribonucleoproteicos.

Los trabajos antes descritos ponen en duda la utilidad de emplear preparaciones de VEs en la
busgueda de biomarcadores de RNA, dado gue mismos resultados podrian ser obtenidos
purificando RNA a partir de muestras de suero completo. De esta manera se disminuiria el
aumento de costo y tiempo que conlleva purificar las VES previo a la extraccion de RNA de
muestras. Por 1o que seria importante determinar si existe una diferencia real entre 10s resultados
obtenidos con ambos protocolos.

Para evaluar esta posibilidad es necesario: 1)obtener VES aisladas de suero con un nivel de
pureza tan alto que cualguier contaminacion con cRNPs pueda ser considerada despreciable v,
2)contrastar los contenidos de BNAs presentes en las VES contra aguellos presentes en el
suero completo. De tal forma que se pueda obtener informacion acerca de la contribucion real
de los RNAs que aportan las VEs al suero completo y se demuestre si existe una diferencia en
la calidad y cantidad de los RNAs que pueden ser observados cuando el RNA se aisla a partir

de VEs contra los que se aislan directamente de suero.

13



4.0 Hipétesis

La cantidad e identidad del RNA obtenido de vesiculas de SFB con un alto grado de purificacion

tienen diferencias significativas con el RNA circulante no asociados a VEs en muestras de SFB

5.0 Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar si existen diferencias entre la poblacion de RNAs contenida en el interior de vesiculas

extracelulares y los RNAs circulantes no asociados a dichas VEs en muestras de SFB.

5.2 Objetivos especificos

1. Obtener VEs con un alto grado de purificacion a partir de muestras de suero fetal bovino.
2. Bvaluar el grado de pureza de las VEs aisladas con respecto a las fracciones no vesiculares.
3. Caracterizar el contenido de RNAs de las fracciones obtenidas por medio de RNAseq.

4., Comparar las bibliotecas obtenidas de la secuenciacion de RNA.
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6.0 Métodos

6.1Purificacién de VEs

Pre-procesamiento del suero: A partir de de 6 marcas diferentes de SFB: ATCC (cat. 30-2020),
ByProductos (cat. 90020), Coming (cat. 35-010-CV), HyClone Characterized (GE Healthcare,
cat. SH30071.03), Performance (Gibco, cat. 26140-079) y Performance Plus (Gibco, cat.
16000-044), se emplearon 300mL de cada una para purificar las VEs. En cada caso el suero
fue filtrado una vez para eliminar aguellas particulas que se producen como resultado de la lisis
celular, para ello se empled un filtro con tamafo de poro de 0.22 pm (Merck Millipore). Para
reducir el volumen de trabajo, el suero fue concentrado por ultrafilitracion a un quinto de su
volumen original usando filtros Amicon Ultra 15™ con un tamano de poro de 100 kDa (Merck

Millipore, cat. UFC910024) y en rondas de centrifugacion a 2000Xg por 40 minutos cada vez.

Aislamiento de VEs con alta pureza: El suero previamente concentrado fue fraccionado por
cromatografia de exclusion molecular. Dicha técnica se realizd con una columna gEV10 (izon
science) especialente dienada para purificar VEs de fluidos biologicos. Previamente, la columna
fue equlibrada con una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) recién filtrada (0.22 um).
Posteriormente, el SFB fue cargado en la columna en rondas de 10 ml y eluido en PBS
adicionado con inhibidores de proteasas al 2X (Roche cOmplete Cat:11697498001). Un total
de veintiséis fracciones de 5 ml cada una fueron colectadas cada vez. Después de cada ronda
de cromatografia la columna fue regenerada con 100 ml de PBS. Ademas, durante la transicion
en el cargado entre cada marca de los distintos sueros, la columna fue higienizada. Primero con

10 ml de NaOH 0.5 My despues con 300 ml de PBS.
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Inmediatamente posterior a la cromatografia, se tomaron alicuotas de cada una de las
fracciones colectadas de la siguiente manera; 1)De cada una de las veintiséis fracciones se
obtuvo una alicuota de 1 ml, misma que se amacend a 4°C hasta su uso. 2) una segunda
alicuota —esta vez de 100 pl— fue tomada de cada una de las 26 fracciones y mezclada en
relacion 1:1 con una solucion de lisis al 2X (300 mM de cloruro de sodio, 2.0 % Triton X-100,
100 mMTris pH 8.0). Dichas alicuotas se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Para ser analizadas, las fracciones cromatograficas de cada uno de los sueros empleados se
trataron de la siguiente manera:

1) De la fraccion 1 a la 3 se desecharon ya que constituyen elvolumen muerto de la columna.

2) Las fracciones 4 a la 11 con contenido de VEs fueron mezcladas entre ellas y concentradas
nuevamente por ultrafiltracion (30 kDa; Merck millipore cat. UFC903024) hasta obtener un
volumen final de 8 ml. Posteriormente, las muestras fueron incubadas con péptido VN6 (ver
anexo técnico) a una concentracion final de 1 mg/ml a 4°C y en rotacion constante por una
noche para permitir la agregacion de las VEs. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a
12,000 xg por 15 min vy los pellets resultantes —que contenian las VEs ultra-purificadas o VES-
UP— fueron lavados con 1 ml de PBS dos veces vy resuspendidos en 50 ul de PBS con
inhibidores de proteasas al 1X (Roche cOmplete Cat:11697498001).

3) Las fracciones 12-26 gue contenian las proteinas solubles del suero y otros componentes no
vesiculares fueron mezcladas también entre ellas, se tomd una alicuota de 50 ml y ésta fue
concentrada nuevamente por ultrafiltracion (30 kDa) hasta guedar un volumen final de 10 ml.

Las muestras de Ves-UP y componentes no vesiculares fueron almacenadas a 4°C para su

posterior extraccion de RNA.
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6.2 Caracterizacién de las vesiculas extracelulares

PAGE-SDS y Westem blot; Para realizar el perfil de proteinas de cada una de las fracciones
obtenidas por SEC se emplearon 20 ul de cada una de las fracciones previamente tratadas con
con solucion de lisis (ver arriba). Las muestras fueron mezcladas, en proporcion 1:1, con
solucion de Laemmli (Bio-Rad #1610737) adicionado con 10% de beta-mercaptoetanal (Sigma
M6250) vy hervidas por 5 minutos para desnaturalizar a las proteinas. Posteriormente el total de
la muestra fue cargada en un gel de poliacrilamida con gradiente 4-20% marca miniprotean TGX
(Bio-rad #4561096) y corrido en electroforesis a 60 mV por 50 min y 90 mV por 50 minutos.
Los geles fueron revelados con Coomassie blue usando el EZBlueTM Gel Staining Reagent
(Sigma G1041) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La deteccion de marcadores de VEs se realizd por WestemBlot. Para ello, la cantidad de
proteina total en cada muestra se determind por la técnica de Bradford (Bio-Rad #5000006) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante y se realizaron las PAGE-SDS, siguiendo el protocolo
explicado arriba, pero cargando el volumen equivalente a 10 o 100 ug de proteina total de
acuerdo al caso. Posterior a la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa, blogueadas con leche libre de grasa (Santa Cruz Biotechnology) al 5% en PBS,
lavadas con PBS adicionado con Tween 20 (sigma) al 0.3% (PBST) durante 10 minutos (x3) v
expuestas a los anticuerpos correspondientes (ver anexo técnico) segin sea el caso de
acuerdo al siguiente esguema: 2 horas de exposicion al anticuerpo primario (1:1000 en PBS
adicionado con leche al 1% y Tween 20 0.1%) y una hora con el anticuerpo secundario
(1:10,000), entre cada anticuerpo v al finalizar la membrana fue lavada con 10 ml de PBST por

10 min (x3).
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La adquisicion de las imagenes de WB asi como las de Azul de Coomassie fue realizada en un
fotodocumentador ChemiDoc XRS+ Image System™ con el software ImagelLab 5.0, Las

densitometrias fueron realizadas manualmente usando el software Imaged v1.52a".

Anélisis de tamarfo de particulas: El andlisis de tamarios de particulas fue realizado por la técnica
de dispersion de luz dinamica o (DLS) en un equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical).
Veinte microlitros de cada muestra fueron cargados en una cubeta de cuarzo y leido por
triplicado a temperatura ambiente y con 1os ajustes por default del equipo. En el caso de las
vesiculas altamente purificadas estas fueron previamente tratadas con proteinasa K. para ello,
las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente con 5 mg/ml de proteinasa K por una

hora. En cada caso, muestras de PBS filtrado a 100 kDa fueron empleadas como blanco.

Microscopia electrénica: Diez microlitros de cada muestra fueron colocados sobre una rejilla
para microscopia electronica de transmision (MET), se dejo sedimentar por 1 minuto y se seco
el exceso de liquido. Posteriormente se realizO una tincion negativa con acido fosfotungstico por
2 min y se realizaron dos lavados de un minuto cada uno con agua milliQ ultrafiltrada (30 kDa).
Las muestras fueron observadas en un Microscopio Jeol Modelo JEM 1010 perteneciente a la
central de instrumentacion de microscopia de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del

Instituto Politecnico Nacional..

6.3 Secuenciacion masiva (RNAseq)

Purificacidn de RNA: Las vesiculas extracelulares altamente purificadas fueron lisadas con 1 m
de triReagent (ambion AM9738) vy el RNA extraido de acuerdo con las instrucciones del

fabricante. Las muestras de proteina soluble asi como 10 ml de cada suero (previamente filtrado
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0.22 um para eliminar debris celular) fueron tratados con tres veces su volumen de triReagent y

el RNA extraido usando el kit miRNeasy serum/plasma kit (Qiagen 217184).

Preparacion de bibliotecas y secuenciacion: La secuenciacion se llevo a cabo en dos lotes
diferentes. Por una parte, las bibliotecas correspondientes a las muestras provenientes del
suero completo vy fracciones de 1os sueros ByProductos, Coming, y HyClone fueron preparadas
usando el kit TruSeq Small RNA kit (llumina); mientras que para las muestras correspondientes a
los sueros ATCC, Performace, y Performance Plus, se uso el kit NextFLEX small RNA-Seq kit
v.3 (Bioo Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las bibliotecas preparadas
con el kit de lllumina fueron secuenciadas a 150 ciclos single end en un secuenciador NextSeq
500 (llumina) en la unidad de secuenciacion del Instituto Nacional de Medicina Gendmica
(INMEGEN). Las bibliotecas preparadas con el kit de BiooScientific fueron secuenciadas a 75
ciclos paired end en un secuenciador NextSeq 500 (illumina) en la unidad de secuenciacion del

Instituto de Biotecnologia de la UNAM (Cuemavaca, Morelos).

Anélisis de datos de secuenciaciOn: Los archivos obtenidos de la secuenciacion, fueron
sometidos a un andlisis de control de calidad con el programa FastQC’", y sélo se conservaron
aguellas secuencias con un FredScore menor o igual a 20. Posteriormente, se removieron las
secuencias de los adaptadores y aguellas que fueran menores a 18 nt, usando el software
Cutadapt™, después de lo cual las bibliotecas fueron sometidas a una segunda ronda de
control de calidad con el programa FastQC. Las secuencias resultantes fueron alineadas contra
el genoma de referencia de Bos taurus (BosTau8 UCSC) empleando el programa BWA para
secuencias cortas’®. Para describir las familias de RNAs presentes en las muestras se empled el
script UNITAS™. Por Ultimo, el perfil de miRNAs se obtuvo empleando el BCGSC miRNA
Profiling Pipeline’” en conjunto con los datos de las secuencias maduras de los miRNAS para B.

taurus contenidos en la base de datos online miRBase V.297°,
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6.4 Andlisis de datos.

Para poder comparar la abundancia de miRNAs, los resultados de la secuenciacion fueron
normalizados a cuentas (o lecturas) por millon (p.s.i RPM). Las cuentas correspondientes a cada
mIRNA se multiplicaron por un millon y posteriormente se dividieron entre el nimero total de
cuentas de la biblioteca completa a la que pertenecen. Todos los analisis fueron realizados en el

ambiente estadistico R 3.5.3"".

Anélisis de diversidad: La biodiversidad es definida como la variacion de la vida en todos sus
niveles de organizacion’® v es un concepto empleado en ecologia para estudiar la estructura de
las comunidades bioldgicas. En este trabajo se empled el concepto de diversidad para describir
la estructura de las bibliotecas de secuenciacion obtenidas y poder compararlas como

alternativa a un analisis de expresion diferencial.

Para analizar la diversidad de BRNAs en las muestras se decidio emplear el indice de Simpson
(D), ya que este indice toma en cuenta no solamente la identidad de las especies analizadas si
no también su abundancia medida como la proporcion de eventos observados de una especie

con respecto al total. El indice de Simpson se define como:

(o
I

Donde S es el nimero de especies observadas y Pi es la proporcion que ocupa la especie
del total. En el presente trabajo se empled el indice de Simpson adaptado para ser empleado en
andlisis de expresion génica de acuerdo con Zhang y colaboradores (2015)” pero empleando

RPMs en lugar de lecturas por kibase por millon (p.s.i. RPKMSs) ya que en nuestro caso al
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tratarse de RNAs pequefos no es posible calcular ese valor. De tal forma que S=Ndmero de
especies de RNAs o Genes observados dependiendo el caso, y Pi=proporcion de la expresion
de una especie de RNA o de un gén (medida en RPMs) con respecto al total. Por lo tanto, el
indice de Simpson expresa la probabilidad de que al realizar en un muestreo aleatorio sin
reemplazo se obtengan dos miembros de la misma familia de RNAs, de tal forma que entre mas
cercano a la unidad sea D menos diversa (en especies de RNAs) es la biblioteca®. El anélisis
fue realizado empleando el paquete Vegan para R 5.2.%" Para comparar la diversidad de RNAs
entre tipos de muestra (VEs-UP, Proteina, y suero completo), se empled un analisis de Wilcoxon

por pares, como alternativa a una ANOVA de una via.

Todos los scripts empleados para realizar los andlisis estadisticos se encuentran depositados en

https://github.com/FilibertoBM/TesisEVs
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7.0 Resultados y discusién

7.1 PE-SEC, un nuevo método para aislar vesiculas extracelulares ultra purificadas

Con la intencion de obtener VEs con el mayor grado de pureza posible probamos el método
gue ha sido reportado como el mas eficiente para separar las vesiculas de las proteinas
solubles: la cromatografia de exclusion por tamafios®®, Para evaluar la eficacia de dicha
técnica se midio la proporcion de albumina residual en las fracciones vesiculares recuperadas
después de fraccionar SFB concentrado en una columna gEV10 (iZon science). Al ser la
albumina la proteina mas abundante en el SFB y ademas al no estar asociada a las VES es un
buen marcador de contaminacion por proteinas solubles. Sin embargo, observamos que las
vesiculas purificadas por esta técnica conservan una alta cantidad de albumina Figura 2A. Esto
sugiere gue la SEC por si sola no es el método ideal para la obtencion de VEs-UP de muestras
con una alta carga proteica como lo es el suero, ya que asi como una gran cantidad de
albumina persiste en las muestras purificadas con esta técnica muchas RNPs también podrian
seguir presentes y por lo tanto sesgar los resultados de una futura secuenciacion de RNA, al

anadir secuencias de RNAs que no estan asociados a VEs.

Con la intencion de mejorar el rendimiento de la SEC decidimos anadir un segundo paso de
purificacion que fuera facil y rapido. Previamente, en el 2014 Ghosh y colaboradores®
reportaron un péptido sintético (Vn96). El cual habia sido disefiado para unirse a una region
altamente conservada de los miembros de la familia de proteinas HSP70 conocido como SBD-
B (p.s.i. Substrate Binding Domain B). La region SBD-B altamente hidrofdbica y sirve como sitio
de anclaje con su sustrato 0 con otras proteinas chaperonas. Las HSP70 son un grupo de

proteinas que tipicamente se encuentran presentes en las VES y gue por ello son usados como
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marcadores de éstas. Sin embargo, es importante mencionar que estas proteinas No son
exclusivas de EVs y pueden encontrarse en otros compartimentos celulares.

La interaccion de las VEs con este péptido induce la formacion de agregados de VEs, los
cuales pueden ser precipitados facimente por centrifugacion en una centrifuga de mesa. Por lo
tanto este método permite precipitar las VEs HSP70-positivas en pocos minutos vy sin necesidad
de equipo muy especializado. Ademas razonamos que el emplear este método que fue
disefado para enriquecer una fraccion especifica de VEs (aguellas que en su membrana
cuenten con miembros de las HSP70) tendria la ventaja que las diferencias entre la fraccion
purificada y el suero completo serfan mayores vy por lo tanto, de ser verdadera nuestra hipotesis,
estas diferencias deberian de ser mas faciles de observar.

Después de probar el péptido VN6 observamos que por si mismo no es eficiente para separar
las VEs de las proteinas solubles en fluidos concentrados y con alta carga proteica como el
suero Figura 2B. Sin embargo, inferimos que acoplado al output de la SEC, cuando gran parte
de las proteinas no vesiculares han sido ya removidas, el péptido Vn96 deberia permitir la
separacion de las VEs de las proteinas solubles residuales con alta eficiencia Figura 2C. Este
simple protocolo de dos pasos (SEC + Precipitacion con VN96) pretendia optimizar la
purificacion de VEs a partir del fraccionamiento por SEC de fluidos con alta carga proteica —
como el suero—, es por ello que le llamamos Peptide-Enhanced Size exclusion

Chromatography o PE-SEC.
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Figura 2: PE-SEC, un nuevo método para obtener vesiculas extracelulares altamente purificadas.

(A) PAGE-SDS tefido con azul de Coomassie que muestra el perfil de proteinas del suero fetal
bovino(Corning), vy las fracciones correspondientes a VEs, purificadas por SEC. 100 ug de proteina total

fueron cargados en cada linea.

(B) PAGE-SDS tefiido con azul de Coomassie que muestra el perfil de proteinas del suero fetal
bovino(Coming) v pellet de VEs obtenido tras centrifugar suero incubado con péptido VN96 por una
noche. El pellet fue resuspendido en el volumen inicial de suero empleado, y volimenes equivalentes

fueron cargados en cada linea.
(C) Esquema general del método PE-SEC.
Ab = Albumina. SFB = suero fetal bovino.
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7.2 El método PE-SEC es Util para enriquecer las VEs en mas de 40 veces.

Utilizando el método PE-SEC se fraccionaron 300ml de suero fetal bovino de la marca Corning y
la eficiencia de este método de purificacion de VEs se evalud tras cada paso del protocolo.
Primero se corroboro el adecuado funcionamiento de la SEC observando la curva de elucion de
proteinas la cual nos indica cuando la columna empleada funciona de forma reproducible.
Como se puede observar en la Figura 3, cuando una muestra con un alto contenido de
proteinas (como el SFB concentrado) pasa por una columna de SEC optimizada para purificar
VEs, la cantidad de proteina presente en la muestra consigue —en ocasiones— retrasar la
columna varias fracciones. Esto ocurre sobre todo cuando el pico de elucion de proteina llega a
Su maximo valor posible alrededor de la fraccion 13. Sin embargo, las primeras fracciones que
contienen las particulas de mayor tamarno (como las VES) eluyen de manera reproducible. Al
observar el perfil de proteinas presentes en la muestra tras cada paso del protocolo PE-SEC fue
evidente que la proporcion de albumina disminuye dramaticamente a lo largo del protocolo lo
gue resulta en un enriguecimiento en otras proteinas, principalmente las de tamanos pequenos

menores a 60 kDa Figura 4A superior.
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Figura 3: Eficacia de la SEC en seis muestras de SFB.

Arriba se muestra la curva de elucion de los ensayos de cromatografia obtenida después de la cuantificacion
de proteinas por el método de Bradford (Absorbancia relativa = absorbancia de la muestra — Absorbancia del
blanco). Cada curva es el promedio de tres ensayos diferentes. Abajo, perfil de proteinas (azul de coomassie)
de cada fraccion obtenida por SEC (kDa = kilo Daltons); imagen representativa de las fracciones obtenidas
para el suero Corning. En rojo se muestran las fracciones contenedoras de VEs.

Ademas de la disminucion en la albumina, también observamos un enriguecimiento en proteinas
marcadores de vesiculas extracelulares como Sintenina-1 'y Ago2 —la proteina efectora del RNA
de interferencia— Figura 4A. La intensidad de las bandas observadas para sintenina-1 en las
VEs-UP es muy superior a la observada en pasos previos del proceso de purificacion, donde no
puede ser distinguida a simple vista incluso cuando la cantidad de proteina es 10 veces mayor
tal como se puede observar en las Ultimas dos lineas de la Figura 4A. Algo similar ocurre al
examinar la proteina Ago2. La unica diferencia es gque, cuando la cantidad de proteina es
aumentada en 10 veces en las fracciones provenientes de SEC y previo a la precipitacion con
VNOG si es posible observar una banda tenue.

Tras evaluar por densitometria las proporciones de Ago? y Sintenina-1 en las vesiculas
precipitadas con VN96 con respecto a la cantidad de albumina, se observd que estas fueron
respectivamente 80 y 40 veces superiores a la proporcion presente en el suero completo; y 16

y 8 veces superiores a la proporcion observada tras emplear solamente la SEC Figura 4C. Sin
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embargo, hay que considerar que aungue estos valores nos dan una idea de la eficiencia de la
PE-SEC, el rendimiento real de esta técnica no pudo ser determinada por éste método. Ya que
en el suero completo la cantidad de albumina es tan alta que enmascara al resto de las
proteinas impidiendo su adecuada cuantificacion, por lo que la eficacia real de la PE-SEC podria

ser muchas veces superior al reportado.

Curiosamente, en las células blancas (leucocitos) de bovino (Bta WBC, p.s.i. Bos taurus VWhite
Blood Cells) que fueron usadas como control para realizar los western blots con los cuales se
detectd a los marcadores de VEs, la banda de Sintenina-1 aparece alrededor de 10 kDa abajo
de lo esperado Figura 4B. Sin embargo, en un experimento complementario donde se empled
el mismo set de anticuerpos pero en distintas matrices, la presencia se Sintenina-1 pudo ser
observada en proteinas provenientes de células MCF7 (humano), y posicion de dicha banda fue
invariable en la posicion reportada por la literatura. Este resultado sugiere que la banda
observada en el control Bta WBC efectivamente corresponde a Sintenina-1, y que, aunque No
ha sido reportado, en Bos taurus dicha proteina presenta un tamano mas reducido comparado
con su homologo de humano. Esta inesperada variacion no afecta la interpretacion de los
resultados, los cuales en conjunto indican que la PE-SEC es un método adecuado, rapido y
facil para obtener VEs-UP a partir de muestras con una alta carga de proteinas (como el suero),
donde la SEC por si misma es insuficiente. Ademas, con nuestro método es posible obtener
VEs al menos 40 veces mas limpias de albumina (y por lo tanto proteinas solubles) que si se

emplea Unicamente la SEC.
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Figura 4: Eficacia del método PE-SEC

(A En la parte superior, tincién con azul de Coomassie que muestra el perfil de proteinas en cada paso del
protocolo de purificacion PE-SEC. Notese la disminucion en la cantidad de albimina. En la parte inferior,
Western blots anti Ago2, v los principales marcadores de VEs. Control = Células sanguineas blancas de vaca,
el resto de las muestras tal y como aparecen en Figura2c

(B) Westemblot anti Syntenin, en las células blancas de vaca usadas como control en A (BTA WBC),medio
condicionado de células madre mesenguimales de raton (Exo msc), y Células MCF7.

(C) Densitometria de los carriles sefialados en A. Intensidad de la banda (WB)/proteina total (Coomassie)

7.3 Las VEs obtenidas mediante PE-SEC tienen caracteristicas tipicas de exosomas

Con la intencion de corroborar la presencia de VEs en las muestras de suero Coming tratado
con la técnica PE-SEC se observaron —mediante la técnica de MET— muestras
representativas del resultado obtenido tras cada paso de nuestro protocolo de purificacion. Esta
observacion efectivamente corroboro la presencia de VEs Figura 8B y ademas, permitio obtener

un registro de las formas y tamano de las VEs obtenidas. Las VES observadas presentaron en

28



general formas redondeadas, la Unica excepcion ocurrid en los agregados de VEs-UP donde las
VEs se observaron deformadas 10 que se atribuyO a la cercania entre ellas vy la interaccion que
sostienen unas con otras. Esta suposicion se corrobord al observar las muestras de VEs-UP
que fueron tratadas con proteinasa K ya que en dichas muestras las VEs recuperan su forma

redondeada.

Cuando se midio el tamafo de las VEs observadas en MET se encontrd que este se distribuye
entre los 10 y los 100 nm cuando solo se ha aplicado la SEC (Frac. 4-11) y disminuye después
de la precipitacion con Vn96. De tal forma que en las VEs-UP la media de tamanos se
encuentra alrededor de los 30 nm. Por otra parte, también se evalud la proporcion de tamanos
para las mismas muestras observadas en TEM mas el suero completo, usando para esto la
técnica llamada Dinamic Light Scattering (DLS). Como era de esperar, en el SFB que
solamente fue filtrado para eliminar el debris celular, los tamarnos de las particulas presentes son
muy variados Figura 5A. Sin embargo, después de la SEC (Frac. 4-11) esta distribucion se
restringe a particulas entre 30-300 nm de diametro. Después de precipitar con el péptido VnO6
el precipitado resultante contiene agregados de vesiculas ultra purificadas (VEs-UP) que
presentan tamanos de mas de Tum de diametro. Cuando los agregados de VEs-UP son
tratados con proteinasa K para disgregarlos el porcentaje de particulas mayores a 1 um
disminuye e incrementa el de particulas de 100 nm de diametro (VEs-UP+ PK). Estos resultados
indican que las VEs-UP, obtenidas por PE-SEC tienen tamanos que coinciden con 1os reportado
para sEVs; y en conjunto con los marcadores observados previamente parecen sugerir qué la

poblacion de VEs-UP recuperada con el método PE-SEC esta enriquecida en exosomas.
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Figura 5: Las vesiculas purificadas por SEC y precipitacién con Vn96 tienen tamafios tipicos de exosomas.
Las vesiculas recuperadas tras cada paso en el protocolo de purificacion PE-SEC, fueron medidas de
diferentes formas.

(A) Micrografias obtenidas por MET

(B) Distribucion de tamafios de las vesiculas observadas en A, Fracciones 4-11 n=200, Agregados
n=128,Agregados + pK n=200.

(C) Distribucion de tamafio de particulas tras cada paso de purificacion, medido con la técnica DLS.
Resultado consenso de tres mediciones, con tres repicas técnicas de 30s cada una.
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7.4 Distintas presentaciones de SFB contienen diferentes proporciones de clases de

RNAs

Después de haber comprobado que la fraccion de VEs-UP obtenida mediante la técnica de PE-
SEC contiene solamente un minimo de proteinas solubles no-vesiculares, se concluyd que la
pureza de nuestras preparaciones era suficiente para poder observar el RNA que contienen con
suficiente nivel de certeza de que los RNAs observados no estuvieran contaminados con RNAs
asociados a proteinas no vesiculares. Para tener un panorama mas amplio del contenido de
RNAs presente en el SFB se fraccionaron 300 ml de 5 marcas de suero adicionales: ATCC,
ByProductos, Hyclone, Performance, y Performance Plus (Gibco). Posteriormente se purificaron
y secuenciaron los BNAs contenidos en cada una de las fracciones obtenidas (VEs-UP vy
proteina) asi como de una alicuota de cada uno de los sueros completos.

De manera general los tamanos de las secuencias obtenidas fueron bastante homogéneos
entre todas las muestras, y en todos los casos las distribuciones de tamanos presentaron picos
alrededor de los ~2, ~30 y ~3bnt Figura S2a. Estos picos son comunes en la secuenciacion de
exBNAs provenientes de suero o plasma, y los mas pequenos suelen atribuirse a un
enriguecimiento en RNAs asociados al fenomeno de RNAI, como los miBNAs, y los piRNAs
(p.s.i. Piwi interacting RNAS) respectivamente®©°, mientras que las secuencias entre 34 y 40 nt
pueden deberse a la presencia de fragmentos de tRNAs o YRNAs (una clase de RNA

citoplasméatico)®” e,

Tanto en el suero completo, como en ambas fracciones (VEs-UP y Proteina), se encuentran
representantes de practicamente todas las familias de RNAs conocidas Figura 6. En la mayoria
de las bibliotecas, excepto en los sueros completos de las marcas ByProductos, Corming,
HyClone y PP la especie de RNA mas abundante fue la de los RNAs no anotados. Es decir,
aquellos de los cuales se conoce su ubicacion en el genoma pero que No han sido asociados a

una funcion y por 1o tanto se desconoce qué tipo de transcritos conforman. Estos RNAsS no
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anotados constituyen de un 20 % del RNA total presente en los sueros completos Coming vy
Hyclone a mas del 90 % en el suero completo Performance de Gibco, las fracciones de
proteina de Corning, vy de proteina y VEs-UP de HyClone y ByProductos. Tal abundancia de
secuencias no anotadas en nuestras bibliotecas de RNA podria deberse sencillamente a que no
se ha estudiado en profundidad el genoma de Bos taurus y por ello, muchas secuencias
permanecen sin ser anotadas aungue si lo hayan sido sus homaologos en humano. Por lo tanto,
inferimos que gran parte de esas secuencias No anotadas deberian de distribuirse de manera

homogénea entre todas las demas familias de RNAs una vez que su funcion sea dilucidada.
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Figura 6: En el SFB se encuentran representadas las principales familias de RNAs.

Barras apiladas que muestran el porcentaje de representacion (RPM) de cada un de las principales familias de
RNA en cada uno de los seis sueros estudiados, asi como los RNAs asociados a proteinas solubles, v a
vesiculas (VEs-UP) obtenidas de dichos sueros al ser fraccionados por PE-SEC.

Es notable la diferencia en las proporciones de los RNAs que existe entre las bibliotecas de los
sueros completos vy las de las fracciones recuperadas de ellos. Para explorar esta diferencia se
empled un andlisis de diversidad alfa gue nos permitid evaluar la variacion entre los distintos
tipos de muestras analizados (suero completo, VEs-UP y contenido de proteinas solubles).
Dicho andlisis reveld que la mayor diversidad de RNAs se encuentra en las muestras de suero

completo, mientras que la menor diversidad la poseen las muestras de VEs-UP y proteinas
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solubles respectivamente Figura S2b. Esta pérdida de diversidad podria deberse a la separacion
asimétrica del total de BRNAs del suero al momento de ser fraccionado vy a la inevitable pérdida

de aguellas secuencias gue eluyen con las proteinas de menor peso molecular durante la SEC.

7.5 Los miRNAs estan mas representados en las fracciones de VEs-UP

Al explorar las diferencias en la proporcion de las distintas clases de BNAs presentes en las
muestras secuenciadas se observd que algunas familias de BNAs se encontraban mas
representadas en las muestras de VEs-UP con respecto a las muestras de proteina soluble.
Presumiblemente los RNAs peqguefos nucleolares (SnoRNAS), pero sobre todo los miRNAs
serian la clase de BNAs que presenta la mayor diferencia en su enriquecimiento en las muestras
de VEs-UP Figura 7a. Algunos otros RNAs como los mRNAS parecen estar mas representados
en las fracciones correspondientes a proteina soluble sin embargo su nivel de representacion es

tan bajo que es dificil de analizar.

Para poder comparar las bibliotecas se empled un analisis de diversidad como el descrito en la
seccion anterior. Los resultados parecen indicar gue existe una tendencia en donde 1os miRNAs
presentes en VEs-UP son mas diversos que aquellos presentes en las proteinas solubles. Esta
observacion sugiere una acumulacion en el numero de especies de miRNAs en las VEs-UP o
gue se traduciria en una poblacion mas rica gue aquella contenida en las proteinas solubles. En
conjunto estos resultados parecen soportar la idea de que el fraccionamiento del suero por PE-
SEC efectivamente resulta en la separacion de dos poblaciones de RNAs, una de mayor
diversidad y abundancia contenida en las VEs-UP y otra de menores cualidades contenida en

las proteinas solubles.
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Figura 7: Algunas clases de RNAs se encuentran enriguecidas en las VEs-UP.

(A) Proporcion de algunas familias de RNAs contenidas en VEs-UP y proteina solubles

(B) Diversidad alfa de miRNAs presentes en VEs-UP vy proteinas solubles, el indice de Simpson se representa
como 1-D para hacer la representacion mas intuitiva.
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7.6 No todos los miRNAs se comparten entra las fracciones vesicular y no-vesicular del

Suero

Para profundizar mas en el entendimiento de la estructura de las poblaciones de mMIRNAs
presentes en los distintos tipos de muestras secuenciadas se analizd la identidad de los
mMiRNAs observados en las fracciones de cada suero, como se puede observar en la Figura 8.
Cuando se comparan las poblaciones de miRNAs presentes en las fracciones de cada suero
por separado es evidente que existe un conjunto de MIBNASs presente  de manera exclusiva
cada una de las fracciones analizadas. Sin embargo, la identidad de este conjunto es inherente
de cada uno de los sueros ya que de los miRNAs exclusivos de la fraccion vesicular son pocos
los que se comparten entre los diferente sueros, y ninguno esta presente en todos Figura S3.
Esto puede deberse a lo heterogéneo de la procedencia de los sueros ya que la identidad de
los miIRNAs circulantes es determinada por las condiciones celulares y ambientales presentes al
momento de realizar la colecta® . La identificacion de un subconjunto de miRNAs exclusivo de
cada una de las dos fracciones obtenidas de cada suero en conjunto con los resultados antes
expuestos parece soportar la idea de que la poblacion de BNAs al interior de las VEs es lo
suficientemente diferente de los RNAs asociados a componentes no vesiculares del suero
como para ser diferenciada a traves de RNAseq y al componer un ‘mensaje” distinto es
necesario emplear técnicas de purificacion lo suficientemente eficaces como para evitar mezclar
estas dos poblaciones y por o tanto, hacer mas facil la deteccion de sefnales que puedan ser

empleadas como biomarcadores para la identificacion de condiciones fisioldgicas o patologicas.
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Figura 8: Hay un set de miRNAs exclusivo de la fraccion vesicular del SFB.
Diagramas de Venn que muestran el nimero de miRNAs encontrados de forma exclusiva en las fracciones de
SFB secuenciadas.

7.7 No hay diferencias entre las poblaciones de miRNAs presentes en las VES con

respecto a los miBNAS presentes en el suero completo.

Para explorar las diferencias entre la expresion de miBNAs presentes en las VEs con respecto al
suero, se emparejaron los miRNAs que se encontraron presentes en al menos una de las dos
muestras y se compard su distribucion mediante una prueba de bondad de ajuste de
Kolmogorov-Smimov. Para ello solamente se emplearon las bibliotecas de suero completo y
VEs provenientes de los sueros ByProductos, Coming y HyClone ya que estas bibliotecas
fueron las mas homogéneas en numero de lecturas y ademas, fueron las que presentaron las
secuencias de mayor calidad (Figura S4). El andlisis mostrd que no existe diferencias
significativas en la distribucion de la abundancia de los miRNAs presentes en las VEs de los
sueros Coming y Byproductos cuando se compara con su distribucion en 1os sueros completos
(Comning K=0.13, ByProductos K=0.1). Sin embargo si se observa una diferencia significativa en
la comparacion de los miBNAs del suero HyClone (K=2.39e-9). A pesar de este dato,

visualmente la distribucion de los miRNas muestra una tendencia muy similar en 1os tres sueros
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(Figura 9a). Es por ello que para ampliar nuestro entendimiento de este hecho realizamos un
andlisis de correlacion entre las abundancias en RPMs de los miRNAS en ambas fracciones de
los tres sueros (Figura 9B). El resultado mostrd que efectivamente existe una correlacion
significativa en la abundancia de los mBNAs presentes en la fraccion de VEs-UP y suero
completo (Coming p=0.7 p<0.2e-16; Byproductos p=0.6 p=4.2¢e-12; HyClone p=0.4 p=4.7e-
5). Estos resultados en conjunto sugieren que no hay diferencias entre los miRNAs que pueden
ser detectados por secuenciacion a partir de VEs purificadas cuando se comparan con los

MIRNASs aislados directamente del suero completo.
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Figura 9: Los miRNAs detectados en VEs Son similares a los detectados en suero completo.

(A) Comparacion entre las distribuciones de la abundancia de miRNAs en sueros Coming, HiClone y ByProductos.
(B) Gréafica de correlacion entre la abundancia de miRNAS de VEs y Suero completo (Spearman). RPM = cuentas
por millon.,
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7.8 En el SFB no hay diferencias entre las poblaciones de 3'-NTA-isomiRs presentes al

interior y exterior de las VEs.

La similitud entre la identidad y distribucion de los miRNAs asociados y no asociados a VES
observada en el andlisis anterior es contundente e innegable. Sin embargo, razonamos que
existe la posibilidad gue aunque ambas fracciones del suero analizado contengan miRNAs
similares, estos hayan seguido de vias celulares diferentes y tengan significados biologicos
distintos. Corroborar este razonamiento podria ayudamos a confirmar parcialmente nuestra
hipdtesis (que hay diferencia entre los mMIBNAs que se pueden detectar en EVs y en Suero
completo) v haria mas urgente la necesidad de replicar los resultados de este trabajo en
muestras de suero humano.

En el 2014 Koppers-lalic y colaboradores® describieron un mecanismo celular en el cual
mediante adiciones de nucledtidos en el extemo 3 de los miRNAs se define si estos
permanecen al interior celular o si son cargados en vesiculas extracelulares para su liberacion al
medio extracelular. Brevemente, en ese trabajo se observd que en proporcion una mayor parte
de los mIRNAs presentes en exosomas se encuentran mono, di- o triuridilados en su extremo
3, mientras que los MIBNAs que persisten al interior celular contienen una mayor proporcion de
adenilaciones en su extremo 3. Dado que el SFB es un medio muy manipulado durante su
proceso de fabricacion supusimos gue entre aguellos componentes no asociados a VEs
deberian de contarse en abundancia restos de células muertas o apoptoticas. Por lo tanto,
razonamos gue las marcas del extremo 3’ de la poblacion de miRNAs presente en las muestras
de proteina soluble deberia semejarse a aguellas que se encuentra al interior celular. Estas
marcas nos permitirian diferenciar si los MIRNAs observados en nuestras muestras pese a ser
similares provienen de distintas vias celulares.

Para probar dicha hipdtesis se analizaron todas la variaciones de miRNAS (isomiRs) derivados

de adiciones en el extremo 3’ para la totalidad de miBNAs identificados en las bibliotecas de
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VEs-UP vy proteinas del suero Coming y ByProductos. Sin embargo, no se observaron
diferencias en el patron de adiciones presente entre las muestras Figura 10. Para averiguar si
este resultado podria estar influenciado por los MIRNAs menos representados se analizaron por
separado los isomiRs de los 9 MIRNAs mas abundantes de las bibliotecas de suero Coming
Figura S5. Ademas ésta vez se grafico la proporcion de cada modificacion como parte del total
de lecturas, el resultado fue similar al anterior ya que no se observa una diferencia entre la
proporcion de adenilaciones vy uridilaciones en ninguna de las bibliotecas analizadas. Ademas,
se observd gue solamente un bajo porcentaje de las lecturas de los mIBRNAs evaluados
presentan alguna modificacion en su extremo 3 y de estas variantes la mayoria parece

corresponder a adenilaciones.
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Figura 10: Seglogo que muestra las proporciones relativas de las adiciones de nucledtidos en el extremo 3' de
todos los miRNAs observados en las fracciones de los sueros Coming y ByProductos
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8.0 Conclusiones

En este trabajo se montd el método de aislamiento de VEs denominado PE-SEC con el cual es
posible obtener VEs de tamano homogéneo, con caracteristicas que tradicionalmente se
asocian con exosomas y —mas importante— con un alto grado de purificacion (ya que
contienen aproximadamente 40 veces menos proteinas no vesiculares) a partir de muestras con
una concentracion alta de material proteico. Lo anterior permite que al realizar analisis de
RNAseq a las VEs obtenidas, las bibliotecas resultantes posean muy poca contaminacion con
RNAs no-vesiculares y por lo tanto los “mensajes” moleculares resultantes de la separacion
asimétrica de los RNAs cargados en las VEs pueden ser interpretados adecuadamente con un

ajo nivel de ruido de fondo.

También se corrobord que el SFB contiene representantes de las principales familias de RNAs,
aungue los RNAs mas abundantes en el mismo corresponden a secuencias no anotadas ya
gue el genoma de Bos taurus no ha sido completamente dilucidado, suponemos que conforme
nuevos estudios eluciden el rol de cada una de las secuencias que ahora no se encuentran
anotadas, poco a poco la proporcion de secuencias no anotadas comenzara a repartirse entre
las otras familias de RNAs y muy posiblemente los miBNAs seran la clase mas abundante en

nuestras bibliotecas.

Gracias a la eficiencia del sistema PE-SEC fue posible observar las diferencias que existen entre
los mMIBNAs al interior vy exterior de las VEs del SFB, corroborando la existencia de grupos de
MIRNAs presentes de manera exclusiva en una u otra matriz. Ademas de que, de manera
global, las VEs poseen una mayor diversidad de miRNAs lo que sugiere un amplio catalogo de

mensajes moleculares. Es entonces clara la importancia de la purificacion de las VEs previo a
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cualquier analisis en el campo del diagnodstico molecular con RNAs, ya que al omitir ese paso, el
RNA resultante contendra una mezcla de los miRNAs con valor diagndstico asi como de
aquellos no relacionados con los mismos mecanismos moleculares. Lo anterior podria resultar

en la inadecuada interpretacion de sus niveles de expresion.

De manera contrastante, pese a haberse observado grupos de mMiIRNAs contenidos
preferentemente en las VEs obtenidas con respecto a los miRNAs encontrados en la fraccion
correspondiente a proteina soluble, cuando se comparo la identidad de los miRNAS presentes
en VEs con aguellos que pueden ser detectados directamente en suero, no se encontraron
diferencias significativas. De hecho, la distribucion de los miRNAs en el suero completo es
similar a la distribucion de los miRNAs presentes en VES vy la abundancia relativa de los miRNAs
en ambas muestras posee un alto grado de correlacion. Estos resultados parecen apoyar la
idea que —cuando se conocen de antemano los MIBNAs que caracterizan determinado estado
clinico— no es necesario realizar complicadas purificaciones de VES para poder observar firmas
de miBRNAs con potencial biomarcador, ya que la misma distribucion en la expresion de los
MIRNAs puede ser observada al analizar RNA purificado directamente del suero sin necesidad
de purificar VEs. Una excepcion serfa en el caso de que los miRNAs de interés sean muy poco
abundantes en la muestra de suero, ya que su expresion podria ser enmascarada por la de

otras secuencias no asociadas a VEs.

De los resultados observados se puede hipotetizar que la purificacion de VEs previo a la
purificacion de RNA es un paso gue puede ser crucial en la investigacion de biomarcadores
nuevos para el diagndstico oportuno de enfermedades. Sin embargo, una vez que los
biomarcadores han sido identificados, se puedan estandarizar 10s flujos de trabajo para de tal

forma que, en clinica, sea posible la identificacion de dichos biomarcadores omitiendo la
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purificacion de las VEs, lo que reduciria drasticamente el costo econdmico y temporal de la

prueba diagnostica.

Finalmente, no se pudieron replicar los resultados de Koppers-lalic y colaboradores®', quienes
propusieron un mecanismo de cargado diferencial de miBNAs dependiendo de modificaciones
postranscripcionales en su extremo 3', Una explicacion posible a este hecho es que dicho
fendmeno no sea un caracter conservado entre todos los mamiferos si no mas bien que haya
sido adquirido recientemente en la evolucion del hombre. También es probable que el SFB con
el alto grado de manipulacion resultante del proceso industrial al cual es sometido para ser
distribuido en los laboratorios de investigacion, no sea una matriz que conserve la totalidad de
sus caracteristicas biologicas. Es sobre todo conocido que durante el proceso de degradacion
de los miRNAs ocurre una serie de eventos conocida como “tailing-and-trimming”®>®. Durante
el tailing and trimming se anaden y/o retiran nucledtidos en el extremo 3 del miRNA. Este
proceso altera cualquier modificacion previa, y dado que los miRNas contenidos en EVs se
encuentran protegidos del medio es posible gue los mIRNAs de las fracciones no vesiculares
hayan sido mas afectadas por este proceso. Para poder contrastar estas ideas es necesario el
desarrollo de nuevos trabajos de investigacion que empleen el método PE-SEC en distintas
matrices humanas y en otros modelos biologicos y de esta manera probar su utilidad en el

campo del diagnostico molecular.
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9.0 Perspectivas

Este trabajo sentd las bases en la elucidacion del uso de VEs como fuente de moléculas con
potencial biomarcador. Sin embargo, hacen falta mas trabajos que comprueben y amplien las
observaciones aqui realizadas, empleando el recurso generado en este trabajo (método PE-
SEC) para aislar VEs de muestras clinicas y poder reproducir los resultados agui obtenidos.
También es necesario que al reproducir este trabajo en muestras clinicas se considere la
planeacion de réplicas técnicas suficientes, de tal forma que sea posible realizar andlisis
pioinformaticos de expresion diferencial de RNAs mas robustos que ayuden a probar las
hipdtesis con mayor certeza que 10 que hace este trabajo.

Finalmente, este proyecto se centro en el uso de RNA como biomarcador. Sin embargo, dado
que las VEs pueden acarrear moléculas de muy distintos tipos, hace falta corroborar si con otras
piomoléculas como las proteinas que acarrean las VES se pueden replicar los resultados aqui

mostrados.
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11. Anexos

11.1 Anexo técnico.

Péptido Vn96: Se adqguirieron cien miligramos de péptido V96 liofilizado (Sigma-aldrich). Este
péptido fue resuspendido en dos mililitros de agua grado biologia molecular (Corning) con 5%
acido acético (Sigma-Aldrich) para lograr una concentracion de 50 pg/ul. Posteriormente, del
total de la solucion se prepararon alicuotas de 20 ul cada una y se amacenaron a -80 °C hasta
SU USO.

Secuencia del peptido Vn96 PSQGKGRGLSLSRFSWGALTLGEFLKL

Anticuerpos empleados:

Anticuerpos primarios.

Blanco Hospedero Marca No. de catdlogo
hAgo2/eiF2C2 Conejo (monoclonal)  Abcam ab186733

Sintenina Conejo (policlonal) NovusBio NBP1-31136

CD9 Raton (Monoclonal) NovusBio NB500-494

CD63 Raton (monoclonal) Abcam ab193349

HSP70 Raton (monoclonal) Abcam ap2787

Anticuerpos secundarios.

Blanco Hospedero Conjugado Marca No. de catdlogo
lgG de conejo Cabra HRP* Abcam ab6721

IgG de raton Conejo HRP Abcam ab6728

*Peroxidasa de rabano, p.s.i. horseradish peroxidase
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11.2 Imégenes suplementarias

Agregados + pK

Fracciones 4-11 Agregados
$ oL KU o L
= [54e06 © [ 26e-09 O 81e-06
7 ek -
(]
=) -
S L
o B
Q@
"%‘ B -
o
5 O o
o | ! | | N ! | ! | !
-3 2 1 0 1 2 2 1 0 1 2 3
Cuantiles teoricos Cuantiles teoricos Cuantiles teoricos
8
S N=200
3L b=
o S S
S o
—— O | <t
g S S
Qsk e
o
o o o
g | | | | g g | | | |
20 40 60 80 20 30 40 50 60 70 20 30 40 50

Tamano (nm)

Figura S1: El tamafio de las VEs observadas por microscopia electronica no se distribuyen de manera normal.
Arriba QQplot de tamafos, en la esquina superior izquierda el valor de p obtenido al aplicar el test de shapiro wilk,
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Figura S2: Breve caracterizacion de la secuenciacion de RNAs presentes en 6 sueros diferentes. A. Longitud de las
secuencias obtenidas. B. Diversidad de RNAs presentes en 10s tres tipos de muestras secuenciadas.
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miRNAs compartidos entre las UP-EVs de todos los sueros

Figura S3: Los miRNAs exclusivos de VEs-UP no se comparten entre sueros.
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Figura S4: Lecturas totales de cada una de las bibliotecas secuenciadas en este trabajo.
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miRNAs mas abundantes en UP-EVs
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mas abundantes en suero Cormning.
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