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ABSTRACT

Exosomes are small extracellular vesicles essential in intercellular communication; they act
as vehicles of broad scope. They travel through body fluids and deliver important messages
coded in DNA, RNA and proteins to al cells of the organisms. Message release via
exosomes is associated with different pathological conditions including cancer. That is why
its potentia in diagnostic and therapeutic applications is growing. Here, exosomes were
purified from clinical samples from patients with retinoblastoma and healthy individuals as
controls. The exosomes recovered were characterized using cryogenic transmission electron
microscopy. Moreover, the presence of CD63 and CD81 transmembrane proteins was
confirmed using Western blot. This work describes a complete technique to isolate and
characterize exosomes from human plasma, to be further used as retinoblastoma diagnostic
biomarkers.
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RESUMEN
Los exosomas son vesiculas membranosas extracelulares esenciales en la comunicacion

intercelular alarga distancia, vigjan en los fluidos corporales y entregan mensajes a células
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de todo & organismo. La liberacion mensajes via exosomas en forma de DNA, RNA o
proteinas esta asociado a diferentes condiciones bioldgicas patoldgicas, como e cancer.
Debido a esto, € aislamiento y caracterizacion de exosomas en plasma es clave para su uso
como biomarcadores no invasivos de diversas enfermedades. En € presente estudio, se
purificaron exosomas a partir de muestras clinicas de pacientes con retinoblastoma y de
individuos sanos como controles. Los exosomas recuperados fueron caracterizados a nivel
celular por microscopia electronica de transmision empleando una técnica de criogenia.
Para demostrar la correcta purificacion de exosomas se confirmé la presencia de las
proteinas transmembranales CD63 y CD81 asi como la identificacion de microRNASs. En
general se describe la purificacion y caracterizacién de exosomas para su posterior uso
como biomarcadores de retinoblastoma.

Palabras clave: biomarcadores, exosomas, retinoblastoma.

1. INTRODUCCION
El cancer comienza con un crecimiento celular anorma que puede invadir partes
adyacentes e incluso diseminarse en otros organos. El origen del cancer es multifactorial,
intervienen elementos como la aimentacion, agunos contactos virales, factores
hereditarios, ambientales y geograficos. Pese a la recurrencia sintomatoldgica, hay algunos

casos que se desarrollan de forma silenciosay asintomatica (DeSantis et al., 2014).

El cancer engloba mas de un ciento de enfermedades que afectan a todas las poblaciones,
edades y estratos sociaes; por lo tanto, se le considera un problema de salud publica. En
2012 se le atribuyeron 8.2 millones de muertes y se prevé que en 2020 se registren 15
millones de casos nuevos (Siegel et al., 2015). Anualmente mas de 250 mil nifios son
diagnosticados con cancer. Entre los ocho tipos mas comunes se encuentra €
retinoblastoma, un tipo de cancer pediatrico que afecta a la retina, (American Cancer
Society, 2014), se estima que en e mundo 9 mil casos nuevos son diagnosticados cada afo
(Thériault et al., 2014).

1.1 El retinoblastoma en M éxico
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El retinoblastoma es un problema oncolégico afecta a 4.3% de la poblacion infantil en
México. En menores de un afio es la segunda neoplasia més comun y constituye la segunda
causa de muerte infantil en menores de dos afios. La primer manifestacion visible es un
brillo blanco en la pupila, Ilamada leucocoria. Entre los sintomas secundarios se presenta la
inflamacion, posteriormente se genera e glaucoma que ocurre cuando € tumor empuja el
diafragmadel cristalino (Alvarado-Castillo et al., 2009).

Puede presentarse de forma unilateral o bilateral, puede tener un patrén congénito y/o
esporédico (no hereditario). Se estima que la sobrevivencia de los pacientes afectados es
mayor a 80%. Sin embargo, |la metastasis aparece durante € primer afio de diagnostico.
Para |os casos metastéasicos la sobrevida no supera los seis meses posteriores a diagnostico
(Alvarado-Cadtillo et al., 2007). Aunque € retinoblastoma no afecta a una gran poblacion
en México comparado, por ejemplo con leucemia, si es un excelente modelo de estudio
para elucidar los mecanismos celulares, genéticos y bioquimicos que provocan el cancer
(Conkrite et al., 2011).

El diagndstico del retinoblastoma ocurre en estadios intermedios-avanzados de la
enfermedad. Reportes previos sugieren que €l retraso del diagnodstico predice el grado de
invasion extraocular del tumor y consiguiente |os casos metastasicos (Ramirez-Ortiz et al.,
2014). Debido a tiempo perdido entre la etapa asintomética y €l diagndéstico, hace que el
tratamiento clinico sea la cirugia con la consecuente remocion de uno o los dos ojos
(enucleacidn). Para contrarrestar esto, se requiere € desarrollo e implementacion de

métodos de diagndstico tempranos no invasivos 0 minimamente invasivos.
1.2 El uso de biomar cador es en oncologia

L os biomarcadores son indicadores de estados o condiciones fisiolOgicas. Pueden ser Utiles
para determinar la propension a alguna enfermedad, evaluar su progresion, o bien,
comprobar la eficacia de agun tratamiento. El potencial de los biomarcadores ofrece
ventgjas a area oncologica, entre las que se destaca una deteccion temprana en
enfermedades asintomaticas. Otro de los beneficios es la disminucion de dolor a aplicar
métodos no invasivos durante la toma de muestras. Es por elo que identificar
biomarcadores resulta una herramientainval uable parala evaluacion clinica (Ajit, 2012).
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Hoy en dia, entre los biomarcadores més novedosos y trascendentales estan las
microvesiculas y su contenido en forma de microRNAs. Las vesiculas més ampliamente
estudiadas son los exosomas cuyos didmetros oscilan entre 30-140 nm (Skog et al., 2008).
Los exosomas vigjan a través de distintos fluidos biologicos para llevar un mensgje a las
células receptoras (Wiklander et al., 2015). Una vez que llegan a su destino final y son
reconocidos por las células receptoras, se fusionan en su membrana plasmatica para liberar
su contenido, entregando asi mensgjes integros y funcionales a la célula blanco (Vaadi et
al., 2007).

1.3 El rol delos exosomas en € cancer

La relevancia de los exosomas en € cancer aumentd al demostrarse que llevaban en su
interior diferentes RNAs, microRNAs y proteinas involucrados en e desarrollo y
angiogénesis tumoral (Melo et al., 2015; Taylor & Gercel-Taylor, 2014). Recientemente se
descubrid que los exosomas participan de forma activa durante la metastasis provocando la
formacion de un microambiente celular que inicia la colonizacién de 6rganos especificos
como pulmén, dicho de otro modo, son la sefial de detonacion de metéstasis (Hoshino et
al., 2015).

Otro elemento clave sobre el estudio de exosomas fue la identificacion de “oncomirs”, es
decir, microRNAs que funcionan como genes oncolégicos. Actualmente se usan a los
microRNAS de exosomas como biomarcadores. Por € emplo en cancer de ovario a partir del
suero de cuatro pacientes con diferentes estadios patol6gicos, se identificoO un grupo de
ocho microRNAs con niveles de expresion similares en todos los estadios (Taylor &
Gercel-Taylor, 2014). Otro caso es melanoma, dénde se identificd la presencia de tres
microRNAS a partir de exosomas aislados de dos lineas celulares tumorales (Xiao et al.,
2012).

Por |lo tanto, nuestro objetivo fue demostrar la presencia de exosomas en plasma de
pacientes con retinoblastoma y caracterizar celular y molecularmente a |os exosomas para
determinar que moléculas son transportadas, con la hipétesis de que esto permitira conocer

el mecanismo de trasporte de moléculas involucradas en la metastasis.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Aislamiento de exosomas del plasma

Muestras de plasma de pacientes con retinoblastoma se descongelaron y e volumen de
trabajo fue de 500 ul. Las muestras se centrifugaron a 2000 g durante 20 min para eliminar
cualquier cédlula. Luego, € sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo para centrifugarse a
10000 g durante 20 min para remover cualquier residuo celular. En seguida, €
sobrenadante se recuperd y se mezcl6 en buffer PBS en una proporcion 1:1, se homogenizé
con vortex. A continuacion, se afiadio € reactivo Total Exosome Isolation Kit (Invitrogen,
Thermo Fisher, EUA) en una proporcién 1.5, se mezclé hasta formar una solucion
homogénea. Las muestras se incubaron en hielo durante 10 min, después se centrifugaron a
temperatura ambiente a 10000 g durante 10 min. El sobrenadante se desechd, mientras que
el boton que contiene los exosomas fue resuspendido en PBS. La suspension fue
amacenada a -20 ° C. La concentracion de exosomas se relaciona indirectamente con la
concentracion de proteinas de la muestra por ensayo de Bradford.

2.2 Microscopia Electronica de Transmision por Criogenia

Los exosomas se observaron a través de microscopia €electronica de transmision
implementando una técnica criogénica (Cryo-TEM) con un sistema dosis minima (MDS).
Usando un microscopio electronico de transmision JEOL JEM2100. Para la caracterizacion
morfoldgica de las poblaciones de exosomas, se vitrificaron las muestras en unarejilla de
carbono Lacey dentro del dispositivo Gatan CryoplungeTM 3. Después de la transferencia,
la muestra se congel 6 por inmersién en etano liquido, para su crio-preservacion se mantiene
en nitrégeno liquido hasta su observacion en e microscopio. Con un soporte criogénico
especial (Mo. 914) setransfirio a Gatan para mantener la temperatura de la muestra hasta -
170 ° C durante la observacion. Las micrografias fueron adquiridas a 80 kV, de excitacién
déhil, la dosis de radiaciéon menor de 4 pA/cm? bagjo condiciones altamente desenfocadas
para obtener una mejor imagen de las poblaciones. Todas las imagenes fueron grabadas por
una camara CCD acoplada (Ultrascan XP, Gatan, USA) y procesadas en Micrografia
Digital.
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2.4 Inmunotransferencia

Los exosomas aislados de plasma se mezclaron con amortiguador Laemli, fueron
calentados a bafio Maria por 5 min y cargados en geles SDS-PAGE. Se utiliz6 € marcador
de peso molecular Protein Precision Plus (Bio-Rad, USA) y se corrio a 100 V durante 1,5 h.
Se transfieren en una membrana Immun-Blot PVDF (Bio-Rad, USA) durante 50 min a 18V
utilizando Trans-Blot Cell Semi transferencia en seco (Bio-Rad, USA). En seguida se
bloguean las membranas con tampdn de PBS, 0,1% de Tween 20 y 5% de Blotting-Grade
Blocker (Bio-Rad, USA) toda la noche. Después, las membranas se lavaron 4 veces por 5
min usando tampdn de lavado (PBST 0,1%). Las membranas se incubaron durante 1 hora
con su respectivo anticuerpo primario recién preparado: CD63 con dilucion 1:5,000
(ab8219, Abcam), CD9 con dilucién 1:10,000 (ab2215, Abcam), CD81 con dilucién
1:10,000 (ab35026). Posteriormente, las membranas se lavaron para continuar con la
incubacion del anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano HRP con dilucién
1:15,000 (ab97420, Abcam). Inmediatamente, las membranas se lavaron y se revelaron con
Clarity Western Blotting Substrato (Bio-Rad, USA) y se visualizaron mediante e Sistema
de ChemiDoc (Bio-Rad, USA).

2.5 Purificacién de RNA a partir de exosomas

Los exosomas purificados fueron transferidos a tubos libres de RNAsas. EI volumen se
gustdé a 200 pl con tampon de PBS. Para la extraccion del ARN se uso e kit Tota
Exosome RNA Isolation kit (Invitrogen, USA). Paralisar |os exosomas se afadieron 200 pl
de solucion desnaturalizante y se agitdé por 5 min en vortex. Luego, las muestras se
incubaron en higlo durante 5 min. Inmediatamente se afiadio a las muestras 400 pl écido-
fenol: cloroformo, se mezclaron por agitacion durante 60 segundos. A continuacion, las
muestras se centrifugaron durante 5 min a 13000 g a temperatura ambiente. Se recupero la
fase acuosay se transfirieron a un tubo libre de RNAsas. A la fase acuosa se le afiadi6 1,25
volumenes de etanol absoluto, estas soluciones fueron filtradas y recuperada en los tubos
colectores. Finamente, el RNA se eluyd tres veces con 20 ul de agua DEPC. La
concentracion se midié por espectrofotometria con Nanodrop 2000 (Thermo Scientifics,
USA)
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2.6 Iniciador es de micr oRNAs tipo Stem-L oop

Los iniciadores fueron disefiados considerando una estructura sintética conservada Stem-
Loop que forma una horquilla. La especificidad de los iniciadores tipo Stem-Loop RT para
cada microRNA es conferida por seis nucledtidos (nt) en la orientacion final 3’, mismos
gue son complementarios al microRNA maduro.

Los iniciadores utilizados en la PCR fueron disefiados considerando su orientacion. Para el
iniciador “adelante”, se tomaron 8 nucleédtidos complementarios a la secuencia del
microRNA maduro en direccion 5’. Para el iniciador “reverso” se considero una secuencia
complementaria de 18 nucledtidos conservados del iniciador sintético Stem-Loop en
direccion 3’ (Varkonyi-Gasic et al., 2007). La secuencia de los iniciadores se muestra en la
tablal

Tabla 1. Secuencias de los iniciadores de microRNAs tipo Stem-Loop

Nombre Secuencia (5’-3") Num. Nombre del
dent microRNA
125b-5p RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCA 44
ATTCAGTTGAGCACTGGTA hsa-miR-125b-5p
125b-5p F CAGGCTTCTCCCAACCCTTGTAC 26
155-5p RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCA 44
ATTCAGTTGAGACCCCTAT hsa-miR-155-5p
155-5p F CGGACTTTAATGCTAATCGTGAT 23
21-5p RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCA 44
ATTCAGTTGAGTCAACATC hsa-miR-21-5p
21-5p F CGTCAGTAGCTTATCAGACTGAT 24
142-5p RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCA 44
ATTCAGTTGAGAGTAGTGC hsa-miR-142-5p
142-5p F CGACGTCATAAAGTAGAAAGCAC 23
URP TGGTGTCGTGGAGTCG 16

2.7 ldentificacion de microRNAS provenientes de exosomas

141
Orozco-Romero et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2016,1(1): 135-149



A partir del ARN purificado de los exosomas se realizd una Stem-Loop RT-PCR
(Varkonyi-Gasic et al., 2007). En tubos libre de nucleasas se afiadieron 0,5 pl del mix 10
mM dNTP (R1121, Thermo Scientific Fisher), 11,5 pl de agua libre de nucleasas 'y 1 pl de
ARN molde (50 ng/ul). Las muestras se calentaron a 65 °C durante 5 min y se incubaron en
hielo durante 2 min. En seguida, a cada muestra se afiadio 1 pl del iniciador especifico para
los microRNASs (miR-21, miR-155, miR-142 y miR-125b), 4 ul del tampon enzimatico M-
MuLV (New England Biolabs, USA), 2 pl de 0,1 M DTT (Affymetrix, USA), 0,1 pl de
RNAsa out (40 unidades/ul) (Invitrogen) y 0,2 ul de la transcriptasa inversa M-MuLV
(New England Biolabs, USA). La reaccion de retrotranscripcion (RT) se reaizé en un
volumen total de 20 pl a 16 ° C durante 30 min, seguido por 60 ciclos (30 °C por 30 s, 42
°C por 30 sy 50 °C durante 1 s), finamente se inactivo la enzima a 85 °C por 5 min. El
cDNA producto delaRT se conservé a4 °C.

La PCR se reaizo con 14 ul de agua estéril, 2 pl de producto de RT, 1 pl del iniciador
derecho (10 mM), 1 pl del iniciador reverso universal (10 mM), 2 1 yl de lamezcla maestra
Tag 5X (New England Biolabs, USA). Las reacciones se amplificaron durante 30 ciclos (95
°C por 15 s, la temperatura media (Tm) por 15 sy 68 °C por 30 s). Los productos de PCR
se conservaron a 4 °C. Se anaizd la presencia de los miRNAs con una electroforesis en
geles de agarosa a 2.5%, se visuadizaron mediante e Sistema de ChemiDoc (Bio-Rad,
USA).

3. RESULTADOS

En la investigacion clinica la cantidad de plasma que puede adquirirse por cada paciente
representa un problema cuando se trata de infantes o de pancientes graves. Como primer
paso de este trabgjo, se determind que un volumen minimo de 500 pL fué suficiente para
evaluar la presencia de exosomas en todas |las muestras usadas.

Una vez realizada la purificacion y para confirmar la presencia, forma y distribucion de
tamanos de los exosomas provenientes del plasma de pacientes con retinoblastoma y de
individuos sanos, las muestras fueron observadas por Cryo-TEM. En lafigura 1 se muestra
la forma redonda y cdncava caracteristica de los exosomas. Encontrando dos poblaciones
principales, uno con diametros que oscilan entre 30 a 110 nm (Figura 1A) y otra con 100 a

195 nm diametro (Figura 1B). En la micrografia se observan como lunares suspendidos
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entre e espacio de la rgjilla de carbon, ademés se distingue con facilidad la doble

membrana que envuelve y da estructura alos exosomas.

Fig. 1. Micrografias electronicas de transmision. Imagenes representativas que muestran la
estructura y tamanos de los exosomas purificados a partir de plasma. A: Conjuntos de
exosomas con tamafios de entre 39 y 113 nm. B: Exosomas con didmetros superiores a 100

nm, las flechas sefialan su membrana.

Los exosomas tienen una combinacion Unica de proteinas y lipidos que permiten su
reconocimiento por parte de las células receptoras. Aprovechando la presencia de proteinas
transmembranal es de la familia de tetranspaninas especificas de |os exosomas, es posible su
identificacion por medio de Western blot.

Para corroborar la identidad bioquimica de los exosomas en las figuras 2A y 2B se muestra
el perfil proteico de los exosomas purificados de plasma. Para comprobar la identidad
celular de los exosomas, se detectaron por inmunotransferencia los marcadores
transmenbranal es

CD63, CD8L1 los cuaes se ven en las figuras 2C y 2D respectivamente, en cada caso se uso
un anticuerpo monoclonal para e reconocimiento primario de cada proteina. La presencia
de estas proteinas confirma laintegridad de |os exosomas recuperados a partir de plasma de

pacientes y controles.
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Fig. 2 Inmunotransferencia. A Perfil proteico de exosomas aislados del plasma de
individuos sanos (lineas 1 a 7). B Perfil proteicos de exosomas recuperados de pacientes
(lineas 1, 2), y de controles sanos (lineas 3, 4), BSA como control negativo. C) Revela la

presencia de CD63 en exosomas. D) Indicala presencia de CD81 en exosomeas.

Uno de los métodos mas simples y rdpidos para evidenciar que los exosomas llevan un
mensge es mediante la deteccion de microRNAs, RNAs y/o proteinas. De acuerdo a la
literatura reciente sobre identificacion de miRNAs en exosomas (Taylor & Gercel-Taylor,
2014), se evalud la presencia de algunos de ellos mediante la técnica de steem-loop RT-
PCR. Evaluamos la presencia de los microRNAs 21, 155, 142 y 125b. En lafigura3A y 3B
se demuestra la presencia de los miR-21 y miR-142 en exosomas de pacientes y controles.
El miR-155 sdlo esta presente en exosomas pacientes (Figura 3C) y e miR-125b esta
ausente en los exosomas de pacientes y controles (Figura 3D). Con lo cual se evidenciala
diversidad del contenido de los exosomas provenientes de plasma de individuos con

condiciones fisiol0gicas distintas.
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Fig. 3 Gel de agarosa. Los productos de PCR de miRNAs presentes en exosomas de
pacientes y controles. A) miR-21, B) miR-142, C) miR-155 y D) miR-125b. Linea 1
corresponde al marcador de peso molecular, linea 2 y 3 a producto amplificado de

pacientes y controles respectivamente. Lineas 4 y 5 alos controles negativos de la reaccion.

DISCUSION

Se han encontrado exosomas en una amplia variedad de fluidos bioldgicos que incluyen
oring, saliva, leche maternay plasma (An et al., 2015) . Sin embargo, no se habia precisado
el volumen minimo de muestra necesaria para hacer la caracterizacion celular y molecular
de exosomas. En este trabajo se demostré que 500 pL son suficientes para aislar una
cantidad suficiente de exosomas para poder hacer su caracterizacion. Aungue con menor
volumen es posible purificar exosomas, la obtencion de estos a partir de una cantidad
inferior a 500 ul no alcanzaria para redizar las pruebas minimas de caracterizacion, las
cuales son a menos 1) Perfil de proteinas totales mediante SDS-PAGE, 2) Western Blot
para detectar presencia de proteinas transmembranales, 3) Microscopia Electronica para
demostrar el tamafio y forma de los exosomas y, 4) Purificacién de RNA para demostrar la
presencia de miRNAs. Por lo tanto, con un volumen de 500 ul es posible purificar la
cantidad necesaria y suficiente pararealizar todas |as pruebas de caracterizacion biogquimica
y celular.

Por otra parte, en afios recientes se han empleado otras técnicas de microscopia de alta
resolucion e incluso la implementacion de costosos equipos que permiten la cuantificacion
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precisa de exosomas (Wiklander et al., 2015). En este trabajo, se propone la técnica de
Cryo-TEM como una dternativa viable en la caracterizacion de los exosomas. Asimismo,
sugerimos € uso dd software Imagel para € andlisis cuantitativo de la distribucion de
tamanos. Aungue €l andlisis de iméagenes puede hacerse con cualquier programa, la ventgja
de Imagel es que es de libre acceso y ha sido ampliamente usado para € andlisis de
fotomicrografias fluorescentes y de campo claro, en e estudio de tgidos por
inmunohistoquimica y andlisis tridimensional de imégenes (Hartig, 2013). La combinacién
Cryo-TEM e Image] nos permiti6 identificar poblaciones, observar estructuray morfologia
de exosomas de unaformarapiday precisa.

Adicionalmente a andlisis microscopico, un paso clave parala caracterizacion de exosomas
es laidentificacion de proteinas transmembranal es, se confirmo por inmunotransferencia la
identidad de los exosomas recuperados con los marcadores especificos CD63 y CD81
previamente reportados (Theéry et al., 2006). Estos marcadores CD63 y CD81 juegan un rol
fundamental durante proceso de transporte y distribucion de los exosomas, ademas de
coadyuvar en € reconocimiento por parte de la célula receptora (Pols & Klumperman,
2009).

Los exosomas son vesiculas secretadas activamente por la gran mayoria de las células
humanas, estas vesiculas llevan mensgjes en forma de RNA, DNA vy proteinas. Ta
mensgje, es capaz de modificar € fenotipo de una célula receptora; asi por g emplo, se ha
demostrado que en los exosomas puede vigjar la sefial de metastasis (Soung et al., 2016).
Una manera de demostrar que este mensgje esta integro en los exosomas purificados, es la
identificacion mediante RT-PCR de microRNAs. Nuestros resultados indican que €
contenido de los exosomas provenientes de plasma de pacientes y controles, tiene
diferencias cualitativas; por tanto, un trabajo futuro sera redizar un ensayo exhaustivo
mediante tecnologias de masivas de secuenciacion para andlizar la totalidad del RNA de
exosomas de pacientes y controles. Con nuestras evidencias podemos sugerir que conocer
el perfil completo de las moléculas transportadas por exosomas de pacientes y contrastarla
con los controles respectivos, puede dar informacion veraz y Gtil en para su uso en €

diagnaostico temprano de retinoblastoma.
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