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Resumen

Las vesiculas extracelulares (EV) son nanoestructuras crucia-
les en la comunicacion celular y su estudio es de gran interés
en la investigacion biomédica. En este estudio se desarrollo
una metodologia para caracterizar las vesiculas extracelu-
lares mediante la sobreexpresion de la tetraspanina CD9
fusionada con la proteina verde fluorescente (GFP) en fibro-
blastos humanos MRC-5. La eficiencia de la transduccion
lentiviral en las celulas MRC-5 supero el 95 %, lo que asequ-
6 una alta expresion de CD9-GFP. La localizacion perinu-
clear de CD9-GFP sugiere su participacion en la formacion
de EV y cuerpos multivesiculares (MVB). La cuantificacion
de transcritos de CD9 y ALIX confirmo un aumento en la
fluorescencia de las EV, lo que permitio su identificacion y
caracterizacion con citometria de flujo. Esta metodologia
facilita el sequimiento y la caracterizacion reproducible de
EV humanas. Ademas, la expresion constitutiva de CD9-
GFP reduce el ruido de fondo en las mediciones y simplifica
la inmunocaptura de EV, potencialmente elimina la nece-
sidad de un segundo anticuerpo para su visualizacion. En
resumen, este estudio sienta las bases para investigaciones
futuras sobre el papel de CD9 en la biogénesis de EV y su
aplicabilidad en la investigacion biomédica, lo que ofrece
una herramienta valiosa para el estudio de estas nanoes-

tructuras esenciales en la comunicacion celular.
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Abstract

EVs are crucial nanostructures in cellular communication,
and their investigation holds significant interest in
biomedical research. In this study, a methodology was
developed to characterize extracellular vesicles (EVs) through
the overexpression of tetraspanin CD9 fused with green
fluorescent protein (GFP) in MRC-5 human fibroblasts. The
efficiency of lentiviral transduction in MRC-5 cells exceeded
95%, ensuring high CD9-GFP expression. The perinuclear
localization of CD9-GFP suggests its involvement in EV
and multivesicular body (MVB) formation. Quantification
of CDY and ALIX transcripts confirmed an increase in EV
fluorescence, enabling identification and characterization
via flow cytometry. This methodology simplifies the
reproducible tracking and characterization of human EVs.
Furthermore, constitutive CD9-GFP  expression reduces
background noise in measurements and streamlines EV
immunocapture, potentia]lg eliminating the neced for a
second antibody for visualization. In summary, this study
lays the foundation for future research on the role of CD9 in
EV biogcncsis and its applicabilitg in biomedical research,
providing a valuable tool for the study of these essential
nanostructures in cellular communication.

Keywords: Extracellular Vesicles, Flow Cytometry, Tetraspanin,

Lentiviral Transduction.

1. Introduccién

Las vesiculas extracelulares (EV) son nanoestructuras esféricas rodeadas de bicapas
lipidicas que son liberadas por cualquier tipo celular y, ademas, desempeiian un pa-
pel fundamental en la comunicacion celular. Desde su descubrimiento en la década de
1950, las EV han suscitado un creciente interés cientifico debido a su participacion en
una amplia variedad de procesos biologicos (Bazzan et al., 2021). Estos procesos com-
prenden desde la regulacion de la homeostasis celular hasta la influencia en desafios
patoldgicos como el cancer, las enfermedades neurodegenerativas y las enfermedades
autoinmunes. Otra caracteristica sobresaliente de las EV es su capacidad para trans-
. . . 14 . ! I} . ! .
portar una amplia variedad de biomoléculas, incluyendo proteinas, lipidos y acidos nu-
cleicos codificantes (ARNm), ast como reguladores (micro-ARN) (Burnouf et al., 2023;
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Yanez-Mo et al., 2015). Lo anterior lo realiza de manera eficiente, protege el cargo de
posible degradacion enzimdtica y genera efectos en las cé¢lulas receptoras. Este atributo,
junto con su baja inmunogenicidad, baja toxicidad y presencia en varios fluidos corpo-
rales humanos, ha suscitado un creciente interés en el campo biomédico, donde las EV
se perfilan como candidatas prometedoras para actuar como nanotransportadores de
biofarmacos y vacunas (Fernandez-Delgado et al., 2020; Popowski et al., 2022).

Las EV se dividen en tres categorias principales segun su tamano y biogénesis: exoso-
mas, microvesiculas (MV) y cuerpos apoptoticos. A pesar de los avances en la com-
prension de los mecanismos moleculares y la formacion de EV, la caracterizacion com-
pleta de las rutas de formacion de los diversos subtipos de EV sigue siendo un area de

investigacion activa, donde atn persiste la falta de una caracterizacion completa de

las rutas de formacion de los diferentes subtipos de EV. En este contexto, el complejo

de clasificacion endosomica necesario para el transporte (ESCRT) y proteinas asocia-
das como ALIX (tambi¢n conocida como PCD6IP) ha sido ampliamente estudiado

debido a su papel esencial en varias etapas de la formacion de exosomas y microve-
siculas (Ju et al,, 2021). Las tetraspaninas CD9, CD81 o CD63 son proteinas presentes

en las membranas de las EV y son utilizadas como marcadores por diversas técnicas,
incluida la citometria de ﬂujo. Sin embargo, también se ha observado que estas te-
traspaninas participan en la seleccion, inclusion, regulacion y empaquetamiento de

las biomoléculas al interior de las EV. En este proceso, las tetraspaninas, como CD9,
dcscmpcﬁan un papc] crucial al formar un Complcjo con la sintetina, lo que facilita

el reclutamiento de las proteinas de carga (Mathieu et al, 2021). Por su naturaleza

constitutiva en la estructura del componente vesicular, las CD9 tiene el potencial de

usarse para optimizar el aislamiento y caracterizacion de EV para posteriores aplica—
ciones en biomedicina. Teniendo en cuenta que los rangos de tamano de exosomas y

las microvesiculas pueden estar entre los 50 y los 1000 nandmetros, se requieren téc-
nicas de microscopia electronica de emision o de barrido para observar su estructura,
o técnicas como el analisis de sequimiento de particulas (nano tracking analysis) para

determinar tamano y concentracion. Estas técnicas son costosas y no siempre estan al

alcance de la mayoria de los laboratorios, lo que dificulta establecer ensayos de me-
dicion de EV reproducibles entre los diferentes grupos de investigacion que trabajan

con microvesiculas y exosomas. Por otro lado, la citometria de flujo es una técnica de

laboratorio mucho mas asequible, que permite caracterizar el tamaio, la cantidad y

la concentracion de EV utilizando la tetraspaninas como marcadores de superficies

(Jia et al., 2022; Tiwari et al., 2021).

Este estudio se enfoca en el desarrollo de una metodologia basada en la transduc-
cion de la proteina recombinante que codifica la tetraspanina CD9 fusionada a una
proteina fluorescente verde (GFP) en fibroblastos humanos (CLM), MRC-5, con el
proposito de enriquecer estas proteinas en las membranas de EV, lo que favorece su

deteccion mediante citometria de flujo. Esta investigacion tiene el potencial de influir
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en la modulacion del contenido de EV y el desarrollo de métodos optimizados para la
identificacion de EV.

2. Metodologia

En el marco de esta investigacion, se desarrollo una linea celular MRC-5 con una
expresion constitutiva de la tetraspanina CD9. Esta modificacion se llevo a cabo me-
diante el uso de un constructo de ADN recombinante, el cual codifica una proteina
que fusiona la tetraspanina CD9 con una proteina verde fluorescente (GFP), lo que
permitio una visualizacion y sequimiento efectivo durante la investigacion. Esta pro-
teina recombinante fue previamente clonada en un plasmido lentiviral para lograr
una expresion continua de la proteina de interés. Por otra parte, las c¢lulas MRC-
5, adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC), se almacenaron en
nitrogeno liquido hasta su empleo y se cultivaron en un medio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (SFB) y un
1% de penicilina/estreptomicina a 37 °C bajo una atmosfera de 5% de CO2. El cambio
de medio se efectud cada tres dias y se realizo pases celulares cuando se alcanzé una
confluencia del 90 %.

En una etapa posterior, se generaron particulas lentivirales que contenian el cons-
tructo con la proteina recombinante CD9-GFP, utilizando cé¢lulas HEK293. Luego, se
infectaron 100 000 células MRC-5 con 800 000 particulas lentivirales. Transcurridas
24 horas, se procedio al reemplazo del medio celular por uno fresco. La eficiencia de
transduccion se determino mediante la medicion del porcentaje de fluorescencia utili-
. / . ! ~ . . o/ .
zando citometria de flujo. Cuando se logro una eficiencia de transduccion superior al

80 %, se prosiguio con el aislamiento de las vesiculas extracelulares (EV).

Para evaluar el efecto de la transduccion del CD9-GFP en el incremento de la expre-
sion de CD?Y, se llevo a cabo la cuantificacion relativa de los transcritos de ARNm que
codifican la tetraspanina CD9. Este proceso implico la extraccion de ARN total de las
células después de la transduccion con las part{culas. Para la extraccion de ARN se
empled un kit comercial de extraccion de ARN total basado en columnas de Invitro-
gen. La transcripcion reversa y la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
(RT—qPCR) se llevaron a cabo utilizando el kit Luna® Universal One-Step RT—qPCR
Kit de New England Biolabs Inc. Se disefiaron primers especificos para anillar en la
region codificante del gen CD9. Ademas, se incluyo un gen constitutivo, como B2M,

para la cuantificacion relativa de la Cxprcsién génica mediante el mécodo del 2725,

En lo que respecta al aislamiento de las EV, se procedio al cambio del medio de cultivo
de las células transducidas, el cual escaba privado de suero fetal bovino (SFB). Después
de 48 horas, se cosecharon las vesiculas extracelulares de los medios condicionados a
traves de una serie de centrifugaciones seriadas destinadas a eliminar restos celulares

y enriquecer la suspension vesicular. La medicion de EV se llevo a cabo por citometria
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de flujo utilizando un citdmetro de espectro completo (Northern Lights, Cytek). Se
realizo una medicion directa tomando 400 ul de cada una de las fracciones, microve-
siculas y exosomas, de las EV aisladas de las celulas MRC-5 transducidas con la pro-
teina recombinante CD9-GFP y de las EV aisladas de células sin transducir. De igual
forma, se realizo un ensayo de inmunocaptura con el kit ExoStep™ de Immunostep
(Salamanca, Espafia). Este kit contiene una solucion con perlas fluoromarcadas en
cuya superﬁcie se inmovilizaron anticuerpos antitetraspaninas CD9. Estas perlas se
incubaron con marcadores de tetraspaninas CD81 fluoromarcados durante 30 minu-
tos a una temperatura de 4 °C. Finalmente, para la visualizacion y conteo de las EV y
las microesferas se utilizo el software Spectroflo® y el andlisis estadistico se efectud con
el paquete estadistico GraphPad®4

3. Resultados

Un incremento de la concentracion de tetraspaninas en el interior de las celulas po-
dria favorecer la formacion de los microdominios lipidicos o balsas lipidicas en las
membranas endosomal y plasmatica descritas como paso necesario para la formacion
tanto de microvesiculas como de los cuerpos multivesiculares que liberan los exoso-
mas en la ruta independiente del complejo ESCRT. Para generar un aumento en la
concentracion de las tetraspaninas se hizo una linea celular que expresara de forma
constitutiva alguna de las tetraspaninas. Se utilizé un constructo de ADN recombi-
nante que codifica la tetraspanina CDY fusionada con la proteina verde fluorescente
GFP, lo que facilito su cuantificacion durante el proceso, ya sea por microscopia de
fluorescencia o citometria de flujo. Para evaluar la eficiencia de la transduccion de las
células MRC-5 con las particulas lentivirales portadoras de la proteina CD9-GFP se
procedio a estimacion de la poblacion de celulas CD9-GEP positivas a las 48 horas de
la transduccion por citometria de flujo. En este analisis se anadio el marcador CD90
el cual es expresado por CLM para confirmar que las células transducidas que presen-

taba la fluorescencia en GFP correspondian a c¢lulas CLM (ver figura 1).

MRC-5 Sin marcar MRC-5 Sin transducir MRC-5 Transducidas

CD90

CD9-GFP

Figura 1. Andlisis de citometria de flujo de las MRC-5 transducidas con CD9-GFP
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La transduccion presentd una eficiencia superior al 95% en todas las réplicas. El si-
guiente paso consistio en la expansion de las células en 4 frascos T75 por tratamiento.
Una vez alcanzada la confluencia del 70 %, se realizd un cambio de medio de cultivo
retirando el SFB de este para dejar las células en un estado de privacion de estimulan-
tes del crecimiento por 48 horas. Esta condicion de cultivo favorece a la generacion
de vesiculas extracelulares por partes de las celulas. Las imagenes de microscopia de
fluorescencia de las células transducidas posterior a las 48 horas indican que la expre-
sion proteina CD9-GFP se concentro en el citoplasma y en algunas celulas se podia
observar agregados de mayor intensidad de fluorescencia cercanos a la membrana
plasmatica, lo que podria corresponder a los cuerpos multivesiculares (MVB) enrique-
cidos con nuestra tetraspanina CD9. Las flechas rojas en la figura 2 sefialan estos MVB
cercanos a la membrana plasmatica de las células con lo que se podria asumir que la
induccion de la expresion de CD9 por nuestra transduccion estaria favoreciendo la

formacion y liberacion de exosomas.

Figura 2. Imdgenes de microscopia de fluorescencia de
las MRC-5 transducidas con CD9-GFP

Los medios condicionados fueron colectados para recolectar las vesiculas extracelu-
lares. Las c¢lulas fueron despegadas y congeladas para posteriores ensayos. Para con-
firmar que la transduccion genera un efecto en el aumento de transcritos se procedio
a realizar una cuantificacion relativa de la expresion de CD9. Para esto se realizo la
extraccion de ARN total de una fraccion de las e¢lulas por kit comercial de columnas.
Los extractos de ARN fueron cuantificados por absorbancia en un NanoDrop 2000 y
se diluyeron a una concentracion de 5 ng/ul de ARN de tal forma que en la reaccion
final de RT-qPCR tuvieran una concentracion de 1 ng/ul en todos los tubos. Para la
reaccion de RT-qPCR se utilizo el kit Luna® Universal One-Step RT-qPCR Kit de
New England Biolabs Inc en un termociclador ABI 7500. La cuantificacion relativa
de la expresion génica de CD9 se realizé mediante el método del 224 utilizando el
gen de la betamioglobulina (B2M) como gen housekeeping y ARN de células MRC-5 sin
transducir como tratamiento de referencia. Los resultados de la RT-qgPCR arrojaron
que la transduccion de la proteina de CD9-GFP generd un aumento en la expresion
de transcritos, aunque no es estadisticamente significativa la diferencia generada (ver
figura 3). Iqualmente, se analizo la variacion de la expresion del gen ALIX en las cé-
lulas transducidas con CD9 para determinar si existia relacion directa entre ambas
proteinas. Los resultados de la RT-qPCR mostraron un incremento en el fold change de
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0,5 para ambos genes, sin tener tampoco una significancia estadistica. La expresion
de los genes CD9 y ALIX tendrian una correlacion lineal en las muestras analizadas.

A B
Cualificacion Relativa CD9 Cualificacion Relativa ALIX Correlacion ALIX y CD9
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Figura 3. Cuantificacion relativa de la expresion de los
genes CD9 y ALIX v la correlacién de su expresiéon

Los 40 ml de los medios condicionados fueron procesados mediante centrifugaciones
seriadas para retirar los detritos celulares y cuerpos apoptoticos hasta obtener un pellet
correspondiente a la fraccion de microvesiculas y exosomas. Ambas fracciones, de mi-
crovesiculas y de exosomas, fueron resuspendidas en 1 ml de PBS doblemente filtrado
y analizadas por citometria de flujo manteniendo fijo el volumen de adquisicion en 50
ul para cada una las muestras. Se realiz6 una primera adquisicion del PBS filcrado, de
las perlas de 1000 nm y 500 nm del kit de referencia Flow Cytometry Sub-micron Par-
ticle Size (Invitrogen) y de las fracciones de EV, microvesiculas y exosomas, obtenidas
de células MRC-5 transducidas con la tetraspanina CD9-GFP. Luego se volvio a rea-
lizar la adquisicion de estas muestras, esta vez incrementando el valor de intensidad
de fluorescencia necesario para pasar el umbral en el canal B1 durante la adquisicion
de los eventos. El canal Bl corresponde al punto maximo de emision de fluorescencia
del GFP, por tal motivo las EV enriquecidas con la proteina CD9-GFP pasarian ese
valor de umbral de intensidad mientras que otras particulas en suspension vesicular
o ruido no serian adquiridas. Se observo que, a medida en que el umbral aumentaba,
el ndmero de eventos de fondo se reducia considerablemente y la visualizacion de las
EV en un dotplor FSC vs. SSC mejord tanto en la fraccion de microvesiculas como en la

fraccion de exosomas (ver figura 4).

Igualmente, la expresion constitutiva de la tetraspanina CD9 facilito la identificacion
de EV por inmunocaptura. Las fracciones de microvesiculas y exosomas colectadas se
incubaron con las perlas del kit de inmunocaptura por toda la noche a 4 °C. Al dia
siguiente se realizo una sequnda marcacion con las EV con el anticuerpo anti-CD81 y
se realizdé medicion de perlas en el citdmetro de ﬂujo. La EV de colectas de las células
transducidas se unen a las perlas y no requieren del sequndo anticuerpo anti-CD81
para ser detectadas. La transduccion de las células con el constructo CD9-GFP genera

un enriquecimiento de la tetraspanina CD9, Cspccialmcntc importante en la fraccion
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de microvesiculas con respecto a las microvesiculas obtenidas de c¢lulas sin modifica-
cion (ver figura 5).

Sin umbral en Umbral en el canal B1 Umbral en el canal B1
el canal B1 superior a 1250 unidades superior a 3000 unidades
de intensidad de intensidad

PBS filtrado

Flow
Cytometry
Sub-micron
Particle Size
Reference Kit

Fraccion
Microvesiculas
CD9-GFP

Fraccion
Exosomas
CD9-GFP

Figura 4. Andlisis de citometria de flujo de las fracciones de EV con
las diferentes estrategias de filtrado por umbral de intensidad
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Figura 5. El ensayo de inmunocaptura utilizando perlas fluoro marcadas recubiertas
en su superficie con anticuerpos anti-CD9

4. Conclusiones

La metodologia propuesta en este estudio permite realizar el sequimiento y caracteri-
zacion rapida de EV derivadas de celulas humanas mediante una tecnologia asequible
como es la citometria de flujo. La transduccion lentiviral generd una alea eficiencia
en la expresion de CDY en células MRC-5, lo que generd un aumento de los transcri-
tos del gen. La tetraspanina CD9-GFP transducida se localizo en el citoplasma y se
observaron agregados cercanos a la membrana plasmatica que podrian corresponder
a la formacion de MVB, lo que indica que se acoplo a los mecanismos de formacion
de EV acumulandose en las superficies de microvesiculas y exosomas. Aunque para
confirmar dicho enriquecimiento es necesario utilizar téenicas, los ensayos de inmuno-

captura indican que este aumento es especialmente significativo en las microvesiculas.

A pesar de las limitaciones que posee la citometria de flujo, teniendo en cuenta la
escala nanométrica en la que se trabaja, para el estudio de EV, como puede ser la for-
macion de agregados de EV que generan subestimaciones del conteo total o perdida de
EV de tamanos inferiores al limite de deteccion del equipo, la metodologia de analisis
de citometria de flujo propuesta solventa otras dificultades como el conteo conjunto
de lipoproteinas o particulas virales que tienen un tamafio similar pero no expresan
CD9 en su superficie y, por tanto, no podrian ser cuantificadas. Ademas, al utilizar
EV de las mismas cé¢lulas como referentes, tienen un indice de refraccion igual o mas
cercano, a diferencia de los indices de las microesferas de poliestireno o silice que son

usadas normalmente en este tipo de ensayos (van der Pol et al., 2021).

Por tanto, el analisis aqui propuesto permite una medicion y una visualizacion de
microvesiculas y exosomas mas acertada y limpia de residuos vesiculares, lipoproteina
o particulas virales que pueden enmascarar los datos. Las EV obtenidas de c¢lulas
transducidas con CD9-GFP servirdn como referentes o estandares, en reemplazo de las
microesferas o silice hoy usadas, lo que permite la comparacion de futuros ensayos con
EV y sienta las bases para futuras investigaciones sobre el papel preciso de CD9 en la
biogéncsis de EV ysu potcncial ap]icabi]idad en inVCStigacién biomédica.
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