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Resumen

La comunicacién celular es fundamental para el funcionamiento adecuado de todos los
tejidos de un organismo. Una forma de comunicacion intercelular se da a través de la
produccion y secrecion de vesiculas extracelulares. Recientemente, se ha observado que
estas vesiculas intervienen en una variedad de procesos fisiologicos como la
angiogénesis, la curacion de heridas y la respuesta inmunoldgica. Sin embargo, las
técnicas de aislamiento que actualmente se utilizan no garantizan un rendimiento y grado
de pureza adecuado, dificultando el estudio de la composicion y funcién de las vesiculas
extracelulares. El presente estudio tiene el objetivo comparar tres diferentes técnicas de
aislamiento de vesiculas extracelulares: la ultracentrifugacion, la precipitacion y la
cromatografia de exclusion por tamafio. Con base en esta comparacion, se disefié un
nuevo protocolo para obtener vesiculas extracelulares que puedan ser utilizadas en
ensayos funcionales y en estudios protedmicos. Este nuevo protocolo permitié aislar dos

subgrupos de vesiculas que potencialmente desempefian diferentes funciones.

Palabras clave: vesiculas extracelulares, exosomas, ultracentrifugacion, precipitacion,
cromatografia de exclusién por tamario, protedmica.



Introduccion

En los ultimos afios, el estudio de las vesiculas extracelulares (EVs, por sus siglas en
inglés), compuestas por exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptéticos, ha cobrado
interés por su enorme potencial para el diagnéstico y tratamiento de diversas
enfermedades. Sin embargo, uno de los principales retos ha sido lograr su aislamiento
con un alto grado de pureza para el desarrollo de aplicaciones biomédicas. La técnica
mas utilizada para su aislamiento es la ultracentrifugacién [1], la cual se basa en los
diferentes coeficientes de sedimentacién de las particulas en solucién para separarlas por
medio de distintas velocidades y tiempos de centrifugacion. No obstante, la
ultracentrifugacién no elimina por completo las proteinas solubles o complejos proteicos
[2]. Por ello, es conveniente buscar nuevas alternativas que permitan determinar con
precision la composicion proteica de las EVs para la identificacion de biomarcadores, asi

como el estudio de sus posibles blancos funcionales.

Recientemente, han surgido otros métodos para aislar EVs con el objetivo de facilitar y
reducir tiempos y costos de su separacion [3, 4]. Ejemplo de esto son: el polietilenglicol,
gue se utiliza para precipitar vesiculas y la cromatografia, que ayuda a eliminar agregados
proteicos o proteinas individuales. Debido a que cada técnica se basa en un principio
diferente, no se ha documentado a detalle la efectividad de cada técnica para eliminar
componentes del medio de cultivo o fluidos corporales. Tampoco se ha evaluado el
impacto de cada técnica sobre las propiedades bioldgicas de las EVs [5]. En el caso de la
ultracentrifugacion se ha sugerido que puede provocar la fusion o ruptura de EVs. Por su
parte, la precipitacion acarrea proteinas solubles ajenas a las EVs que obstaculizan el
estudio de sus efectos funcionales, mientras que la cromatografia diluye la preparacion de
EVs, aumentando el riesgo de pérdida de funcionalidad. Asimismo, la busqueda de
biomarcadores es entorpecida por la falta de técnicas estandarizadas para la purificacion

de EVs lo suficientemente confiables.

El propdsito de este trabajo fue realizar un andlisis del rendimiento proteico obtenido tanto
por ultracentrifugacion, cromatografia de exclusibn por tamafio y por precipitacion. Al
aprovechar las ventajas de cada una de estas técnicas, se disefid una estrategia
metodoldgica que permite enriquecer el contenido de EVs reduciendo al minimo la
alteracion de su funcién biolégica. La meta fue contar con una técnica de aislamiento que
permitiera aumentar la pureza de las vesiculas obtenidas, para posteriores estudios por

espectrometria de masas. En el presente trabajo se cuantificd la expresion de marcadores
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moleculares asociados a EVs mediante ensayos de Western blot y por andlisis de rastreo
de nanoparticulas. Adicionalmente, se confirmé la morfologia de las EVs mediante
estudios de microscopia electrénica de transmision, y se realiz6 un andlisis protedmico de
los componentes vesiculares obtenidos. Finalmente, por estudios de microscopia confocal
se determiné si las EVs podian ser incorporadas por una célula blanco.



Antecedentes

La comunicacién celular garantiza la coordinacion apropiada entre los diferentes tipos
celulares [6]. Existen diversos mecanismos de comunicacion celular que dependen de la
secrecion y recepcion de una enorme variedad de moléculas sefalizadoras. Estas
moléculas son producidas y liberadas como respuesta a diversos estimulos provenientes
del ambiente. Las sefiales producidas pueden ser: sefiales eléctricas, las cuales son
producidas principalmente en el tejido nervioso y cardiaco por efecto del disparo de varios
potenciales de accién en las membranas celulares, permitiendo la transmisién de
impulsos eléctricos a través de nodos especificos [7]; y las sefiales mecanicas, generadas
a partir de la deformaciéon o estimulacién fisica de ciertos tejidos, tales como el tejido
epitelial, nervioso y muscular [7]. Estas sefiales, viajan de forma individual o en conjunto
con otras moléculas para producir una respuesta especifica. Entre las principales formas
de comunicacién celular se encuentra: i) la secrecién de citocinas, quimiocinas y otras
moléculas sefializadoras; ii) la adhesion célula-célula mediada por varios complejos
moleculares especializados; vy iii) el intercambio de informacién a través de nanotibulos

especializados de transporte por donde viajan diversas moléculas [8-10].

En afos recientes, se ha descubierto otro sistema de comunicacién celular que se lleva a
cabo mediante la produccion, secrecion y recepcion de vesiculas, las cuales son
expulsadas al espacio extracelular. Las EVs fueron descritas por primera vez hace mas
de 30 afos en estudios de transporte intracelular de la proteina transferrina en
reticulocitos de rata. Se observd que la transferrina era expulsada al espacio extracelular
en organelos vesiculares tras la fusién de los denominados cuerpos multivesiculares con
la membrana plasmatica[ll, 12]. Aflos mas tarde, se documentd que estas vesiculas
estimulan activamente la respuesta inmunolégica adaptativa en células receptoras[13]. A
partir de entonces, se ha documentado la presencia de este tipo de vesiculas en una
enorme variedad de células y fluidos biol6gicos, tanto en condiciones normales como
patolégicas[14, 15]. Dado a su mecanismo de liberacibn y accién, estos organelos

celulares se conocen actualmente como vesiculas extracelulares.

Clasificacion de las vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares se dividen con base en sus diferentes propiedades y origen
de sintesis. La Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares ha recomendado que

los tipos vesiculares sean caracterizados bajo ciertos criterios especificos, tales como la



composicion membranal, su contenido y funcién [16]. Bajo estos criterios, se han
designado 3 tipos principales de vesiculas extracelulares: los exosomas, las
microvesiculas y los cuerpos apoptoticos. Los exosomas presentan un origen endosomal,
mientras que las microvesiculasy los cuerpos apoptéticos son producidos por la protrusion
de la membrana plasmatica hacia el espacio extracelular [17]. Esto genera que cada tipo
vesicular presente caracteristicas y funciones particulares. Aunque originalmente las
vesiculas se clasificaron con base en su tamafo, experimentalmente es complicado

separar cada tipo de EVs por su tamafio.

Biogénesis de las vesiculas extracelulares

Se han descrito mas de una via para la formacion de vesiculas extracelulares que
involucran complejos proteicos/lipidicos especificos [18]. Algunos de los marcadores
asociados a exosomas, tales como las proteinas ALIX, TSG101, y las tetraspaninas CD9
y CD63 son indicadores de una via de sintesis intracelular; mientras que la presencia de
moléculas, como la fosfatidilserina, VAMP3 y los receptores de integrina B1, han sido
asociados como marcadores de microvesiculas. La trombospondina junto con la proteina
de complemento C3b estan enriquecidos en la pared externa de la membrana de cuerpos

apoptoticos [19]. En la Figura 1 se muestran las vias de sintesis de cada tipo vesicular.

Microvesiculas Cuerpos
@ apoptdticos

Exosomas
(independientes de ESCRT)

tardio

Membrana

A Lisosoma
plasmatica

Exosomas
(dependientes de ESCRT)

Figura 1. Esquema de la biogénesis de distintos tipos de vesiculas extracelulares. Mientras que los exosomas
presentan un origen endosomal, las microvesiculas y los cuerpos apoptéticos se forman a partir de la protrusion de la
membrana plasmatica. Los exosomas pueden formarse por dos vias principales: la clasica, dependiente de las proteinas del
complejo ESCRT, y la independiente de la participacion del complejo ESCRT.



-Exosomas

Como se menciond previamente, los exosomas tienen un origen endocitico. Su sintesis
comienza cuando la membrana plasmatica se invagina generando la formacién de un
pequefio saco o cuerpo vesicular que se fusionara con un endosoma temprano, el cual
podria madurar hasta convertirse en un endosoma tardio. Una vez establecido el
endosoma tardio, su membrana puede invaginarse para formar pequefias vesiculas
denominadas vesiculas intraluminales (ILVs). A los endosomas tardios que contienen
ILVs se les denomina cuerpos multivesiculares (MVB). Los MVBs tienen dos destinos
distintos: fucionarse con un lisosoma y degradarse completamente; o acoplarse a la
membrana plasmatica celular y liberar su contenido hacia el espacio extracelular. Las
vesiculas intraluminales liberadas hacia el espacio extracelular se les denomina
exosomas [17]. Aunque esta es la via general para su biogénesis, estudios recientes han
sugerido que existe mas de una via de sintesis y secrecién de exosomas [18, 20, 21]. La
principal maquinaria responsable de coordinar la formacion, empaquetamiento y el
desprendimiento de los exosomas son los complejos proteicos ESCRT (Endosomal
Sorting Complex Required for Transport, en inglés). Estos constan de 4 grupos proteicos
denominados O, I, Il y Ill, los cuales se encargan de distribuir proteinas especificas hacia
el interior de los exosomas, invaginar la membrana del endosoma tardio y posteriormente
liberarlos [22]. Las células también pueden sintetizar y secretar exosomas por vias
alternas que son independientes de la actividad del grupo ESCRT [18, 23] (ver Figura 1).
Estas vias alternas también se caracterizan por el enriquecimiento de lipidos especificos,
como las ceramidas y el bis-monoacilglicerol fosfato [18], o por la actividad de ciertas
tetraspaninas, como CD63 y CD81[23]. Estas distintas vias de sintesis provocan un

cambio en la composicion de los exosomas resultantes [18].

-Microvesiculas

En contraste con el origen de los exosomas, las microvesiculas (MVs) se producen por la
protrusion de la membrana plasmatica hacia el medio extracelular. La formacién de estas
vesiculas se debe al rearreglo de fosfolipidos membranales, especialmente la
translocacion de la fosfatidilserina hacia la pared exterior de la membrana, asi como la
contraccién de los filamentos de actina y miosina [19]. La principal via de formacién
descrita para las microvesiculas comienza por la activacion de la fosfolipasa-D por accién
del factor de ribosilacion de ADP 6. Al mismo tiempo, ERK se desplaza hacia la

membrana plasmética, en donde activa a la cinasa de miosina de cadena ligera (MLCK)



como consecuencia de su fosforilacion. La activacion de MLCK provoca la liberacion de
microvesiculas al espacio extracelular [24]. En otro estudio se mostré que el complejo
ESCRT-1 interactta con la enzima VSP4a-ATPasa y la proteina contenedora del dominio
de arrestina-1 (ARRDC1) en la formacién de microvesiculas. En dicho estudio, las
microvesiculas contienen TSG101 como marcador distintivo y al mismo tiempo, carecen
de marcadores de MVBs o endosomas tardios, tales como Alix, CD63 y LAMP1 [25]. Por
ultimo, se ha reportado que estimulos externos pueden inducir el aumento de la
produccion de vesiculas. Ejemplo de esto es la entrada de grandes cantidades de calcio
en eritrocitos humanos, la cual provoca una redistribucién importante de los fosfolipidos

membranales y aumenta la formacion y expulsion de microvesiculas hacia el medio [26].

-Cuerpos apoptdticos

Al igual que las microvesiculas, los cuerpos apoptoéticos se forman a partir de la protrusion
de la membrana plasmatica hacia el exterior. También pueden originarse a partir de la
fragmentacion de la membrana del reticulo endoplasmico [27]. Estas vesiculas son
secretadas durante el proceso de muerte celular programada denominada tipo apoptética
[19]. La principal via de formacion es a través de las modificaciones producidas por el
sistema actina-miosina del citoesqueleto, mediante la actividad de las proteinas ROCK y
caspasas [28]. La proteina ROCK | es procesada por caspasas, la cual genera una cinasa
trunca con actividad enzimatica aumentada [28]. Esto provoca cambios caracteristicos en
la membrana de los cuerpos apopt6ticos. Uno de ellos es la translocacion de la molécula
fosfatidilserina hacia la monocapa externa de la membrana plasmética, la cual se une con
Su receptor y permite su reconocimiento por células fagociticas [19, 29]. Otro cambio
importante es la oxidacién de diversas moléculas receptoras de la superficie membranal
gue permiten el reclutamiento de la trombospondina y la proteina de complemento C3b.
La trombospondina y la C3b permiten el reconocimiento de los cuerpos apoptéticos por
las células fagociticas [19]. Por lo tanto, la presencia de trombospondina y proteina
complementaria C3b refieren a una via particular de sintesis de vesiculas particular y son

marcadores aceptados para identificarlas como cuerpos apoptoéticos.

Composicion de las vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares se componen principalmente de una bicapa fosfolipidica

derivada de la invaginacion o protrusion de la membrana plasmatica celular [23]. Dentro
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de este fragmento de membrana se encuentran embebidas proteinas y lipidos, como
integrinas, fosfatidilserina, esfingomielina, y varias tetraspaninas como CD9, CD63, CD81
[24]. El contenido de las vesiculas difiere dependiendo de las células que las originan, y el
mecanismo de direccionamiento de moléculas hacia su interior ain se desconoce en su
mayor parte [30]. Sin embargo, se sabe que la composicion especifica de cada tipo de
vesiculas cambia dependiendo de la via por la que fueron sintetizadas.

-Exosomas

Los exosomas han sido descritos en varios fluidos corporales de diferentes organismos
[31-35]. La gran variedad de técnicas para aislarlos ha dificultado realizar un consenso
claro acerca de su contenido especifico [24]. Existen ciertas moléculas que, debido a su
presencia generalizada al aislar exosomas por diferentes técnicas, son clasificadas como
marcadores de los mismos. Las principales moléculas asociadas a exosomas son
proteinas integrales de la membrana plasmética con funcion de adherencia, como son las
tetraspaninas CD9, CD63, CD81, LAMP-1, receptor de Transferrina (TfR) [36, 37];
proteinas asociadas a balsas lipidicas como flotilina-1 [35]; proteinas Rab/Ras,
involucradas en las vias de sintesis [23]; moléculas sefializadoras del sistema inmune,
como el complejo principal de histocompatibilidad 1 y Il [38]; proteinas chaperonas, tales
como HSP70 y HSp90 [33]; interleucinas-6, -8, -18 [15]; factores de crecimiento EGF vy
EGFRuvIII [15]; proteinas adaptadoras de la familia 14-3-3YWHAZ, YWHAB, YWHAQ [35];

y proteinas de recubrimiento vesicular, como clatrina-l y 11 [39].

La composicion de lipidos presentes en exosomas se ha estudiado a detalle en
reticulocitos, timocitos murinos, oncosomas, linfocitos B y células dendriticas humanas
[37, 40]. Los exosomas presentan fosfolipidos asociados a balsas lipidicas de la
membrana plasmatica, tales como ceramidas, bis-monoacilglicerol fosfato [18, 24],
esfingomielina, fosfatidilserina, gangliésido GM3 [24], fosfatidiletanolamina y colesterol
[37]. Se ha observado que los niveles de ciertos lipidos como la fosfatidilserina y la
esfingomielina varian dependiendo de la etapa de maduracion celular en el que se
encuentra la célula productora, como durante el proceso de maduracion de los
reticulocitos en eritrocitos [37]. Es de destacar, que estudios lipiddomicos han demostrado
gue el contenido de lipidos en los exosomas no es aleatorio, sino que existe un
mecanismo que distribuye de manera precisa el contenido de lipidos en la membrana de
los exosomas tales como por la accién de ceramidas y esfingomielinasas [41, 42]. Esta

composicion lipidica les confiere ciertas propiedades necesarias para desplazarse en el
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medio extracelular. Por ejemplo, la abundancia de colesterol y otros esfingolipidos en
exosomas les proporciona una mayor resistencia estructural a los cambios fisicoquimicos
del medio, como variacién de pH y la presencia de detergentes [15]. Se considera que
esta resistencia se debe a que los lipidos de los exosomas reflejan una conformacién

similar a las balsas lipidicas de la membrana plasmética de las células [33].

En el caso de los acidos nucléicos, se ha encontrado la presencia de RNAs de varios
tipos, asi como pequefias secuencias de DNA de cadena sencilla (ssDNA) en el interior
de los exosomas [23, 24, 43-45]. Los RNAs descritos pertenecen a los subgrupos de
RNAs mensajeros (MRNAs), microRNAs (miRNAS), , short hairpin RNA (shRNAs) y RNAs
ribosomales (rRNAs), principalmente; mientras que el DNA asociado a exosomas
corresponde a DNA genomico (gDNA) [46]. EI DNA descrito en los exosomas ha sido
detectado en muestras de cancer de préstata, y las secuencias corresponden a los genes
PTEN y MLH 1, asociados a la supresién tumoral y reparacion de DNA fragmentado,
respectivamente [46]. Sin embargo, faltan estudios para entender los mecanismos que
llevan al cargado de DNA en las vesiculas para poder conocer su efecto en las células
receptoras [15]. En el caso de los RNAs, se han encontrado secuencias asociadas a la
regulacion transcripcional de genes del sistema inmune, supresiéon tumoral, citocinesis,

splicing alternativo y apoptosis [43-45].

-Microvesiculas y Cuerpos Apoptoéticos

La composicibn membranal de las microvesiculas y los cuerpos apoptéticos es similar
debido a que ambos se producen desde la membrana plasmatica celular. Sin embargo,
existen diferencias importantes entre ellas. Por ejemplo, en las microvesiculas su
composicion lipidica se asemeja a la que se encuentra en la célula productora, aunque
hay moléculas como glicerofosfoserina, fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina que se
encuentran enriquecidas en su membrana [24, 32]. En cuanto al contenido proteico de su
membrana, se ha reportado la presencia de miosina, ARF-6, fosfolipasa D, cofilina,
integrinas, metaloproteinasas, calpaina y la tetraspanina CD40 como marcadores de
microvesiculas [30, 39, 47]. Ademas, se ha encontrado la presencia de VAMP-1,
caspasas, FGF e interleucinas enriquecidas en su interior [19]. Sin embargo, otros
estudios han demostrado que este tipo de proteinas se encuentran también presentes en
cuerpos apoptoticos, lo que dificulta la correcta identificacion y separacion de tipos
vesiculares [48, 49]. Incluso, se ha demostrado que las microvesiculas pueden transportar

organelos completos o parte de ellos, como es el caso del traslado de mitocondrias de un
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tipo celular a otro [50], aunque esta caracteristica no es exclusiva de las microvesiculas,

pues los cuerpos apoptoéticos también contienen fragmentos de organelos en su interior.

Papel de las vesiculas extracelulares en diversas enfermedades

La presencia de vesiculas extracelulares y su funciébn se ha estudiado en diversos
organismos como en el humano, el raton, el cerdo, el caballo, la rata y la oveja [15]. Se
propone que la produccion de vesiculas es un atributo conservado entre todos los seres
vivos, aunque la funcion que desempefian es distinta dependiendo del organismo y su
estado fisiolégico. Incluso, la funcién que desempefian las EVs varia entre el tipo de
células que las reciben. En un estudio realizado por Di Trapani et. al. [51], observaron que
las EVs producidas por células mesenquimales son ingresadas de forma diferencial entre
las células T, B y NK del sistema inmune. Ellos demostraron que la funcion de
inmunoregulacion paracrina de las células mesenquimales sobre el sistema inmune esta
directamente relacionada con la secrecion de EVs, y que ademas, la respuesta de
proliferacion, migracion y activacion/supresion de cada tipo celular del sistema inmune es
sensible a la cantidad de EVs que ingresan. En otro estudio, Stranford et. al. evaluaron la
capacidad de tres lineas celulares de cancer de mama (HEK293FT, MCF7 y MDA-MB-
231) para recibir EVs de distinto origen celular. Encontraron que el ingreso de EVs es
dependiente del tipo celular que las recibe, sin importar el origen celular de las EVs, y que
la linea celular MDA-MB-231 mostré el mayor porcentaje de ingreso de EVs. Con ello,
demostraron que el tipo de células receptoras es un factor determinante en la cantidad de
EVs que son ingresadas. Las principales funciones atribuibles a las vesiculas
extracelulares en mamiferos son: la activacion de respuestas del sistema inmunolégico
[52], la induccién de la diferenciacién celular, la activacion de apoptosis [53], la
transferencia de material genético, el transporte molecular [23], la induccion de
angiogénesis [34, 54], la regulacién metabdlica de células receptoras [38], la regulacion

de expresion génica y la transformacion de células sanas a células patégenas [55].

Varios estudios han determinado que las vesiculas extracelulares presentan alteraciones
en personas que padecen alguna enfermedad cronico-degenerativa, tales como cancer,
diabetes, trastornos cardiovasculares y otras enfermedades metabdlicas [56-58]. Estas
alteraciones van desde la modificacién de algin receptor membranal hasta un cambio en
la funcién que desempefian en células receptoras. Particularmente, la diabetes tipo 2
altera significativamente el contenido de las EVs y su efecto en células receptoras.

Ejemplo de esto son las vesiculas obtenidas a partir de islotes pancreéticos diabéticos, las
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cuales pueden alterar los procesos de apoptosis y proliferacion celular de las células B
pancreaticas. Lakhter et. al. [56] demostraron que las vesiculas producidas por células de
cancer pancreatico podian inducir un estado diabético en células B receptoras. En otro
estudio, se encontré que el suero diabético puede alterar la produccién de exosomas por
la via endosomal de células mesenquimales humanas, mediante la sobreexpresion de
genes tales como Alix, CD63, Rab27a/b, y Rab8b [59].

En el caso del cancer, las vesiculas producidas por células de melanoma, que presentan
el ligando de Fas CD95L en su superficie, pueden inducir muerte apoptética en linfocitos
Fas CD95L" [58]. También, las vesiculas producidas por células cancerigenas pueden
regular las respuestas del sistema inmune. Ademas de esto, se ha visto que las EVs de
células tumorales pueden regular los procesos de angiogénesis, formacion de matriz
extracelular y estroma en el microambiente tumoral [58]. En un estudio reciente se mostré
gue las vesiculas producidas por un mesotelioma pleural maligno inhibieron la
proliferacion de células T CD8" en respuesta a la interleucina-2. Este efecto se asocio a la
presencia de de TGFB1l a la superficie de la membrana vesicular como molécula
responsable de dicho efecto [60]. En otro estudio, encontraron que los exosomas
producidos por células de cancer pancreético, los cuales presentan a la tetraspanina 8 en
su contenido, pueden reclutar mRNAs que activan la expresién génica asociada a la

angiogénesis en células endoteliales periféricas a la region tumoral [61].

La produccién y funcion de las vesiculas extracelulares también son alteradas en
padecimientos como la obesidad y otras enfermedades metabdlicas [56]. Se ha
observado que las vesiculas obtenidas a partir de sangre de ratas obesas aumentan la
produccion de especies reactivas de oxigeno en las células receptoras [62]. Asi mismo, el
contenido de miRNAs en las EVs cambia en estado de obesidad. Por ejemplo, en un
analisis comparativo del contenido de miRNAs de exosomas entre individuos sanos y
obesos humanos se encontr6 que al menos 55 miRNAs estan diferencialmente
expresados en los exosomas obesos con respecto a los de personas sanas. Estos
mMiRNAs se asociaron con las vias de sefializacion del factor de crecimiento transformante
Beta (TGF-B) y Wnt/B-catenina [63]. Estos estudios indican que las vesiculas
extracelulares son un componente critico para la progresion y propagacién de las

enfermedades cronico-degenerativas.
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Técnicas de aislamiento de vesiculas extracelulares

Debido a que las vesiculas extracelulares se encuentran en diversos fluidos corporales,
se ha impulsado el desarrollo de técnicas de aislamiento que permitan obtener vesiculas
de manera rapida y eficiente, sin perturbar su composicion molecular y quitando la mayor
cantidad de contaminantes posibles. Actualmente, no se ha llegado a un consenso sobre
cual es la técnica mas apropiada para aislarlas, sobre todo para aplicaciones clinicas. Los
resultados obtenidos por cada técnica generan variaciones en el contenido final de la
muestra [5, 64]. Las técnicas actuales de aislamiento no permiten separar completamente
a las vesiculas de otras proteinas solubles del medio, lo que impide determinar con
claridad qué proteinas corresponden a las vesiculas y cudles se encuentran disueltas en

el medio.

La técnica mas utlizada para el aislamiento de vesiculas extracelulares es la
ultracentrifugacién. Sin embargo, esta técnica requiere la utilizacion de equipo
especializado y de tiempos largos de procesamiento. Ademas, las velocidades
comunmente utilizadas (>100,000 RCF) causa la agregacién de vesiculas con diferentes
fenotipos y origenes, lo que podria alterar la funcionalidad de las vesiculas [65]. Varios
autores sugieren que el tipo de rotor (angulo fijo o libre), la velocidad de centrifugacién, el
angulo de sedimentacién del rotor, la viscosidad de la solucion y el radio de la fuerza de
centrifugacion (radio del rotor) son algunos de los pardmetros criticos que pueden afectar

la muestra final obtenida de vesiculas [5, 64].

Buscando alternativas a la ultracentrifugacion, se han desarrollado técnicas de
aislamiento considerando el tamafio de las vesiculas como la cromatografia de exclusion
por tamafio [3] y la ultrafiltracion [66]. Aprovechando la presencia de proteinas
transmembranales especificas se han desarrollado técnicas basados en el uso de
anticuerpos acoplados a perlas magnéticas [67], asi como la precipitacién utilizando
polimeros sintéticos [4]. Incluso se han acoplado gradientes de sacarosa a la
ultracentrifugacion para evitar el maltrato de las vesiculas y aumentar su purificacion [5,
67]. Varios grupos de investigacion han combinado el uso de distintas técnicas para
aumentar el rendimiento total y la pureza de sus muestras. Esto porque se ha
comprobado que el uso de una sola técnica no es suficiente para aislar una buena
cantidad y calidad de preparacion de vesiculas. Algunos de los problemas identificados
pueden ser la fragmentacion de las vesiculas, asi como la agregacion de vesiculas con

material contaminante, alterando las propiedades biologicas de las mismas [68, 69].

15



Recientemente, se han desarrollado kits comerciales que son utilizados para aislar EVs
de forma répida y reproducible. Estos kits aprovechan métodos alternativos a la
ultracentrifugacion, tales como la precipitacion, cromatografia, ultrafiltracion, o el uso de
perlas magnéticas, solos o en conjunto, para separar las EVs del resto del medio liquido,
dando como resultado una muestra con vesiculas sin alteraciones morfoldgicas [70, 71].
Ademads, el rendimiento de EVs obtenido mediante el uso de estos kits es de 80 a 300
veces mas alto que la ultracentrifugacion [70]. Algunos de estos kits comerciales son
miRCURY™ (Exigon), ExoQuick™ (System Biosciences), y Total Exosome Isolation
Reagent (TEIR) (Life Technologies).

En resumen, aunque todas las técnicas aislan cierta cantidad de EVs, la muestra final de
vesiculas varia tanto en cantidad como en contenido. Por ello, es necesario realizar una
caracterizacion de las EVs obtenidas de cada técnica disponible, para poder conocer lo

gue se esta obteniendo después del proceso de aislamiento.
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Justificacién

La presencia de EVs en distintos fluidos corporales y en cantidades limitadas ha requerido
del disefio de técnicas novedosas de aislamiento que permitan obtener el mayor
rendimiento posible sin comprometer la integridad de las EVs. Para una adecuada
caracterizacion de las EVs se requiere de un elevado grado de pureza, sin el cual se
pueden producir interferencias en la identificacion de marcadores especificos, la
alteraciéon de ensayos funcionales, asi como errores de asociacibn con procesos
biolégicos. Sin embargo, pocos son los trabajos que han comparado exhaustivamente las
técnicas actuales de aislamiento. Esto permitird determinar las ventajas de cada técnica y

asi explorar nuevas maneras de aumentar su pureza.

Hipotesis
La combinacion de técnicas de aislamiento facilitara la purificacion de vesiculas

extracelulares y aumentara el rendimiento del procedimiento.

Objetivos

-Objetivo General

e Analizar el rendimiento de purificacion de vesiculas extracelulares obtenidas por
diferentes técnicas de aislamiento.

-Objetivos particulares

e Cuantificar el contenido neto de proteina obtenido por ultracentrifugacion,
precipitacién y cromatografia de exclusién por tamafio a partir de una cantidad
constante de medio de cultivo.

e Caracterizar la presencia y abundancia de marcadores moleculares de vesiculas
extracelulares obtenidos en cada técnica.

¢ Disefiar un nuevo protocolo que permita aumentar la pureza de las preparaciones
de vesiculas.
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Materiales y Métodos

Cultivo celular
Se utilizaron 3 lineas celulares: MDA-MB-468, derivada de un tumor epitelial de glandulas

mamarias humanas; HEK293T, generada a partir de tejido embrionario de rifidn humano;
y fibroblastos humanos obtenidos a partir de una muestra de tejido bucal. Las células
fueron cultivadas en cajas de cultivo de 150cm?, y sembradas a una densidad de 10,000
células/cm?, manteniéndolas hasta alcanzar una confluencia aproximada de 95%. Los

cultivos se mantuvieron a 37°C con una atmdsfera de 5% de CO..

Medio de cultivo Condicionado (MCC)
Las lineas celulares fueron cultivadas en medio de cultivo libre de exosomas. Para ello, el

suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés) fue previamente ultracentrifugado por
18h a 120,000xg (rotor 45Ti, Beckman Coulter). Al término de la centrifugacion el suero se
esteriliz6 mediante el uso de filtros de 0.22 mm. Se utilizé medio DMEM suplementado
con FBS libre de vesiculas al 10% v/v, y penicilina/streptomicina al 1%. El medio de
cultivo condicionado se recolectd cada 48h y se centrifug6 a 400 RCF por 10 mins.
(SorvallLegend RT, Thermo Electron Corporation) para eliminar células en suspension.
Luego, el sobrenadante se centrifugd a 2,000 RCF por 20 mins. (SorvallLegend RT,
ThermoElectronCorportation). ElI sobrenadante fue recuperado y almacenado -80°C,

hasta su posterior uso.

Electroforesis de proteinas
Mediante el uso de técnicas electroforéticas, se analizaron los patrones de proteinas de

las muestras de EVs obtenidas de cada uno de las técnicas. Se utilizaron geles de
poliacrilamida al 10% en condiciones reductoras y no reductoras, utilizando un sistema de
Tris-Tricina. Se cargaron 20ug de proteina por cada muestra. Posteriormente, los geles
fueron fijados con una solucién de metanol al 40% y acido acético al 10% durante 30
minutos. Después de la fijacién, el gel se incub6 con una solucion de azul de Coomassie
(Bio-Safe Coomassie Brilliant Blue G-250 Stain, Bio Rad) durante toda la noche. Para
eliminar el exceso de tincion, el gel se lavd con agua destilada hasta que las bandas de

las muestras fueron visibles.
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Ensayos de Western Blot (WB)
Para este ensayo se utilizaron geles de acrilamida al 10% y 8%. En andlisis de las

fracciones obtenidas por cromatografia, se realizd a volumen constante (27ul) y mientras
gue para el andlisis de los marcadores de EVs se utilizaron 20ug de proteina. La proteina
se transfiri6 una membrana de PVDF y posteriormente fue incubada con los anticuerpos
para los marcadores de vesiculas extracelulares: CD9 (1:5,000), CD63 (1:2,000), CD81
(1:500), AnnA2 (1:6,000), AnnA5 (1:5,000), Alix (1:500), TSG101 (1:500) (Santa Cruz
Biotechnology), de origen de ratdén, y AnnA2 (1:6,000) (Abcam), de origen de conejo.
También se utilizaron los anticuerpos para detectar albumina (1:100,000), de origen de
conejo, y calnexina (1:2000), de origen de cabra, como indicadores de pureza de las
muestras. Los anticuerpos anti-Rabbit (1:20,000/1:200,000), anti-Goat (1:40,000) y la
proteina de union IgG Kappa (1:2,500/1:5,000), fueron utilizados para la deteccién de los
anticuerpos primarios. Se utilizé un fotodocumentador ChemiDoc™ MP Imaging System
(Bio-Rad), asi como el programa ImagelLab (versién5.0) para la captura de la sefial

quimioluminiscente y para la densitometria de las sefiales de los marcadores analizados.

Comparacion de técnicas de aislamiento

-Ultracentrifugacién (UC)

Sesenta mL de medio condicionado recolectado después de 48 horas de incubacion en
presencia de células fue centrifugado a una velocidad de 120,000 RCF durante 90
minutos (rotor 70Ti, Beckman Coulter). El sobrenadante fue descartado y el boton se
resuspendié en 2.8 mL de PBS. La muestra se volvié a centrifugar a 120,000 RCF por 35
minutos (rotor TLA 100.3, modelo Optima MAX, Beckman Coulter). El sobrenadante se
descarté nuevamente y el boton se resuspendid en 110ul de solucion RIPA con
inhibidores de proteasas 1x y EDTA 1x (solucién de lisis). La muestra fue almacenada a -

80°C para posteriores analisis.

-Precipitacién (Pre)
A 60 mL de medio condicionado, recolectado después de 48 horas de incubacién en

presencia de células, le fue adicionado, en condiciones de esterilidad, polietilenglicol 8000
(PEG 8000) a una concentracion de 20% v/v, vy incub6 a 4°C toda la noche.
Posteriormente, el medio se centrifugd a 1500xg por 30 minutos (SorvallLegend RT,
ThermoElectronCorportation). El sobrenadante se elimind y el botdén se resuspendié en

110 ul de solucién de lisis. La muestra fue almacenada a -80°C para posteriores andlisis.

19



-Cromatografia de Exclusion por Tamafio (SEC)
Sesenta mL de medio condicionado recolectado después de 48 horas de incubacion en

presencia de células fue centrifugado a 5,000xg en tubos de ultrafiltracién (Amicon Ultra-
15 3k M.W., Millipore) hasta reducir su volumen a 1ml. La muestra se pasé por una
columna de sefarosa tipo CL-2B y se recolectaron 30 fracciones de 500 pl. Las fracciones

fueron almacenadas a -80°C hasta su uso posterior.

-Precipitacion acoplada a Cromatografia de Exclusion por Tamafio (Pre-SEC)
Con la finalidad de aumentar el rendimiento en la obtencion de EVs obtenidas a partir de

medio de cultivo, decidimos acoplar las técnicas de precipitacion y la cromatografia de
exclusion por tamafio. A partir de 60 ml de medio de cultivo se sigui6 el protocolo descrito
en la seccidn Precipitacion. El boton obtenido se resuspendié en 1ml de buffer PBS/citrato
0.32% a pH 7.4. Posteriormente, se sigui6 el protocolo descrito en la seccion
Cromatografia de Exclusion por Tamafio (SEC). Las fracciones obtenidas se almacenaron

a -80°C hasta su uso posterior.

Caracterizacion de subpoblaciones de vesiculas extracelulares
Para esta serie experimental se utilizaron 80 mL de medio y se siguio6 el protocolo descrito

en la seccidn Precipitacion acoplada a Cromatografia de Exclusién por Tamafio. Para la
concentracion de las subpoblaciones de EVs obtenidas se evaluaron 3 procedimientos: 1)
ultracentrifugacion de 120,000xg por 90 minutos, como esta descrito en la seccion
Ultracentrifugacioén; 2) precipitacion con el polimero PEG 8000 al 20% durante una noche,
tal como esta descrito en la seccidn Precipitacion; 3) Ultrafiltraciébn con filtros Amicon
100KDa (Brevemente, se concentraron las fracciones del subgrupo A (fracciones 5-10) y
del subgrupo B (fracciones 11-16) en tubos Amicon, y se centrifugaron a 4000 RCF hasta
alcanzar un volumen aproximado de 100uL). Las pruebas con ensayos tipo Western se
realizaron en las muestras a concentracion constante (20ug), utilizando los marcadores
CD81 (1:500), TSG101 (1:500), MFG-E8 (1:5000) y Actinina 4 (1:5000) (Santa Cruz
Biotechnology), de origen de ratén, y Anexina A2 (1:6,000) (Abcam), de origen de conejo,
utilizando a la calnexina (1:2000) y albdmina (1:100,000) como controles de
contaminacién. Los anticuerpos anti-Rabbit (1:20,000/1:200,000), anti-Goat (1:40,000) y la
proteina de unién IgG Kappa (1:2,500/1:5,000), fueron utilizados para la deteccion de los

anticuerpos primarios.
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Analisis proteémico de subgrupos de vesiculas

Para la realizacién de estos experimentos se utilizaron 600 mL de medio condicionado,
recolectado después de 48 horas de incubacion en presencia de células, para asi aislar
suficiente cantidad de vesiculas. Los ensayos se realizaron por duplicado. Brevemente, el
medio de cultivo se centrifugd a 400 RCF por 10 minutos. Se recuperé el sobrenadante y
se centrifugd 2,000 RCF por 20 minutos. Nuevamente se recuperé el sobrenadante y se
aislaron las vesiculas utilizando el protocolo descrito en la seccion Precipitacion acoplada
a Cromatografia de Exclusion por Tamafio. Una vez aisladas las vesiculas por Pre-SEC,
se juntaron las fracciones en dos subgrupos: subgrupo A (fracciones 5 a 10) y subgrupo B
(fracciones 11 a 15). Se concentraron por ultracentrifugaciéon a 120,000 RCF por 90
minutos. La muestra fue liofilizada y almacenada a -80°C hasta su uso posterior. El
analisis prote6mico se realiz6 mediante un andlisis de proteinas por espectrometria de
masas en tandem (TMT MS/MS). La identificacion de los péptidos en el andlisis
proteémico se realizd utilizando el software Proteome Discoverer (version 1.4,Thermo
Fisher Scientific). EI comparativo de proteinas entre subgrupos se realizé utilizando el

software Funrich (version 3.1.3) [72].

Andlisis de Rastreo de Nanoparticulas (NTA)
El aislamiento de vesiculas se realizé por triplicado a partir de 80 mL de medio. Las

muestras se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito en la seccion Precipitacion
acoplada a Cromatografia de Exclusion por Tamafio. Las fracciones se concentraron
mediante un paso de ultracentrifugacion a 120,000xg por 90 minutos. El pellet se
resuspendié en 400ul de buffer PBS filtrado 1x. Se utilizaron 200 ul para el andlisis de

rastreo de nanoparticulas.

Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

El aislamiento de vesiculas se realiz6 por triplicado a partir de 80 mL de medio. Las
muestras se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito en la seccion Precipitacion
acoplada a Cromatografia de Exclusiéon por Tamafio. Las fracciones se concentraron
mediante un paso de ultracentrifugacion a 120,000xg por 90 minutos. El pellet se
resuspendié en 400ul de buffer PBS filtrado 1x. Se redujeron 200uL de muestra por
ultrafiltraciéon utilizando tubos Amicon 0.5mL 3kDa y centrifugando a 14,000xg hasta
alcanzar un volumen de 100uL. Se les adicion6 400uL de wuna solucion de

paraformaldehido/glutaraldehido al 2.5% y se fijaron durante 45 minutos. Posteriormente,
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se redujo nuevamente el volumen de la muestra hasta alcanzar 100uL para finalmente ser
transferidos a un recipiente nuevo. Una vez fijada la muestra, se tomaron 7uL de muestra
y se colocaron sobre una rejilla de Formvar carbon ultradelgada y se incubé durante 20
minutos. Finalmente, se dieron 8 lavados con agua de 2 minutos cada uno y se dej6 secar
una temperatura ambiente toda la noche. Por dltimo, se realizd6 una contratinciéon con

acetato de uranilo. Todas las muestras se prepararon por triplicado.

Microscopia confocal
Se sembraron células en una laminilla de 8 pozos de 0.7cm?/pozo (Merck Millipore) a una

densidad de 20,000 células/cm?. Las vesiculas se aislaron de acuerdo con el protocolo
Precipitacién acoplada a Cromatografia de Exclusién por Tamafio. Las vesiculas aisladas
fueron tefidas con el colorante lipofilico BODIPY TR ceramide de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Life Technologies). Brevemente, se aislaron vesiculas de la
linea celular MDA-MB-468 a partir 80mL colectados en 48h de exposicion. Una vez
aisladas, se les agreg6 1uL de la solucioén stock del colorante por cada 100uL de muestra
para obtener una concentracion del colorante de 10uM. Se incubaron durante 20 minutos
a 37°C, en total oscuridad. Posteriormente, se removio el exceso de colorante mediante la
limpieza por columnas EXOSOME Spin Columns (MW 3,000) (Life Technologies,
ThermoFisher). Una vez tefidas, se adicionaron 30ug de vesiculas a cada pozo de la
laminilla por 3 horas. Las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% en PBS, pH
7.4, por 15 minutos. Posteriormente, se lavaron con PBS/tritbn 0.2% y se hizo una
contratincién con DAPI. Como control negativo se utiliz6 PBS mezclado con el marcador

fluorescente sin vesiculas.
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Figura 2. Diagrama de las técnicas utilizadas en el aislamiento de vesiculas extracelulares. En todos los casos, se
utilizé la misma cantidad de medio de cultivo condicionado (60ml). La abundancia de los marcadores de vesiculas
extracelulares, obtenidos por las distintas técnicas, fue comparada por ensayos de Western blot. Abreviaturas: MCC= medio
de cultivo condicionado; UC=Ultracentrifugacion; Pre=Precipitacion; SEC= Cromatografia de exclusiéon por tamafio; Pre-
SEC= Precipitacion acoplada a cromatografia de exclusién por tamafio; PEG=Polietilenglicol; UF= Ultrafiltracion.
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Resultados

Comparacién de muestras obtenidas por diferentes técnicas

Las muestras de cada técnica se obtuvieron como se muestra en la figura 2. Al realizar el
andlisis del patron de proteinas para cada técnica con la tincion de azul de Coomassie se
puede distinguir diferencias en el contenido total de proteina entre las distintas técnicas
estudiadas. EI cambio méas evidente corresponde al enriquecimiento de proteinas de bajo
peso molecular tanto en la ultracentrifugacion como en Pre-SEC (figura 3A). Los
marcadores asociados a vesiculas extracelulares se enriquecieron diferencialmente
dependiendo de la técnica utilizada. La mayor intensidad de todos los marcadores de EVs
se obtuvo a través de la ultracentrifugacion, seguida del protocolo que desarrollamos en el
presente trabajo, Pre-SEC. En cambio, en la precipitacion y SEC practicamente no
mostraron sefial de los marcadores, excepto por CD9, que presenta una débil sefial. El
medio de cultivo sin condicionar (10% medio) no mostré6 sefial de ninguno de los
marcadores de vesiculas. La Unica sefial de las proteinas analizadas en el medio
correspondié a la albumina, considerada en este estudio como contaminante de la
muestra por su abundancia en el suero fetal bovino agregado al medio de cultivo (figura
3B). La cuantificaciéon de proteina total mostré que la ultracentrifugaciéon es la técnica con
menor rendimiento, seguida de Pre-SEC. La técnica SEC recuperé la mayor cantidad de
proteina seguida de la precipitacién, con casi 200 veces y 30 veces, respectivamente,
mas que por ultracentrifugacién (figura 3C). Para determinar la abundancia de los
marcadores de vesiculas, se realizé un analisis densitométrico respecto a la albumina. La
abundancia relativa de la albimina no fue estadisticamente significativa entre las técnicas
(figura 3D). La mayor abundancia relativa de todos los marcadores se obtuvo por
ultracentrifugacion, mostrando un enriquecimiento casi 20 veces mayor de CD81 y casi 10
veces mayor de CD9, TSG101 y Anexina A2 comparado con el resto de las técnicas. La
técnica acoplada de Pre-SEC fue la segunda mas intensa en cuanto a abundancia relativa
de marcadores, mostrando una abundancia relativa mayor de CD81 (7 veces), CD9 (15
veces), TSG101 (3 veces), y Anexina A2 (4 veces) comparado con las técnicas de
precipitacion y SEC por separado. Para las muestras de precipitacion y SEC, los
marcadores mostraron las abundancias relativas mas bajas de todas las técnicas. La
muestra obtenida por precipitacion registré ligeramente una mayor abundancia relativa de
marcadores de vesiculas que la muestra de SEC, siendo ésta Ultima la que registré la

menor sefal en todos los marcadores (figura 3E-H). Adicionalmente, se evalu6 la pureza

24



de la muestra mediante la presencia de la proteina calnexina, un marcador de reticulo

endoplasmico. Solamente se encontrd su presencia en la muestra proveniente del lisado

celular y por ultracentrifugacion. En el resto de las muestras no se detecto sefial.
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Figura 3. Comparacion de las técnicas de aislamiento de vesiculas extracelulares. Se utilizé un lisado celular de la
linea MDA-MB-468 como control positivo y medio de cultivo sin vesiculas como control negativo de los marcadores de
vesiculas extracelulares. A) Patron de proteina obtenido con azul de Coomassie. B) Panel de marcadores de vesiculas
extracelulares detectados por ensayos de western blot. C) Proteina total (microgramos) obtenida de cada una de las
técnicas aislamiento. D) Cantidad relativa de albimina con respecto al medio de cultivo sin vesiculas extracelulares. La
linea punteada indica en nivel basal de albumina del medio de cultivo. E-H) Cantidad relativa de los marcadores de
vesiculas extracelulares: TSG101 (E), Anexina A2 (F), CD9 (G) y CD81 (H). La normalizacién se realiz6 al tomando como

referencia el contenido de albumina en el medio de cultivo sin vesiculas.
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Comparacion de fracciones obtenidas por SEC y Pre-SEC

Siendo uno de los principales objetivos de este estudio el encontrar una forma alternativa
a la ultracentrifugacion para aislar vesiculas extracelulares, y con base en los resultados
obtenidos de la comparacion entre las técnicas, decidimos caracterizar con mayor detalle
las vesiculas obtenidas de la linea celular MDA-MB-468, mediante la Precipitacion
acoplada a Cromatografia de Exclusion por Tamafio (Pre-SEC). El patrén de proteinas
obtenido por azul de Coomassie de las fracciones de SEC mostré gran abundancia de
proteinas en el rango de entre 50kDa y 75kDa, mientras que las fracciones de Pre-SEC
presentaron una menor cantidad de proteinas dentro del mismo rango (figura 4A y D). La
lectura de absorbancia 280 nm, la cual es una técnica utilizada para conocer la
concentracion aproximada de proteina presente en cada fraccién, fue distinta entre las
fracciones de SEC y Pre-SEC, siendo 41 veces mas alta la concentracion de proteinas de
SEC que en Pre-SEC. En el caso de SEC, la mayor lectura de absorbancia se registr6 en
las ultimas fracciones colectadas. En cambio, en Pre-SEC, la mayor lectura de
absorbancia se registr6 en las primeras fracciones colectadas, siendo la fraccion 8 la que
presentd la mayor absorbancia (figura 4B y E). En los ensayos tipo western, la sefial de la
proteina CD9 se encontré desde la fraccion 6 hasta la fraccion 17 en ambas técnicas,
mientras que en el resto de las fracciones no se observé sefial alguna. Para la proteina
Anexina A5, se registré la presencia del marcador en las fracciones 7a 9,y 6 a 9 de SEC
y Pre-SEC, respectivamente (figura 4C y F). Con estos resultados, se determind que las
fracciones 6 a 17 contenian la mayor proporcion de las vesiculas aisladas en ambas

técnicas.
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Figura 4. Comparacion de las fracciones obtenidas por SEC y Pre-SEC. A, D) Patrén de proteina obtenido con azul de
Coomassie a partir del procesamiento del medio de cultivo por SEC (A) y Pre-SEC (D). Se observa una mayor definicion en
las fracciones colectadas por Pre-SEC en comparacion con las procesadas por SEC. Adicionalmente se distingue un grupo
de proteinas de bajo peso molecular en la parte baja de las primeras fracciones del Pre-SEC, el cual no es detectable en
SEC. B, E) Absorbancia a 280 nm detectada en las fracciones colectadas por SEC (B) y Pre-SEC (E). C, F) Ensayos de
Western blot que muestra la distribucion de los marcadores de vesiculas extracelulares Anexina A5 y CD9 en las fracciones

colectadas por SEC (E) y Pre-SEC (F).
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Caracterizacion de las fracciones de MDA-MB-468 obtenidas por Pre-SEC

Para caracterizar el estado de las EVs obtenidas mediante la técnica Pre-SEC, se
concentraron las fracciones 6 a 17, las cuales presentaron sefial de marcadores de
vesiculas. La observacion por microscopia electrénica de transmision (TEM) permitié
detectar vesiculas con la clasica forma descrita de copa (Figura 5A). El andlisis de la
muestra por rastreo de nanoparticulas (NTA) presentd una distribuciéon agrupada entre los
100nm hasta los 450nm de tamafio, siendo las particulas de 204nm (+/- 12nm)
aproximadamente las mas abundantes en la muestra (Figura 5B). Las fracciones
colectadas, evaluadas mediante ensayos tipo western a volumen constante, mostraron
una distribucion diferencial de los marcadores de vesiculas. Mientras que algunos
marcadores se restringieron a las primeras fracciones colectadas, como Alix, TSG101 y
Anexina A2, otros marcadores lograron detectarse en el doble de fracciones, como
Anexina A5 vy las tetraspaninas CD9, CD63 y CD81 (figura 5C). Para descartar que la
distribucion se debiera a diferencias en la cantidad de proteina recuperada de cada
fraccion, se carg6é una cantidad de 20ug por fraccion y se analizaron por ensayos de
Western Blot. La distribucién diferencial de marcadores en las fracciones no solo conservé
el mismo patrén que el observado a volumen constante, sino que también aumento la

intensidad de las sefales (figura 5D).
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Figura 5. Caracterizacién de las fracciones de MDA-MB-468 obtenidas por Pre-SEC. (A) Microscopia Electrénica de
Transmision de las vesiculas extracelulares obtenidas por Pre-SEC (concentrado de las fracciones 6 a la 17). La flecha
sefiala a las vesiculas extracelulares, las cuales muestran la clasica forma de copa, previamente reportada. Escala= 500
nm. (B) Analisis de rastreo de nanoparticulas correspondiente al concentrado de las fracciones 6 a la 17. El tamafio de
particulas varia entre los 100 y 300 nm, obteniéndose un promedio de 150 nm, mismo que ha sido reportado previamente
en preparaciones de vesiculas. (C, D) Ensayos de Western blot que muestra la distribucién de los marcadores de vesiculas
extracelulares presentes en las fracciones 5 a 18, tanto a volumen constante (C) como a proteina constante (D). Se puede
ver que existe una distribucion diferencial entre los marcadores.
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El aislamiento mediante Pre-SEC permite separar subgrupos de vesiculas

La distribucion diferencial de los marcadores de vesiculas extracelulares en las fracciones
colectadas nos permitié inferir que posiblemente se trataran de dos subgrupos distintos de
vesiculas. Para comprobar esto, se separaron las fracciones en dos grupos, uno que
incluyera las fracciones 6 a 10, denominado subgrupo A (SG-A), y otro que reuniera las
fracciones 11 a 15, denominado subgrupo B (SG-B). Debido a que la separacion
cromatogréfica diluye la muestra de vesiculas, se evaluaron 3 métodos para concentrar el
contenido de cada subgrupo: la ultracentrifugacion; la precipitacién con polietilenglicol; y la
ultrafiltracion con filtros Amicon. El patron de proteinas observado por azul de Coomassie
permiti6 determinar que el enriquecimiento de proteinas es visiblemente distinto en cada
caso. En el subgrupo A, se puede ver que las tres técnicas aislaron proteinas con un
patron similar, todas enriquecidas en proteinas de bajo peso molecular. En cambio, en el
subgrupo B, se puede ver que solamente la ultracentrifugacion logré enriquecer la
muestra en proteinas de bajo peso molecular. La precipitacion y la ultrafiltracion
mostraron un patrén de proteinas similar entre si, aunque pobremente enriquecidas en

proteinas menores a 50kDa (Figura 6A).

Cada subgrupo fue analizado mediante ensayos tipo western para determinar la presencia
de marcadores de vesiculas presentes en cada técnica de concentracion. Para el
subgrupo A, todos los marcadores fueron detectados en las tres técnicas, aunque la sefial
mas intensa se encontré en la muestra aislada por ultracentrifugaciéon. En el caso del
subgrupo B, solo los marcadores TSG101 y CD9 mostraron una fuerte intensidad. La
precipitaciéon y la ultrafiltracion también lograron aislar vesiculas del subgrupo A, aunque
la intensidad de las sefiales de los marcadores es menor que lo que se obtuvo en la
ultracentrifugacion. Para el subgrupo B, practicamente no se pudieron detectar los
marcadores de vesiculas utilizando la precipitacién y la ultrafiltracion, excepto por el
marcador CD9. En ninguna de las muestras se detectd la presencia de calnexina (figura
6B). La proteina total obtenida por cada técnica muestra una relacion inversa entre la
cantidad de proteina total obtenida y la intensidad de los marcadores. (Figura 6C). Para
todos los casos, se normaliz6 la sefal de los marcadores con respecto a la sefial dada por
la albimina en el medio de cultivo. La ultracentrifugacion presenté la mayor intensidad de
sefial de marcadores, tanto para la muestra del subgrupo A como el subgrupo B. Con esta
técnica, la abundancia relativa de los marcadores fue cuatro veces mas alta que en el

resto de las técnicas. Ademas, las sefiales de TSG101 y CD9 no difieren
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significativamente entre los subgrupos. El resto de los marcadores pudieron detectarse,

aungue con una intensidad casi 10 veces menor que la que se observa en el subgrupo A.
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Figura 6. Aislamiento de subgrupos de vesiculas extracelulares por Pre-SEC. En las vesiculas extracelulares
obtenidas por Pre-SEC se analiz6 la eficiencia de aislamiento al afiadir un paso méas al protocolo de purificacion:
ultracentrifugacién (UC), precipitacion (Pre) o ultrafiltracion (UF). A) Patrén de proteina obtenido con azul de Coomassie, a
partir del procesamiento por Pre-SEC. Existen diferencias entre el subgrupo A (SG-A) vy el subgrupo B (SG-B),
especialmente en las proteinas de bajo peso molecular. B) Panel de marcadores de vesiculas extracelulares detectados por
ensayos de western blot. Se observan diferencias en el contenido de marcadores entre los dos subgrupos seleccionados.
C) Proteina total (microgramos) obtenida del aislamiento de vesiculas por Pre-SEC. No existe una relacion entre la cantidad
de proteina total aislada y la intensidad de marcadores de vesiculas extracelulares. D-H) Cantidad relativa de los
marcadores de vesiculas extracelulares: Actinina 4 (D), TSG101 (E), MFG-E8 (F), Anexina A2 (G) y CD9 (H). La
normalizacion se realiz6 tomando como referencia el contenido de albumina en el medio de cultivo sin vesiculas.
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Pre-SEC permite separar vesiculas y subgrupos de vesiculas en diferentes lineas
celulares

Para descartar la posibilidad de que la separacién de vesiculas por Pre-SEC y su
posterior concentracion en subgrupos fuera exclusiva de la linea celular MDA-MB-468, se

evalud el aislamiento de vesiculas extracelulares en otras 2 lineas celulares.

En el caso de la linea celular HEK293T (figura 7), las fracciones colectadas mostraron una
distribucion de proteinas similar a la de MDA-MB-468. El patron de azul de Coomassie
permitié6 ver que el contenido de proteina aumenta a partir de la fraccion 5, alcanza el
maximo en la fraccién 9, y posteriormente disminuye gradualmente (figura 7A). Los
ensayos tipo Western de las fracciones 5 a 18 a concentracion proteica constante
revelaron una distribucién de marcadores muy similar a la que se obtuvo en la muestra de
MDA-MB-468, en donde los mismos marcadores de vesiculas Alix, TSG101, Anexina A2 y
Anexina A5 se encontraron restringidos a las primeras fracciones y las tetraspaninas se
extendieron hacia fracciones posteriores (figura 7B). La lectura de absorbancia 280nm

confirmd la distribucién de proteina observada en los geles con Coomassie (figura 7C).

En el caso de las vesiculas obtenidas a partir de cultivos primarios de fibroblastos (figura
8), el patrén de proteinas observado presenta una distribuciébn semejante a la encontrada
en las lineas celulares MDA-MB-468 y HEK293T. En este caso se observa una menor
presencia de proteinas en la region debajo de los 50kDa (figura 8A). Algunos marcadores
de vesiculas mostraron un patrén distinto al que se encontrd en las otras lineas celulares.
Los marcadores Anexina A5 y Anexina A2 mantuvieron una distribucién restringida a las
primeras fracciones evaluadas, mientras que otros marcadores como Alix y TSG101 no
mostraron sefial. Las tetraspaninas si conservaron una distribucion amplia (figura 8B).
Los valores de absorbancia 280 nm registraron un aumento progresivo de la
concentracion proteica a partir de la fraccion 4, alcanzando el maximo valor en las

fracciones 13, 14 y 15, y disminuyendo gradualmente hasta la fraccion 20 (figura 8C).

La microscopia electrénica revel6 la presencia de vesiculas con morfologia similar a la
gue ha sido descrita para el caso de las EVs en ambos subgrupos (figuras 7D/8D).
Finalmente, el analisis de rastreo de nanoparticulas mostrd que, en el caso de HEK293T,
las particulas del subgrupo A registraron un tamafio promedio de 174 nm (+/- 5.4nm),

mientras que el subgrupo B registré un tamafio de 159 nm (+/-7.3nm). Para las vesiculas
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de fibroblastos, el subgrupo A presenté un tamafio promedio de particulas de 191nm (+/-
8.5nm), y el subgrupo B de 167nm (+/-11.2 nm). Sin embargo, en los tres tipos celulares

el subgrupo A presento una abundancia 8 veces mayor que el subgrupo B (figuras 7E/8E).
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Figura 7. Caracterizacion de las vesiculas extracelulares obtenidas de células HEK293T mediante Pre-SEC. A)
Patron de proteina obtenido con azul de Coomassie. B) Panel de marcadores de vesiculas extracelulares detectados por
ensayos de western blot, obtenido a partir de las fracciones 5 a 18. C) Absorbancia a 280 nm detectada en las fracciones
colectadas. D) Microscopia electrénica de los subgrupos A (SG-A) y B (SG-B). Aumento=60,000x; escala= 500 nm. E)
Andlisis de rastreo de nanoparticulas de SG-A (amarillo) y SG-B (azul). El SG-A contiene casi 14 veces mas particulas que
el SG-B.
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Figura 8. Caracterizacién de las vesiculas extracelulares obtenidas de fibroblastos mediante Pre-SEC. A) Patron de
proteina obtenido con azul de Coomassie. B) Panel de marcadores de vesiculas extracelulares detectados por ensayos de
western blot, obtenido a partir de las fracciones 5 a 18. A diferencia de MDA-MB-468 y HEK293T, Alix y TSG101 no
pudieron ser detectados en las vesiculas extracelulares obtenidas de los fibroblastos. C) Absorbancia a 280 nm detectada
en las fracciones colectadas. D) Microscopia electronica de los subgrupos A (SG-A) y B (SG-B). Aumento=60,000x; escala=
500 nm. E) Andlisis de rastreo de nanoparticulas de SG-A (amarillo) y SG-B (azul). SG- A contiene casi 6 veces mas

particulas que SG-B.
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Efecto de la concentracién de suero fetal bovino sobre el patron de proteinas
obtenido por Pre-SEC

Debido a que el suero fetal bovino adicionado al medio de cultivo contribuye a que
aumente la cantidad de proteinas solubles presentes (figura 9A), se buscé determinar la
cantidad de suero suplementada al medio, a fin de no alterar la tasa de crecimiento celular
y reducir al maximo la contaminacion proveniente del medio de cultivo. Partiendo de 80
mL de medio DMEM se evaluaron 3 condiciones: medio de cultivo con 10% de suero fetal
bovino libre de vesiculas. (figura 9B), medio con 1% de suero fetal bovino libre de
vesiculas (figura 9C), y medio sin suero fetal bovino adicionado (figura 9D). El patrén de
proteinas observado muestra que, conforme se reduce la cantidad de suero afiadida al
medio, la presencia de proteinas en las fracciones disminuye (figura 9A-D). Esto fue
confirmado por los valores de absorbancia 280 nm de las fracciones colectadas por Pre-
SEC en cada condicién (figura 9E). La maxima absorbancia registrada en el medio
condicionado con 1% de suero (fraccién 8) fue casi 5 veces menor que las fracciones

provenientes del medio condicionado con 10% de suero fetal bovino.

La figura muestra la caracterizacion de los marcadores moleculares de EVs en células
MDA-MB-468 incubadas en medio con suero al 1%, condicion que se utilizé para los
estudios prote6micos que realizamos. El patrén de proteinas muestra una concentracion
de proteinas de bajo peso molecular desde la fraccién 5 hasta la fraccion 17 (figura 10A).
El analisis de marcadores de vesiculas confirmé su distribucion en el mismo numero de
fracciones (fraccion 5 a 17). Se encontr6 una distribucién diferencial entre los marcadores.
Las proteinas CD9 y Anexina 2 se distribuyeron desde la fraccion 5 hasta la fraccién 17.
En cambio, los marcadores Actinina 4, TSG101 y Anexina 5 se restringieron a las
fracciones 6-10 (figura 10B). Por ultimo, la absorbancia 280 nm registré el maximo valor
en la fraccion 7 (figura 10C), misma que presenta la mayor intensidad de marcadores de
vesiculas. Estos datos confirmaron que las vesiculas se encontraron concentradas entre
las fracciones 5 a 16, y nos permitié separar las fracciones en los subgrupos A (fraccion 5-
10) y B (fraccién 11-16).
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Figura 9. Efecto de la concentracion de suero fetal bovino sobre el patron de proteinas obtenido por Pre-SEC.
Células de MDA-MB-468 fueron incubadas en medio de cultivo condicionado con distintos porcentajes de suero fetal bovino,
El suero fue previamente ultracentrifugado, a fin de depletar el contenido de vesiculas extracelulares provenientes del
mismo. A-D) Patrén de proteina obtenido con azul de Coomassie de en las distintas fracciones del Pre-SEC. (A) Medio de
cultivo con10% de suero fetal bovino sin vesiculas. (B) Medio de cultivo condicionado al 10% recolectado después de 48
horas de incubacioén en presencia de células. (C) Medio de cultivo condicionado al 1% recolectado después de 48 horas de
incubacién en presencia de células. (D) Medio de cultivo sin suero recolectado después de 48 horas de incubaciéon en
presencia de células. E) Absorbancia a 280 nm detectada en las fracciones colectadas a partir de los distintos porcentajes
de condicionamento del medio de cultivo. Se observa una diferencia significativa en el contenido de proteina detectada en el
medio tanto en las condiciones de suero al 10% como al 1%, siendo mas baja en el segundo caso.
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Figura 10. Caracterizacién de los marcadores moleculares de vesiculas extracelulares en células MDA-MB-468
incubadas en medio con suero al 1%. Se seleccion6 esta condicién a fin de optimizar la obtencién de vesiculas
extracelulares para su posterior andlisis por estudios de protedmica. A) Patrén de proteina obtenido con azul de
Coomassie. Se puede observar la presencia de un grupo claramente visible de proteinas de bajo peso molecular
correspondiente a las fracciones donde se localizan las vesiculas extracelulares. B) Panel de marcadores de vesiculas
extracelulares detectados por ensayos de western blot. C) Absorbancia a 280 nm detectada en las fracciones colectadas.
El uso de medio de cultivo con suero al 1% produce una baja absorbancia en las fracciones libres de vesiculas
extracelulares, mientras que las fracciones que contienen vesiculas extracelulares muestran un aumento significativo.

36



Analisis proteémico de los subgrupos de EVs aislados por Pre-SEC

Para la caracterizacion molecular de los subgrupos generados, hicimos un analisis
protedmico de tipo cuantitativo con el fin de conocer diferencias en la composicién de
proteinas de EVs de células MDA-MB-468. Los resultados obtenidos muestran que el
protocolo propuesto en este trabajo (Pre-SEC mas ultracentrifugacion) es la mejor técnica
para obtener vesiculas purificadas y asi obtener la mayor resolucién posible del andlisis
protedbmico por espectrometria de masas MS/MS. El conjunto de proteinas detectadas en
cada subgrupo fue comparado con la base de datos de vesiculas extracelulares
Vesiclepedia (figura 11A). Esta base de datos en linea condensa una gran cantidad de
estudios protedmicos de vesiculas. La informacion de Vesiclepedia fue filtrada para que
solamente mostrara las proteinas identificadas por ultracentrifugacion, precipitacion y
cromatografia de exclusion por tamafio, utilizando a la espectrometria de masas como
método de andlisis protedmico de las muestras. Esto dio un total de 2707 proteinas para
comparar. Se realiz6 un comparativo cuantitativo del enriqguecimiento proteico entre los
subgrupos (figura 11B). Adicionalmente, se compar6 con los resultados obtenidos en el
proyecto del National Cancer Institute, NCI-60, generado por Hurwitz et al [73]. Para
nuestro andlisis sélo se consideraron las proteinas detectadas para la linea celular MDA-
MB-468 (figura 11C). Se encontro que el 94% de las proteinas detectadas se encuentran
reportadas en Vesiclepedia, y el 98% en la base de datos de NCI-60. Al comparar los
subgrupos entre si, se encontré que todas las proteinas del subgrupo B se encuentran
registradas para el subgrupo A. En cambio, el subgrupo A registré 25 proteinas exclusivas
gue no se encontraron en el subgrupo B (figura 11B). La comparacién con la base de
datos Vesiclepedia mostré que hay 166 proteinas nuevas detectadas en los subgrupos A
y B que no estaban reportadas en la base de datos. En la comparacion con la base de
datos de NCI-60, se lograron detectar 53 proteinas nuevas en los subgrupos A y B. Una
vez discriminadas las proteinas encontradas tanto en la base de datos Vesiclepedia como
de NCI-60, se encontraron 163 proteinas compartidas entre los subgrupos que no estaban
reportadas en ninguna de las dos bases de datos. Estas proteinas se encuentran
asociadas a procesos de regulacion transcripcional, la cascada de sefalizacion TRAIL

(procesos de apoptosis) y respuesta inmune.

Utilizando el software Funrich, identificamos el perfil de las proteinas que fueron
detectadas en ambos subgrupos, asociando las proteinas ya sea con un componente

celular o con un proceso biol6gico celular especificos (figura 11D y E). ElI comparativo de
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las proteinas presentes en los subgrupos, haciendo referencia al componente celular al
gue pertenecen, mostré diferencias importantes en el porcentaje de expresion de cada
subgrupo. La expresion de las proteinas del subgrupo A se encuentra mayormente
enriquecida en componentes del citoesqueleto (1.82 veces), via de sintesis de lisosomas
y endosomas (1.56 y 1.67 veces, respectivamente), y componentes de la membrana
plasmatica (1.39 veces), comparado con el subgrupo B; mientras que las proteinas del
subgrupo B se encuentran mayoritariamente asociadas a la expresion nuclear,
especificamente a las regiones nucleolar (1.29 veces), nucleosomal (3.5 veces),
nucleoplasmica (4.31 veces) y cromosomal (4.96 veces), en comparacion con el subgrupo
A. De forma interesante, mas del 90% de las proteinas de los dos subgrupos se
encuentran asociadas a exosomas. En el caso de la asociacién con procesos biologicos,
se encontré que ambos subgrupos presentan un porcentaje similar de asociacién con vias
de transduccion de sefiales y comunicacion celular, aunque también se encontraron
diferencias importantes. Las proteinas del subgrupo A se encuentran asociadas a
procesos de sintesis de energia (2.05 veces>SG-B), transporte intercelular (2.42
veces>SG-B), metabolismo y crecimiento y mantenimiento celular (1.46 veces>SG-B);
mientras que las proteinas del subgrupo B se encuentran principalmente asociadas a
procesos de regulacion del metabolismo de acidos nucleicos (3.19 veces>SG-A) y
respuesta inmune (1.59 veces<SG-A). Las tablas 1 y 2 representan las 20 proteinas con
el mayor enriquecimiento identificado en cada subgrupo. La tabla 1 corresponde a las
proteinas mayoritariamente enriquecidas en el subgrupo A, en comparacion con el
subgrupo B, y la tabla 2 muestra las proteinas mayormente enriquecidas en el subgrupo

B, con respecto al subgrupo A.

Por ultimo, se observaron ambos subgrupos por microscopia electrénica de transmisién y
se realiz6 un andlisis de rastreo de nanoparticulas de cada subgrupo (figura 11 Fy G,
respectivamente). La microscopia electrénica confirmé la presencia de vesiculas con
forma de copa y esférica en ambos subgrupos (figura 11F). El andlisis de rastreo por
nanoparticulas mostré que la cantidad de particulas es 15 veces mas abundante de
particulas en el subgrupo A que en el subgrupo B. El tamafio de las particulas se

encuentra dentro de un rango similar (figura 10G).

Para los tres tipos celulares, se calculd el indice de pureza de las muestras de ambos

subgrupos. Este indice se calcula a partir de la concentracion de particulas por mL de la
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muestra y es dividido por la cantidad de proteina total de la misma. Esto permite hacer un
calculo aproximado de la fraccion de la proteina total de la muestra que corresponde a las
vesiculas, separandolas del resto de proteinas solubles. Los resultados se encuentran
representados en la tabla 3. En los tres casos, la muestra del subgrupo A obtuvo un valor

de pureza mayor que el subgrupo B.
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Figura 11. Analisis comparativo entre las vesiculas extracelulares aisladas en el subgrupo A (SG-A) y el Subgrupo
B (SG-B). A) Andlisis proteémico de las vesiculas presentes en el SG-A y SG-B, comparado con la base de datos
Vesiclepedia. B) Comparacion cuantitativa del enriquecimiento proteico SG-A vs SG-B. C) Comparacidn entre las proteinas
presentes en ambos subgrupos con la base de datos NCI-60. D, E) Andlisis cuantitativo del porcentaje de expresion de las
proteinas identificadas en cada subgrupo asociadas a un componente celular (D) y proceso biolégico especifico (E). Ambos
subgrupos presentan un porcentaje de expresién similar para proteinas asociadas a exosomas (91.91% y 90.36%,
respectivamente), confirmando el perfil vesicular presente en los dos subgrupos. F) Microscopia electrénica de las vesiculas
extracelulares presentes en SG-A y SG-B. Aumento=60,000x; escala= 500 nm. G) Andlisis de rastreo de nanoparticulas de
SG-A (amarillo) y SG-B (azul). SG-A presenta casi 8 veces mas particulas que SGB.
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Tabla 1: Lista representativa de proteinas enriquecidas en SG-A.

ID proteina Simbolo del gen Nombre
P26038 MSN Moesin
P23528 CFL1 CFL Cofilin-1
P06733 ENO1 Alpha-enolase
P68104 EEF1A1 Elongation factor 1-alpha 1
P63104 YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta
P61204 ARF3 ADP-ribosylation factor 3
P51149 RAB7A Ras-related protein Rab-7a
Q08431 MFGES8 Lactadherin
P08758 ANXAS5S Annexin A5
P62820 RAB1A Ras-related protein Rab-1A
P62805 HIST1H4A Histone H4
PO7355 ANXA2 Annexin A2
P62937 PPIA Peptidyl-prolylcis-trans isomerase A
043707 ACTN4 Alpha-actinin-4
PODP24 CALM2 Calmodulin-2
P16401 HIST1H1B Histone H1.5
P35579 MYH9 Myosin-9
Q6FI13 HIST2H2AA3 Histone H2A type 2-A
P21333 FLNA Filamin-A
P0189?2 HLA-A HLA class | histocompatibility

antigen, A-2 alpha chain
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Tabla 2: Lista representativa de proteinas enriquecidas en SG-B.

ID proteina Simbolo del gen Nombre
P40933 IL15 Interleukin-15 (IL-15)
P11532 DMD Dystrophin
P00734 F2 Prothrombin
P15056 BRAF Serine/threonine-protein kinaseB-raf
Q9NZM3 ITSN2 Intersectin-2
Q6FGES5 S100A10 S100A10 protein
P32119 PRDX2 Peroxiredoxin-2
E7END7 RAB1A Ras-related protein Rab-1A
E9PLDO RAB1B Ras-related protein Rab-1B
Q92928 RAB1C Ras-related protein Rab-1C
MOQZN2 RPS5 40S ribosomal protein S5
P16403 HIST1H1C Histone H1.2
P62805 HIST1H4A Histone H4
P16401 HIST1H1B Histone H1.5
P35579 MYH9 Myosin-9
P10412 HIST1H1E Histone H1.4
P16070 CD44 CD44 antigen
P21333 FLNA Filamin-A
Q08380 LGALS3BP Galectin-3-binding protein
000468 AGRN Agrin

Tabla 3. Valores obtenidos del indice de pureza (particulas/ug de proteina) de las preparaciones
de vesiculas obtenidas por Pre-SEC. Se realizaron 3 réplicas por cada linea celular.

MDA-MB-468 HEK293T Fibroblastos
Subgrupos | Promedio Es?::‘tlj-ar Promedio Es?ée:‘cli.ar Promedio Es?éez‘(;-ar
SG-A 1.04E+09 1.06E+08 9.55E+08 1.61E+08 7.96E+08 9.19E+07
SG-B 2.67E+08 2.98E+07 1.44E+08 3.26E+07 9.98E+07 2.05E+07
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Las vesiculas extracelulares obtenidas de MDA-MB-468 mediante Pre-SEC son
ingresadas por células receptoras

Una vez comprobado que ambos subgrupos contienen vesiculas extracelulares con
diferentes propiedades, se realizO un ensayo para determinar si las vesiculas
extracelulares de los subgrupos podian ser internalizadas por las células. El marcaje de
ambos subgrupos con el marcador fluorescente lipofilico BODIPY TR ceramide permitio
determinar cualitativamente el ingreso de las vesiculas a las células MDA-MB-468
receptoras. Tanto las vesiculas del SG-A como de SG-B fueron integradas por las células
receptoras (figura 12). En el caso de las vesiculas marcadas, se puede ver que la sefal
fluorescente se encuentra distribuida por todo el citoplasma. La mayor intensidad
fluorescente se localiza alrededor del nucleo, region que corresponde con el reticulo

endoplasmico y el aparato de Golgi.

DAPI BODIPY TR cer Merge

SG-A

5G-B

PBS

Figura 12. Ensayo funcional de captura de vesiculas extracelulares en células MDA-MB-468. Se utiliz6 el marcador
vesicular fluorescente, BODIPY TR ceramide, para determinar si las vesiculas extracelulares SG-A y SG-B fueron capaces
de ingresar en las células blanco después de un tiempo de incubacién de 3 horas. Como control negativo fue utilizado PBS
con BODIPY TR disuelto. Azul= DAPI; rojo= BODIPY TR ceramide.
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Discusién

En afios recientes se han desarrollado una gran variedad de técnicas de aislamiento de
vesiculas extracelulares [74]. Debido a que no existe un consenso claro acerca de cual
técnica es la mas apropiada para su aislamiento, todas ellas parecen ser utilizadas
indiscriminadamente y funcionan en cierta medida para aislar EVs [1, 5, 64, 67, 75]. En
este sentido, diversos estudios han demostrado que el producto final obtenido por cada
técnica presenta cantidades y calidades diferentes, ya sea por la naturaleza de cada
técnica, asi como del tipo y la cantidad de fluido del que son aisladas [5, 64, 75]. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo también confirman esta heterogeneidad en las
muestras. Aunque partimos del mismo tipo y la misma cantidad de muestra, el resultado
final de cada técnica fue drasticamente diferente. Ademas, la diferencia en el contenido de
albumina presente en las muestras no fue estadisticamente significativa entre ellas, lo que
sugiere que en todos los casos existe una cierta cantidad de albimina que no puede
eliminarse completamente por ninguna de las técnicas comparadas aqui. Esto ha sido
confirmado en varios estudios, donde comparan la pureza de las muestras obtenidas por
distintas técnicas, concluyendo que ninguna técnica logra desaparecer por completo la
presencia de albumina en las muestras [75-78]. La ultracentrifugaciéon mostré ser la
técnica que permite aislar vesiculas y remueve la mayor cantidad de proteinas solubles
del medio, aunque ya se ha demostrado que esta técnica puede causar la fusién de las
vesiculas aisladas, asi como la agregacion de las mismas [65]. Contrario a lo que se ha
reportado en otros estudios [3, 4], las técnicas de precipitacibn y cromatografia de
exclusién por tamafio permitieron obtener muy pocas vesiculas o con un mayor grado de
contaminacion, comparado con la ultracentrifugacion. Interesantemente, al combinar estas
dos técnicas, el rendimiento de vesiculas aisladas aument6 significativamente, lo que
sugiere que el acoplamiento de técnicas permite aislar una mayor cantidad de vesiculas y

separarlas del resto de las proteinas solubles que las acompafian.

La técnica Pre-SEC demostro ser una alternativa viable a la ultracentrifugacion para aislar
una mayor cantidad de vesiculas del medio condicionado sin comprometer su integridad.
Otros estudios han combinado diferentes técnicas de aislamiento y han obtenido un
aumento en el aislamiento de EVs similar, en comparacién con el uso de las técnicas por
separado [68, 79]. Los trabajos como el de Helwa et al., en donde han comparado el
rendimiento obtenido de EVs utilizando kits comerciales, han concluido que éstos

permiten obtener una mayor cantidad de vesiculas (de 80 a 300 veces mas) que con la
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ultracentrifugacion, sin comprometer su integridad fisica y la pureza de la muestra [70].
Sin embargo, una desventaja que presentan estos kits junto con la ultracentrifugacion es
gue es imposible aislar de manera independiente subgrupos de EVs, debido a que estos
protocolos estan disefiados para aislar vesiculas de manera general. Cabe destacar que
una ventaja que presenta la técnica Pre-SEC sobre el resto es que permite separar
facilmente subgrupos de vesiculas, sin utilizar equipos especializados, ademas de que
puede realizarse todo el procedimiento bajo condiciones de esterilidad, dandole un
potencial uso en estudios in vivo.

Al calcular el indice de pureza de la muestra de EVs como han propuesto Webber y
colaboradores [80], basado en obtener la proporcién entre la concentracién de
particulas/mL registradas por NTA y la concentracion proteica (ug/mL), obtuvimos valores
que se encuentran en el limite de ser consideradas como “ligeramente purificadas” (véase
tabla 3) con base en la escala de pureza propuesta en [80]. Esto indica que las muestras
obtenidas por Pre-SEC se encuentran enriquecidas en vesiculas, aunque aun presentan
una ligera presencia de impurezas. Cabe destacar que el uso de medio condicionado al
10% con FBS para el analisis de rastreo de nanoparticulas y la cuantificacion de proteinas
por ensayo BCA pudo haber afectado el indice de pureza y explicar el valor obtenido,
cercano a la categoria “ligeramente puras”. Otros estudios como los que han realizado
Martins et. al., Goulet et. al., y Corso et. al., han utilizado el mismo método para calcular la
pureza de sus muestras aisladas por distintas técnicas y han obtenido valores de alta
pureza para sus preparaciones de vesiculas, utilizando medio de cultivo reducido en
suero (<10%), medio sin suero adicionado, 0 acoplando una separacion por densidad con
gradientes de sacarosa [69, 81, 82]. Rider y colaboradores [4], demostraron que el
protocolo establecido para precipitar proteinas utilizando polietilenglicol como agente
precipitante permite obtener un valor de pureza similar al maximo obtenido al utilizar un
protocolo de purificacién por ultracentrifugacion con gradiente de sacarosa [80]. La clave
estd en cultivar las células con medio de cultivo libre de suero para eliminar la mayoria de
las proteinas solubles que aporta el suero. En nuestro estudio, utilizando la técnica Pre-
SEC, pudimos alcanzar un nivel de pureza muy similar al que se obtiene por
ultracentrifugacion. Esto, combinado con el uso de medio de cultivo con 1% de suero fetal
bovino, nos permitié obtener una muestra final con un alto grado de pureza para realizar

los analisis protedmicos.
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Los subgrupos de vesiculas separados por Pre-SEC mostraron diferencias en la
presencia y enriquecimiento de proteinas marcadoras. Esto concuerda con lo que se ha
reportado en otros estudios, donde el aislamiento de subpoblaciones de vesiculas por
distintas técnicas muestra un enriquecimiento diferencial en el contenido de proteinas,
lipidos y acidos nucleicos entre ellas [44, 83-85]. Utilizando la técnica Pre-SEC para aislar
vesiculas de distintas lineas celulares encontramos que cada tipo celular produce
vesiculas con diferentes propiedades. En el caso de las lineas celulares inmortalizadas
MDA-MB-468 y HEK293T, los marcadores de vesiculas mostraron la misma presencia y
distribucion, aunque con distintas intensidades. En cambio, en los fibroblastos se encontro
la ausencia de algunos marcadores, tales como Alix y TSG101. Ya que estas proteinas
son consideradas comUnmente como marcadores enriquecidos en preparaciones
exosomales [83-85], su ausencia sugeriria que las vesiculas aisladas de fibroblastos o no
serian exosomas o provendrian de una ruta de sintesis alterna en donde no se encuentra
involucrada la actividad de Alix o TSG101. Este cambio en la composiciéon de las EVs
podria ser explicado a partir del tipo de tejido del que fueron obtenidas, asi como por
tratarse de un cultivo primario, a diferencia de las otras dos lineas celulares que han sido
inmortalizadas con el uso de virus. Se sabe que los virus utilizados para inmortalizar
lineas celulares, tales como los retrovirus y otros virus encapsulados, secuestran la via
endosomal de sintesis de vesiculas para propagarse hacia el espacio extracelular [86,
87]. Esto puede significar un aumento en la presencia de proteinas exosomales, tales
como Alix y TSG101, en las preparaciones de vesiculas [88, 89]. Sin embargo, las
vesiculas de los tres tipos celulares presentaron a las tetraspaninas CD9, CD63 y CD81
con una distribucién similar, lo que sugiere que comparten moléculas membranales vy, por
lo tanto, sistemas de reconocimiento y sefializacion [90, 91]. El volumen de medio de
cultivo utilizado para aislar EVs de cada linea celular se establecié con base en los
resultados obtenidos a partir de la linea celular MDA-MB-468, ya que nosotros
encontramos que esta linea celular produce una alta cantidad de vesiculas hacia el medio
extracelular. Algunos autores sugieren que esta caracteristica les brinda una alta
capacidad de generar metastasis en otros tejidos sanos del organismo [92]. Esto pudo
haber afectado el nUmero de EVs detectado para los otros dos tipos celulares HEK293T y
los fibroblastos, especialmente en el segundo caso. Aunque se parti6 de la misma
cantidad de medio de cultivo condicionado y se mantuvo una densidad celular similar en
los tres casos, los fibroblastos produjeron casi la mitad de EVs, comparado con MDA-MB-

468 y HEK293T. Otra explicacion probable podria ser que las células MDA-MB-468, al
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presentar una condicion tumoral, la produccion y secrecion de EVs sea mas elevada que
en condiciones normales; mientras que las células HEK293T, al tener un origen
embrionario y estar infectadas con adenovirus 5, pueden tener una alta actividad de
produccion de EVs, comparado con células de tejido adulto. Esto podria explicar la menor
cantidad de proteina visible en las fracciones tefiidas con azul de Coomassie en los geles.

Kowal y colaboradores, en un estudio donde caracterizaron las vesiculas producidas por
células dendriticas humanas, determinaron que los marcadores de vesiculas TSG101 y
Actinina 4 son excluyentes de distintas subpoblaciones de vesiculas [84]. Sin embargo, en
nuestro caso no sucedié asi, ya que ambos marcadores fueron detectados tanto en el
subgrupo A como en el subgrupo B, aunque la Actinina 4 mostré una sefial muy débil en
el segundo subgrupo. Ademas, la proteina Anexina 2, considerada en el trabajo
previamente citado como marcador general de vesiculas extracelulares, mostré un fuerte
enriquecimiento en el subgrupo A, siendo practicamente indetectable en el subgrupo B.
Esto es interesante, ya que sugiere que podriamos tener una mezcla de subtipos
vesiculares aun dentro de los subgrupos que nosotros hemos delimitado, abriendo la
posibilidad de poder separar aun mas las vesiculas acoplando mas pasos de separacion.
Sin embargo, los trabajos de Bobrie [85], Durcin [83] y colaboradores mostraron una
distribucibn de los marcadores TSG101, MFG-E8, Actinina 4, Anexina 2 y las
tetraspaninas CD9 y CD81 similar a nuestros resultados. Por ello, es posible que esta
discrepancia entre estudios sea consecuencia de un artefacto producido por la variedad
de técnicas que son utilizadas para el aislamiento de EVs y no una distincién real entre

subtipos.

Dado que los estudios protedmicos requieren de un alto grado de pureza de la muestra
para ser analizada [93], la adicidn de un tercer paso de aislamiento (ultracentrifugacién) a
la técnica Pre-SEC, desarrollada por nosotros, permiti6 obtener EVs lo suficientemente
purificadas para ser analizadas por espectrometria de masas. Ademas, el medio de
cultivo con 1% de suero fetal bovino resultd ser la condiciébn 6ptima para maximizar la
sensibilidad del analisis proteémico de los subgrupos de vesiculas, ya que el resto de las
condiciones del medio evaluadas aqui alteran la cantidad y la pureza de las vesiculas
aisladas. Es interesante ver que el SG-B no present6 ninguna proteina exclusiva, sino que
todas se encontraron también en el SG-A, no siendo igual el caso contrario, pues el SG-A

report6 25 proteinas exclusivas. Esto podria significar que las vesiculas aisladas del SG-B
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no pertenecen a una subpoblacién real, al ser estas muy similares a las del subgrupo A.
Aunque presentaron una alta similitud proteica, el analisis del enriquecimiento general de
las proteinas asocié a cada subgrupo con vias y procesos biolégicos distintos. Por
ejemplo, el SG-A se encuentra enriquecido en proteinas tales como TSPAN15, ANXA7,
KIF2Ay HLA-G, involucradas en la transduccion de sefiales de membrana [94], la
promocién de la fusion de membrana durante la exocitosis, la interaccion con integrinas
[95], la regulacion de la sintesis de microtibulos [96] y la presentacion de antigenos hacia
células del sistema inmune como respuesta de defensa celular [97]. En cambio, las
proteinas LAMC1, BANF1, SSBP1, enriquecidas en el subgrupo B, se encuentran
asociadas a la migracién celular, como constituyentes de la membrana basal [98], y al
mantenimiento estructural de DNA [99]. Estas diferencias podrian significar que la
localizacion y funcién de las EVs de cada subgrupo dentro de las células es distinta. El
contenido del SG-A podria depositarse principalmente en el citoplasma celular, mientras
gue las moléculas del SG-B podrian asociarse hacia regiones cercanas al nucleo celular.
Esto sugiere que cada subgrupo de vesiculas podria producir un efecto distinto en las

células receptoras.

Finalmente, en los estudios de incorporacion de vesiculas, las células blanco lograron
capturar tanto las vesiculas marcadas con BODIPY TR ceramide del SG-A como las del
SG-B. La sefial fluorescente en el citoplasma celular sugiere que el marcador fluorescente
requiere estar adherido a una particula que pueda ser reconocida por las células para
posteriormente ser ingresadas hacia su citoplasma. Por ello, el reconocimiento celular de
proteinas sefializadoras tales como CD9, CD63 y CD81 presentes en las vesiculas son
fundamentales para el reconocimiento e ingreso exitoso del marcador BODIPY TR
ceramide, adherido a la membrana vesicular, hacia el interior celular [91, 100, 101]. Estos
resultados, muestran que ambos subgrupos poseen vesiculas con moléculas
sefalizadoras en su superficie, lo cual les permite ser reconocidas e internalizadas por

células.
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Conclusiones

La cantidad y calidad de vesiculas extracelulares obtenidas a partir de medio de cultivo es
altamente dependiente de la técnica utilizada para su aislamiento y purificacion. Se debe
tener previamente definido el uso que se le dara a las vesiculas aisladas, pues de ello
dependerd la eleccion de la técnica mas adecuada para esos fines. El acoplamiento de
técnicas aumenta significativamente la calidad de la muestra final obtenida, comparado
con su uso por separado. Trabajos como el presente estudio muestran la necesidad de
que futuros proyectos dedicados al andlisis funcional de vesiculas extracelulares,
homogenicen las condiciones en las que deben ser aisladas las vesiculas para poder
aumentar el valor de reproducibilidad y comparacion entre resultados, asi como la
determinacion de los limites que presenta cada técnica y las condiciones especificas en

las que es aceptable su uso.
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