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RESUMEN

El estudio de las vesiculas extracelulares (VES) es un campo de gran interés por sus
caracteristicas moleculares. Estas caracteristicas les confieren la capacidad de actuar
como mediadores de la comunicacion intercelular; participando en procesos celulares y en
el desarrollo de diversas patologias como el cancer. El caracterizar VES permitira su
implementacion como biomarcadores, por ejemplo, para el seguimiento e identificacion de
metastasis en el cancer. Las aplicaciones subsecuentes a la separacion de las VEs a
partir de biofluidos, requieren de una muestra lo mas pura posible, lo cual no es trivial a
causa de la heterogeneidad de los fluidos biolégicos donde se encuentran inmersas las
VEs. En particular en el plasma humano, estas vesiculas se encuentran acompafiadas por
proteinas y particulas con las que comparten tamafio y densidad, lo que dificulta su
aislamiento y purificacién. Debido a esto, es necesario el desarrollo de una metodologia
basada en el conocimiento molecular, la cual permita la identificacion éptima de las VEs y
la caracterizacion de moléculas de superficie para la verificacion del enriquecimiento de
estas. En este trabajo se propone el uso de la combinacién de la ultrafiltracion (UF) y la
cromatografia de exclusién molecular (SEC) como alternativa 6ptima para el aislamiento
de VEs de plasma humano. Para demostrar esto se obtuvieron VEs de plasma de siete
individuos aparentemente sanos y se analiz6 por western blot la presencia de
biomarcadores vesiculares como; las tetraspaninas CD63 y CD9, la proteina intracelular
TSG101, asi como calnexina, proteina marcadora del paso de las proteinas por el reticulo
endoplasmico y presente en microvesiculas. Adicionalmente, para estudiar a las proteinas
acarreadas con las VEs y que pueden interferir con andlisis posteriores, se analizaron
proteinas como la albumina y otras asociadas a lipoproteinas como APO-Al y APO-E1,
las cuales son abundantes en plasma humano con potencial contaminante para el analisis
de VEs. La concentracion y el tamafio de las VEs en cada fraccion de SEC fue evaluado
por rastreo de nanoparticulas (NTA) y microscopia electrénica de transmision (TEM). Se
identificaron las fracciones especificas con mayor presencia de marcadores exosomales y
menor presencia de marcadores de posibles contaminantes y en las muestras analizadas
fue posible identificar las fracciones con mayor enriquecimiento de VEs y menor
contaminacién de albumina y las lipoproteinas analizadas. Los resultados obtenidos en
este trabajo determinaron que la combinacién de UF y SEC, asi como las adecuaciones
realizadas en este trabajo experimental, permiten un aislamiento 6éptimo de VEs,

identificando la mayor concentracion de vesiculas en las fracciones intermedias de la
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cromatografia. La relevancia de este trabajo experimental reside en que se identificé gran
variabilidad en concentracién de VEs y en la cantidad de las proteinas co-aisladas en una
separacion en una muestra pequefia de individuos humanos, lo cual contribuye al
conocimiento de la heterogeneidad de componentes en el plasma y su impacto en la

separacion de VEs para andlisis moleculares potencialmente utiles.
INTRODUCCION

1. Comunicacién celular y mensajeros extracelulares

La comunicacion celular es el conjunto de sefales que permiten la interaccion de las
células con el ambiente y con otras células, lo cual contribuye a su funcionamiento
fisiologico normal (Karp 8th p.583). Las células de los organismos pluricelulares poseen la
capacidad de comunicarse entre ellas mediante procesos de sefializacion celular. Esta
capacidad les permite responder apropiadamente a los estimulos que se encuentren en el
medio e inducir procesos biolégicos necesarios para el organismo. Uno de los
mecanismos de comunicacion celular mas recientemente descritos, es la liberacién de
vesiculas extracelulares (VEs). Estas se han identificado como importantes mediadores
de la comunicacién celular por su capacidad de transferir informacion genética de una
célula a otras (Jin et al., 2022). La sefializacion celular inducida por las VEs es de tipo
paracrina o endocrina dependiendo de la lejania o cercania de la célula diana. Cuando es
necesario comunicar el mensaje a una célula adyacente se habla de una sefial paracrina,
donde la célula de recepcion debe ser cercana, debido a la poca estabilidad que presenta
la molécula mensajera y al riesgo de ser degradada por enzimas cercanas. Por otro lado,
si se requiere enviar el mensaje de la célula de origen a un sitio distante, se denomina
sefializacién endocrina, este tipo de sefializacion requiere de mensajeros extracelulares
estables capaces de viajar por el torrente sanguineo, llegando hasta la célula blanco, en
donde comunican el mensaje de la célula original. Otras moléculas que comparten este
tipo de sefializacion con las VEs son las hormonas, mediadores solubles como, factores
de crecimiento, citocinas y neurotransmisores (Karp 8th p.583). La funcién principal de
estas moléculas es fungir como mensajeros extracelulares. Estos procesos permiten el
intercambio de informacién e inducen, en las células blanco, la activacion de cascadas de
sefializacién que desencadenan funciones celulares como la expresion de proteinas, la
induccién de division celular o la migracion de esas células, entre otras (Gutiérrez-
Vazquez et al., 2013).
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2. Vesiculas extracelulares

2.1. Generalidades

Como se menciond, las vesiculas extracelulares son mensajeros celulares recientemente
descritos, que tienen gran relevancia en el estudio de procesos celulares homeostéticos y
patolégicos debido a su alto contenido molecular. Este contenido es seleccionado
diferencialmente dependiendo de las condiciones de la célula de origen y también en base
a su célula destino. Poseen la caracteristica de migrar grandes distancias en el organismo
y tienen gran impacto en la induccién de procesos en las células diana (Meldolesi, 2018).
La gran mayoria de células eucariotas, poseen la capacidad de producir y liberar estas
particulas pequefias al medio extracelular. El contenido molecular de las VEs esta
rodeado por una bicapa lipidica en la cual ademas se encuentran insertadas algunas
moléculas como proteinas, lipidos y carbohidratos. Las propiedades de las VEs,
implicadas en la comunicacion celular, son conferidas a través de su contenido molecular
también llamado cargo (Fonseka y Mathivanan, 2023). Estas moléculas son
principalmente proteinas, acidos nucleicos (ADN y ARN), metabolitos, lipidos (como
colesterol, ceramidas, esfingomielina, acido lisobisfosfatidico); todas estas moléculas en
conjunto contribuyen a la regulacion de procesos celulares en las células blanco
(Meldolesi, 2018).

El estudio de las VEs es complejo, debido a la heterogeneidad del contenido molecular de
éstas y a sus propiedades fisicoquimicas, particularmente su naturaleza submicrénica. Es
por esto ha surgido internacionalmente la necesidad de homogeneizar las definiciones y
establecer los requerimientos técnicos minimos para la validacién y el reporte de la
informacion obtenida de estas VESs. Dichos requerimientos se encuentran contenidos en la
guia: “Minimal information for studies of extracellular vesicles (MISEV 2023): From basic
to advanced approaches”. De acuerdo con la guia MISEV 2024, se define a las VEs como
particulas liberadas por las células, las cuales presentan una bicapa lipidica y no poseen

la capacidad de replicarse por ausencia de un nucleo funcional (Welsh et al., 2024).

2.2. Tipos de Vesiculas extracelulares: microvesiculas, cuerpos apoptoéticos y

exosomas

Existen diferentes tipos de vesiculas extracelulares las cuales se pueden clasificar de
acuerdo con el tamafio, composicion bioquimica, origen celular y biogénesis (Théry et al.,
2018). De acuerdo con el tamafio, se denominan exomeros a aquellas vesiculas que
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miden menos de 50 nm y son no membranosos (Irmer et al., 2023), posteriormente se
encuentran los exosomas los cuales son VEs que provienen de compartimientos internos
de la célula y son liberados via cuerpos multivesiculares (MVB), presentan un tamafio
menor a 200 nm. Por su parte los exosomas se subclasifican en exosomas pequefos
(exo-small) que van de 30 nm a 100 nm y grandes (exo-large) que son mayores a 100 nm
y menores a 200 nm de diametro. Posteriormente encontramos vesiculas de mayor
tamafio, como las microvesiculas, cuerpos apoptéticos y los oncosomas, las cuales van
desde los 200 nm hasta los 1000 nm de diametro (Fig.1) (Théry et al., 2018; Welsh et al.
2024).

De acuerdo con su composicidon bioquimica, existen diferentes clasificaciones en la
literatura, derivadas de diferentes combinaciones de marcadores que son especificos para

la mayoria de las vesiculas extracelulares (Irmer et al., 2023).

Dependiendo de la célula de origen sera la expresion de marcadores, el contenido
molecular de las VEs y por consecuente el efecto que podran tener en las células blanco
a las cuales lleguen (Kalluri y LeBleu, 2020). Las VEs presentan gran variedad de
proteinas de superficie como leptinas, inmunoglobulinas, integrinas y tetraspaninas, asi
como moléculas en su interior como microARN o ARNm, los cuales participan en el
desarrollo de enfermedades, como la progresion del cancer. Ya algunos estudios ya han
evaluado la importancia de estas biomoléculas en cancer, como el descrito por Reclusa y
colaboradores en el 2016, en el cual se indica que las vesiculas provenientes de
carcinomas renales son capaces de transformar el endotelio y promover un fenotipo
angiogénico que permite el desarrollo de la metastasis en pulmén (Reclusa et al., 2016).
Por ultimo, la clasificacion a partir de su biogénesis consiste en los mecanismos que
derivan en la produccion de estas VEs en las células de origen. Existen vesiculas
extracelulares que se forman por desprendimiento de la membrana plasméatica como es el
caso de los ectosomas. Estos ectosomas dan origen a microvesiculas, microparticulas y
vesiculas grandes de ~50 nm a 1 ym (Théry et al., 2018). Por otro lado, los exosomas son
de origen endosémico, producto de una invaginacion de la membrana plasmatica en
estadios tempranos, que da lugar a la fusibn de las endosomas con los cuerpos
multivesiculares, permitiendo la formacion de endosomas multivesiculares que
posteriormente se fusionaran con las membranas plasmaticas de las células y liberaran su

contenido en forma de exosomas (Tian et al., 2019).
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Figura 1. Tipos de vesiculas extracelulares. Modificada de Gyoérgy et al, Cellular and Molecular Life
Sciences, 2011. Las principales vesiculas extracelulares son los exosomas, microvesiculas y cuerpos
apoptoticos, estos presentan un menor tamafio en comparacion con las células (8 a 12 um). Los exosomas
presentan un tamafio de entre 35y 120 nm, las microvesiculas presentan un tamafio de entre 100 nmy 5 um,
mientras que los cuerpos apoptoticos pueden presentar tamafios de 1 um a 5 um de diametro.

3. Exosomas: definicion
Debido a su papel biolégico, determinante en la comunicacion celular, se ha conferido
gran relevancia biomédica y tecnoldgica a las VEs de menor tamafio, conocidos como

exosomas, los cuales a continuacion se definirdn ampliamente (Zhang et al., 2019).

Los exosomas son uno de los subtipos mas pequefios de VEs. Tienen un diametro entre
30y 150 nm y una densidad entre 1.13 y 1.19 g/ml. Su origen es de tipo endosémico. Una
de las principales caracteristicas que los diferencian de otras VES es su biogénesis, ya
gue son resultado de la fusioén de los cuerpos multivesiculares, las cuales son estructuras
endosomicas intraluminales que liberan a los exosomas por exocitosis hacia el exterior de
la célula (Zhang et al., 2020).

3.1. Primeros estudios de los exosomas

El estudio de las vesiculas extracelulares se ha desarrollado desde 1946, cuando
Chargaff y West comenzaron a estudiar el contenido del plasma humano e identificaron

una region libre de plaguetas pero que conservaba la funcién coagulante (Chargaff &
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West, 1946). Posteriormente en 1967, Wolf, P. demostr6, mediante la microscopia
electrénica que la presencia de material coagulante, en circulacion, se presentaba en
forma de particulas muy pequefias, las cuales recibieron el nombre de polvo de plaquetas
(Wolf, 1967). Debido a su apariencia y elevada abundancia en sangre periférica se les
denomind vesiculas extracelulares (VESs). Posteriormente se determiné que todos los tipos
celulares, incluyendo células tumorales, poseen la capacidad de secretarlas (Dvorak,
1981).

En 1987, Johnstone estudio la maduracion de los reticulocitos, los cuales son los estadios
inmaduros de los glébulos rojos, y describié un mecanismo mediante el cual estas células
pierden la expresion del receptor de transferrina, en la transicion a su estadio maduro en
circulacion. De manera interesante encontré que las VEs participaban en este mecanismo
y para distinguirlas por su tamafio las denominé exosomas (Jin et al., 2022). Hasta ese
momento la Unica funcién descrita de los exosomas era la de ser desecho celular (Zhang
et al., 2020) (Ratajczak and Ratajczak, 2020). Fue hasta 1998 que Amigorena S.
estableci6 a los exosomas como mediadores de la comunicacion celular entre células del
sistema inmune (Laurence Zitvogel, 1998). Posteriormente, en los 2000, se describié que
los exosomas poseen la capacidad de transferir antigenos (moléculas que son
reconocidas por un TCR o BCR) de célula a célula. Un ejemplo de este tipo de
mecanismos es la transferencia de la molécula CD41, a través de los exosomas hacia las
membranas de células madre hematopoyéticas CD34+ (Janowska-Wieczorek et al., 2001)
(Maia et al. 2018). Actualmente se conoce que los exosomas son inductores de diversos
procesos celulares como quimiotaxis, proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Dashevsky
et al., 2009).

Los exosomas se han estudiado en los ultimos afios debido a su relevancia bioldgica,
estos se pueden encontrar en medios condicionados a partir de lineas celulares, tejidos y
en los treinta fluidos biolégicos presentes en mamiferos, tales como: plasma, suero, orina,
liquido cefalorraquideo, liquido sincicial, saliva, entre otros (Théry et al., 2018). Esta
ubicuidad les permite participar como mediadores de comunicacion intercelular en la
mayoria de los procesos biolégicos homeostéticos, asi como favorecer el desarrollo de
diversos procesos patolégicos tales como: enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas o incluso la generacién de nichos pre metastasicos, los cuales son
procesos que contribuyen a la propagacion de tumores en el organismo (Zhang et al.
2019).
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3.2. Caracteristicas bioldgicas de los exosomas

Es importante mencionar que la gran mayoria de las células eucariotas son capaces de
producir exosomas, incluyendo a las células mesenquimales madre (MSC), células B,
células T, macréfagos, células dendriticas (CD), células asesinas naturales (NK), entre

otras (Zhang et al., 2020).

De manera importante, un componente caracteristico de los exosomas es la bicapa
lipidica que conforma su membrana. Estas estructuras son plataformas celulares
dindamicas, debido a su contenido molecular. Las membranas exosomales estan
compuestas por lipidos enriquecidos en colesterol, esfingomielina, ceramidas y &cido
lisobisfosfatidico, el cual permite la acumulacién de colesterol. Por otro lado, el contenido
intravesicular de los exosomas es diferencial dependiendo la célula de origen, sin
embargo, en general contienen gran variedad de proteinas y acidos nucleicos al interior
de ellos (Fig.2) (Meldolesi, 2018).
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Figura 2. Estructura general y contenido molecular de los exosomas. Imagen modificada de Maravillas-
Montero et al. 2018. Rev. alerg. Méx. vol.64 no.4.2017. Los exosomas poseen una bicapa lipidica la cual se
encuentra conformada por lipidos como fosfatidilserina, esfingomielina, colesterol y ceramidas. En su membra

también se encuentran proteinas de transporte y encargadas de la fusion de membranas (flotilinas, anexinas,
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ARF y RAB), tetraspaninas (CD63, CD9 y CD81), moléculas de adhesion (integrinas) y moléculas de

presentacion antigénicas (MHC clase | y ).

3.3. Principales biomarcadores asociados a exosomas

Los exosomas contienen en sus membranas altos niveles proteinas que participan en el
transporte, como la maquinaria del complejo de clasificacion endosémica requerido para
transporte (ESCRT), asi como en la fusion de los cuerpos multivesiculares (MVB) con la
membrana plasmatica, como proteinas de citoesqueleto (tubulina, miosina y actina),
anexina, proteinas RAB vy flotilina (Ruzycka-Ayoush et al., 2023). Ademas, algunas de
estas proteinas enriquecidas participan en la liberacion de los exosomas (exocitosis), tal
es el caso de las GTPasas, las proteinas G como Rabl, Rab27a y Rab27b, asi como
algunas integrinas relacionadas con sus células originarias como av33, avp5, av7, avf38,
0437, a5p1, a6B4, y otros complejos como el MHC-II de células presentadoras de
antigenos. En relacion con la formacion de vesiculas intraluminales los exosomas
contienen tetraspaninas (Ruzycka-Ayoush et al., 2023). Las tetraspaninas son proteinas
transmembranales que se encuentran enriquecidas en microdominios de las membranas
celulares y vesiculares. Estos microdominios son responsables de la adhesién celular,
movilidad y de los procesos de interaccién de las células con su entorno (Ahmed et al.,
2021). Estas tetraspaninas participan en el proceso de seleccidon molecular que tienen las
VEs en el lumen. También participan en la captura de proteinas de sefializacion celular y
otras moléculas tales como E-cadherina, b-catenina y Wnt (Mizenko et al., 2021). Las
tetraspaninas mas reportadas en la membrana de las VEs son CD63, CD9 y CD81, por lo
que se consideran marcadores de VEs que permiten identificarlas y distinguirlas después
de su aislamiento (Mizenko et al., 2021) (Okada-Tsuchioka et al., 2022). Otras proteinas
contenidas en las VEs son la flotillina, PGRL (regulatoria) y la estomatina, las proteinas de
adhesion celular asociadas a lisosoma L1CAM, LAMP2, enzimas como la alanil
aminopeptidasa N y fibronectina (glicoproteina de superficie), entre otras (Ruzycka-
Ayoush et al., 2023).

Las proteinas que se encuentran menos representadas a comparacion de las anteriores
son las proteinas asociadas al citoesqueleto como actina, vimentina, talina y anexina,
proteinas chaperonas HSP70 y HSP9O0, las cuales protegen la estructura y funcion de
otras proteinas, y enzimas como fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1) y gliceraldehido3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), entre otras (Ruzycka-Ayoush et al., 2023).
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Se ha descrito el contenido de moléculas como CD55 y CD59, las cuales podrian
participar como una alternativa para evitar que en la superficie puedan fijarse opsoninas y
factores de coagulacion. Esta caracteristica, les confiere mayor integridad y estabilidad
por mas tiempo en los biofluidos como el suero sanguineo, linfa, plasma, liquido

cefalorraquideo, entre otros (Meldolesi, 2018).

Como se mencion6 previamente, los marcadores que permiten la identificacion de las VEs
y su clasificacién que han sido mas estudiados son las tetraspaninas, tales como; CD81,
CD63 y CD9, marcadores intracelulares como ALIX (apoptosis-linked gene 2-interacting
protein X), TSG101 (tumor susceptibility gene 101), y proteinas de choque térmico como
HSP70 y HSP9O, principalmente (Jung et al., 2021; Yang et al., 2021).

3.4. Tetraspaninas

Las tetraspaninas son una familia de proteinas transmembranales que se encuentran en
la membrana plasmatica de las células y en la de las vesiculas extracelulares. Estas
moléculas participan en diversos procesos biol6gicos como adhesién, movilidad,
sefalizacién celular, modulacion y diferenciacion (Toribio y Yafiez-Mé, 2022). De manera
interesante, la tetraspanina CD63 (LAMP3) participa en la regulacién de la produccién de
exosomas y CD9 se ha demostrado que participa en la curvatura de la membrana debido
a su forma coénica, regula la internalizacién del MHC-Il en los endosomas tempranos y se
ha observado que su bloqueo reduce el nUmero de endosomas tempranos presentes, por
citar algunos ejemplos de los procesos bioldgicos regulados por estas moléculas (Umeda
et al., 2020; Toribio y Yafiez-M@, 2022).

3.5. Caracteristicas moleculares de las tetraspaninas

Las tetraspaninas son moléculas que se encuentran ampliamente expresadas en los
seres vivos. En el caso de los humanos se han descrito treinta y tres miembros de esta
familia de proteinas, al ser descritas como marcadores de vesiculas extracelulares, se
han vuelto de interés biomédico, por lo cual actualmente se conocen ampliamente sus
caracteristicas moleculares (Ahmed et al., 2021).
Estas proteinas integrales presentan cuatro segmentos transmembranales (TM1-4), dos
bucles extracelulares que reciben el nombre de SEL y LEL (del inglés Small Extracelular
Loop y Long Extracelular Loop), un bucle giratorio de menor tamafio, puentes disulfuro y
extremos terminales N- y C-. Las tetraspaninas se caracterizan por tener entre 200 y 300
aminoacidos, y en ellos se encuentran distribuidos distintos sitios de glicosilacion,
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modificacion de lipidos y otras modificaciones postraduccionales que permiten la
participacion de estas proteinas en la transduccion de sefiales, asi como en diversos
procesos proteoliticos, replicacion viral e interacciones virus y huésped (Ahmed et al.,
2021). El papel de las tetraspaninas en los exosomas es muy relevante ya que les
confieren algunas de las funciones bioldgicas implicadas en la comunicacién celular como
su papel en la migracidon celular, internalizacién de receptores, adhesién celular y la

inhibicion de su degradacion por el proteasoma (Ruzycka-Ayoush et al., 2023).

4. Biogénesis de los exosomas

Los exosomas presentan una biogénesis a partir de la via endosomal, esto ocurre
mediante la gemacién intraluminal de los compartimentos endosomales, los cuales son
los encargados de internalizar las sustancias bioactivas que vienen del medio extracelular
y de proteinas asociadas a la membrana. Este proceso ocurre en la membrana plasmatica
de las células. Estas estructuras forman los endosomas tempranos, EIV; por las siglas en
ingles de “Early intraluminal vesicles”. Los endosomas tempranos son los encargados de
regular la composicién de la superficie celular, asi como también participan en la
separacion de proteinas que seran utilizadas en otro lugar celular de aquellas que seran
degradadas por lisosomas (Diaz et al., 2018). Una vez internalizado el contenido
proveniente del medio extracelular y de la membrana celular, comienza la transicion a
endosomas tardios. En los endosomas tardios ocurre una seleccion, mediante los tibulos
vesiculares, de proteinas y lipidos para ser recicladas y regresadas a la red trans-golgi
(TNF) o para su incorporaciéon dentro las vesiculas intraluminales, ILV; por sus siglas en
inglés de “Intraluminal vesicles”. Para la formacion de ILVs ocurre una invaginacion de la
membrana limitante que permite la formacién de estas vesiculas (ILV) (Radler et al.,
2023). Dentro de las ILV, ya se encuentra determinado el cargo especifico de cada
vesicula. Estas ILV son contenidas en cuerpos multivesiculares, MVB; “multivesicular
bodies”, por sus siglas en inglés, mediante una modificacion post-traduccional por
ubiquitina (Diaz et al., 2018). Los cuerpos multivesiculares son mecanismos de transporte
endosomico, poseen Rabs y LAMPSs que les permite diferenciarse de otros organelos
membranosos, y con ayuda de las proteinas del citoesqueleto se movilizan a la periferia,
para fusionarse a la membrana celular y liberar su contenido en forma de exosomas (Fig.
3) (Zhang et al., 2020).
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4.1. Determinacién del contenido vesicular

El contenido vesicular se determina durante la formacion de las vesiculas intraluminales
(ILV) y de los cuerpos multivesiculares (MVB). Su formacion se ha descrito por dos vias:
la via clasica y la via alterna. Ambas vias requieren de proteinas especificas para el
reclutamiento de otras, distribucion del cargo vesicular e invaginacion.

La primera via, conocida como la via clasica, requiere del Complejo de Clasificacién
Endosomal Requerido para el Transporte o Maquinaria ESCRT; del inglés “Endosomal
Sorting Complex Required for Transport”. La principal funcién de este complejo es la de
ser una magquinaria de transporte que permita tanto la invaginacion de las ILV como la
secrecion exosomal (Todorova et al.,, 2017). Este complejo se compone de las
subunidades ESCRT-0, ESCRT-l, ESCRT-Il, ESCRT-Ill y proteinas accesorias. La
proteina HRS; del inglés “Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate”
subunidad de ESCRT-0, reconoce a las proteinas ubiquitinadas y se une a el fosfolipido
fosfatidilinositol 3-fosfato (PtdIns3P), lo cual permite la unién de ESCRT-I mediante
TSG101. Esta proteina interactia con HRS, desplegando la sefial para la unién de
complejo ESCRT-Il, causando la invaginacion de la membrana endosomal.
Posteriormente ESCRT-III se une al complejo, realizando la escision de la membrana y
formando la ILV. ESCRT-Ill participa tanto en la via cldsica como la via alterna, para
poder ser utilizado en ambas requiere de la proteina VPS4, la cual permite el reciclaje de
ESCRT-IIl. Estudios recientes demostraron que la ausencia del complejo ESCRT no
impide la produccién de exosomas lo cual dio paso al estudio de una via alterna (Radler et
al., 2023).

La via alterna de formacion de MVB, es regulada por las tetraspaninas CD63, CD9 y
CD81, las cuales se encargan del reclutamiento de proteinas asociadas para la formacion
de dominios ricos en tetraspaninas. También participan proteinas como ALIX, ESCRT-Ill y
sintenina. La proteina sindecano (presente en la membrana de los exosoma), recluta a la
proteina sintenina-1 la cual es una proteina que regula la proliferacion, migracion,
metastasis y angiogénesis de células tumorales. Esta proteina se encuentra presente en
vesiculas para su interaccion con ALIX (ALG-2-Interacting Protein X) en la biogénesis
exosomal (Kim et al., 2022). La proteina ALIX es una proteina citoplasmatica expresada
en las células y presente en los exosomas en altas concentraciones. Esta proteina
participa en la muerte celular por su capacidad de unién a la proteina dependiente de
calcio ALG-2 (apoptosis-linked gene 2) (Chatellard-Causse et al., 2002). Ambas proteinas
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son reguladas por GTPasas y los factores ARF6 (ADP ribosylation factor 6) y PLD2
(phospholipase D2) (Kim et al., 2022). De esta manera, se promueve la invaginacion y
formacion de los ILV. Una vez formadas estas estructuras se recluta al complejo ESCRT-
Il reciclado de la via clasica con ayuda de la proteina VPS4 para finalizar su biogénesis
(Réadler et al., 2023).

La seleccion del contenido de los exosomas ocurre por medio de los miembros de la
maquinaria ESCRT (TSG101 y Alix) y la proteina ARRDC1 (dominio de arresto
contenedor), estas proteinas participan en permitir la acumulacién de otras moléculas
como proteinas, lipidos y &cidos nucleicos en los dominios del lumen de las vesiculas. Los
microdominios se curvan internamente y liberan los endosomas (ILVS) en la parte interna
de los cuerpos multivesiculares (MVB), estas proteinas se encuentran ubiquitinadas. La
regulacion funcional de los exosomas ocurre mediante la ubiquitinacion de sus proteinas.
Para esto, la maquinaria ESCRT interactia con la proteina tirosina fosfatasa HD-PTP y
desubiquitina a las proteinas, lo cual permite su activacion funcional. La seleccion del
contenido de la vesicula comienza con el ensamble de los ILV y termina hasta su fusion
con la membrana. En la decision del contenido intravesicular especifico participan
principalmente las tetraspaninas mediante su interaccion con proteinas citosdlicas,
también se asocian a la captura de proteinas de sefalizacion intracelulares y de

superficie, como son la E-cadherina, beta catenina y Wnt (Meldolesi, 2018).

Los cuerpos multivesiculares poseen la capacidad de fusionarse con la membrana celular
para poder liberar las sustancias intracelulares en forma de exosomas, esto lo hacen
mediante sitios de fusion alrededor de la membrana o sélo en una parte de ella. Para la
fusion de los MVB es necesario el acercamiento de estos a la membrana citoplasmética
con ayuda de proteinas de citoesqueleto, motores moleculares y GTPasas RAB (como
Rall, Rab27) y mediante un proceso de exocitosis y transporte activo, ocurre la liberacion

de los exosomas al medio extracelular (Zhang et al., 2020; Radler et al., 2023).
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Figura 3. Biogénesis de los exosomas por invaginacién de la membrana celular. Imagen tomada de
Radler et al. 2023. ILV: vesiculas intra luminales (por sus siglas en inglés, intraluminal vesicles), MVB:
cuerpos multivesiculares (por sus siglas en inglés, multivescular bodies), TSG101: gen de susceptibilidad
tumoral 101 (por sus siglas en inglés, tumor susceptibility gene 101), SNARE: receptores de proteinas de
fijacién soluble de NSF soluble (por sus siglas en inglés, N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptor), ESCRT: complejos de clasificacion endosémica necesarios para el transporte (por sus siglas en
inglés, endosomal sorting complexes required for transport) y VPS4: proteina asociada a la clasificacion de

proteinas vacuolares (por sus siglas en inglés, vacuolar protein sorting-associated protein 4).

5. Mecanismos de accion de las VEs

Las VEs son liberadas al medio extracelular, se trasladan e interaccionan con la
membrana plasmatica de las células diana. Las VEs poseen moléculas como las
tetraspaninas, integrinas, proteoglicanos y lectinas, las cuales interaccionan con los
receptores, moléculas de adhesion y proteinas de matriz extracelular como la laminina y
fibronectina presenten en las membranas de las células receptoras. Algunas vesiculas
disgregan su membrana para exponer las sustancias bioactivas que se uniran a los

receptores de las células diana. (Meldolesi, 2018).

La fusién de las VEs con la membrana plasmatica de la célula es mediada por CD9, esta
tetraspanina participa junto con las sincitinas que se unen a proteinas transmembranales
(MFSD2a o ASCT2) mediante su region hidrofébica. Posteriormente ocurre una

reestructuracion proteica, la cual permite la apertura de la membrana plasmatica y la
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internalizaciéon del contenido vesicular. Otros mecanismos de fusion descritos son la

fagocitosis, endocitosis y macropinocitosis (Meldolesi, 2018).

Las VEs que no son internalizadas pueden permanecer estables en el medio extracelular,
0 migrar a través de uniones intercelulares, estas VEs se desplazan a zonas adyacentes
en los tejidos, encontrandose en los biofluidos como el suero sanguineo, linfa, plasma y

liquido cefalorraquideo (Théry et al., 2018).

6. Importancia y relevancia del estudio de los exosomas en la homeostasis y la

enfermedad

6.1. VEs en la homeostasis

Las VEs, en particular las de menor tamafio, conocidas como exosomas, son de gran
relevancia en el mantenimiento de la homeostasis, participando como inmunoreguladores
y mediadores en procesos de inflamacién en el sistema inmune (Buzas et al., 2014).

Las células del sistema inmune; como los neutrdfilos, macréfagos, monocitos y
macrofagos derivados de monocitos secretan VES en respuesta a mediadores
inflamatorios, patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) y patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPSs) (Izquierdo-Serrano et al., 2022) (Timar et al.,
2013). Actualmente, se conoce que la cantidad de VEs secretadas se ha visto

incrementada en procesos infecciosos y de inflamacion (Li et al., 2023).

Las VEs secretadas por células del sistema inmune pueden potenciar la respuesta
inmune al incrementar la expresion de moléculas proinflamatorias (IL-6) y de adhesion
gue faciliten la transmigracién de las células a los tejidos (Kolonics et al., 2020), también
contribuyen en la respuesta antimicrobiana, ya que permiten la agregacién de bacterias
en procesos infecciosos (Timér et al., 2013; Tian et al., 2019). Otra funcidn a la cual se les
ha asociado es a la presentacién antigénica; las VEs derivadas de células presentadoras
de antigenos (APC) en su membrana poseen el complejo principal de histocompatibilidad
clase | (MHC-I) y clase Il (MHC-II) requerido para presentar un péptido a los linfocitos T
CD4+ y CD8+ (Kalluri y LeBleu, 2020). Las VEs de APC maduras presentan un fenotipo
con mayor capacidad activadora, mientras que las provenientes de APC inmaduras
favorecen un estado inmunosupresor, induciendo apoptosis de células efectoras y

activando células reguladoras (Tregs) (Maravillas-Montero et al. 2017).
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Otro mecanismo donde se ha descrito su participacion es en la activacion del sistema
inmune innato: se ha visto que los exosomas provenientes de células dendriticas (DC)
contienen proteinas de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) que favorece la

activacion de células citotoxicas como las Natural Killer (NK) (Lugini et al., 2012).

6.2. VEs en la enfermedad

Los exosomas también estan implicados en diversas patologias como infecciones virales,
desregulacién de células del sistema inmune, aparicibn de la metéstasis en céancer,
problemas cardiovasculares y neurolégicos, entre otros. Se han descrito multiples
mecanismos a través de los cuales los exosomas participan en el establecimiento y
progresion de estas enfermedades. Por ejemplo, en infecciones virales los exosomas
participan como vehiculos virales, ya que los virus poseen mecanismos de patogenicidad
que les permite secuestrar y modificar la via endosémica de las células blanco, para
propagar la infeccion (Joseph et al., 2023). Se ha encontrado material genético de virus
de la familia Flaviviridae, del virus de la hepatitis C y del virus de Epstein-Barr dentro de
exosomas (Yates et al., 2022). Estos acarreadores, internalizan el ARN infeccioso a las
células blanco con ayuda de la interaccion de las tetraspaninas con la membrana de la
célula. Lo anterior se ha observado en los exosomas provenientes de células con
Hepatitis C. En esta infeccion, las tetraspaninas CD81 y CD63 participan como receptores
de la glicoproteina viral E2, permitiendo la entrada del virus a las células (Karimi et al.,
2022).

Por otro lado, los exosomas se han asociado con enfermedades neurodegenerativas,
como el Alzheimer, Parkinson y esclerosis lateral amiotréfica (Yates et al., 2022). Estas
vesiculas actian como vehiculos que transfieren microARNs y distintas proteinas. Se ha
descrito otro mecanismo de internalizacion a través de la penetracion de la barrera
hematoencefalica propagando antigenos cerebrales a los tejidos periféricos (Yates et al.,
2022). Los exosomas en los tejidos cerebrales, promueven la agrupacion de proteinas
con defectos en su plegamiento, ocasionando la inactividad de las proteinas y
favoreciendo la progresion de las enfermedades. Por el contrario, también se ha
observado que los exosomas pueden proteger los tejidos mediante la eliminacion de las
proteinas mal plegadas, ejerciendo asi funciones desintoxicantes y neuroprotectoras en el

sistema nervioso (Kalluri y LeBleu, 2020).
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Por otro lado, también se ha identificado que los exosomas participan en el desarrollo de
enfermedades metabolicas y problemas cardiovasculares. Estas vesiculas favorecen la
comunicacion y el intercambio de metabolitos en células beta pancreéaticas, tejido adiposo,
musculo esquelético e higado. En enfermedades cardiovasculares, los exosomas pueden
afectar el desarrollo de la placa aterosclerética en los vasos sanguineos. Esto es
desfavorable para el organismo ya que promueve un estado inflamatorio, aumenta la
proliferaciébn celular generando trombosis y respuestas vasoactivas. Algunas otras
patologias con las que se han relacionado a los exosomas y su contenido molecular son:
el sindrome metabdlico, aterosclerosis, diabetes asociada a problemas cardiovasculares y

fallas cardiacas (Kalluri y LeBleu, 2020).

6.3. VEs como biomarcadores

Las vesiculas extracelulares, en particular los exosomas, han tenido gran relevancia en
los ultimos afios debido a su alto contenido molecular y su capacidad de mediar la
comunicacion intra- y extracelular mediante la actividad de las moléculas acarreadas por
las VEs al interior de las células blanco. Debido al transporte de diversas sustancias
bioactivas, los exosomas participan en procesos como la regulacion celular, reparacion de
tejidos, progresion tumoral, regulacion del sistema inmune, participacion en la expresion
de nuevos genes y diseminacion de patégenos, entre otros. Estas vesiculas son capaces
de modificar la fisiologia celular e inducir procesos de sefalizacion a través de
interacciones ligando-receptor (Ruzycka-Ayoush et al., 2023) asi como brindar
informacién acerca del estado fisioldgico de la célula que las secretd (Yates et al., 2022).
Debido a lo anterior, los ARNs y proteinas asociadas a las VEs, en particular los
exosomas, han sido estudiados con el objetivo de utilizarlos como biomarcadores (Wang
et al., 2020). EI empleo de las VEs como posibles biomarcadores ha abierto una
posibilidad para el diagnéstico, prondstico, monitoreo y tratamiento de enfermedades de
gran incidencia como el céncer, enfermedades virales, neurodegenerativas y
cardiovasculares (Kalluri y LeBleu, 2020; Karimi et al., 2022) Por ejemplo, en un estudio
reciente, se han administrado directamente los exosomas provenientes de células
dendriticas como tratamiento contra la artritis reumatoide, ya que se han encontrado
moléculas antiinflamatorias como IL-10 e IL-4, que brindan un mejor pronéstico para el

paciente (Maravillas-Montero, 2017).

Los exosomas poseen la capacidad de penetrar barreras bioldgicas lo cual los hace

atractivos como transportadores de farmacos (Kalluri y LeBleu, 2020). Actualmente se han
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implementado dos alternativas para modificar el cargo de las VEs con el farmaco en
cuestion y poder introducirlo al paciente. Estas vias consisten en modificar a las VEs a
través de la edicion de genes y la co-incubacion con células progenitoras para obtener
una vesicula modificada desde su biogénesis o posterior a la liberacion extracelular,
donde es necesario aislar las vesiculas y modificarlas mediante la co-incubacién con otros
exosomas, electroporacion, sonificacion, extrusion, ciclos de congelacion y tratamiento
con saponinas. Estos métodos se basan en la perforaciéon o alteracion de la membrana
lipidica de los exosomas para la introducciéon de moléculas especificas (Zhang et al.,
2020). Una consideracién importante de mencionar es que, a pesar de su extenso
potencial, su estudio es muy complejo debido a su tamafio y la poca estabilidad de su
membrana, y a las dificultades metodoldgicas que implica separarlas, lo cual puede
favorecer la pérdida de su integridad, su agregacién y el co-aislamiento de moléculas y
particulas contaminantes, lo cual dificulta el tratamiento individualizado de las VEs o

incluso puede disminuir su funcién biolégica (Zhang et al., 2020).

6.4. Importancia de las vesiculas extracelulares en el estudio del cancer

Asi mismo, se conoce que los exosomas juegan un papel fundamental en la biogénesis
del cancer, ya que las células tumorales utilizan la liberacion de exosomas como un
mecanismo para promover el crecimiento tumoral. Estos mecanismos implican: la
liberacion de compuestos oncogénicos y microRNAs. Las integrinas contenidas en las
membranas de los exosomas son reguladores de la comunicacién intercelular (Shimaoka
et al.,, 2019) y favorecen la colonizacién de nuevos nichos metastasicos para realizar
metastasis. Estas moléculas son capaces de mediar la interaccibn de las células
residentes de los tejidos con los exosomas. Se ha observado que estas integrinas activan
promotores oncogénicos como la proteina tirosina-quinasa Src y prenden genes
pertenecientes a la familia S100 (los cuales promueven la migracion e inflamacién) para
regular la funcion de las células residentes (Tian et al., 2019). Por otro lado, las vesiculas
contribuyen con el microambiente tumoral mediando la infiltracion de células inflamatorias
y la angiogénesis y también favorecen la resistencia de las células tumorales a farmacos
(Tian et al., 2019). Se ha reportado un incremento en la concentracion de exosomas en
circulacion en pacientes con distintos tipos de cancer. Melo y colaboradores demostraron
que las vesiculas secretadas por células provenientes de cancer de mama median
eficientemente el silenciamiento del ARNm, con el objetivo de reprogramar el

transcriptoma de la célula diana. Estds VEs inducian a las células epiteliales no
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tumorigénicas a formar tumores en un sistema dependiente de Dicer (Melo et al., 2014;
Milane et al., 2015), lo cual se encuentra relacionado con un mal pronostico de la
enfermedad. Uno de los mecanismos propuestos para este incremento en la liberacion
exosomas por las células tumorales, esta asociado a la biogénesis exosomal modificada,
la cual tiene modificaciones significativas en el complejo ESCRT (Ruzycka-Ayoush et al.,
2023; Meldolesi, 2018).

Las VEs provenientes de las células presentadoras de antigenos (APC) tumorales, se han
propuesto como candidatas para el tratamiento de cancer ya que pueden inducir la
activacion de linfocitos T citotoxicos, que favorezca la disminucion del crecimiento
tumoral. Las VEs participan como mediadores en el proceso de angiogénesis. En cancer
colorrectal las células colorrectales (CRC) secretan exosomas que permiten la
sobreexpresion CAPS1 promoviendo el crecimiento epitelial de células FHC (Wu et al.,
2021). Es por todo lo anterior, que es sumamente relevante el estudio de los mecanismos
moleculares que median la comunicacibn de los exosomas y las VEs, con el
microambiente tumoral para la progresién del cancer, por lo cual, es de gran interés la
optimizacion de las metodologias que permitan el estudio de VEs en circulacién, con el

objetivo buscar biomarcadores o con fines terapéuticos (Ruzycka-Ayoush et al., 2023).

7. Métodos de estudio de las vesiculas extracelulares

7.1. Métodos de aislamiento y purificacién de VEs

Especificamente, debido al interés en la busqueda de biomarcadores, el plasmay el suero
son biofluidos de gran relevancia en el estudio de los exosomas. La composicion de estos
dos biofluidos es extremadamente compleja. En el plasma encontramos estructuras de
composicion lipidica, como es el caso de las lipoproteinas (Apo-Al, Apo-E1 y Apo-B) las
cuales comparten tamafo, densidad y forma con las vesiculas, lo que dificulta el
aislamiento con la mayor pureza y el posterior analisis de las VEs (Mladenovi¢ et al.,
2023). La eleccién de un método adecuado para el enriquecimiento de los exosomas es
crucial para la interpretacion de los datos. No existe un método por si solo que asegure
una purificacion absoluta, ni el mejor rendimiento; sin embargo, se han analizado las
ventajas y desventajas de las metodologias utilizadas actualmente (Sidhom et al., 2020).
Debido a que la naturaleza de los biofluidos es muy distinta, es muy importante elegir el
método adecuado de aislamiento de las VESs, que considere el mejor rendimiento y pureza

posibles.
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Actualmente se han implementado diversas técnicas para el enriquecimiento de las VEs a
partir de biofluidos, tales como; la ultracentrifugacion (UC), la separacién por gradientes
de densidad, precipitacion, filtracién, inmunoprecipitacién (IP), exclusion por cromatografia
de exclusién molecular (SEC) y diferentes combinaciones de ellas que permitan optimizar
y maximizar la purificacibn. Como se menciond previamente, no hay una técnica universal
para el aislamiento y enriquecimiento de las VEs, la seleccion de la metodologia mas
adecuada dependera del objetivo de la investigacion a desarrollar y de la naturaleza de la
muestra. Cada técnica tiene ventajas y desventajas; por ejemplo, la UC permite obtener
VEs con un mayor rendimiento, sin embargo, compromete la integridad de las VEs; la IP
favorece la especificidad de las moléculas de interés, pero es un procedimiento de costo
elevado, y la SEC facilita el enriquecimiento y la conservacion de la integridad de las
membranas de las VEs, ademéas de que favorece la reduccion de contaminacién con
lipoproteinas, aunque compromete el rendimiento. Por todo esto, es necesario considerar
varios factores al seleccionar el método mas adecuado dependiendo del objetivo de la
investigacion. A continuacion, se describen con detalle las metodologias mas utilizadas

para el aislamiento de las VEs (Tiwari et al., 2021)

7.1.1. Ultracentrifugacién

La ultracentrifugaciéon (UC) es de las primeras metodologias empleadas para el
aislamiento de las VEs desde que se empezaron a estudiar. Su fundamento es la
separacion de los componentes de una muestra por tamafio y densidad, mediante series
de centrifugaciones a altas velocidades. Estas series se realizan en dos fases; la primera
es una centrifugacion de mediana velocidad (p.e. 10 000 rpm) que se encarga de remover
células muertas, debris y vesiculas de gran tamafio. La segunda fase requiere de una
ultracentrifugacién a altas velocidades (100 000 x g), para separar a las VEs pequefas.
Esta técnica es inespecifica ya que no requiere de anticuerpos especificos para
marcadores vesiculares que permitan su separacion. Las desventajas de la UC son que
es un procedimiento que ocurre en lapsos prolongados de tiempo, es una técnica de alto
costo, el dafio estructural que provocan las altas velocidades y la pérdida de integridad de
las vesiculas, asi como la agregacién no deseada de las vesiculas y co-separacién de

lipoproteinas en la muestra de VEs (Zhang et al., 2020).

7.1.2. Cromatografia de inmunoafinidad

La cromatografia de inmunoafinidad es una técnica basada en el uso de anticuerpos que

interaccionan con los ligandos presentes en las vesiculas, permitiendo la recuperacion de
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vesiculas especificas de muestras heterogéneas. En esta técnica necesario utilizar las
proteinas mas abundantes, tanto en la membrana como transmembranales de las VEs,
para su identificacién; algunas de las mas utilizadas son las proteinas ESCRT. Esta
metodologia se emplea cuando se buscan VEs positivas para una proteina en especifico,
ya que segmenta las poblaciones de VEs e impide una caracterizacion general de la
muestra. El uso de anticuerpos no es recomendable para aislamientos en gran escala

debido a la interferencia no especifica por parte del anticuerpo (Yates et al., 2022).

7.1.3. Precipitacion por polimeros
La precipitacion de polimeros es otro método utilizado para el aislamiento de VEs, esta
metodologia consiste en la adicion de un polimero hidrofilico al biofluido, como el
polietilén-glicol, el cual interactia con el agua presente, permitiendo la precipitacion de los
componentes menos solubles de la muestra. Es considerado un andlisis rapido y fécil,
donde la pureza y la tasa de recuperacién son limitadas. Adicionalmente el polimero es
dificil de remover por completo de la muestra, por lo cual actualmente no es aceptado en

estudios funcionales de VEs (Irmer et al., 2023).

7.1.4. Cromatografia de exclusion molecular

Existen otras metodologias que no alteran la integridad de las membranas y limita la
agregacion de las vesiculas, pero el rendimiento disminuye. Esto no excluye el co-
aislamiento de proteinas, ribonucleétidos o lipoproteinas presentes en la muestra. Un
ejemplo es la cromatografia de exclusion molecular, SEC; por sus siglas en inglés “Size-
exclusion chromatography”. Esta metodologia (SEC) se basa en la retencién, por
tamafios, de las particulas inmersas en una matriz. Para su realizacion es necesaria la
recoleccién de un nimero estipulado de fracciones de la muestra, donde se recuperan las
moléculas de mayor tamafio en las primeras fracciones del biofluido y el tamafio de las
moléculas recuperadas disminuye progresivamente en las fracciones posteriores. Esto se
debe a que las macromoléculas no son capaces de entrar a los poros de la matriz y se
eluyen entre los espacios de estas, mientras que las micromoléculas si son capaces de
entrar en los poros de la matriz y son retenidos por mayor tiempo. El tamafio del poro de
la matriz es determinante para el tipo de vesicula que se desea aislar (Wang et al., 2020).
Algunas ventajas que presenta estd metodologia son el tiempo, el costo y la facilidad. Los
exosomas aislados conservan sus caracteristicas estructurales, biolégicas y son
uniformes en tamafio. Una de las principales desventajas es que la pureza se ve reducida,

ya que también se eluyen particulas de tamafios similares presentes en la muestra, pero
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estas pueden ser en menores cantidades que las VEs presentes (Yang et al., 2021). En el
caso de muestras de plasma humano se han observado el co-aislamiento de proteinas

similares en tamafio, como lipoproteinas (Stranska et al., 2018; T6th et al., 2021).

8. VEs en el plasma humano

El plasma proveniente de una muestra sanguinea contiene gran cantidad de VEs, en
especifico exosomas provenientes de plaquetas, células del sistema inmune y antigenos
presentes en el fluido, ademas de ser una muestra facil y rapida de colectar, estas dos
caracteristicas lo han posicionado como una biopsia liquida para la purificacion vy
enriguecimientos de VEs que funjan como biomarcadores diagndsticos de enfermedades
(Karimi et al., 2018) Para el estudio de las VEs en plasma es indispensable conocer
medidas cuantitativas del volumen inicial del biofluido, la caracterizacion de las VEs para
determinar abundancia (numero total de particulas, proteina o lipidos presentes),
identificar subtipos de VEs (caracterizacion molecular) y verificar la presencia en la
muestra de componentes no vesiculares que se co-aislen con las VEs (Théry et al., 2018).

8.1. Composicién bioquimica del plasma humano

El plasma humano es un biofluido proveniente de la centrifugacion de las muestras
sanguineas. Al someter la sangre 2500 rpm es posible obtener tres fases visibles: los
eritrocitos, responsables del transporte de oxigeno, en la parte inferior, posteriormente las
plaguetas, factores de coagulacion y los leucocitos, en la parte superior encontramos el
plasma (Fig.4). El plasma abarca el 55% del volumen total sanguineo, y se compone en
un 90% por agua. Se caracteriza por ser un liguido transparente y amarillento, de alta
viscosidad, el cual permite el correcto flujo sanguineo, posee una funcién reguladora de la
temperatura corporal, la presidbn osmética y el equilibrio i6nico, y mantiene la presion
arterial estable. También participa como transporte de diversas moléculas como,
albumina, lipoproteinas, hormonas, citocinas, carbohidratos, sales, vitaminas, minerales, y
proteinas que son vitales en procesos de coagulacion y de defensa. Este se diferencia del
suero sanguineo por la presencia de fibrinégeno, principal componente que permite la

coagulaciéon (Matthew et al., 2023).
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Figura 4. Composicion del plasma sanguineo humano. La sangre se separa en tres principales fases
donde encontramos eritrocitos, plaquetas, leucocitos y plasma. La composicion del plasma es de 90% agua y
encontramos altas concentraciones de lipoproteinas (HDL y LDL), albumina, factores de coagulacion,
fibrinbgeno, citocinas y hormonas, anticuerpos, hidratos de carbono, sale, vitaminas y minerales.

8.2. Contaminantes en el plasma

Como se mencion6 anteriormente el plasma es muy rico en VESs, pero también contiene
diversas moléculas que pueden comprometer el aislamiento de ellas (Baranyai et al.,
2015). Al analizar vesiculas extracelulares obtenidas de plasma, la albumina y las
lipoproteinas seran los mayores contaminantes a los que nos enfrentamos (Karimi et al.,
2022; Tsamchoe et al., 2023). Esta clase de lipidos son muy abundantes en plasma,
incluso mas que las vesiculas, se estima que pueden ser de 20 a 100 veces mas
abundantes y se caracterizan por tener caracteristicas fisicoquimicas similares: como su
densidad, tamafio y composicion superficial. Debido a esto pueden co-aislarse con las
vesiculas y marcarse con anticuerpos especificos para vesiculas extracelulares

dificultando su andlisis (Botha et al., 2022).

8.3. Lipoproteinas como principales agregados particulados

Las lipoproteinas son particulas esenciales para el transporte sistémico de lipidos. Estas
particulas estdn compuestas por un nucleo hidrofébico de ésteres de colesterol y
triglicéridos, rodeado por una capa hidrofilica compuesta por fosfolipidos en monocapa
con moléculas de colesterol libre y apolipoproteinas. En altas cantidades se han

relacionado con riesgo proaterogénico, con excepcion de las HDL que favorecen un
32



estado antiaterogénico (Afonso y Spickett, 2019; Ding et al., 2022). En el cuerpo humano
se encuentran cuatro tipos de lipoproteinas, los cuales son los quilomicrones,
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL),
lipoproteinas de densidad intermedia y lipoproteinas de alta densidad (HLDL). Estas
moléculas se clasifican conforme a su tamafio (Fig.5). Los quilomicrones son los de mayor
tamafio midiendo entre 75 y 1200 nm. Estas particulas se generan posterior a la ingesta
de alimentos altos en acidos grasos, su tamafio va a depender de la cantidad de acidos
grasos presentes. Estas moléculas facilitan el transporte de los lipidos y el colesterol por
el torrente sanguineo, para su procesamiento en higado y conversion a lipoproteinas
HDL, LDL, IDL y VLDL. Una vez que la conversion finaliza estds moléculas viajan por
torrente sanguineo para transportar los triglicéridos y el colesterol a los tejidos periféricos
para su almacenamiento. Debido a su enriquecimiento en la membrana de las
lipoproteinas, las apoliproteinas como Apo A, E y B se han convertido en los marcadores
utilizados para su identificacion (Sun et al., 2019).
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Figura 5. Clasificacién y estructura de las lipoproteinas. Imagen modificada de Cleveland clinic, 2022. Las
lipoproteinas poseen una membrana compuesta por fosfolipidos con apolipoproteinas, colesterol y en su
interior poseen triglicéridos. Las lipoproteinas se clasifican en quilomicrones de 75 a 1200 nm, lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL) de 30 a 80 nm, lipoproteinas de densidad intermedia (ILDL) de 25 a 35 nm,
lipoproteinas de baja densidad (LDL) de 18 a 25 nm y lipoproteinas de alta densidad (HDL) de 5 a 12 nm.

9. Andlisis fenotipico y morfolégico de vesiculas extracelulares (NTA, WB, TEM,
citometria de flujo)
Debido a que el estudio de las VEs es muy complejo por las dificultades en su aislamiento

y caracterizacion, en la actualidad la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares
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(ISEV, por sus siglas en inglés) se ha encargado de establecer una serie de lineamientos
que contribuyen a una mejor interpretacion de los estudios de las VEs y a la
reproducibilidad de estos. En la versién mas reciente de estas guias, la ISEV recomendo
algunas metodologias especificas para el andlisis de las vesiculas extracelulares (Théry
et al.,, 2018). Las metodologias mas aceptadas por ésta comunidad son: analisis por
rastreo de particulas (NTA) para determinar el tamafio y concentracion, western blot (WB)
para evaluar la presencia de marcadores superficiales y contenido molecular de las VEs,
ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA); el cual permite la deteccién de la
presencia de proteinas exosomales especificas, la microscopia electrénica de transmision
(TEM) empleada para observar estructuras internas y el tamafio de las VEs y la
nanocitometria de flujo, entre los métodos mas recientemente sugeridos para analisis mas
individualizados de las VEs (Théry et al., 2018). La nanocitometria de flujo ha adquirido
una enorme relevancia, debido a que permite la deteccién de biomarcadores exosomales
mediante un andlisis multiparamétrico. Una de sus ventajas es que el analisis requiere de
poco tiempo y permite obtener resultados con una concentracion baja de muestra. Sin
embargo, tiene como desventaja que los citbmetros convencionales son incapaces de
analizar particulas menores a 400 nm, por lo que hasta hace unos afios no era factible el
andlisis de VEs pequefias. Debido a esta limitante, se han desarrollado tecnologias
mucho mas sensibles que la hacen capaz de analizar particulas de hasta 100 nm como
son los exosomas. Si bien la citometria aplicada al estudio de particulas submicrométricas
es una herramienta vanguardista que nos permite realizar conteo de particulas o eventos,
identificar diferentes poblaciones con el uso de anticuerpos acoplados, también requiere
cierta sensibilidad para su deteccién y muchos controles que discriminen eventos falsos
positivos (Zhang et al., 2020). Algunas de las dificultades en esta area son la necesidad
de equipos altamente especializados, que posean la resolucion necesaria, para poder
eliminar los artefactos y visualizar s6lo a las vesiculas. Otro inconveniente es la
complejidad de la muestra, lo cual hace elemental el uso de una metodologia lo
suficientemente rigurosa para el aislamiento de estos. Debido a la conservacion de la
integridad de las VEs que ofrece la cromatografia de exclusion molecular, se ha utilizado
en conjunto con la nanocitometria de flujo (Bettin et al., 2023).

Por lo cual, se deja sustentado que el subsecuente analisis de VEs de plasma humano
requiere de un mejor conocimiento de las potenciales moléculas que acompafian a las
preparaciones de VESs, asi como al desarrollo de metodologias que cada vez aseguren un

mejor aislamiento.
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ANTECEDENTES
1. La cromatografia de exclusion molecular permite el enriquecimiento de las
VESs, pero no excluye a proteinas del mismo peso molecular

En el apartado anterior se han descrito diversas técnicas para el aislamiento y purificacion
de vesiculas extracelulares que permiten el empleo de éstas como posibles
biomarcadores en el area clinica. Las VEs de plasma son de gran interés en la basqueda
de biomarcadores moleculares, debido a que las técnicas de obtencion de las muestras
de sangre son menos invasivas que otros tipos de muestras clinicas como la obtencion de
tejido tumoral, ademas de que contiene informacion sistémica de todas las VEs
secretadas, por lo que son potencialmente Utiles para el desarrollo de biomarcadores
utiles en enfermedades de gran incidencia en la poblacion, como el cancer. Se ha
demostrado que los pacientes con cancer tienen mayor concentracion de VEs circulantes
y estas pueden transportar moléculas especificas que indican un perfil molecular asociado
a la enfermedad (Tang et al., 2022).
La eleccién del método de aislamiento y purificacién dependera del objetivo del analisis.
Por ejemplo, en el caso de requerir realizar andlisis individualizados como la
nanocitometria de flujo, es necesario que las proteinas abundantes en sangre no se co-
aislen junto con las vesiculas, ya que esto dificultard el andlisis de marcadores no tan
enriguecidos en las VEs y favorecera a la generacién de artefactos que dificultan el
estudio y la interpretacion de los analisis (Diaz et al., 2018). Debido a esto, la
cromatografia de exclusion molecular (SEC) se ha considerado una alternativa favorable,
ya que se basa en el principio de gravedad. A diferencia de otras técnicas, la
cromatografia no compromete la integridad de las vesiculas, no favorece la agregacion de
las particulas, no contamina la muestra con compuestos externos como polimeros, se
logra la separacion incluso de compuestos de menor tamafio y agregados por los
diferentes tiempos de colecta implementados y es de las metodologias menos
sofisticadas y que no requiere una infraestructura costosa para llevarse a cabo (Jung et
al., 2021).

El aislamiento de las vesiculas extracelulares y el posible co-aislamiento con otras
moléculas ha sido de gran interés en los ultimos afios. Grupos como el de Karimi y
colaboradores en el 2018, se dieron a la tarea de implementar la cromatografia de
exclusion molecular (SEC) como metodologia para el aislamiento de las VEs y analizar en

cada fracciéon colectada el contenido molecular de la muestra, mediante western blot. De
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esta manera se ha determinado una diferencia en el contenido de moléculas co-aisladas
con las VEs, de acuerdo con las fracciones analizadas. La cromatografia (SEC) por si
sola no resulta en un aislamiento 6ptimo, pero al combinar con otra metodologia se puede
mejorar mucho el aislamiento. Debido a que las proteinas en la muestra avanzan en la
columna con una velocidad proporcional a su tamafio, las VEs pueden eluir junto con
proteinas, muy abundantes en el plasma y que, por su similitud en tamafio con las VEs,
pueden ser eludidas en las mismas fracciones. Por lo cual, dependiendo de la fraccion
elegida, va a ocurrir el co-aislamiento con posibles contaminantes, como las lipoproteinas,
las cuales son uno de los principales constituyentes del plasma (Karimi et al., 2018;
Baranyai et al., 2015). Estudios han visto como la implementacion de la SEC, como
método de aislamiento de VEs, en combinacion con técnicas de analisis como western
blot, permiten conocer el proteoma de las VEs de plasma. Esto resulta de gran utilidad
debido a su potencial como biomarcadores en diferentes enfermedades (Karimi et al.,
2018; Sun et al., 2019).

Stranska y colaboradores en el 2018, determinaron que las fracciones donde las VEs se
encontraban mas enriquecidas y con mayor cantidad de marcadores moleculares de
exosomas, son las que presentan mayor cantidad de particulas (fracciones 7-9). Por otro
lado, otro parametro que es importante de considerar, ademas del rendimiento, es la
cuantificacién de moléculas co-aisladas como la albumina y las lipoproteinas, las cuales
se observé que incrementan en concentracion, conforme aumentan las fracciones (10-14)

y que a partir de la fraccién 10 comienzan a verse enriguecidas (Stranska et al., 2018).

2. La combinacién de ultrafiltraciéon y cromatografia de exclusién molecular
favorece el enriquecimiento de VEs aisladas a partir de medio condicionado

La cromatografia de exclusién molecular es altamente recomendable para una adecuada
separacion de las VESs, pero no posee por si sola la capacidad de eliminar una gran parte
de los contaminantes de mayor tamafio del plasma, por lo cual se ha utilizado en conjunto
con otras técnicas como la ultrafiltracion por centrifugacién para potenciar sus resultados
y asegurar previamente la eliminacion de los complejos de mayor tamafio (Guerreiro et
al., 2018). Se ha descrito que la combinacion de ambas técnicas permite también un alto
enriquecimiento de marcadores exosomales como CD63 y una baja concentracion de
Apo-Al, proteina de mayor concentracion en lipoproteinas de alta densidad y Apo-Bl1,

proteina de mayor concentracion en lipidos de baja densidad (Diaz et al., 2018).
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De igual manera, se ha demostrado que la ultrafiltracion de 30 kDa seguida de la SEC,
permite la recuperacion de VEs de tamafio pequefio (30-150 nm) las cuales se pueden
identificar mediante la presencia de ALIX (cuyo nombre y simbolo oficial en humanos es
programed cell death 6 interacting protein PCDCDG6IP), la cual es una proteina
involucrada en el trafico endosomal y cuyo enriquecimiento en los exosomas ha permitido
gue se utilice como un marcador exosomal. Ortega-Chavez y colaboradores en el 2019,
analizaron las VEs provenientes de medio condicionado de lineas celulares metastasicas
Yy no metastdsicas como la MDA-MB-468 y las MCF7, mediante el rastreo de
nanoparticulas y la microscopia electrénica de transmision. En este trabajo se propuso
que la combinacion de SEC vy ultrafiltracion de 30 kDa es una buena alternativa para la
separacion de VEs con un buen rendimiento y conservando su morfologia (Ortega-
Chavez et al. 2019).

El tamafio del corte del poro es una variante de la ultrafiltracion que indiscutiblemente
afecta la calidad de las VEs y el contenido de las preparaciones resultantes. Guerreiro y
colaboradores en el 2018, realizaron estudios utilizando diferentes tamafios de poro que
van desde 30, 50 y 100 kDa, donde se encontré que existe mayor enriquecimiento de la
tetraspanina CD9 con tamafio de poro de 100 kDa en vesiculas de medio condicionado, lo
cual sugiere un mejor enriquecimiento de moléculas con el fenotipo de VEs empleando un
mayor tamafio de poro en la SEC (Guerreiro et al., 2018). Los estudios previos se basan
en la obtencibn de VEs a partir de medios condicionados, los cuales plantean un
acercamiento a la conformacién de las muestras vesiculares, pero son muestras menos
heterogéneas a comparaciéon de una muestra de plasma sanguineo. Al realizar estudios
en muestras de plasma se ha descubierto un enorme reto por la complejidad del fluido,
por lo cual es necesario identificar el mejor tamafio de corte molecular en la ultrafiltracion
(Karimi et al., 2018), para facilitar el analisis y contribuir a una mejor calidad de muestra

resultante de vesiculas de plasma sanguineo.

3. Las vesiculas extracelulares requieren de técnicas especificas de
aislamiento para realizar analisis individualizados
Cumba Garcia y colaboradores, observaron que al analizar una muestra sanguinea de
individuos sanos y de pacientes con Glioma, se enriquecen vesiculas de mayor tamafio
(100>1000 nm) de didmetro si la muestra no es tratada previamente con algin método de

aislamiento, y se reportan agregaciones de otras particulas contenidas en la muestra, lo
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cual no es 6ptimo para el analisis de nanoparticulas por citometria de flujo (Cumba Garcia
et al., 2019). Lozano-Andrés y colaboradores en el 2023, demostraron que, en muestras
de VEs de plasma, las lipoproteinas caracteristicas de las HDL, LDL y quilomicrones
juegan un papel determinante en el analisis, ya qué enmascaran la sefial vesicular y
afectan la deteccion de marcadores vesiculares como la tetraspanina CD9. Esta deteccion
de marcadores vesiculares depende del tipo y cantidad de lipoproteinas co-aisladas con
ellas (Lozano-Andrés et al., 2023). Este estudio establece la importancia de considerar los
requerimientos de pureza de una muestra de VEs separadas a partir del plasma, que no

interfieran con el subsecuente andlisis de las vesiculas por citometria de flujo.

JUSTIFICACION

Las VEs de plasma son elementos biol6gicos potenciales en el desarrollo de
biomarcadores accionables para el diagnostico y seguimiento de multiples enfermedades.
Sin embargo, el aislamiento y andlisis de las vesiculas de plasma no es trivial, debido a la
complejidad molecular y fisicoquimica de este biofluido. En particular, en el plasma
humano, estas vesiculas se encuentran acompafiadas por proteinas y particulas con las
que comparten tamafio y densidad, lo que dificulta la purificacién y la posibilidad de
realizar andlisis individualizados de las mismas. Debido a esto es necesario el desarrollo
de una metodologia estandarizada que permita la identificacion 6ptima de las VEs, la
reduccion de contaminantes co-aislados con la muestra y un buen rendimiento para
posteriores analisis que conduzcan a profundizar el conocimiento de las VEs y los

exosomas.

Actualmente es de gran interés, analizar a las lipoproteinas Apo-Al y Apo-E1, y albumina,
proteinas de gran abundancia en el plasma, que se co-aislen mediante la combinacion de
UF con SEC que pudieran interferir con el andlisis de las VEs en el plasma, por lo que es
necesario un estudio detallado de estas proteinas y su co-aislamiento en muestras de
VEs en plasma de individuos sanos, lo que permitira optimizar estudios posteriores en

pacientes de multiples enfermedades.
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HIPOTESIS

El co-aislamiento de albumina y las lipoproteinas Apo-Al, Apo-E1 en las VEs aisladas de
plasma se modificard de acuerdo a las condiciones de separacion por UF-SEC, lo cual se
verd reflejado en las caracteristicas fenotipicas y moleculares de las VEs del plasma de

individuos humanos sanos.

OBJETIVOS

Objetivo General

e Analizar el contenido molecular de albumina y las lipoproteinas Apo-Al y Apo-E1
co-aisladas con las vesiculas extracelulares a partir de plasma humano, asi como
caracterizar las vesiculas extracelulares resultantes mediante la identificacion de

los marcadores exosomales CD63, CD9 y TSG101.

Objetivos particulares

1. Obtener y purificar vesiculas extracelulares provenientes de plasma de
individuos humanos sanos mediante la combinacion de ultrafiltracion y
cromatografia de exclusién molecular.

2. Comparar la ultrafiltracion con un corte molecular de 30 kDa y 100 kDa como
complemento a la SEC en la separacion de vesiculas extracelulares provenientes
de plasma de individuos humanos sanos.

3. Cuantificar el rendimiento de las vesiculas provenientes de plasma de individuos
humanos sanos.

4. Analizar la morfologia de las vesiculas de plasma de individuos humanos sanos
obtenidas.

5. Determinar el contenido molecular de lipoproteinas y albumina en las distintas
fracciones de vesiculas extracelulares obtenidas de plasma de individuos
humanos sanos y compararlo en las diferentes fracciones.

6. Analizar el contenido molecular de marcadores intra- (TSG101 y calnexina) y
extravesiculares (CD63 y CD9) de las vesiculas extracelulares obtenidas de
plasma de individuos de humanos sanos y compararlo en las diferentes fracciones

obtenidas.
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METODOLOGIA
1. Obtencidén de la muestra

Los procedimientos empleados para el manejo de muestras humanas fueron aprobados
por el Comité de Etica en Investigacion con Seres Humanos del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Los individuos incluidos en este estudio se
encuentran dentro de los 18 y 40 afios, de ambos sexos (masculino y femenino), en
ayuno de ocho horas, en ausencia de procesos infecciosos y sin enfermedades cronicas
aparentes (criterios de inclusion y exclusién ver apéndice 1). Las muestras sanguineas
fueron obtenidas de ocho individuos humanos aparentemente sanos mediante
venopuncion. La muestra fue extraida en tubos Vacutainer de 4 mL con EDTA como
anticoagulante. Las muestras se centrifugaron en tubos cénicos de 15 mL (Labofuge
400R) a 2000 rpm, sin freno, durante 10 minutos para separar el plasma del paquete
celular y eritrocitos, y el plasma resultante se filtr6 mediante un filtro de 200 nm para
reducir la contaminacién por plaquetas y desechos celulares.

Tabla 1. Datos demograficos de los individuos analizados.

Parametros demograficos

Género Mujer (n=3) Hombre (n=4)
Edad (aiios) 29.3+4.16 28+7.7
Volumen de plasma por ml de sangre 27.2+15.2 23.09+3.24

2. Aislamiento y purificacion de exosomas de plasma humano

2.1 Preparacion de soluciones
Para lavar la sefarosa, se utiliz6 PBS 10X (80 g de NaCl, 2 g de KCI, 6.1 g de Na2HPO4
anhidro, 2 g de KH2PO4). A partir de esta solucion se realiz6 la disolucién de PBS-Citrato
de sodio 0.32% y PBS 1X a un pH fisiolégico (7.2 - 7.4), con Antibidtico-antimicético 1X
(Gibco cat. 15240096). Ambas fueron filtradas con un filtro de 0.1 ym en una unidad de

filtracion de 500 mL conectada a una trampa de vacio.
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2.2 Pre-tratamiento de la sefarosa CL-2b

Se colocaron de 20-40 mL de sefarosa CL-2b (Sigma Aldrich cat. CL2B300-500) en un
recipiente de plastico estéril y se permitié su sedimentacion durante 15 minutos. Una vez
sedimentada se desecho el diluyente y se agreg6 15 mL de amortiguador (PBS-Citrato de
sodio 0.32% filtrado con 0.1 pm) se mezcl6 suavemente para lavar la sefarosa.
Posteriormente se dej6é sedimentar durante 15 minutos y se repiti6 el procedimiento 2
veces mas. Por dltimo, se volvié a descartar el sobrenadante y se agregaron 10 mL de

amortiguador nuevo. La sefarosa se almacend a 4°C.

2.3 Preparacion de la columna de sefarosa

Se cort6 1 cm? de media de nylon (dernier 19) esterilizada por radiacién UV y se introdujo
con guantes estériles dentro de la columna (Jeringa 10 mL Syringe Marca. BD cat.
DW612780L) por la parte de abajo formando un tapon. Se coloc6 una llave de 3 vias en la
boquilla de la jeringa. Se sujeté en un soporte universal metélico, se colocaron 10 mL de
sefarosa CL-2b en la columna y se dej6 sedimentar. Para continuar se realizaron 2
lavados (4 mL cada uno) con el amortiguador para empacar (PBS/Citrato 0.32% con Anti-
Anti 1X filtrado con 0.1 ym) y al finalizar se realizaron 2 lavados mas de la columna (4 mL)
con el disolvente de la muestra (PBS 1X con Anti-Anti 1X filtrado 0.1 uym). En todo

momento se asegurd de no dejar secar la columna utilizando el disolvente de la muestra.

2.4 Separacién de las VEs por UF-SEC

Se filtr6 la muestra de plasma con un filtro de polietersulfona (PES) (Cat.431219), con un
poro de 0.20 um. El filtrado se coloc6 en tubos de ultrafiltracion (Amicon 30 kDa y 100 kDa
Millipore cat. 903024) de 15 mL. A continuacidn, se centrifugaron a 3100 g y 4° C durante
30 minutos y se recuper6 el volumen del filtrado de aproximadamente 200 uL. Se colectd
el volumen retenido y se resuspendié con PBS 1X en un volumen final de 1.5 mL en un
tubo eppendorf. Una vez empacada la columna de sefarosa, con la llave cerrada y
manteniendo asi, se colocé el volumen del diluyente con el menisco en 10 mL y se coloco
entonces 1.5 mL de la muestra. Se colectaron fracciones de 500 uL, y cada fraccion se
obtuvo en tubos eppendorf de 1.5 mL. Una vez obtenido el volumen de 1.5 mL en el tubo
conico, se cerrd la llave y se reemplaz6 en la parte superior de la columna con mas
diluyente circularmente, para evitar que la columna se deformara. Se abri6 nuevamente la
llave y se continuaron colectando las fracciones. Se continud con el procedimiento hasta

haber recolectado 13 fracciones. Para finalizar se realizaron 3 lavados con 4 mL de
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amortiguador de citrato y posteriormente se desempacd la columna y almacené la

sefarosa a 4°C.

2.5 Analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA)

Para el analisis por rastreo de nanoparticulas, el cual analiza la dispersién de la luz
proyectada después de hacer incidir un laser en la muestra y analizar el movimiento
browniano de las particulas para estimar tamafio y la concentracion, por lo cual esta
metodologia aunque es inespecifica, proporciona informacion de las particulas totales
contenidas en la muestra, se realizaron diluciones en PBS 1X estéril y filtrado con un filtro
de polietilsulfona 0.2 uym dependiendo de la cantidad de particulas presentes en la
muestra, limitdndose a un rango entre 10° y 10° particulas/mL, viscosidad de 0.8
centipoise. Las particulas se observaron en el equipo Nanosight (NS300) con el software
NTA 3.2.16 (Malvern, Worcestershire, UK). Los pardmetros utilizados fueron los

siguientes: ganancia 1, nivel de camara 11y el limite de ruido 6.

3. Cuantificacién de proteinas en las VESs por ensayo colorimétrico del acido

bicinconinico

Para la cuantificacibn de proteina total de las muestras se utilizd el método de
cuantificacion de proteinas mediante el ensayo colorimétrico del acido bicinchoninico
(microBCA), empleando una curva estandar con albumina sérica bovina (BSA). Las
proteinas se cuantificaron en preparaciones de VEs lisadas y sin lisar con amortiguador

de lisis (ver apéndice 2).

3.1 Lisis de vesiculas extracelulares

Para comenzar se prepararon 500 pl de amortiguador RIPA 5X (radioimmunoprecipitation
assay) para la lisis de vesiculas de la siguiente manera. En un microtubo se colocaron 250
pl de RCF 10X (ver apéndice 2), 25 pl de Triton X-100, 25 pl de SDS 10%, 85 ul de
deoxicolato de sodio al 15%, 25 pl de inhibidores de proteasas (Céctel inhibidor de
proteasas Halt™ (100X) Thermo Fisher Scientific) y 90 ul de agua miliQ. Se lisaron 160 ul
de muestra de VEs previamente separadas por la combinacién de UF-SEC con 40 pul de
RIPA 5X, durante 30 min en frio, con agitacion cada 10 min. Transcurrido ese tiempo, se

mantuvieron en frio hasta su posterior andlisis.
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3.2 Curva estandar de BSA

Para realizar la curva estandar se realizaron cinco diluciones seriadas a partir de una
solucion de 80 uyg/mL de BSA (cat. A2153-50G). Las diluciones seriadas se realizaron
colocando 12 ul de BSA en 1488 ul de H,O miliQ para partir de un volumen final de 1500
Ml. A partir de esta se realizé la de 64 pg/mL, colocando 880 ul de la dilucién previa en
220 pl de H,0, para la de 32 ug/mL se tomaron 500 pl de la dilucién previa en 500 ul de
H,O, para la de 16 pg/mL se tomaron 425 pl de la dilucion previa en 425 pl de H,O y para
la de 8 ug/mL se tomaron 250 ul de la diluciéon previa en 250 ul de H,O.

3.3 Preparacion de las muestras de proteina total previo a la cuantificacién

Las muestras sin lisar se prepararon 1:20 de la siguiente manera: 24 ul de muestra de
VEs (previamente aisladas y purificadas por SEC) en 3 uyl de H,O y posteriormente se
realiz6 una dilucion 1 en 50 en un volumen final de 500 pl. Las muestras previamente

lisadas (3.1) también se llevaron 1 en 50 para obtener un volumen final de 500 pl.

3.4 Cuantificacion de las proteinas en preparaciones de VEs

En una microplaca de 96 pozos se colocé el blanco (H,O miliQ) con y sin RIPA, la curva y
las muestras lisadas y sin lisar, el andlisis se realiz6 por triplicado, colocando 160 ul por
pozo. Posteriormente se agregaron 150 pl del colorante para determinar la concentracion
de la proteina (Micro BCA Protein Assay Kit cat. #23235 lot. PK207908) y la placa se
incub6 durante 2 horas a 37 °C. Transcurrido el tiempo se midié la absorbancia a 565 nm
mediante el equipo Cytation 3, imaging reader. BioTek. Los valores obtenidos se

registraron en una tabla de calculo y se analizaron los datos respecto a la curva estandar.

4. \Western Blot

4. 1 Preparacion del gel SDS-PAGE Tris Glicina

Para realizar la separacion de los extractos proteicos se prepar6é un gel al 10% de
acrilamida compuesto por el concentrador y el separador (H,O, Acrilamida al 30%, Tris
1.5M, (separador pH 8.8) (concentrador pH 6.8), SDS 10%, persulfato de amonio (10%))
Una vez mezclada la solucién se agreg6 el TEMED para permitir la polimerizacién del gel,
el cual se realiz6 con un grosor de 1.5 mm y pozos de 50 pl de capacidad (las
concentraciones utilizadas se describen en el apéndice 2.) Los geles se prepararon en un
soporte universal (BIORAD), para ambos se colocé primero el gel separador hasta la
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mitad del vidrio y se linealizé utilizando etanol al 96%, se dejo polimerizar por 30 minutos
y se elimind el etanol por decantacion. Una vez hecho esto, se coloco el gel concentrador
hasta un milimetro antes del borde del vidrio, se colocé el peine y se dejé polimerizar por
20 minutos. Transcurrido el tiempo se armé la camara de electroforesis (BIORAD) y se
retiraron los peines. Se cubri6 en su totalidad la camara interna con amortiguador de

corrida (apéndice 1) y se colocaron las muestras.

4.2 Preparacion de las muestras

Para la preparacion de las muestras es necesario cuantificar la proteina total de las
fracciones como se describié en el apartado anterior (cuantificacion de proteina), se
colocé 50 pg de proteina por carril. Las muestras se desnaturalizaron a bafio maria en un
Thermo Block (Techne DB-3) a 96 °C durante 5 minutos e inmediatamente se coloc6 en
hielo durante 5 minutos. Posteriormente se agreg6 el amortiguador de carga para todas
las muestras y el b.mercapto etanol para los marcadores que requerian condiciones
reductoras (TSG101, calnexina, albumina, Apo-Al y Apo-El), en el caso de las

tetraspaninas se omitié este reactivo.

4.3 Corrida de la electroforesis

Una vez cargadas las muestras se colocOd el amortiguador de corrida Tris-Glicina 5X
(preparacion descrita en el apéndice 2) hasta la mitad de la cdmara y se corrio la
electroforesis a 70 Volts por 30 minutos, una vez que la muestra llegé al separador se
aumento la corriente a 110 Volts por 1 hora. Para cada marcador se corrieron dos geles,
una vez terminada la separacion de los extractos proteicos por electroforesis se tifié un
gel con Azul de Coomassie (apéndice 2) por una hora y se destifio con solucién

destefidora (apéndice 2) para integridad y el otro se utilizé para transferencia.

4 4. Transferencia

Una vez realizada la separacion de los extractos proteicos por la electroforesis, se colocé
el gel separador en el amortiguador de transferencia y se equilibré durante 5 minutos. Se
hidrat6 una membrana de nitrocelulosa en amortiguador de transferencia y se agitd
durante 5 minutos. Para realizar la transferencia, se colocaron los materiales dentro de los
casetes de transferencia, se colocaron dentro de la camara de transferencia himeda y se
llen6 de amortiguador de transferencia Tris-Glicina 5X (preparacion descrita en el

apéndice 2) hasta cubrir los casetes. Se tap6 la camara y se colocé en una charola con
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hielo. Se corrid la transferencia por 2.50 horas, a 200 miliAmps. Una vez terminada la
transferencia, se desmont6 la camara y se realizé un lavado con TBS 1x durante 5
minutos en agitacion, cuidando de siempre mantener la membrana en el electrodo
positivo. Una vez terminada la transferencia la membrana se tifié con Rojo de Ponceau
(apéndice 2) durante 15 min y se lavo con TBS 1X, para confirmar la transferencia de los

extractos proteicos.

4.5 Bloqueo de la membrana

Se bloqued la membrana con 15 mL de solucién de bloqueo 5X (Blotting-Grade Blocker
cat. #1706404) durante 1 h. Se realiz6 un lavado con TBS 1X, durante 10 min, para
eliminar los residuos del bloqueo.

4.6 Incubacidén con anticuerpos

Se preparé la solucion del anticuerpo primario dependiendo la proteina a evaluar
(concentraciones descritas en el apéndice 3) en TBS 1X. Se colocé en una bolsa de
propileno y se dejé incubar toda la noche a 4°C. Una vez transcurrido el tiempo se
realizaron tres lavados de 10 min en agitacion con TBS 1X. Se prepard el anticuerpo
secundario en TBS 1X. Las diluciones de los anticuerpos se utilizaron en un rango de
1:30000 a 1:40000 dependiendo del marcador de interés (ver apéndice 3) en 15 mL y se
incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Al terminar se realizaron 3 lavados con TBS

1X por 10 min cada lavado en agitacion.

4.7 Revelado

El revelado se realizé en total oscuridad. Las membranas se colocaron en una carpeta
plastica y se colocaron 500 pl de reactivo quimio luminiscente (Pico West Thermo cat.
34095). Se realiz6 el revelado utilizando una placa autoradiografica y posteriormente se
colocd la placa en la solucién reveladora 5 seg, luego en la solucién fijadora otros 5 seg y
finalmente se enjuagd en agua miliQ. Se repitid6 este procedimiento para todas las
membranas a revelar. Se dejaron secar al aire por 10 minutos.

Las placas se digitalizaron y el analisis densimétrico se realiz6 mediante la determinacién
del analisis del area bajo la curva en el software ImageJ (version 1.53t). Se analizaron 3

muestras para cada protel’na.
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5. Microscopia electrénica de transmisién
La muestra se colecté un dia previo a la cita y se aislaron las VEs como se describe
previamente. Para este andlisis, la ultrafiltracion se realizé Gnicamente con el filtro de 100
kDa Para ello se juntaron las fracciones 9, 10 y 11 y la muestra resultante se concentrd en
un tubo Amicon de 100 kDa de 4 mL y se centrifugd a 3100 g, por 20 minutos, a 4° C. Una

vez centrifugado se recuperé el concentrado y se almacend a 4° C por 24 h.

5.1 Preparacion de la muestra

Para visualizar la muestra se colocaron 9 pl de muestra (1:100 en PBS 1X filtrado) en una
rejilla de carbdn y se dej6 secar por 3 min. Para el contraste se retird el exceso con un
papel filtro y se coloc6 una gota de acetato de uranilo al 2% por 5 min. Posteriormente se
dej6 secar en una fuente de luz a 35 cm, por 15 min. La muestra se coloco dentro del
microscopio y se visualizd a 80 KW en los objetivos de 1X y 100X.

La determinacién del didmetro de las VEs se realizé en el software ImageJ, analizando el
total de las VEs (aumento de 5 kx en un total de 5 campos y 15 kx en un total de 10
campos).

RESULTADOS

1. Anédlisis del numero de las VEs del plasma separadas mediante UF/SEC con corte
molecular de 30y 100 kDa

Las vesiculas extracelulares fueron recuperadas del plasma de individuos aparentemente
sanos, mediante la técnica de ultrafiltracién (UF) en combinacién con cromatografia de
exclusion molecular (SEC), para incrementar la pureza y no comprometer la integridad de
las VEs. Existen muchas variantes experimentales que afectan la pureza en la UF de VEs.
Especificamente, debido a la complejidad del plasma, la pureza de las VEs se ve
altamente comprometida, dependiendo del método de eleccién para separarlas. Diversos
estudios han demostrado la efectividad de realizar la ultrafiltracion con un poro de 100
kDa (UF-100) (Guerreiro et al., 2018). Debido a que los antecedentes del grupo de
investigacion se basaban en la separacion de VEs a partir de 30 kDa, se implement6 un
corte 100 kDa (UF-100) adicional, para comparar los resultados de la UF en el plasma. Se
analizaron las muestras de VEs ultrafiltradas con 30 y 100 kDa y se separaron en 13
fracciones posterior a la colecta por SEC de cada individuo (n=7) para poder estimar la
concentracion y el tamafio de las vesiculas totales por individuo. Este analisis se realiz6
por rastreo de nanoparticulas (NTA por las siglas en inglés de nanoparticle tracking

analysis) mediante el equipo NanoSight NS3000 (Malvern,UK), el cual analiza la
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dispersién de la luz proyectada después de hacer incidir un laser en la muestra y analizar
el movimiento browniano de las particulas para estimar tamafio y la concentracion, por lo
cual esta metodologia aunque es inespecifica, proporciona informacion de las particulas
totales contenidas en la muestra. En primer lugar, se analizé el medio de suspensién
(PBS 1X) en el que se encontraban las particulas, como control negativo, como se
observa en la figura 6A. En esta figura se observa la distribucion de particulas detectadas
en PBS 1X. La grafica muestra que no hay eventos repetidos de algin tamafio especifico
que sugieran la presencia de VEs. Para la calibracién del equipo se utilizaron perlas de
100 nm (Malvern; Polystyrene Latex Microspheres NTA 4088). Como era de esperarse, es
posible ver una poblacién enriquecida en el dimetro correspondiente a 100 nm (Fig. 6B y
C). Posteriormente, se analizaron las fracciones previamente aisladas por cromatografia
de exclusibn molecular (SEC) comenzando el andlisis a partir de la fracciéon 4 y

terminando en la fraccion 13.
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Figura 6. Calibracion del equipo de NTA para determinar tamafio y concentracién de particulas. A.
Grafico representativo de las particulas contenidas en el PBS 1X como control negativo. B. Gréfico
representativo de perlas de calibracion de 100 nm como control positivo de particulas (Malvern; Polystyrene
Latex Microspheres NTA 4088). C. Imagen representativa de las perlas de calibracion detectadas por el

equipo.

El andlisis por NTA de las fracciones obtenidas durante la cromatografia (SEC) indica que
el nimero de particulas se incrementa considerablemente a partir de la fraccién 7 con una
concentracion promedio de 5.03x10° particulas/mL que es mayor en relacion con la
concentracion del vehiculo 1.05x108 particulas/mL. Estas concentraciones contindan
incrementando hasta la fraccion 11 con 2.72x10'%particulas /mL (Fig. 7A y B), por lo cual
fue necesario realizar diluciones especificas dependiendo de cada sujeto de estudio en un
rango de 1:20 a 1:100 para obtener campos contables. A partir de la fraccién 12 se
observé que la concentracion de vesiculas comienza a decrecer (2.45x10'° particulas/
mL), ademas cualitativamente se pudo identificar mayor turbidez en las muestras, lo cual
podria indicar contaminacién de otras moléculas. Estos datos permitieron proponer a las
fracciones 7, 8, 9,10 y 11 como las de mayor contenido de particulas y menor cantidad de

contaminantes.

2. Andlisis del tamafio de las VEs del plasma separadas mediante UF/SEC con corte
molecular de 30y 100 kDa

En relacién con el tamafio de las particulas, se observa que la relacion del avance de la
cromatografia (nimero de fraccion), es inversamente proporcional al tamafio de las
particulas analizadas (Fig. 7 C y D), ya que en fracciones iniciales 4, 5, 6, 7 se reportan
tamafios de particulas mayores tanto para UF-30 (111.23 nm, 114.48 nm, 113.55 nm)
como para UF-100 (134.07 nm, 166.98 nm, 131.57 nm), en las fracciones 8, 9, 10 y 11,
consideradas las fracciones intermedias se reportan tamafios dentro del rango de tamafio
de las VEs (30-150 nm) (Zhang et al. 2020) UF-30 (114.52 nm, 110.22 nm, 105.82 nm,
100.68 nm), UF-100 (109.33 nm, 100.72 nm, 104.67 nm, 99.10 nm) y en fracciones
avanzadas 12 y 13 se encuentran particulas de menor tamafio, UF-100 (89.50 nm, 83.44
nm), UF-100 (92.22 nm, 65.48 nm), (Fig. 7C). Cabe sefalar que, debido a la interferencia
por la turbidez de la muestra en estas fracciones, la cuantificacién de las particulas y el
tamafio por el equipo pueden ser poco precisas. Lo anterior sugiere que la UF-SEC
permite agrupar y recolectar particulas de diferentes tamafios a partir de una muestra

heterogénea, tal como se ha reportado previamente. Se determin6 como fracciones de
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interés la 7, 8, 9, 10 y 11, con el criterio de la homogeneidad de las particulas
enriguecidas en un tamafio menos de 150 nm. Estas fracciones presentaron un tamafio
intermedio tanto para UF-30 de como para UF-100 de 114.43, 114.52, 110.22, 105.82,
100.68 y 118.13, 109.33, 100.72, 104.67, 99.10 en la UF-100 y valores reportados en la
literatura coincidentes con VEs pequefias (30-150 nm) (Théry et al., 2018).
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Figura 7. Diferencias en concentracion y tamafio de particulas de plasma aisladas en fracciones
provenientes de SEC. A y B. Rendimiento de las VEs aisladas por mL de plasma en las fracciones 4-13.
(n=7). Cy D. Tamafio de las particulas aisladas contenidas en las fracciones 4-13. (n = 7), los resultados se

muestran como el promedio + DS. Analizado en GraphPad Prism 8 usando una T student pareada.

Al analizar si el corte de 30 o 100 kDa permite una mayor purificacion y recuperacion de
particulas, excluyendo a otro tipo de agregados que puedan ser contabilizados como
particulas, no se observa una diferencia significativa entre los dos filtros, al menos en los
individuos analizados, que nos indique mayor recuperacion con un corte que con el otro,
Lo que si es posible observar es una tendencia de incremento en la concentracion con el

filtro de 100 kDa, como se muestra en la Figura 7. Igualmente, se observa una tendencia
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en la cantidad de particulas de mayor tamafio en el filtro con corte de 100 kDa. Todo lo
anterior sugiere que el uso de filtro con corte molecular de 30 kDa comparado con el de
100 kDa en la UF, no altera de manera importante el rendimiento de particulas
recuperadas y el andlisis del tamafio indica que el enriguecimiento en particulas
homogéneas de tamafio de 30 a 120 nm, tamafio correspondiente a los exosomas, ocurre

en las fracciones 7, 8,9, 10 y 11.

3. Cuantificacién de proteinas totales en las VEs de plasma

Las proteinas contenidas en las VEs se encuentran en su membrana y en su interior.
Debido a que en el plasma existen proteinas muy concentradas como la albumina o las
lipoproteinas como Apo-Al, Apo-E1 y Apo-B, las cuales pueden ser co-separadas con las
VEs, nos referiremos a proteina extravesicular a todo el contenido proteico que no sea
proveniente de la vesicula y sea propiamente del plasma. Por lo cual, fue de nuestro
interés determinar la concentracion de proteina total asociada a la vesicula y la proteina
total extravesicular mediante una cuantificacion de proteinas en VEs lisadas y VEs sin
lisar. Se analizaron las fracciones provenientes de SEC y UF con 30 y 100 kDa para
poder detectar si existe diferencia en la cantidad de proteina contenida dentro de las VEs
entre un filtro y el otro, para ello fue necesario utilizar un amortiguador de lisis que
permitiera la disgregaciéon de la membrana vesicular y expusiera estas moléculas. Al
analizar las muestras de VEs lisadas fue posible detectar toda la proteina total de la
muestra (tanto las proteinas no pertenecientes a la VE como aquellas que estén en la VE
y puedan ser detectadas aun en la membrana de las VEs sin lisar). Como control positivo
proteico, determinamos la cantidad de proteinas totales en el plasma sin ser ultrafiltrado y
asilado por SEC de los individuos analizados. Como era de esperarse, la cantidad de
proteinas detectadas en el plasma es significativamente mayor comparada con la proteina
de las fracciones de UF-SEC (Fig. 8 A). La variabilidad entre los individuos analizados, a
pesar de los criterios de inclusion empleados, no permitié que se observaran diferencias
significativas en la cantidad de proteina encontrada entre UF-30 y 100 (Fig. 8 B). Por lo
tanto, ambos cortes permiten identificar el enriqguecimiento proteico esperando al haber
mayor cantidad de VEs en estas fracciones presentes en el plasma sanguineo. Cabe
sefialar que la contaminacion proteica extravesicular que aumenta conforme el avance de
la SEC, no podria ser distinguida de aquella proteina proveniente de las VEs mediante

este método de cuantificacion.
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Figura 8. Diferencias en la cantidad de proteina presente en las fracciones aisladas con UF-30 y UF-
100. A. Concentracion de proteina total lisada presente en las fracciones (7-13) asi como de plasma intacto.
B. Concentracion de proteina total (muestra lisada) presente en las fracciones (7-13) de plasma de UF-30 y
100. C. Concentracion de proteina soluble (muestra sin lisar) presente en las fracciones (7-13) de plasma con
UF-30 y 100. N = 3, los resultados se muestran como el promedio + DS. Analizado en GraphPad Prism 8
mediante una T student pareada.

4. Anédlisis molecular de lipoproteinas APO-Aly APO-E en las VEs en aisladas por
UF-SEC

Debido a que uno de los objetivos de este trabajo es determinar el co-aislamiento de
proteinas extravesiculares que pudieran representar una interferencia en analisis
posteriores de las VEs, fue necesario determinar la presencia de las lipoproteinas mas
abundantes en el plasma Apo-Al y Apo-E, , en las fracciones con mayor cantidad de
particulas determinadas por NTA: (9, 10, 11 y 12). Estas lipoproteinas, junto con Apo-B1,
se han descrito como los principales contaminantes de vesiculas en muestras de plasma
humano (Sun et al. 2019). Al realizar un analisis por western blot en cada fraccion, se
observé que la presencia de APO-E1 es constante en las fracciones 9, 10, 11y 12 y de
acuerdo con lo reportado, también se espera en grandes cantidades en la muestra de
plasma (Fig. 9), lo cual sugiere un co-aislamiento de esta proteina en las VEs. Por otro
lado, se observa que en las muestras analizadas no existe diferencia significativa
independientemente de si el aislamiento se realiz6 con la UF30 o la UF100 kDa. APO-A1,
fue detectable en la fraccion 11-12 y en el plasma lo que sugiere que esta lipoproteina se
encuentra co-aislada con las VEs en fracciones avanzadas (Fig. 9), indicando el co-

aislamiento HDL y quilomicrones a pesar de las condiciones de ayuno aplicadas.
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5. Laalbumina no se enriquece al utilizar UFy SEC

Se realizo el analisis molecular del contenido de albumina en ambas muestras debido a
que esta proteina es muy abundante en el plasma y tiene una funcién de transporte de
ligandos endbgenos y exdgenos en el torrente sanguineo. Se observd un enriquecimiento
de esta proteina en el plasma mediante western blot, pero no fue detectable en las
fracciones separadas por cromatografia. Esto sugiere que ambos filtros de ultrafiltracion,
combinados con la cromatografia, permiten la reduccién de la albimina hasta niveles no
detectables por western blot y otras proteinas o en todas las fracciones analizadas (Fig.
9).
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Figura 9. Principales contaminantes en las fracciones de vesiculas extracelulares de plasma aisladas
por UF-SEC. A. Apo-E1 (39 kDa) Apo-Al (30 kDa) y albimina (69 kDa) determinados por Western Blot en las
fracciones 9-12 (50 pL por fraccién) ultrafiltradas con un poro de 30 kDa y 100 kDa, aisladas por SEC en
muestras de vesiculas extracelulares de plasma (10 ug totales de proteina). Imagenes representativas en A
de tres experimentos independientes (n=3). B Densitometria representada en unidades arbitrarias

densitometrias (UDA). Imagen en B del promedio de tres experimentos independientes (n=3) + SD.

6. Marcadores de vesiculas extracelulares presentes en lineas celulares

Para validar que las muestras contenian fracciones enriquecidas de vesiculas
extracelulares de acuerdo con los consensos internacionales establecidos por la MISEV,
se realiz6 un western blot (WB) para analizar un enriquecimiento de estos biomarcadores
en las VEs aisladas, para lo cual, analizamos a las tetraspaninas CD63 y CD9, y a
TSG101 como representacion de los elementos intraluminales. Asi mismo, se analiz6
calnexina como un marcador de vesiculas con biogénesis en el reticulo endoplasmico,

gue indicaria la presencia de otras vesiculas distintas a los exosomas. Se evalud la
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presencia de estas moléculas en lisados de proteinas totales de cuatro lineas celulares en
donde ya se habia reportado previamente una expresién importante de estos
biomarcadores y que sirvieran de control positivo (Tognoli et al., 2023; Sun et al., 2019).
Se cultivaron células HelLa, MCF-7, Jurkat y HEK293 y se obtuvieron lisados totales a
partir de estos cultivos. Se cuantifico la cantidad de proteina total para realizar el analisis
molecular.

Al evaluar la presencia de las tetraspaninas, mediante el andlisis por WB, se encontré
CD63 altamente expresado en las células HelLa (Fig. 10A) y CD9 se encontré expresado
en estas mismas células y en también en las células MCF-7 (Fig. 10B). ElI marcador
intracelular caracteristico de los exosomas TSG101, se encontré expresado en la linea
celular HEK293 (Fig. 10A) y el marcador de microvesiculas provenientes del reticulo
endoplasmico, calnexina, se encontré en las células HeLa y MCF-7 (Fig. 10B). En la linea
celular Jurkat solo se encontré el marcador de calnexina expresado en estas condiciones,

pero bajo en relacion con las lineas HeLa 'y MCF-7.
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Figura 10. Identificacion molecular de proteinas expresadas en las lineas celulares Hela, Jurkat,
HEK?293 y MCF-7 para la caracterizacion de vesiculas extracelulares A Presencia de CD63, CD9 y TSG-
101 determinados por western blot en las lineas celulares Hela, Jurkat, MCF-7 y HEK293 (50 uL por pozo)
(10 pg totales de proteina). B Presencia de calnexina determinada por Western Blot en las lineas celulares
Hela, Jurkat y MCF-7 (50 pL por pozo) (10 pg totales de proteina). (n=3), Imagenes representativas de 3

experimentos independientes.

53



B
QY S N S > o Q. &
kba QLI QOITLE kDa Q< & ¢ 4?"?’4?’4:'\'#
55 55 B
CD63 - - " TSG101
.‘ » e . . ~25-50 kDa - - ‘ ane ~44kDa
25+ : -
UF-30 UF-100
25 D9 C ] i .
m— ~ Isoforma 1: 25 kDa L3
18 ‘P‘ !—I ~Isoforma 2: 18 kDa kDa <<0, ‘('s 4('\7 ((':/\’ ‘?) “’\9 “'\7 ‘(':)’ ng
70 Calnexina
—l = ~67 kDa
D CD63 cD9

UDA
I
 m—

UDA

9 10 11 12 Plasma 9 10 11 12 Plasma
Fracciones Fracciones
TSG101 Calnexina
8- 5=
[T | 4= a
3
8 a4 8
=1 I =
i ﬁ H ﬁ % é ﬁ
o T T T ra T =T = - =
a 10 11 12 Plasma
Fracciones Fracciones
o 30 kDa
= 100 kDa

Figura 11. Andlisis del contenido molecular de biomarcadores exosomales en las fracciones obtenidas
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independientes (n=3) + SD.
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7. ldentificacion de proteinas exosomales en las fracciones de vesiculas
extracelulares de plasma

Posteriormente a la identificacion de las proteinas CD63, CD9, TSG101 y calnexina en los
extractos celulares, se realiz6 el andlisis molecular por WB para evaluar la presencia de
estos marcadores de VES pequefias, en particular exosomas. A partir de la fracciéon 9 fue
posible visualizar CD63 en ambas condiciones de UF (30 y 100) pero en mayor
proporcion en UF-100. Las fracciones en las que se observd mayor enriquecimiento de
CD63 son la 9, la 10 y la 11. Al identificar CD9, se observé el enriquecimiento en la UF-
100 pero tanto 30 como 100 comparten su enriquecimiento en la fraccion 9 y 10 (Fig.
11A). TSG101se observo en los dos cortes y se vio enriquecida en las fracciones 9 y 10
(Fig. 11B). La heterogeneidad en el contenido de las moléculas analizadas en las distintas
fracciones de VEs sugiere que hay diferentes fenotipos de exosomas presentes en la
muestra, es decir, no todas las VEs presentan las mismas combinaciones de proteinas
trans e intra membranales. Posteriormente, para poder analizar la contribucion de los
exosomas o VEs de otra indole a las fracciones separadas por SEC, se analiz6 calnexina
en las muestras de VEs, debido que se enriguece en VES cuya biogénesis esta
relacionada con un procesamiento en el reticulo endopldsmico. No se observo la
presencia de esta proteina de acuerdo con el peso molecular calculado para esta (67
kDa) en ninguna de las cuatro fracciones analizadas (9-12) con ambos cortes de por UF-
30 y 100, lo que indica que las VEs enriquecidas en plasma son en su mayoria VEs

pequefas como los exosomas (Fig.11C).

8. Andlisis morfol6gico de VEs por microscopia electrénica de transmision (TEM)

Debido a que la caracterizacién fenotipica de las VEs aisladas requiere una evaluacion de
su integridad, morfologia y una visualizacion del tamafo, se observé la muestra aislada
previamente con UF-100 y SEC en el microscopio electrénico de transmision (TEM). Una
vez obtenida la muestra se realiz6 la tincidbn con acetato de uranilo al 10X, con las VEs en
una dilucién de 1:100 en PBS 1X filtrado a través de membranas de 0.1 um. Se analizaron
distintos campos de la muestra donde se observan diferentes tamafios de vesiculas, los
cuales coinciden con el tamafio de los exosomas, con una moda de 94 nm (Fig. 12). Estas
estructuras son visibles debido a que el contraste negativo del acetato de uranilo presenta
afinidad por las membranas lipidicas y se almacena a su alrededor sin penetrar en ella, la
morfologia no es completamente esférica debido a la deshidratacion del procedimiento

(Dong et al. 2020), pero si se observa intacta la bicapa lipidica de las vesiculas. Estas
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imagenes sugieren que, de acuerdo con la morfologia y el rango de tamafios de las VEs

aisladas, algunas de estas podrian ser exosomas, sin embargo, aun queda por analizar

en el futuro, la contribucion de los exosomas a una muestra total de VEs aisladas.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que se aislaron vesiculas extracelulares a

partir de muestras de individuos humanos sanos, las cuales, de acuerdo con el analisis

fenotipico, corresponde en tamafio a VES que se encuentran en un rango de 40.18 -
302.34 (nm) para el aumento de 5kx (5 000 aumentos) y de 15.51 - 159.25 (nm) para el

aumento de 15kx (15 000 aumentos).
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Figura 12. Vesiculas extracelulares visualizadas por microscopia electronica de transmision (TEM). Las

VEs fueron aisladas por SEC y UF 100, se concentraron las fracciones 9, 10 y 11, las cuales fueron tefiidas
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negativamente con acetato de uranilo. A, B, C y D. Los rangos de VEs identificadas de: 40.18 a 302.34 (nm)
en el aumento de 5kx (5 000 aumentos) imagenes representativas de cinco campos. E y F. Rangos de VEs
identificadas de 15.51 a 159.25 (nm) en el aumento de 15kx (15 000 aumentos) imagenes representativas de
diez campos. El diametro de las vesiculas extracelulares fue obtenido mediante el software ImageJ.

DISCUSION
El estudio de las vesiculas extracelulares se ha extendido durante los ultimos afios debido
a su enorme potencial como fuente de biomarcadores con implicaciébn diagndstica
prondstica o terapéutica, ademas de sus funciones biolégicas (Wang et al., 2020). Es por
esto que los métodos de separacion de VEs se han diversificado y existen muchas
variantes metodoldgicas reportadas en la literatura. No existe un método de separacion de
VEs Unico, sino que el criterio para elegir la estrategia mas adecuada dependera de la
aplicacion subsecuente de esa muestra de VEs y del tipo de muestra biol6gica. Una de
las implicaciones futuras de las VEs y su empleo como biomarcadores que acarrean las
VEs es la citometria de flujo aplicada a la deteccién de moléculas presentes en las VEs y
actualmente se ha determinado que la presencia de algunos contaminantes afecta la
interpretacion de los datos de citometria de VEs del plasma (Lozano-Andrés et al., 2023;
Botha et al., 2022). Es por esto, que el interés de este trabajo fue analizar el co-
aislamiento con las VEs de las proteinas mas abundantes en el plasma, a partir de una
muestra de sangre. Las VEs se separaron mediante UF-SEC, con el objetivo de conocer
cémo afecta dos parametros de la UF-30 y 100 kDa el arrastre de proteinas no deseadas,

junto con las vesiculas extracelulares.

La cromatografia de exclusiobn molecular permite la recuperacion de VEs y de
contaminantes de plasma

Debido a que el plasma representa una muestra de gran complejidad, el aislamiento de
las vesiculas extracelulares a partir de una muestra de plasma no es trivial. Existen
algunos factores que afectan la pureza de una muestra de VEs, tales como su alta
densidad, la viscosidad de la muestra y la presencia de vesiculas de distintos tipos.
Particularmente en el caso del plasma existen gran cantidad de proteinas y lipoproteinas
gue hacen una composicion altamente compleja y que complican su estudio (Stranska et
al., 2018). En este trabajo se implement6 una estrategia que combina la ultrafiltracion (UF)
con cromatografia de exclusién molecular (SEC) como método para la recuperacion de

VEs de plasma de individuos sanos, debido a que en el futuro quisiéramos aplicarlo a la
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busqueda de biomarcadores en el plasma de pacientes con distintos tipos de cancer. En
el estudio de las VEs provenientes de plasma sanguineo es muy importante elegir un
método de aislamiento que sea reproducible y que permita eliminar la mayor cantidad de
moléculas o artefactos contaminantes de la muestra sin comprometer su integridad
(Tsamchoe et al., 2023), considerando que mas del 70% de las particulas contenidas en

el plasma no son de naturaleza vesicular (Jung et al., 2021).

La ultrafiltracion en combinacion con la cromatografia de exclusion molecular empleadas
en este trabajo es una alternativa adecuada para el aislamiento de vesiculas, debido a
que esta metodologia permite eliminar particulas mayores a 200 nm de diametro (Fig. 7C
y D) y contaminantes proteicos co-aislados (Fig. 9 A y B) (Baranyai et al., 2015). La
concentracion de albumina presente en plasma es de 32 a 52 g/l (Executive Committee of
the German Medical Association on the Recommendation of the Scientific Advisory Board,
2016), por lo que se considera la proteina mas abundante. Debido a esta alta
concentracion de albumina, esta proteina se ha determinado como el principal
contaminante de vesiculas en plasma (Baranyai et al., 2015). En las VEs aisladas por UF-
SEC, no se detect6 la presencia de albimina, lo cual sugiere una purificaciéon 6ptima de
proteinas mayores a 70 kDa, debido a que esta proteina tiene un peso molecular de 69
kDa. De manera interesante, esta metodologia permite una eliminacién importante de este
contaminante el cual ya se habia reportado previamente en muestras de exosomas
(Baranyai et al., 2015) Por otro lado, existen otras proteinas de menor tamafio, como las
lipoproteinas, en especifico Apo-A y Apo-E (Fig. 9 A y B), cuya presencia indica un co-
aislamiento con las VEs y la contaminacién de estas fracciones con lipidos de alta y baja
densidad (Karimi et al.,, 2018). Cabe resaltar que la Apo-A es una lipoproteina que
compone a las particulas HDL y la Apo-E es una lipoproteina presente en VLDL, IDL,
HDL (Sun et al.,, 2019; Moreno et al. 2006). La presencia de estas dos lipoproteinas
sugiere un co-aislamiento de estas particulas en las muestras de VESs, lo que coincide con
lo previamente reportado (Karimi et al., 2018). Es importante destacar que, aunque la
presencia de estas proteinas no afecta la integridad de la muestra, si dificulta la
implementacion de estudios individualizados, como la citometria de flujo (Andrés-Lozano
et al., 2023). La citometria de flujo, la cual es una aplicacién que se requiere implementar
para el analisis de biomarcadores en VEs de plasma, requiere de la mayor pureza posible

de la muestra, con la menor presencia de contaminantes, ya que estos pueden ocasionar
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un marcaje inespecifico y comprometer la interpretacion de los resultados (Botha et al.,
2022).

La combinacion de la ultrafiltracion con corte de 100 kDa en combinacion con la
cromatografia de exclusibn molecular permite la mayor eliminacién de
contaminantes en muestras de vesiculas extracelulares

La separacion de VEs depende de estrategias que permitan por un lado obtener la mayor
concentracion posible de las particulas, y por otro lado la mayor eliminacion posible de
otras moléculas. El combinar la SEC con la UF, con un corte molecular de < 100 kDa, es
una buena estrategia que permite concentrar la muestra de VES, pero puede enmascarar
la presencia de proteinas plasmaticas contaminantes (Stranska et al., 2018). Debido a
ello, se comparo el aislamiento de las VEs con un corte de < 100 kDa y otro de < 30 kDa.
Al realizar el andlisis por NTA no se encontrd diferencia significativa entre un corte u otro,
pero se identificé una tendencia mayor en el tamafio de particulas recuperadas en el corte
de 100 kDa (Fig. 7C y D), lo cual podria estar relacionado con una mejor limpieza de otras
particulas de menor peso molecular, sin embargo aun es necesario analizar mayor
cantidad de muestras, para poder determinar si, a pesar de la enorme variabilidad entre
los individuos, esta mayor recuperacion de particulas, es consistente en este corte
molecular de 100 kDa (2.06E+10 particulas/mL). Por consiguiente, la concentracion
promedio de vesiculas en el corte de 100 kDa fue mayor en comparacion con el de 30
kDa (1.54E+10 particulas/mL). Es importante mencionar que el NTA es una metodologia
inespecifica para el analisis de particulas genéricas, entre las cuales pueden estar
ubicadas las VEs, por lo cual, para concluir si hay un mayor o menor enriquecimiento de
VEs y exosomas en las muestras analizadas, es necesaria una evaluacién mas especifica

de las VEs, como se puede lograr con la citometria de flujo.

Por otro lado, la caracterizacion molecular realizada en las VEs por western blot,
demostro la presencia de la lipoproteina Apo-E, la cual se encontr6 de manera constante
en las cuatro fracciones analizadas (Fig. 9A y B), lo cual indica un co-aislamiento de estas
lipoproteinas con las VEs. Guillaume van Niel y colaboradores, demostraron que los
exosomas pueden contener dicha lipoproteina, ya que esta lipoproteina esta asociada con
vesiculas intraluminales (ILV) de células de pigmento (van Niel et al., 2015). Mientras que
la lipoproteina Apo-Al fue identificada en mayor cantidad en fracciones avanzadas (11 y

12), otros estudios han observado esta lipoproteina presente en todas las fracciones (7-
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12), por lo cual, encontrarla solamente en fracciones avanzadas de la muestra es un
acierto en la separaciéon de las VEs mediante esta metodologia. Esto sugiere una
purificacion adecuada al implementar UF-SEC, logrando la eliminacion de HDL vy
quilomicrones. Estos complejos lipidicos proteicos son sintetizados en el higado y son los
encargados del transporte de moléculas insolubles como colesterol y triglicéridos del
higado a los tejidos periféricos, por ello su abundancia en plasma (Sun et al., 2019). Las
fracciones 11 y 12 presentaron la mayor cantidad de contaminantes asociados en todos
los individuos analizados. Por ello se propone a las fracciones 9 y 10 como las fracciones
Optimas para separar y estudiar biomarcadores en las futuras muestras de VEs en

pacientes.

En los biofluidos las subpoblaciones de vesiculas son muy heterogéneas (Dong et al.,
2020). Debido a esto es necesario la caracterizacibn molecular de las vesiculas para
determinar la composicion. En el caso de los exosomas se espera ver marcadores
enriquecidos de tetraspaninas y proteinas asociadas a las subunidades ESCRT. Al
evaluar estas moléculas encontramos a las tetraspaninas CD9 y CD63 y la proteina
TSG101 intensificadas en las fracciones 9 y 10 en la UF-100, sugiriendo la mayor
concentracion de VEs en estas fracciones (Figura 11a, b y c¢). Por otro lado, la presencia
de estas proteinas se asocia principalmente con VEs de tamafio pequefio entre 60-80 nm
de diametro, conocidos como exosomas pequenos (“small exosomes”) (Saludas et al.,
2022; Jung et al., 2021). La presencia de la tetraspanina CD9 es muy abundante en las
muestras de VEs ya que se ha relacionado con la funcién del exosoma, por su
participacién en la produccion exosomal, biogénesis, y seleccién del cargo vesicular. Se
ha descrito que facilita la curvatura de la membrana durante su desprendimiento (budding)
y en la direcciébn de proteinas asociadas al contenido de las vesiculas (Umeda et al.,
2020). De manera adyacente, la tetraspanina CD63 participa en procesos intracelulares
como el trafico endosomal y también en el cargo vesicular, se encuentra en mayor
cantidad en el plasma de pacientes con leucemia, melanoma o cancer colorrectal (Jung et
al., 2021), ademas de ser considerada como un biomarcador importante sugerente de
presencia de exosomas en el total de las VESs, por lo cual fue de gran importancia su
evaluacion en este trabajo. Otras moléculas de interés que sugirieran un enriquecimiento
de exosomas en el total de las VEs, son la proteina del gen de susceptibilidad 101
(TSG101) y la ausencia de calnexina. TSG101 es una molécula muy importante para la

supervivencia celular, su carencia en células ocasiona defectos en el ciclo celular,
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anormalidades en estructuras endolisosomales y acumulacion de vacuolas aerofagicas
(Shin et al., 2022). Ademas, esta proteina se asocia con los cuerpos apoptoticos (Tenchov
et al., 2022). La presencia de calnexina en fracciones de VEs sugiere contaminaciéon con
vesiculas de organelos intracelulares (Moon et al., 2019). Moon y colaboradores,
demostraron que las muestras provenientes del plasma humano con mayor acidificacion,
proveniente de la adicidén de proteasa K (PK), presentan una disminucion en la presencia
de moléculas como calnexina y la apolipoproteina Apo-Al. También se ha asociado la
presencia de calnexina a muestras con un enriquecimiento de VEs de mayor tamafio
(Saludas et al., 2022), por lo cual su ausencia en nuestros experimentos y la presencia
constante de CD63 sugieren un enriquecimiento de VEs pequefias, como los exosomas,
aunque faltaria confirmarlo a través de la presencia de otros marcadores positivos (CD81,
ALIX y sinteninal) y la no presencia de otros marcadores negativos (calreticulina y
GM130) (Moon et al., 2019).

Es importante mencionar que en este estudio se utilizé6 Sefarosa CL-2b para la separacion
por cromatografia de exclusién molecular, la cual tiene un tamafio de poro aproximado de
75 nm, debido a esto particulas mas pequefias al corte se retienen en la matriz y se
retardan para ser eludidas en fracciones avanzadas de la muestra (Hagel et al., 1996). De
esta manera se separan a las particulas mas pequefas de las mas grandes las cuales se
eluyen primero conforme a su tamafo. Las fracciones obtenidas, se analizaron mediante
el rastreo por nanoparticulas (NTA), de esta manera fue posible estimar el tamafio de las
particulas presentes en las diferentes fracciones. Una de las desventajas de esta técnica
es que puede sobreestimar el tamafio (Kashkanova et al., 2023) y al no ser especifica, no
distingue entre vesiculas y particulas no vesiculares, por lo cual, es necesario
complementar el estudio por otras metodologias como la microscopia electrénica de
transmisién y western blot (Karimi et al., 2018; Stranska et al., 2018). Al analizar la
fraccion 7 en comparacion con la muestra del amortiguador de elucion (Fig. 6 A), se
observa la aparicion de particulas que coinciden en tamafio con VEs pequefias y como
éstas se ven incrementadas conforme al progreso de la cromatografia, por lo que
podemos sugerir que en las fracciones 9, 10 y 11 hay un enriguecimiento de exosomas y
otras VEs (Fig. 7 A y B). Lo cual correlaciona con el andlisis por TEM de las mismas
fracciones. Las variaciones de tamafo determinadas por cada una de las dos
metodologias se pueden asociar a las condiciones de hidratacion y desecacion en el que

la muestra es analizada, por lo cual no siempre correlaciona el tamafio determinado por
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cada una de estas metodologias (Stranska et al., 2018). Considerando esto, ambas
técnicas nos permitieron confirmar la purificacién de VEs pequefas en un rango de 40 a

302 nm de didmetro con un tamafio promedio de 109 nm y una moda de 94 nm.

Estudios previos mediante espectrofotometria de masas, han permitido identificar
particulas del tamafio de las VEs, asi como también la mayor presencia de marcadores
vesiculares en fracciones (8-12) aisladas por SEC (Karimi et al., 2018), lo cual
correlaciona con nuestra identificacion respecto al enriquecimiento de biomarcadores
exosomales en las fracciones 9-11. La mayor concentracién de VEs purificadas en plasma
por SEC se ha reportado en la fraccién 9 (Béing et al., 2014), lo cual coincide con nuestro
analisis por NTA y con el enriquecimiento de los biomarcadores exosomales en las
fracciones 9 a 11. De manera interesante, con las muestras analizadas, no podemos
concluir aun si existen diferencias o no entre un tipo de ultrafiltracion o no; sin embargo,
de acuerdo con este estudio, hemos podido identificar que existe un enriquecimiento
distinto entre las moléculas analizadas con el filtro de 30 kDa y las analizadas con el filtro
de 100 kDa, lo que permitiria una mejor limpieza de proteinas menores a 100 kDa no
provenientes en las VES, por lo cual este trabajo sugiere que la UF-100 kDa, seguida de
la cromatografia.

Es por lo anterior que el analisis de las VEs de plasma de individuos sanos nos puede dar
una perspectiva general de su funcion en el organismo. En contraste, se ha demostrado
que difieren en tamafio, frecuencias cargo en pacientes con alguna patologia, por
ejemplo, como el caso del GBM glioblastoma (Cumba Garcia et al., 2019). Finalmente, es
importante mencionar que este trabajo hace una aportacibn muy relevante al estudio de
las VEs de plasma y sus métodos de purificacion, lo cual tiene una gran implicacién en la
creciente necesidad de obtener muestras cada vez mas puras de VEs que permita
identificar posibles biomarcadores relacionados con algunas enfermedades como el
cancer. Por otro lado, debido a que la citometria de flujo y otras estrategias de alto
rendimiento representan metodologias potenciales para el estudio individualizado, se ha
determinado que se requiere de un conocimiento molecular del contenido de proteinas
contaminantes que se acarren en preparaciones de VESs, debido a su interferencia en el

analisis (Andres-Lozano et al., 2023).
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CONCLUSIONES
La mayor parte de particulas del plasma humano, no son de naturaleza vesicular, por lo
que, para el estudio de las VEs es necesaria la optimizacion en la separacion de estas
particulas y agregados, para poder realizar ensayos funcionales y de caracterizacion
molecular con una mejor interpretacién biolégica de la informacion. Esto enfatiza la
necesidad de implementar un aislamiento riguroso que favorezca la integridad de las

vesiculas.

Este estudio demostré que la combinacién de UF-100 y SEC permite la optimizacion de la
pureza obtenida de las vesiculas recuperando la mayor cantidad de vesiculas
extracelulares y reduciendo las principales proteinas y lipoproteinas presentes en plasma
gue contaminan las muestras, lo cual es de mucha utilidad para poder implementar
posteriores analisis individualizados por otras aplicaciones enfocadas a la busqueda de
biomarcadores.

PERSPECTIVAS
Por lo cual algunas perspectivas que se proponen para estudios consecutivos de este
trabajo son:

1. Aumentar el nimero de muestras de plasma de individuos sanos, para tener un
mejor analisis estadistico y una mejor determinacion de la variabilidad biolégica en
las VEs aisladas del plasma humanao.

2. Analizar el contenido de otras moléculas que identifiguen a los exosomas tales
como CD81, Alix, sinteninal, anexina y marcadores negativos como calreticulina o
GM130.

3. Cuantificar el contenido de otras lipoproteinas que también se consideran
contaminantes, como Apo-B, por su presencia en las particulas lipidicas.

4. Determinar el rendimiento y la pureza de preparaciones de VEs purificadas con UF
100-KDa y otras variantes de la SEC, como la sefarosa CL-4B.

5. Analizar el contenido de tetraspaninas en subpoblaciones de VEs aisladas a partir

del procedimiento reportado en este trabajo de investigacion.
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APENDICES

APENDICE 1. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Tabla 2. Criterios de inclusion y exclusion de los individuos

Criterios de inclusién Criterios de exclusién

Edad 18 a 40 afios. Menores de edad y adultos mayores de

40 afos.
Adultos aparentemente sanos sin Adultos con procesos infecciosos,

enfermedades crénicas declaradas. inmunodeprimidos o con enfermedades

cronicas.
Sin ingesta de medicamentos recurrentes. Con ingesta de medicamentos
recurrentes.
Mujeres y hombres. Mujeres embarazadas o con otro tipo de

alteraciones hormonales declaradas.

Ayuno de 8 horas minimo. Ingesta de alimentos recientes.

APENDICE 2. REACTIVOS Y SOLUCIONES

1. Sefarosa 2CL-B
Sigma-Aldrich (cat. CL2B300-500)
2. Antibiético-antimicotico 1X
Esta solucion contiene 10.000 unidades/ml de penicilina, 10.000 pg/ml de
estreptomicina y 25 pg/ml de anfotericina B Gibco (cat. 15240096).
3. Solucion RCF 10x
EDTA 0.5 M, TRIS 1M, NaCl 5M, NaF 0.5 M y Na3vO4 0.2M.
4. Triton X-100
Bio Rad (cat. #161-0407) Non-ionic detergent octylphenoxypoly ethoxyethanol.
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10.

11.

12.

12.

13.

14.

Deoxicolato de sodio 15%

Sigma (cat. 30970).

Céctel de Inhibidores de proteasas

Thermo Scientific (cat. 78430) Contiene AEBSF 1mM, Aprotinin 800 nM, Bestatin
50uM, E64 15uM, Leupeptin 20 um, Pepstatin A 10uM y EDTA mM).

Solucion 30% Acrilamida/Bis

Bio Rad (cat. #161-0156) 3.3% Crosslinker electrophoresis purity reagent.

Tris base

Tris 1.5 M (Bio Rad cat. #1610716) disuelto en agua miliQ a pH 8.8 para el gel
separador y a pH 6.8 para el gel concentrador.

Persulfato de amonio

Persulfato de amonio disuelto en agua miliQ al 10% (Bio Rad cat.161-0700).

Lauril sulfato s6dico dodecil (SDS)

SDS (Calbiochem cat.428015) disuelto en agua miliQ al 10 %.

TEMED

El tetrametiletilenodiamina (TEMED) (Research Organics cat.9658T Lote: X62969)
fue empleado como catalizador para la polimerizacion del gel de bis-acrilamida.
Preparacion de gel de poliacrilamida al 10%

H,O, Acrilamida 30%, Tris (1.5M, pH 8.8), SDS 10%, persulfato de amonio (10%),
y TEMED.

Amortiguador de Corrida

Se prepar6 el amortiguador de corrida 5x para realizar la electroforesis. Se utilizd
Tris 25 mM (Bio Rad cat. #1610716), Glicina (Bio Rad cat. #1610718) 192 mM y
SDS al 0.2%, disuelto en agua miliQ. a un pH de 8.3. Posteriormente se preparo el
amortiguador de corrida a 1X, se diluyé el amortiguador de Tris/Glicina 5X en agua
miliQ y se agregd SDS al 10%.

Amortiguador de Carga

Para preparar el amortiguador de carga 5x se utiliz6 Tris/HCL al 1 molar con pH
6.8, SDS al 4%, Azul de bromofenol 0.2%, Glicerol al 80%, Ditiotreitol 1M y agua
miliQ y se almacend a temperatura ambiente. Al utilizarlo se agregd beta
mercaptoetanol a 200 mM, cuando se trabajé condiciones reductoras.
Amortiguador de Transferencia

Para preparar el amortiguador de transferencia se utilizé Tris 25 mM (Bio Rad Cat.
#1610716), Glicina (Bio Rad cat. #1610718) 192 mM al 1X y se agregd metanol
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

20% (Wohler cat. W7561) y se afor6 en agua miliQ. Se almaceno a -4° C para
mejorar la transferencia.

TBS

Se preparé una solucién de TBS al 10x, disolviendo el cloruro de sodio (NacCl
Wohler cat. W7145), Tris Base en agua miliQ y se ajusté el pH a 7.6 con HCL.
Posteriormente se llevo a una concentracion de 1x, partiendo de TBS 10x en agua
miliQ. Se almacend a temperatura ambiente.

Azul Coomassie

Coomassie Brillant Blue R-250 al 0.05%, metanol (Wo6hler cat. W7561) al 50%,
acido glacial (J.T. Baker cat. 9608-02) al 10 %. Una vez incorporado se filtré la
solucion y se almacené a temperatura ambiente.

Rojo de Ponceau

Acido acético glacial (J.T. Baker cat. 9608-02) (0.1%), Rojo de Ponceau S (Sigma
P-3504) 10.87mM (0.1%) en agua miliQ. Una vez disuelto se almacené a
temperatura ambiente.

Solucion destefidora

Para destefiir los geles previamente teflidos con Coomassie se usé una solucion
destefiidora elaborada con metanol (Wéhler cat. W7561) al 30% y acido acético
glacial (J.T. Baker cat. 9608-02) (CH3COOH gl.) al 10% en agua mili Q.

Solucién de bloqueo

Blotting-Grade Blocker. Bio Rad (cat. #1706404) Nonfat dry milk.

Solucion de revelado

Carestream Dental GBX Revelador y Reforzador (cat. 5158597).

Solucién fijadora

Carestream Dental GBX Fijador y Reforzador (cat. 5158605).

Reactivo quimio luminiscente.

Thermo Fisher. Super Signal West Femto Maxium Sensitivity Substrate
(cat.34095).

Membranas de nitrocelulosa

Bio-Rad Trans-Blot Transfer Medium (0.45 micron) (cat. 162-0115) Lot. 8102.
Soluciéon RIPA

Para preparar RIPA 5x se prepar6 una solucion de RCF 10x, Triton 100, SDS al
10%, desoxicolato, céctel de inhibidores de proteasas 1x y agua desionizada milli

Q.
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APENDICE 3. ANTICUERPOS UTILIZADOS PARA CARACTERIZACION MOLECULAR

Proteina

APO-A1

APO-E1

Alblmina

CD63

CD9

TSG101

Calnexina

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para el analisis por western blot

Marcador

Lipoproteina

Lipoproteina

Alblmina

Tetraspanina

Tetraspanina

Exosoma

(intravesicular

)

Reticulo

endoplasmico

Anticuerpo primario

Anti-Apolipoprotein Al antibody

[EPSISR 27] ab151710

Anti-Apoliprotein E antibody [EPR

19392] ab183597

Anti-Human Serum Albumin

antibody [15C7] (ab10241)

Anti-CD63 antibody [KILL150A]

(ab271286) Lot. GR33896341

Anti-CD9 antibody [EPR23105-125]

(ab263019) Lot. GR3293118

Anti-TSG101 antibody
[EPR7130(B)] (ab125011)

Lot.GR2993322

Anti-Calnexin antibody - ER Marker

(ab22595) Lot.GR3298210

Dilucién

1:500

1:1000

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

Anticuerpo
secundario
Goat Anti-
Rabbit IgG H
&L (HRP)
ab97051
Goat Anti-
Rabbit IgG H
&L (HRP)
ab97051
Goat anti
Mouse Cat.
ab205719
Goat anti
Mouse Cat.
ab205719
Goat Anti-
Rabbit IgG H
&L (HRP)
ab97051
Goat Anti-
Rabbit IgG H
&L (HRP)
ab97051
Goat Anti-
Rabbit IgG H
&L (HRP)

ab97051

Dilucién

1:30 000

1:30 000

1:40 000

1:40 000

1:30 000

1:40 000

1:30 000
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