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Biologia Celular
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exosomas derivados de células madre
mesenquimales humanas para uso clinico
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Resumen

Los exosomas son microvesiculas derivadas de la exocitosis que son libe-
rados al espacio extracelular. Las funciones de los exosomas dependen en
gran medida de la célula de la cual provienen. Los exosomas derivados de
células madre mesenquimales (Mesenchymal Stem Cells, MSCs), al igual
que las células de origen, poseen un enorme potencial terapéutico que fa-
vorece la regeneracion tisular y reduce la inflamacién. Los prometedores
resultados preclinicos que emplean estos exosomas han abierto las puertas
a la futura aplicacion clinica de estas vesiculas. El disefio de nuevos proto-
colos que permitan el aislamiento de exosomas para su aplicacion clinica es
una necesidad actual teniendo en cuenta el enorme interés que ha surgido
a raiz de los prometedores resultados en ensayos preclinicos. El objetivo de
este trabajo ha sido comparar, en términos de rendimiento, tamafio y pureza,
diferentes métodos de aislamiento de exosomas a partir de MSCs humanas.
Los resultados obtenidos demuestran que el uso de filtros concentradores
para sobrenadantes de cultivos podria ser una alternativa a los protocolos
convencionales basados en la ultracentrifugacion. Los resultados de este
trabajo permiten orientar en el disefio de protocolos para la obtencién de
exosomas derivados de MSCs en grado clinico.

Palabras clave: exosomas * células madre mesenquimales * aislamiento y
purificacién

5ummary

Exosomes are small membranous vesicles secreted to the extracellular space
by most cell types through an exocytic process. Exosomes’ functions vary de-
pending on cell source. Mesenchymal stem-cell (MSCs) derived exosomes,
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as MSCs, present a huge therapeutic potential, as they can be used in tissue regeneration and modulating
inflammatory processes. The promising results obtained with these exosomes in different preclinical trials
have opened the door to the future clinical application of these microvesicles. The design of new protocols
for the isolation of exosomes is currently a need. The aim of this work was to compare —in terms of efficiency,
size and purity— different isolation protocols for human MSCs-derived exosomes. These results demonstrate
that the use of concentrator filters for MSCs supernatants could be an alternative to conventional protocols
based on ultracentrifugation. The results of this work will be used to guide in the design of protocols to be
applied on a clinical-grade production of exosomes.

Keywords: exosomes * mesenchymal stem cells * isolation and purification

Resumo

Os exossomos sdo microvesiculas derivadas apds exocitose que s&o liberadas no espago extracelular. As
funcdes dos exossomos dependem, em grande medida, da célula da qual provém. Os exossomos derivados
de células-tronco mesenquimais (Mesenchymal Stem Cells, MSCs), tal como as células de origem, possuem
enorme potencial terapéutico, favorecendo a regeneracdo ou reparo tissular e reduzindo a inflamagao,. Os
promissores resultados pré-clinicos, utilizando estes exossomos, abriram as portas para a futura aplicagdo
clinica destas vesiculas. A criagdo de novos protocolos que permitam o isolamento de exossomos para a sua
aplicagéo clinica é uma necessidade actual, levando em consideragdo o enorme interesse surgido em torno
dos resultados promissores em ensaios pré-clinicos. O objetivo deste trabalho foi comparar, em termos de
rendimento, tamanho e pureza, diferentes métodos de isolamento de exossomos a partir de MSCs humanas.
Os resultados obtidos demonstram que o uso de filtros concentradores para sobrenadantes de culturas po-
deria ser uma alternativa aos protocolos convencionais baseados na ultracentrifugacdo. Os resultados deste
trabalho fornecem uma orientacdo na criacdo de protocolos para a obtengdo de exossomos derivados de

MSCs em grau clinico.

Palavras-chave: exossomos * células-tronco mesenquimais * isolamento e purificacao

Introduccién

Los exosomas son microvesiculas que se originan
del compartimento endosomal por fusiéon de cuerpos
multivesiculares con la membrana plasmatica. Por otro
lado, los términos microvesiculas, ectosomas o vesicu-
las liberadas corresponderian a particulas directamente
originadas de la membrana plasmatica (1). Aunque la
bibliografia indica que los exosomas son particulas con
un diametro menor de 100 nm y las microvesiculas par-
ticulas mayores de 100 nm, segun la International Society
Jor Extracellular Vesicles (ISEV), la estricta separacion por
tamano u origen aun no ha sido exactamente estableci-
da, ni existe consenso sobre los marcadores que puedan
distinguir el origen de estas vesiculas (1).

Los exosomas son secretados por la mayoria de los
tipos celulares y se pueden aislar tanto de sobrenadan-
tes de células en cultivo como de diferentes fluidos bio-
logicos (2). Se ha demostrado que los exosomas estan
involucrados en las relaciones intercelulares, permi-
tiendo el intercambio de proteinas y lipidos entre las
células productoras de exosomas y las células de destino
(3). Estas microvesiculas contienen ARN, micro-ARN y
proteinas procedentes de sus células de origen, que les
confieren un mecanismo de senalizacién importante
en procesos fisiologicos, incluyendo la progresion tu-
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moral, la angiogénesis y la modulacion de la respuesta
inmune (4-7).

Existen diferentes métodos para el aislamiento de
exosomas, aunque el mas extendido es la ultracentri-
fugacion. Este método a menudo se combina con gra-
dientes de sacarosa y requiere de un equipamiento
adecuado. Existen también otros métodos que incluyen
la cromatografia liquida de alta resolucion (High-Per-
Jormance Liquid Chromatography, HPLC), ultrafiltracion,
precipitacion con polimeros e inmunoseparaciéon basa-
da en particulas magnéticas (1).

El uso de exosomas para el tratamiento de diferen-
tes patologias se ha estudiado a nivel preclinico donde
la seguridad, eficacia y tolerabilidad se ha demostrado
ampliamente (4) (8) (9). En los ultimos anos, se han ini-
ciado ensayos clinicos empleando exosomas derivados
de células dendriticas para el tratamiento de pacientes
con cancer (5).

Actualmente, el potencial terapéutico de exosomas
derivados de células madre mesenquimales (Mesenchy-
mal Stem Cells, MSCs) para el tratamiento de patologias
de origen cardiovascular se ha demostrado en modelos
animales (6). En este sentido, se han empleado exoso-
mas procedentes de médula 6sea en un modelo muri-
no de isquemia-reperfusion miocardica resultando un
efecto beneficioso sobre la reduccion del dano tisular
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(9). Por otro lado, también se ha demostrado el efecto
proangiogénico de exosomas derivados de células ma-
dre hematopoyéticas (7).

En los ultimos anos se ha demostrado ampliamente
que el efecto beneficioso del trasplante de MSCs vie-
ne mediado, al menos en parte, por un efecto paracri-
no(10). En los ensayos con modelos murinos de infar-
to, se ha comprobado experimentalmente que el efecto
terapéutico de las MSCs (entre un 50% y un 80%) se
debe a factores paracrinos (11). Por tanto, los actuales
ensayos preclinicos con exosomas derivados de MSCs
van dirigidos a la aplicacion local de éstos para favore-
cer de manera directa o indirecta la reparacién de teji-
dos. Ademas, el efecto inmunomodulador mediado por
factores solubles se ha demostrado en células NK, lin-
focitos T, células y3, dendriticas y células NKT (12-16).

En cuanto a las caracteristicas morfologicas de estos
exosomas, se ha demostrado recientemente que, en el
caso de exosomas derivados de MSCs de origen adipo-
so, el tamano de éstos es relativamente superior a otros
exosomas previamente descritos (17). En el trabajo de
Katsuda et al, se demuestra que esta clase de exosomas
presentan un tamano entre 150 y 200 nm cuando se
analizan con el método de nanoparticle tracking analysis.
Por otro lado, estos exosomas presentan similitudes
con otros exosomas aislados de otros tipos celulares (p.
¢j. CD9 y CD81), sin embargo, también expresan otras
moléculas de adhesion entre las que se incluyen CD29,
CD44 y CD73 cuya expresién también se ha detectado
en la superficie de la célula de origen (18).

El objetivo de este trabajo se ha centrado en la eva-
luacion de tres métodos de enriquecimiento y aisla-
miento de exosomas derivados de MSCs humanas. Esta
evaluacion se ha realizado comparando las diferentes
metodologias en términos de rendimiento, tamano
de particula y pureza, y considerando (o teniendo en
cuenta) también otros factores como los tiempos de en-
sayos, uso de equipamiento y coste de materiales.

Por ultimo, es importante indicar que los resultados
que se presentan en este trabajo se han obtenido em-
pleando células que actualmente se estan administran-
do en ensayos clinicos (ADMIRE-CD, NCT01541579).

Por tanto, los resultados de este trabajo tienen una
enorme relevancia para el diseno de protocolos de ais-
lamiento de exosomas en grado clinico.

Materiales y Métodos

AISLAMIENTO, EXPANSION Y CARACTERIZACION
DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES HUMANAS
DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO.

Las MSCs derivadas de tejido adiposo fueron aisladas
de lipoaspirados humanos de donantes adultos sanos
segun protocolos anteriormente descritos (19). Estas
células fueron obtenidas tras el consentimiento infor-
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mado y bajo los auspicios de los comités de ética e inves-
tigacion correspondientes. En este trabajo se utilizaron
las mismas lineas celulares empleadas en la publicacion
de DelaRosa et al (19). El informe del Comité de Bioé-
tica recogié todos los procedimientos experimentales
desarrollados en el presente trabajo y el citado articulo.
Para realizar el andlisis inmunofenotipico de las células
mediante citometria de flujo se utilizaron anticuerpos
monoclonales comerciales, siendo estas células nega-
tivas para CD14, CD31, CD45 y positivas para CD29,
CD59, CD73, CD90 y CD105. Los ensayos de diferen-
ciacién para comprobar la multipotencialidad de las cé-
lulas aisladas se realizaron cuando éstas alcanzaron un
80% de confluencia siguiendo los protocolos anterior-
mente descritos por Casado et al. Para ello se reemplaz6
el medio de cultivo de las expansiones por los medios
de diferenciacion durante 21 dias (20).

RECOLECCION DE SOBRENADANTES DE CELULAS
MADRE MESENQUIMALES HUMANAS DERIVADAS DE
TEJIDO ADIPOSO.

Una vez alcanzado el 80% de confluencia en los cul-
tivos, se lavaron los frascos de cultivo con tampén fosfa-
to salino (Phosphate Buffer Saline, PBS) 1X para eliminar
los restos de suero fetal bovino y se anadi6 DMEM con
1% penicilina/estreptomicina, 1% de L-glutamina y
1% de Insulina-Transferrina y Selenito (Insulin-Transferrin-
Selenium, ITS). Las células se incubaron con este medio du-
rante 6 dias y se recogio el sobrenadante del cultivo para
posteriormente volver a anadir el mismo medio de cultivo
y seguir colectando el sobrenadante. Los sobrenadantes
de MSCs derivadas de tejido adiposo fueron centrifugados
para eliminar los restos celulares a 1000 xg durante 10 mi-
nutos, y una segunda centrifugaciéon a 5000 xg durante
20 minutos. Una vez centrifugados fueron filtrados
empleando filtros estériles de acetato de celulosa de
0,22 pm (Millipore).

AISLAMIENTO DE EXOSOMAS MEDIANTE
CONCENTRADORES DE 3000 MWCO.

En este caso los concentradores usados fueron Ami-
con® Ultra (Merck Millipore) con un peso molecular
limite (Molecular Weight CutOff, MWCO) de 3 kDa. Para
comenzar el aislamiento se lavo el filtro; para ello se
introdujeron 20 mL de PBS estéril, se centrifug6 20
minutos a 4000 xg en una Multifuge 1 L-R (Thermo)
con rotor oscilante 75002005 para eliminar los posibles
restos de glicerina y de azida s6dica; posteriormente se
eliminé el PBS de la parte superior del filtro y se des-
echo la parte inferior del concentrador. Posteriormente
se introdujeron en el tubo 15 mL de sobrenadantes de
MSCs derivadas de tejido adiposo y se centrifugé a 4000
xg durante 60 minutos a 4 °C, se eliminaron los restos y
se congel6 el sobrenadante concentrado a -20 °C para
posteriores analisis.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2015; 49 (3): 311-320



314 AlvarezV et al.

AISLAMIENTO DE EXOSOMAS MEDIANTE
CONCENTRADORES DE 50000 MWCO.

Los concentradores usados fueron Vivaspin 20 (Sar-
torius Stendim Biotech) con un MWCO de 50kDa. Para
comenzar el aislamiento se lavé el filtro con PBS; para
ello se introdujeron 20 mL de PBS estéril, se centrifugo
a 5000 xg durante 20 minutos, se eliminé el PBS de la
parte superior del filtro y se deseché la parte inferior
del concentrador. Se anadieron 20 mL de los sobrena-
dantes de MSCs derivadas de tejido adiposo y se cen-
trifugé a 5000 xg durante 40 minutos a 4 °C. Una vez
centrifugados, se recogio6 todo el volumen resultante de
la parte superior del filtro y se congel6 a -20 °C para
posteriores analisis.

AISLAMIENTO DE EXOSOMAS MEDIANTE
ULTRACENTRIFUGACION.

Una vez centrifugados los exosomas para eliminar
restos celulares se introdujeron 20 mL de los sobrena-
dantes con exosomas en tubos especiales para ultracen-
trifuga (Beckman Coulter) y se centrifugaron a 100000
x g durante 6 horas en una ultracentrifuga Optima L-
90K, (Beckman Coulter) con rotor de angulo fijo mode-
lo 70.1 Ti, posteriormente se eliminé el sobrenadante y
se resuspendio el precipitado resultante en 250 pL de
PBS. Para mejorar la disolucion del pellet, se dejo toda la
noche a 4 °C en agitacion. Tras la disolucion de todo el
pellet, éste se congel6 a -20 °C para posteriores analisis.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE
EL METODO DE BRADFORD.

La concentracion de proteinas obtenida fue cuanti-
ficada mediante el método de Bradford. Brevemente,
se anadieron 180 pL de reactivo de Bradford (Quick
Start™ Bradford Dye Reagent, Bio-Rad) y 20 pL de
muestra. Se incub6 durante 5 minutos y se midi6 la ab-
sorbancia a 595 nm en un espectrofotometro de pla-
cas (Biotek, modelo Synergy™ Mx). Las absorbancias
se extrapolaron a valores de concentracion empleando
una recta patron de seroalbimina bovina (Bovine Seroal-
bumine, BSA).

CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION
DE EXOSOMAS MEDIANTE NANOSIGHT

La concentracion y el tamano de los exosomas puri-
ficados se determinaron mediante el analisis de nano-
particulas que ofrece el equipo NanoSight (NanoSight
Ltd, Amesbury, UK), el cual relaciona el movimiento
browniano con el tamano de la particula. Los resulta-
dos de esta medida se analizaron con el software de ana-
lisis propio del equipo (Nanoparticle Tracking Analysis
software, version 2.2). La configuracion del equipo para
dicho analisis fue la siguiente: Fotogramas procesados:
899 de 900. Fotogramas por segundo: 30. Calibracion:
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166nm/pixel. Desenfoque automatico: Auto. Umbral
de deteccion: 4 Multi. Tamano minimo esperado: Auto.
Tamano minimo de seguimiento: 100 nm. Temperatu-

ra: 24-28 °C. Viscosidad: 0,80-0,95 cP.

ANALISIS PROTEOMICO BASADO
EN ESPECTROMETRIA DE MASA

Para identificar y determinar de manera semicuan-
titativa el perfil de proteinas procedentes de los tres
tipos de aislamientos, las muestras se analizaron me-
diante proteémica de alta resolucion. La digestion de
las proteinas se realiz6 empleando el método descrito
por Bonzon-Kulichenko et al. Brevemente, se preparé
un pool de 50 pg de proteinas procedentes de diferentes
aislamientos de un mismo donante. Este pool de pro-
teinas fue resuspendido en 75 pL de un tampén com-
puesto por 5% SDS, 10% glicerol, 25 mM Tris-Cl, 10
mM DTT y 0,01% azul de bromofenol a pH 6,8. Las
muestras se separaron en un gel convencional de SDS-
poliacrilamida. Las bandas de las proteinas se visualiza-
ron mediante una tincion de Coomassie, se cortaron y
digirieron a 37 °C con 60 ng/pL de tripsina en una rela-
cion de 5:1 proteina:tripsina (w/w) en 50 mM de bicar-
bonato amoénico, pH 8,8 con 10% (v/v) de acetonitrilo
y 0,01% (w/v) b-ciclohexil-1-pentil--D maltésido (21).

Los péptidos resultantes fueron analizados por espec-
trometria de masa en tandem (LC-MS/MS) usando un sis-
tema Easy-nLLC 1000 acoplado a un quadruple-Orbitrap hy-
brid mass spectrometer (Q-Exactive, Thermo Scientific, San
José, CA). La identificacion de proteinas se realiz6 con
SEQUEST (Protein Discoverer 1.3.0.339, Thermo Scien-
tific) usando la base de datos de Swissprot (Uniprot relea-
se 2012-5). Los resultados de SEQUEST fueron validados
como se describe en el trabajo de Navarro P et al (22).

Los resultados obtenidos, tanto de identificacion de
proteinas como de observacion semicuantitativa fueron
a continuacion analizados empleando la herramienta
Gene-Ontology (23). Esta herramienta es un recurso para
obtener una clasificacion sobre las funciones biologicas
de las proteinas identificadas. En este trabajo se ha rea-
lizado la clasificacion de las diferentes proteinas iden-
tificadas en los distintos métodos aplicando la clasifica-
cion “Cellular Component”. Dentro de esta clasificacion,
se determiné el porcentaje de proteinas que segun
Gene-Ontology se clasificaban dentro del término “Extra-
cellular Vesicular Exosome’ (GO:0070062).

ANALISIS ESTADISTICO

Para la comparacion de los diferentes métodos de
aislamiento de exosomas en cuanto a tamano, numero
y concentraciéon de particulas, se realiz6 en primer lu-
gar un estudio de la normalidad en la distribuciéon de
las distintas variables, asi como de la homogeneidad de
varianzas. Tras confirmar la distribuciéon normal y hetero-
cedasticidad de las tres variables, condiciones inapropia-
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das para aplicar el analisis de varianzas (ANOVA), se opto
por realizar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
para contrastar las medianas de los distintos grupos. En
los casos en los que se obtuvo un pvalor significativo en
esta prueba, se realiz6 un posterior contraste multiple no
paramétrico penalizado mediante la U de Mann-Whitney.
Asi, el pvalor considerado para cada comparacion fue el
obtenido tras aplicar la penalizaciéon correspondiente a
la féormula 1-(1-p)¢, donde p es el pvalor original y c es el
numero de comparaciones realizadas. Todos los pvalores
inferiores a 0,05 se consideraron significativos.

Resultados

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y FUNCIONAL DE
CELULAS MADRE MESENQUIMALES DERIVADAS
DE TEJIDO ADIPOSO.

Tras realizar el analisis fenotipico de las células se
comprob6 que éstas expresan los marcadores de super-
ficie de MSCs, siendo negativas para marcadores de cé-
lulas endoteliales y linfoides (datos no mostrados). En
los ensayos de diferenciacion se realizé una observacion
microscopica y se comprobo6 que las células aisladas se
diferenciaron a los tres linajes, demostrando asi su mul-
tipotencialidad (datos no mostrados).

COMPARACION DE LOS METODOS DE AISLAMIENTO
DE EXOSOMAS EN TERMINOS DE CONCENTRACION
DE PROTEINAS

Los volumenes obtenidos en las centrifugaciones
con los diferentes métodos de aislamiento oscilaron
entre los 150 y 300 pL finales tanto en los aislamientos
mediante ultracentrifugacion como en los aislamientos
con filtros concentradores. El volumen resultante de
los diferentes métodos de aislamiento se emple6 para
determinar mediante el método de Bradford la concen-
tracion de proteinas totales.

La mediana y rango intercuartilico de la concentra-
cién de proteinas obtenida con cada uno de los dife-
rentes métodos de aislamiento de exosomas fueron de
476,24 pg/mL (367,41 pg/mL - 611,63 pg/mL) para
los concentradores de 3000 MWCO, 114,99 pg/mL
(57,08 pg/mL — 228,82 pg/mL) para los concentra-
dores de 50000 MWCO y 82,52 pg/mL (55,89 pg/mL
- 114,75 pg/mL) para el método de la ultracentrifuga
(Figura 1). Asi, puede observarse que cuando se em-
plearon los concentradores de 3000 MWCO se alcanzo
una concentracion proteica hasta 5,8 veces mayor que
en el aislamiento mediante ultracentrifugacion, y mas
del cuadruple de la obtenida con los concentradores
de 50000 MWCO, existiendo por tanto una diferencia
estadisticamente significativa entre la concentracion de
proteinas alcanzada con los concentradores de 3000
MWCO y la obtenida mediante los otros dos métodos.
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COMPARACION DE LOS METODOS DE AISLAMIENTO
DE EXOSOMAS EN TERMINOS DE TAMANO DE
PARTICULAS

Tras la cuantificacion de las proteinas, se realizé una
caracterizacion y cuantificacién de las microvesiculas
mediante el equipo NanoSight, siendo analizadas me-
diante el software propio del equipo (Nanoparticle Trac-
king Analysis software, version 2.2). Con este equipo,
ademas de analizar el numero de particulas se pudo
cuantificar la distribucién de éstas y el tamano, permi-
tiendo caracterizar las vesiculas liberadas por las células.
En la figura 2A se muestran tres imagenes representati-
vas de los analisis realizados en los diferentes exosomas
aislados con los tres métodos.

Con los tres métodos, el tamano de las vesiculas osci-
16 entre 167 y 282 nm, con diferencias significativas en
el tamano de las particulas dependiendo del método de
aislamiento. La mediana y rango intercuartilico del ta-
mano de las vesiculas correspondientes al promedio de
cada muestra fue de 181 nm (170 nm - 193,5 nm) para
los concentradores de 3000 MWCO, 208,5 nm (178 nm
—229,75 nm) para los concentradores de 50000 MWCO
y 239 nm (224,5 nm — 275,25 nm) para el método de
la ultracentrifuga (Figura 2B). Con estos resultados se
pudo comprobar que el tamano de las particulas varia
dependiendo del método de aislamiento, encontrando-
se particulas de menor tamano en métodos en los que

400,01

200,01

=

U]har.‘el[lh'iﬁlga

Concentracion de proteinas totales (ug/mL)

0.0 T T
3000 MWCO 50000 MWCO

Método de aislamiento

Figura 1. Medida de concentracion de proteinas en exosomas aisla-
dos mediante los diferentes métodos estudiados. La proteina total
de los concentrados de exosomas obtenidos con los diferentes mé-
todos de aislamiento se determiné mediante el método de Bradford,
extrapolando los valores de absorbancia a partir de una recta patrén
de seroalbimina bovina. En la gréfica se muestran las medidas ob-
tenidas (n=6) a través de un diagrama de cajas, en el que la base de
las cajas se corresponde al primer cuartil, y la tapa de la caja, al tercer
cuartil. En el centro de la caja se encuentra la mediana. Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los
grupos.
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Figura 2. Determinacion del tamafio de las particulas presentes en las muestras obtenidas mediante los diferentes métodos estudiados.
El tamafo de las particulas presentes en los concentrados de exosomas obtenidos con los diferentes métodos de aislamiento se determiné
mediante el analisis proporcionado por el software del equipo NanoSight. En la gréfica (A) se muestran las imagenes representativas del
analisis obtenido del NanoSight, procedentes de una misma muestra y aisladas mediante diferentes métodos. La escala del eje X, hace re-
ferencia a 100 nm por division. La escala del eje Y representa la concentracion de particulas expresadas en particulas por mL. En la grafica
(B) se muestra la representacion gréafica y estadistica de las medidas obtenidas (n=6) a través de un diagrama de cajas, en el que la base
de las cajas corresponde con el primer cuartil, y la tapa de la caja, con el tercer cuartil. En el centro de la caja se encuentra la mediana.
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los grupos.

el tamano del poro también es menor. De esta forma,
se observaron diferencias significativas al comparar el
grupo de los concentradores de 3000 MWCO (con el
que se obtuvo el tamano de particulas mas bajo) con el
método de la ultracentrifugaciéon (que arrojo los valo-
res mas elevados para el tamano de las particulas).

COMPARACION DE LOS METODOS DE AISLAMIENTO
DE EXOSOMAS EN TERMINOS DE NUMERO DE
PARTICULAS

Se determiné, ademas, el nimero de particulas

por volumen empleando el equipo NanoSight y éste
oscilé entre 6,40 x 109 particulas/mLy 15,28 x 109
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particulas/mL para los diferentes grupos. La medianay
el rango intercuartilico del nimero de particulas fue de
13,11 particulas/mL (10,86 particulas/mL — 14,86 par-
ticulas/mL) para los concentradores de 3000 MWCO,
10,26 particulas/mL (9,54 particulas/mL — 11 parti-
culas/mL) para los concentradores de 50000 MWCO
y 9,27 particulas/mL (8,47 particulas/mL — 9,54 par-
ticulas/mL) para el método de la ultracentrifuga. En
este caso, el numero de particulas aisladas con los con-
centradores de 3000 MWCO fue significativamente mas
elevado que el alcanzado con la ultracentrifugacion.
Con los concentradores de 50000 MWCO se obtuvo un
numero de particulas intermedio entre los dos métodos
anteriores (Figura 3).
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Figura 3. Determinacion del numero de particulas en las muestras
de exosomas aislados mediante los diferentes métodos estudiados.
El numero de particulas presente en los concentrados de exosomas
obtenidos con los diferentes métodos de aislamiento se determind
mediante el analisis proporcionado por el software del equipo Na-
noSight. En la grafica se muestran las medidas obtenidas (n=6)
a través de un diagrama de cajas, en el que la base de las cajas
corresponde con el primer cuartil, y la tapa de la caja, con el tercer
cuartil. En el centro de la caja se encuentra la mediana. Los aste-
riscos indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
entre los grupos.

COMPARATIVA DE LOS METODOS DE AISLAMIENTO
DE EXOSOMAS MEDIANTE PROTEOMICA

Los resultados obtenidos del analisis mediante pro-
teémica permitieron identificar 345 proteinas en el
caso de los aislamientos realizados con el concentra-
dor de 3000 MWCO, un total de 307 proteinas en los
aislamientos con el concentrador de 50000 MWCO y
172 proteinas en el aislamiento realizado mediante ul-
tracentrifugacion. En cada uno de los aislamiento se
realiz6 la semicuantificaciéon del nimero de péptidos
correspondientes a cada una de las proteinas identi-
ficadas (resultados no mostrados). El total de las pro-

g Otras
proteinas

u Vesiculas
exosomales

50.000 MWCO

3.000 MWCO Ultracentrifuga

Figura 4. Caracterizacion proteémica del perfil proteico analizado
en los diferentes concentrados de exosomas. El total de proteinas
identificadas mediante espectrometria de masas fueron clasificadas
empleando la herramienta informéatica Gene Ontology. En la gréfica
se muestra, para cada uno de los métodos utilizados, el porcentaje
de proteinas relacionadas con vesiculas exosomales (GO:0070062)
sobre el total de proteinas identificadas de cada muestra.
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tefnas identificadas (tomando el cédigo de acceso de
Uniprot), fue analizado con la herramienta bioinforma-
tica Gene Ontology (27). Los resultados de este andlisis
se centraron en determinar el porcentaje de proteinas
que se clasificaban como proteinas propias de los exo-
somas (denominadas segun Gene Ontology como Extra-
cellular Vesicular Exosome). Los resultados de esta clasifi-
cacion demostraron que, para el concentrador de 3000
MWCO, un 65,22% de las proteinas correspondian al
grupo de proteinas relacionadas con vesiculas exosoma-
les. Empleando los concentradores de 50000 MWCO, el
porcentaje fue de 73,98%. Por dltimo, en el caso de los
aislamientos mediante ultracentrifugacion, el porcenta-
je de proteinas relacionadas con vesiculas exosomales
fue de 67,44% (Figura 4).

Discusion y Conclusiones

El objetivo de este trabajo se ha centrado en la evalua-
cion de diferentes protocolos de aislamiento de exosomas
derivados de MSCs. En este trabajo se han comparado
tres protocolos de aislamiento que permiten la obtencién
de exosomas aplicables para la practica clinica. Concreta-
mente, se han analizado los diferentes productos obteni-
dos en términos de concentracion, tamano y pureza.

En el primero de los protocolos se emplearon concen-
tradores de 3000 MWCO. Este tipo de concentradores
se ha descrito previamente para la obtencién de concen-
trados de diferentes exosomas (24). Para el segundo de
los protocolos se emplearon concentradores de 50000
MWCO los cuales se han descrito previamente para el ais-
lamiento de exosomas tumorales (25) y procedentes de
orina (26). Por dltimo, el método de aislamiento emplean-
do ultracentrifugacion se ha descrito ampliamente para
exosomas de diferente origen. El objetivo de este estudio
ha sido orientar desde el punto de vista metodolégico en
el desarrollo de métodos de aislamiento de exosomas de
MSCs para su futura aplicacion clinica.

Actualmente, los resultados publicados tanto en en-
sayos in vilro como en modelos preclinicos indican que
estos exosomas poseen un enorme potencial terapéuti-
co en el tratamiento de enfermedades de base inmunol6-
gicay en patologias asociadas a dano tisular. Por un lado,
los ensayos preclinicos en modelos de infarto agudo de
miocardio han demostrado que el tratamiento con exoso-
mas derivados de MSCs favorece la recuperacion funcio-
nal del tejido cardiaco (27). Por otro lado, con respecto al
papel inmunomodulador de estos exosomas, este grupo
de investigacion ha demostrado que poseen un efecto re-
gulador similar al que esta descrito para las propias célu-
las, con un efecto inhibidor sobre la activacion, secrecion
y proliferacion de linfocitos T (28).

Los resultados que se presentan en este trabajo indi-
can que el uso de concentradores comerciales con un
menor tamano de poro y centrifugados a menor veloci-
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dad permite la obtencién de un mayor namero de exo-
somas con menor tamano y mayor pureza. Esta observa-
cion confirma el trabajo publicado por Cyvjetkovic et al
en el que los autores comparan la influencia del rotor y
el tiempo de centrifugacion para el aislamiento y puri-
ficacion de microvesiculas. En ese articulo se demostro
que centrifugaciones demasiado largas (superiores a 4
horas), deberian evitarse para reducir la contaminacién
excesiva de proteinas solubles. También observaron que
tiempos muy inferiores a 70 minutos son insuficientes
para el aislamiento de exosomas (29). Por el contrario,
el método de la ultracentrifugacién para el aislamiento
de exosomas, el cual es un método ampliamente utili-
zado en la mayoria de trabajos, da como resultado unas
concentraciones mas bajas y una pureza inferior. En re-
lacién con el método seleccionado para el aislamiento
de exosomas con ultracentrifugacion, es importante
indicar que en este trabajo se ha aplicado la ultracen-
trifigacion sin gradientes de densidad en sacarosa (nor-
malmente se emplea una dilucién de sacarosa al 30%).
De acuerdo con la experiencia de los autores, el ren-
dimiento obtenido en el aislamiento de exosomas de
MSCs cuando se aplican gradientes de densidad de sa-
carosa al 30% es significativamente inferior que sin apli-
car dicho gradiente (resultados no mostrados). Puesto
que el objetivo principal de este trabajo era comparar
diferentes métodos de aislamiento de exosomas para su
futura aplicacion clinica, se decidi6 descartar el método
de aislamiento de ultracentrifugacion en gradiente de
densidad. Este método, a pesar de proporcionar un alto
grado de pureza, presentaba unos rendimientos dema-
siado bajos para su posterior aplicacion clinica. En este
sentido, es interesante destacar de los resultados un as-
pecto como el de la pureza de las muestras obtenidas
mediante ultracentrifugacion. Segin se puede observar
en la Figura 2B, el perfil de tamano de las vesiculas ais-
ladas mediante ultracentrifugacion fue mayor de 220
nm. Estos resultados resultan llamativos si se tiene en
cuenta que los sobrenadantes ultracentrifugados han
sido sometidos a un proceso de filtracion empleando
filtros de 0,22 pm. Similares perfiles de tamano se han
observado en el caso de exosomas derivados de pla-
centa aislados mediante ultracentrifugaciéon (30). En
el caso de los exosomas de placenta, se demuestra que
las muestras ultracentrifugadas y previamente filtradas
a 0,22 pm daban como resultado un perfil de vesiculas
con tamanos superiores a 220 nm. Este grado de pu-
reza increment6 significativamente cuando los sobre-
nadantes fueron sometidos a una ultracentrifugacion
en gradiente de sacarosa, obteniéndose particulas con
un tamano de particulas entre 50 nm y 150 nm. Tanto
los resultados publicados por Sarker S et al (30) como
los publicados en el presente trabajo parecen indicar
que los aislamientos realizados mediante ultracentrifu-
gacion sin gradiente de sacarosa dan como resultado
una poblacién de vesiculas de tamano heterogéneo en
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comparacién con los aislamientos realizados median-
te un gradiente de sacarosa. Ademas, el hecho de que
puedan ser detectadas vesiculas con tamanos superiores
a 0,22 micras (a pesar del prefiltrado de los sobrena-
dantes) podria deberse a un proceso de agregacion de
vesiculas tras el aislamiento (31).

Un aspecto favorable del uso de concentradores en
contra del uso de ultracentrifuga radica en el coste ele-
vado de los equipos de ultracentrifugacion, mientras
que los protocolos en los que se emplean filtros con-
centradores s6lo requieren centrifugas convencionales
de menor coste y ampliamente disponibles en clinicas,
hospitales y centros de investigacion.

Por ultimo, es importante comentar en esta discu-
si6n el creciente interés de la industria en la produc-
cion de vesiculas extracelulares. Al dia de hoy, tres em-
presas (Capricor Inc, Anosys Inc. y ReNeuron Group
PLKC) se estan especializando en el desarrollo de tera-
pias basadas en vesiculas extracelulares aisladas de di-
ferentes fuentes (células derivadas de cardiosferas, cé-
lulas madre neurales y células dendriticas). Sorprende
que, a pesar del potencial terapéutico de estas vesiculas,
el impacto que tienen actualmente en la industria y en
el desarrollo de ensayos clinicos sea atin muy limitado.
Una de las razones que limitan la incorporacion de las
vesiculas extracelulares en ensayos clinicos es la necesi-
dad de un proceso de estandarizacion en el aislamiento
de éstas. En este sentido, aunque la ultracentrifugacion
se ha considerado tradicionalmente como el método
que proporciona un mayor grado de pureza en el ais-
lamiento de exosomas, este método, desde el punto
de vista industrial, es costoso en términos de tiempo y
energia. Los métodos basados en la filtraciéon podrian
ser una alternativa para el procesamiento a gran escala
de sobrenadantes de cultivos celulares aunque para una
aplicacion terapéutica este material biologico debe ser
producido bajo condiciones controladas y siguiendo la
normativa de buenas practicas de manufactura (en in-
glés, GMP). El establecimiento de buenas prdcticas de
manufactura para la obtenciéon de exosomas con méto-
dos de filtracion requiere unos controles de calidad que
tengan en cuenta el tamano de las vesiculas, presencia/
ausencia de marcadores bioquimicos, ausencia de con-
taminantes (p. €j. agregados de proteinas), esterilidad y
estabilidad del producto final, métodos para optimizar
el almacenamiento del producto y por ultimo, métodos
analiticos que sirvan para controlar todos los aspectos
anteriormente enumerados (32).

A pesar de que el trabajo aqui presentado, al tratarse
de un desarrollo experimental in vitro, tiene evidentes
limitaciones, los autores consideran que el aspecto mas
interesante y novedoso de los resultados radica en el
enfoque hacia una futura aplicacion clinica de exoso-
mas derivados de MSCs. Los ensayos preclinicos que se
estan realizando actualmente en este grupo de investi-
gacion permitiran ademads obtener una prueba de con-
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cepto para determinar dos parametros fundamentales

€n

de

terapias avanzadas como son la seguridad y eficacia
este nuevo producto, con un importante potencial

terapéutico enfocado al tratamiento en patologias aso-
ciadas a procesos inflamatorios.
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