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Resumen

Los exosomas son un subgrupo de vesiculas extracelulares (VES) liberados por casi
todos los tipos celulares. Dentro del contenido de los exosomas desatacan lipidos,
proteinas, RNAmM y RNAs no codificantes, los cuales pueden ser de mucha utilidad para
el diagnostico, tratamiento y comunicacion intercelular de diversas patologias. Por lo que,
uno de los retos actuales es encontrar un método factible y accesible para purificar dichas

vesiculas con alta pureza y rendimiento.

En este trabajo, se aislaron exosomas liberados en el medio condicionado de dos
diferentes lineas celulares, fibroblastos normales de pulmén (NHLF) y células epiteliales
de adenocarcinoma de pulmén (A549). Ademas, se evaluaron dos diferentes métodos
de purificacion de exosomas: El de ultracentrifugacion (UC) y el de precipitacion por
polimeros con uso del polietilenglicol (PPEG). Los pardmetros de evaluacion vy
comparacién entre ambos métodos fueron, morfologia por microscopia electronica de
transmision (MET), pureza por Western blot (WB) y rendimiento por concentracion de
proteinas totales. El analisis morfolégico por MET de los exosomas purificados por UC
de ambas lineas celulares, mostrd estructuras regulares en forma de copa con tamafio
entre 50 y 200nm. Mientras que los obtenidos por PPEG mostraron una forma muy
irregular y poco definida. EI marcador CD81, especifico de exosomas, fue positivo por
WB en los exosomas obtenidos por UC de ambas lineas celulares, pero negativo para
las obtenidas por PPEG. Y, finalmente la concentracion proteica de exosomas fue mayor
por el método de UC en comparacion con el PPEG (498.79ug/mL versus 176.67ug/mL)
tanto para las células A549, como para los exosomas liberados por las células NHLF
(279.20pg/mL versus 221.50ug/mL).

De acuerdo con los resultados, se puede concluir que se logro obtener exosomas puros
y con un buen rendimiento por UC para ambas lineas celulares, pero no por PPEG. Por
lo que, seria factible, de acuerdo con literatura reciente, combinar ambas metodologias

y optimizar resultados.



Introduccién

Las vesiculas extracelulares (VES) son cuerpos membranosos liberados de diferentes
tipos celulares (Raposo & Stoorvogel, 2013). De acuerdo con el tamafio de su diametro
se clasifican en exosomas (30-150 nm), microvesiculas (MVs, 50-1000nm) y cuerpos
apoptoticos (50-2000nm) (Zeringer et al., 2015). Los exosomas participan principalmente
en la regulacion de la respuesta inmune, en procesos tumorales, en la regeneracion
tisular y como comunicadores celulares (Colombo et al., 2014; Guo et al.,, 2017;
Konoshenko et al., 2018; Raposo & Stoorvogel, 2013; Yang et al., 2021). Adicionalmente,
en estudios recientes los exosomas han demostrado su utilidad como vehiculos para la
ministracion de medicamentos, gracias a su capacidad de evitar la activacién de la
respuesta inmune (Huang et al.,, 2022; Kumar et al., 2022). Los exosomas estan
presentes en fluidos corporales como la orina, leche materna, suero y semen entre otros.
Ademas, se encuentran en secreciones pulmonares como lavado bronquioalveolar
(LBA), lavado nasal, saliva y esputo inducido; por lo que, pueden funcionar como
potenciales biomarcadores diagndsticos y prondstico en diferentes enfermedades
(Livshts et al., 2015). EIl contenido de los exosomas varia dependiendo de su célula de
origen, donde se destaca la presencia de RNA mensajeros (RNAmM), RNAs no
codificantes, lipidos y proteinas (He et al.,, 2018). Ademas, se encuentra bien
documentado que la transferencia de esta carga o contenido exosomal a una célula
receptora, contribuye en diferentes procesos celulares como la proliferacion,
diferenciacion, angiogénesis y como moduladores de la respuesta inmune (Goulet et al.,
2018; Vlassov et al., 2012).

Debido a la gran participacion que tienen los exosomas en diversos procesos biologicos,
y a que una de las mayores limitaciones durante su obtencién es el bajo rendimiento y
pureza, el objetivo principal de este trabajo fue evaluar dos métodos de purificacién de
exosomas, previamente reportados en la literatura, y comparar su rendimiento, pureza,
factibilidad y su costo-beneficio, ya que, actualmente dicho proceso es un gran reto en el

area de investigacion y de la biotecnologia.



Antecedentes

1. Exosomas

Los exosomas fueron descubiertos en la década de los 80’s por cientificos Harding y
Johnstone, quienes a partir de reticulocitos de oveja observaron la formacién de unas
vesiculas extracelulares (VES) peculiares liberadas por exocitosis desde la membrana
plasmatica. Dichos autores acufiaron por primera vez el término exosomas a las VEs
obtenidas (Harding et al., 1983; Ludwig & Giebel, 2012). En los primeros afos de su
descubrimiento se creia que los exosomas solo funcionaban como basurero celular,
debido a que la funcion que hasta entonces se les conocia, era de desechos de
moléculas innecesarias o restos celulares (Alipoor et al., 2016; Vlassov et al., 2012). Con
el paso del tiempo y varias investigaciones, se observé que estas microvesiculas (MVs),
desempefiaban varias funciones biologicas que van desde comunicadores intercelulares,
inmunomoduladores(Ludwig et al., 2012) hasta el grado de ser vehiculos de

administracion de farmacos (Ha et al., 2016).

Los exosomas son vesiculas membranosas que cuentan con una bicapa lipidica que
delimita su citosol, el cual esta ausente de organelos; cuentan con un tamafo que varia
entre los 30 a 150nm de diametro con morfologia de “copa” redondeada y bicéncava
(Alipoor et al., 2016; Li et al., 2017; Mathivanan et al., 2010; Njock et al., 2018; Taylor et
al., 2011; Urbanelli et al., 2013). Los exosomas son producidos por casi todos los tipos
celulares en estado normal y patolégico (Kubo, 2018; Yuana et al., 2013). Como, por
ejemplo, células embrionarias, hepatocitos, células dentriticas, células de la neuroglia,
células tumorales, células epiteliales y fibroblastos entre otros (Mathivanan et al., 2010;
Ludwig & Giebel, 2012). Al ser secretados por diferentes estirpes celulares, se han
encontrado en varios fluidos corporales como la orina, leche materna, suero, semen; asi
como en secreciones pulmonares, como lavado bronquioalveolar (LBA), lavado nasal y

esputo principalmente (Livshts et al., 2015).



1.1 Biogénesis

La biogénesis de los exosomas es uno de los temas de mayor controversia ya que se
han encontrado diferentes mecanismos, algunos mediados por ciertos complejos o
compuestos. Sin embargo, uno de los mas descritos es la via endosomal (también
llamado via clésica), que consiste en la formacion de vesiculas endociticas mediante el
proceso de endocitosis que puede ser través de receptores como la clatrina o sin la
participacion de estos (Keller et al., 2006). Las vesiculas endociticas son organulos que
transportan material sintetizado por el aparato de Golgi, asi como material que ha sido
endocitado del exterior, que posteriormente son transportadas al endosoma temprano.
Una vez que el endosoma temprano madura se convierte en endosoma tardio también
llamado cuerpo multivesicular, (MVB, del inglés Multivesicular bodies). Posteriormente,
la membrana endosomal brota inversamente o sea hacia dentro, formando las vesiculas
intraluminales (ILV, del inglés Intraluminal Vesicles). Sin embargo, los MVB tienen dos
opciones para continuar su camino, una de ellas es fusionarse con la membrana
plasmatica de la célula para secretar las ILV hacia el espacio extracelular, las cuales al
ser liberadas dan origen a los exosomas (Keller et al., 2006). La segunda opcién es
cuando los MVB no son fusionados con la membrana plasmatica celular ni son liberadas
las ILV al espacio extracelular, y en su lugar son fusionados con los lisosomas lo que los
conduce a su degradacion (Futter et al., 1996) (Fig.1).

Aunque la via endosomal parece ser sencilla, no lo es. Para la formacién de los MVB/ILV
se tienen dos vias, la primera es mediante la participacién de la maquinaria ESCRT (Del
inglés, Endosomal Sorting Complex Required for Transport) (Fig. 2) y la segunda, la via
independientes de ESCRT (Manfredi et al., 2016; Urbanelli et al., 2013) (Fig. 3).
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Figura 1. Biogénesis de los exosomas. [1] Internalizacién de cargas mediante endocitosis [2] formando asi

el endosoma temprano, [3] que luego madurara en endosoma tardio o cuerpos multivesiculares. Dentro
de los MVB se encuentran las vesiculas intraluminales (ILV) formadas mediante el complejo ESCRT o por
omponentes ajenas a él. [5] Los cuerpos multivesiculares son transportados a la membrana plasmatica
[6.1] se fusionan con la superficie celular [7] y los ILV se secretan como exosomas. [6.2] Los ILV no

secretadas se fusionan con los lisosomas para su degradacion. RE: reticulo endoplasmico; MVB: cuerpos

multivesiculares; MP: Membrana plasmatica. (Imagen tomada y modificada de Gurung et al

2021)



1.1.1 Via dependiente de ESCRT

La maquinaria o complejo ESCRT esta compuesta por cinco complejos proteicos de
unién a ubiquitina ESCRT-O0, -I, -1l, -lll y Vps4 y algunas proteinas asociadas como VTAL,
TSG101, ALIX, STAM, entre otras (Hessvik et al, 2018).

El primer complejo en actuar es ESCRT-0, el cual esta compuesto por el sustrato de
Tirosina-cinasa regulada por el factor de crecimiento de hepatocitos (Hrs del inglés,
hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate), y la Molécula Adaptadora
Transductora de Sefiales (STAM1 del inglés, Signal Transducing Adaptor Molecule)
(Williams et al., 2007). Este complejo reconoce las proteinas transmembranales
ubiquitinadas de la membrana endosomal mediante su proteina accesoria Hrs (Gurung
et al., 2021, Lakkaraju et al., 2008).

Posteriormente ESCRT-0 mediante Hrs recluta a ESCRT-I a través de una de sus tres
horquillas llamada TSG101 (gen de susceptibilidad tumoral 101), mediante la cual
reconoce las cargas ubiquitinadas (Williams et al., 2007). Este complejo formado se
encarga de clasificar y empaquetar la carga ubiquitinada en compartimentos
endosomales enriquecidos en fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) para las ILV (Lakkaraju et
al., 2008; Schmidt et al., 2012).

Ahora ESCRT-l y ESCRT-II son capaces de iniciar la generacion de las ILV mediante el
proceso de brotacidon hacia el interior de las membranas de los MVBs (Patil et al., 2019),
y en simultaneo interactuar con la subunidad de la proteina-6 corporal multivesicular
cargada (CHMP6 del inglés, Charged multi-vesicular body protein-6) del complejo
ESCRT-III para asi unirse al MVB. Al mismo tiempo CHMP6 recluta a CHMP4 mediante
Alix, promoviendo asi la formacion del cuello en las MVBs para generar las ILV (Gurung
et al., 2021; Schmidt et al., 2012). La proteina accesoria Alix funciona gracias a la via
Sindecan/Sintenin/Alix, donde los sindecanos se proveen de heparan sulfato para
agruparse e interaccionar con la sintenina que a su vez se relacionara con Alix, esto con
la finalidad de apoyar en los procesos de clasificacion de carga, brote y escision de las
ILVs (Baietti et al., 2012).



Ahora bien, ESCRT-IIl no reconoce moléculas ubiquitinadas a diferencia de los otros
complejos ESCRT, por lo que, se encarga de localizar enzimas que remuevan la
ubiquitina antes de incorporarlas a las ILVs. También, se ocupa de realizar el corte o
escision de la membrana para finalmente formar las ILVs (Schmidt et al., 2012; Williams
et al., 2007). Otra de sus funciones es el desmontaje de toda la maquinaria ESCRT,
mediante la union de la ATPasa Vps4 a través de su cofactor VTAL, liberando las
moléculas de ubiquitina al citoplasma para su reciclaje para mantener la funcion de los
MVBs (Lakkaraju et al., 2008; Patil et al., 2019; Schmidt et al., 2012).
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Figura 2. Biogénesis dependiente de ESCRT. En el proceso de formacion vesicular mediante ESCRT, el primer complejo en actuar es ESCRT-0 el
cual se encarga de reconocer la carga ubiquitinada, después se acopla a ESCRT-l y ESCRT-II los cuales comienzan el proceso de invaginacion o
brote hacia el interior de la membrana endosomal. Una vez iniciado el proceso de brote se une el siguiente complejo ESCRT-III el cual se encarga
de desubiquitinizar la carga, formar el cuello y el corte de la membrana para asi formar las ILVs. Finalmente, al complejo ESCRT-III se le une la
ATPasa VPS4 la cual se encargara del desmontaje y reciclaje de toda la maquinaria ESCRT (Imagen tomada y modificada de Ju et al., 2021)



1.1.2 Viaindependiente de ESCRT

Una de las vias independientes de ESCRT, se genera gracias al enriquecimiento de los
exosomas por lipidos como las ceramidas, colesterol y esfingomielina. De acuerdo con
la hipotesis de McGough et al., 2016 y Trajkovic, 2008, se dice que fragmentos de los
endosomas ricos en ceramidas, pueden producir ILVs, las cuales podrian ser liberadas
como exosomas, tras su fusion con la membrana plasmatica gracias a la estructura en
forma de cono de la ceramida (Abels et al., 2016) (Fig. 3). Sin embargo, este mecanismo
se da gracias a la actividad de la la esfingomielinasa neutra (hSMase), la cual sintetiza
ceramida a partir de esfingomielina, que es necesaria para brotacion interna de los MVBs
y la liberacion de las ILVs (Trajkovic, 2008).

Otro ejemplo de via independiente del complejo de ESCRT, es la mediada por las
tetraspaninas. Las tetraspaninas, son proteinas de membrana que, si bien son utilizadas
como biomarcadores para la caracterizacion de los exosomas, también ayudan en su
liberacidon al medio extracelular (Gurung et al., 2021). Ejemplo de ello es la tetraspanina
CD63, que regula la expresion de LMP1, por lo que, su sobreexpresion produce mayor
liberacion de exosomas (Chairoungdua et al., 2010; Hessvik et al., 2018). Por el contrario,
la tetraspanina 6, que interacta con la sintenina, provoca alteraciones en ALIX-
Sindencan-Sintenina generando el efecto contrario de CD63, donde los MVBs van hacia

la degradacion lisosomal (Gurung et al., 2021).

Es importante mencionar que las dos vias de biogénesis de exosomas mencionadas,
pueden activarse al mismo tiempo. Tomando en cuenta que cuando se inhibe la actividad
de nSMase también se inhibira la via Sindecan/Sintenin/Alix. O en algunos casos, se ha
reportado que la via ESCRT y la ceramida pueden funcionar al mismo tiempo (Baietti et
al., 2012; Juan et al., 2018).
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Figura 3. Biogénesis independiente de ESCRT. Los endosomas que se encuentran ricos en ceramidas
inducen la invaginacion de la membrana endosomal sin ayuda de alguna otra molécula (Imagen tomada y
modificada de McGough & Vincent, 2016).



1.1.3 Liberacion y acoplamiento a célula diana

De acuerdo con varios autores la liberacion de los exosomas se encuentra mediada por
algunas proteinas GTPasas (Rab y Ras) y Receptores de proteina de unién al factor
sensible de la N-etilmaleimida soluble (SNAREs por sus siglas en inglés, Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors). Dentro de las GTPasas
Rab encontramos la Rab11 que se ha encontrado implicada en la exocitosis de los MVBs,
liberando asi las ILVs al espacio extracelular (Lakkaraju et al., 2008). Otras proteinas tipo
Rab como el 27A y 27B, también se han visto implicadas en procesos de liberacion
exosomal en células inmunes (Urbanelli et al., 2013). Una de las proteinas Rab mas
importantes es la Rab7, ya que ayuda a la liberacion de los exosomas que fueron
formados con la ayuda de la via Sindecan/Sintenin/Alix (Baietti et al., 2012). Dentro de
los SNAREs encontramos el complejo v-SNARE que contiene VAMP7 el cual esta
involucrado en la fusién de los MVBS con la membrana plasmética (Urbanelli et al.,
2013).

También se han encontrado factores en el entorno celular que promueven la liberacién
de exosomas como los cambios de concentracién de calcio intracelular, asi como altos
niveles de estrés celular donde se ve implicado p53 que activa a TSAP6 que promueve
la liberacion de exosomas (Urbanelli et al., 2013) Otros factores encontrados con efecto
contrario son los postraduccionales como la ISGilacion, la cual en lugar de liberar las ILV,

las dirige hacia los lisosomas para su degradacién (Hessvik et al., 2018).

Los exosomas liberados emprenden su camino hacia su célula diana, donde mediante
algunos receptores como la clatrina y/o caveolina, entre otros, internalizan a la célula
receptora. Algunos otros procesos de internalizacion son: la endocitosis dependiente de
clatrina (macropinocitosis y fagocitosis), la captacion mediada por caveolina, la
internalizacién mediada por cadenas lipidicas o por fusién directa (Fig. 4) (Gurung et al.,
2021; Negrete-Garcia et al., 2022).
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Garcia et al., 2022)
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1.2 Composicion y contenido

La composicion y contenido de los exosomas es altamente selectivo y heterogéneo. Sin
embargo, la mayoria se encuentran compuestos por colesterol, esfingomielina,
ceramidas y fosfatidilserina (Colombo et al., 2014). Otros de sus componentes son,
proteinas de tipo transmembranales (LAMPS), proteinas de presentacion de antigenos
(Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) 1y II), moléculas de adhesién como las
integrinas y tetraspaninas entre ellas CD63, CD81 y CD9 que son elementales ya que
les dan orientacién y adhesion celular (He et al., 2018; Mathivanan et al., 2010). Ademas,
moléculas que permiten el transporte y la fusién de la membrana como las anexinas, y
proteinas relacionadas con Ras (Rab) (Simons et al., 2009); finalmente encontramos
TSG101 (del inglés, Tumor Susceptibility Gene 101) y Alix que se encuentran ligadas a
la biogénesis de las MVBs (Urbanelli et al., 2013). En el interior de los exosomas se
encuentran componentes de la maquinaria ESCRT, proteinas de sefializacion (EGFR,
P13K, B-catenina, sintenina), proteinas del citoesqueleto (actina, miosina, tubulina),
proteinas de choque térmico (Hsp70, Hsp90) (He et al., 2018), proteinas metabdlicas
(GADPH y ENO1) (Urbanelli et al., 2013) y acidos nucleicos como los DNA mitocondrial,
RNAmM, miRNAs y otros RNAs no codificantes (He et al., 2018) (Fig. 5). Sin embargo, su
contenido extra o diferente dependera de su origen, asi como el estado fisico y patolégico

de la célula de origen.
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Figura 5. Composicion y estructura de los exosomas. Los exosomas estan compuestos de una bicapa de
fosfolipidos, receptores y proteinas de membrana, en el interior encontramos algunos tipos de &cidos
nucleicos, asi como proteinas del citoesqueleto, proteinas de choque de calor, enzimas, etc. (Imagen

tomada y modificada de Kumar et al., 2022).
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1.3 Funciones

Los exosomas se han visto involucrados en varios procesos biolégicos dentro de los que
destacan ser mediadores de la comunicacion intercelular, gracias a la liberacion de estos
al medio extracelular, los cuales viajan a un tipo celular diferente al del origen (Schorey
etal., 2008). Una vez acoplado el exosoma con la célula receptora o diana, se promueven
cascadas de sefializacion en la superficie celular o en su membrana, ocasionando de
esta manera afectaciones en las funciones celulares normales y/o patolégicas como lo
son dafos en la sefializacion celular, en la expresion génica, cambios en la migracion
celular, en patrones de adhesion y en la regulacién de la proliferacion celular (Sanderson
et al., 2019), etc. Por lo anterior, esta es la funciébn de mas renombre cuando se habla de
los exosomas (Guo et al., 2017; Mathivanan et al., 2010; Raposo et al., 1997; Simons et
al., 2009; Zitvogel et al., 1998). Sin embargo, las funciones de los exosomas son variadas
y dependerén del tipo celular de donde provengan, asi como de su composicién (Ha et
al., 2016; Schorey et al., 2008), por lo que, algunos autores dividen sus funciones
biologicas en dos grupos: Fisiolégicas y Patolégicas (Bobrie et al., 2011; Ludwig et al.,
2012; Patil et al., 2019).
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1.3.1 Funciones Fisiol6gicas

La funcién biolégica mas importante de los exosomas es la comunicacion intercelular
como se mencion6 con anterioridad. No obstante, los exosomas también tienen otras
funciones igual de importantes, algunas de ellas es su participacion como mediadores
de la respuesta inmune (Raposo et al., 1997), terapias regenerativas (Ludwig et al.,
2012), coagulacion (del Conde et al., 2005), reproduccion y desarrollo de mamiferos (De
Toro et al., 2015; Kalluri et al., 2020), estrés celular (Atienzar-Aroca et al., 2016; Baixauli
et al., 2014), etc.

En cuanto a la respuesta inmune, el papel de los exosomas ha sido descrito desde afios
atras, con el descubrimiento de liberacién de exosomas por parte de los linfocitos B, que
contenian MHC-II (Raposo et al., 1997). Por otro lado, en estudios mas recientes se ha
encontrado que la respuesta inmune ocasionada por los exosomas se debe a la
transferencia y presentacion de algunos péptidos de antigenos, lo cual desencadena una
cascada de sefalizacion en la via inmune donde comienza la expresién de genes
inflamatorios (Admyre et al., 2003; Bobrie et al., 2011; Kalluri & LeBleu, 2020; Robbins &
Morelli, 2014; Ventimiglia & Alonso, 2016).

Por otro lado, en la reproduccion y desarrollo de mamiferos, los exosomas tienen cierta
actividad inmunosupresora la cual se encuentra aumentada en el embarazo, donde es
importante la supresion del sistema inmune para un buen desarrollo fetal, para ello los
exosomas liberan gran cantidad de moléculas pro-apoptéticas lo que llevan a la muerte
de las células T (De Toro et al., 2015).
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1.3.2 Funciones Patoldgicas

Dentro de las funciones patoldgicas en donde los exosomas han sido involucrados son
en algunas enfermedades respiratorias (Admyre et al., 2003; Alipoor et al., 2016),
cardiovasculares y metabdlicas(De Toro et al., 2015; Kalluri et al., 2020),
neurodegenerativas (De Toro et al.,, 2015; Sanderson et al., 2019), procesos
inflamatorios(Yuana et al., 2013), hipoxia (Bister et al., 2020), cancer (supervivencia

celular, angiogénesis, metastasis (Guo et al., 2017; Yang et al., 2021)), etc.

Dentro de las enfermedades respiratorias los exosomas se ven involucrados en
enfermedades como la Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI), Sindrome de Dificultad
Respiratoria Aguda (SDRA), Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC), asma
y cancer de pulmoén. Varios estudios han demostrado que los miRNAs contenidos en los
exosomas son los principales involucrados en el mecanismo de patogénesis de la
mayoria de las enfermedades pulmonares mencionadas (Guiot et al., 2019; Hoefel et al.,
2019; Kim et al., 2019; Negrete-Garcia et al.,, 2022; Rupani et al.,, 2013).
Por lo que, actualmente los exosomas han ido tomando gran importancia en su estudio,
tanto como biomarcador diagnostico y prondstico, asi como protagonistas en diferentes
mecanismos de patogénesis de dichas patologias. Es de resaltar que el estudio de la
funciébn de los exosomas esta muy avanzado en investigaciones hechas sobre
enfermedades malignas. En este campo se tiene amplio conocimiento de su participacion
en los procesos de crecimiento y supervivencia tumoral, angiogénesis, resistencia a los
farmacos, metastasis; en diferentes tumores sélidos (Huang et al., 2022; Kumar et al.,
2022; Milane et al., 2015; Munagala et al., 2017; Schorey et al., 2008; Yang et al., 2021).
Por ejemplo., en un estudio realizado por Goulet et al., 2018 encontraron que los
exosomas favorecen el crecimiento invasivo y la metastasis del cancer de vejiga,
mediante la transformacion de fibroblastos sanos en fibroblastos asociados al cancer,
debido al TGF-B transferido mediante exosomas. Por otro lado, se sabe que, en la
mayoria de los diferentes tipos de cancer, prevalece un ambiente hipdxico, lo cual
favorece la progresion tumoral, debido a una baja administracion sanguinea. Sin
embargo, en una investigaciéon hecha con modelos in vivo e in vitro se demostré que los

exosomas eran los responsables en el incremento de la vascularizacion y crecimiento
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del tumor (Umezu et al., 2014). También se ha reportado que el efecto angiogénico
causado por el microambiente hipoxico puede deberse a diferentes proteinas y mRNAs
presentes en el contenido de los exosomas (Atienzar-Aroca et al., 2016). En contraste,
también se ha observado que los exosomas presentan funciones anti angiogénicas, ya
gue promueven la secrecién de las especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que provoca
la inhibicion de la angiogénesis (Yuana et al., 2013).
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1.4 Uso Terapéutico

Al estar los exosomas involucrados en diferentes procesos patologicos, se ha visto gran
interés en su posible uso como herramientas de tratamiento, prevencion y diagnéstico.
De acuerdo con algunos estudios, la mayoria de los exosomas que son usados para uso
terapéutico son provenientes de leche de origen bovino. Esto es debido a que este tipo
de leche contiene gran cantidad de exosomas, asi como su baja respuesta inmune e
inflamatoria inter especie. Adicionalmente, presenta una gran resistencia a la digestion
enzimatica, una vida media larga en circulacion, gran especificidad y selectividad a su
célula blanco (Aqil et al., 2017, 2019; Munagala et al., 2016).

Por otro lado, aprovechando la capacidad de los exosomas de funcionar como vehiculos
de transporte de biomoléculas, actualmente ya hay algunos estudios sobre su utilidad en
la ministracion de medicamentos (Aqgil et al., 2019; Ha et al., 2016; Kumar et al., 2022;
Munagala et al., 2016). Un ejemplo de ello es una investigacion realizada por Munagala
et al., 2017, donde encapsularon una formulacién llamada Anthos, compuesta de
antocianidinas y antocianinas (compuestos flavonoides que confieren el color rojo,
purpura o azul a algunas hojas, flores y frutos) provenientes del ardndano en exosomas.
Dichos compuestos, tienen propiedades antioxidantes, antiproliferativas, antiapoptéticas
y antiinflamatorias pero baja biodisponibilidad y estabilidad. Por lo que, se utilizaron
exosomas como hanotransportadores farmacolégicos, aprovechando sus caracteristicas
de biocompatibilidad, escalabilidad y abundancia. Que en comparacién con otros
nanotransportadores, los exosomas no generan toxicidad ni de farmacocinética y
reproducibilidad. Ademas, son mas estables y especificos hacia su célula blanco. Para
este estudio los exosomas fueron aislados de leche de vaca mediante centrifugacion
diferencial alcanzando los 135,000 x g. Para cargar los exosomas con esta formulacion,
realizaron una mezcla de los exosomas con la formulacion de Anthos, que incubaron a
temperatura ambiente por 15min y después centrifugaron a baja velocidad para obtener
el pellet de exosomas cargados. Para evaluar la pureza y especificidad de los exosomas
utilizados, se midié su tamafio y su concentracion proteica, asi como la deteccion de
marcadores especificos mediante Western Blot. La morfologia fue analizada mediante

Microscopio de Fuerza Atdbmica (AFM, de sus siglas en inglés Atomic Force Microscope)
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y Microscopio Electrénico de Barrido (MEB) (Munagala et al., 2016). Otro ejemplo sobre
la utilidad de los exosomas como nanotransportadores de bioactivos vegetales, es el
estudio de Aqil et al., 2017, este estudio consistio en la generacion de un tratamiento con
curcumina, el cual resulto ser exitoso para células de cancer de pulmon, mama y cérvix
actuando como antiinflamatorio, antitumoral y antiproliferativo. Un estudio mas reciente,
donde se utilizaron exosomas aislados de leche bovina fue el reportado por Aqil et al.,
en 2019, aqui los exosomas fueron cargados por métodos de electroporacién y/o
transfeccion con siRNAs, para los genes EGFR, AKT y MAPK. De acuerdo con los
resultados, los autores demostraron la alta eficiencia de los exosomas cargados con
siRNAs, en su capacidad de silenciar oncogenes de varios tipos de cancer con ensayos
in vitro. Pero, ademas también observaron una actividad antitumoral cuando manejaron

un xenoinjerto de tumor de pulmén en modelos in vivo de raton (Aqil et al., 2019).

Por otro lado, ha habido un gran avance en la generacién de vacunas mediante
exosomas. Un estudio respecto a este tema fue publicado por Guo et al., 2018, en este
trabajo utilizaron exosomas derivados de la linea celular MC38 (células epiteliales de
cancer de colon murino) transfectados con HSP70 (del inglés, Heat Shock Protein 70) o
sometidas a estrés térmico, los cuales mostraron propiedades antitumorales de tipo
inmune. La validacion de su pureza se realiz6 mediante la evaluacién de marcadores de
superficie caracteristicos de los exosomas como CD63, TSG101, ALIX, HSP70y HSC70
por western blot. Uno de sus resultados mas destacados, fue comprobar que los
exosomas provenientes de las células MC38 que fueron sometidas a estrés térmico
contenian altos niveles de HSP70, lo que promovio la sintesis de la IL-6, la cual estimula
a las células T reguladoras en su transformacién en células T helper tipo 17 con efectos
antitumorales, por lo que, podria considerase como una opcion de vacuna tipo
anticancerigena (Guo et al., 2018). En un estudio mas publicado por Huang et al., 2022
activaron células dendriticas con la finalidad de incrementar la respuesta inmune
potenciando los efectos antitumorales de las células T CD8+, dirigidas al cancer de
mama. En esta investigacion los exosomas fueron obtenidos de una linea celular
transfectada con lentivirus, los cuales poseian en su superficie una proteina propia del
cancer de mama lo que les daba orientacién e inmunogenicidad a los exosomas, estos

fueron cargados mediante electroporacién con Hiltonol (agonista de TLR3) y con el
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inductor de muerte celular inmunogénica (DIC) elastasa de neutréfilos humanos
(ELANE). Después fueron purificados mediante centrifugaciones diferenciales llegando
a los 100,000 x g e identificados por cuantificacion proteica, Microscopia Electronica de
Transmision (MET), citometria de flujo a nanoescala y analisis Western blot. Esto fue
probado exitosamente in situ en un modelo de xenoinjerto de ratén y en organoides

tumorales derivados de pacientes con cancer mamatrio.

Por otro lado, los exosomas también han demostrado tener efectos regenerativos de tipo
tisular, en algunas cardiopatias. Esto fue demostrado en un modelo un modelo de raton
con lesiones por isquemia/reperfusion miocardica. En este caso se utilizaron exosomas
de medio condicionado de células madre mesenquimales derivadas de células madre
embrionarias, purificados por HPLC. Los cuales, para llevar la funcién deseada, fueron

empaquetados con proteinas funcionales y RNAs especificos (Lai et al., 2010).

Como se puede apreciar, a la fecha el uso de exosomas como transportadores de
biomoléculas ha tenido gran avance y con mucha promesa para su uso terapéutico. Entre
sus atributos se encuentran su baja citotoxicidad, su capacidad para maximizar la
biodisponibilidad de los farmacos y su gran especificidad. Adicionalmente, es importante
destacar que, en la mayoria de los estudios mencionados, los exosomas fueron
purificados mediante ultracentrifugaciones diferenciales y cuantificados e identificados
por concentracion total de proteinas, MET y Western blot. Lo que nos indica que son
metodologias que a la fecha se consideran como “estandares universales”.
Adicionalmente, también se puede resaltar la importancia de mejorar y encontrar
tecnologias que arrojen una alta produccion y pureza de exosomas, lo que permitiria
analizar con mayor precisiéon su contenido llevandonos a generar mayor conocimiento

sobre su comportamiento en la célula blanco a la que estan destinados.
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2. Métodos de purificacion de exosomas

Gracias a su relevancia en el area médica, actualmente existe un creciente interés por
purificar estas vesiculas, con un alto grado de pureza y cantidad. Por lo que, a la fecha,
se han reportado varias publicaciones con diferentes métodos de purificacion de los
exosomas (Cheng et al., 2020; Gardiner et al., 2016; Momen-Heravi et al., 2013; Tang et
al., 2017; Zeringer et al., 2015). Entre ellos se encuentran, la separacion por gradiente
de densidad (Konoshenko et al., 2018; Momen-Heravi et al., 2013; Witwer et al., 2013),
cromatografia de exclusion por tamafio molecular (Witwer et al., 2013; Wu et al., 2021),
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC del inglés, high-performance liquid
chromatography) (Lai et al., 2010), ultrafiltracion (Li et al., 2017; Zeringer et al., 2015),
tecnologia basada en microfluidos (C. Chen et al., 2010; Kimiz-Gebologlu & Oncel, 2022;
Momen-Heravi et al., 2013), inmunoafinidad o inmunoaislamiento (J. Chen et al., 2022;
Greening et al., 2015; Konoshenko et al., 2018; Wu et al., 2021), el uso de polimeros
excluyentes de volumen como el polietilenglicol (PEG) (Chang et al., 2018; Ludwig et al.,
2018; Rider et al., 2016), y la mas utilizada a la fecha, la ultracentrifugacion (UC)
(Purushothaman, 2019; Tang et al., 2017; Vlassov et al., 2012; Zeringer et al., 2015) (Fig.
6). Adicionalmente, hoy en dia podemos encontrar en venta algunos kits de purificacion
de exosomas, tales como Exoquick-TC™ (System Biosciences) y Total Exosomes
Isolation Reagent (TEI™) (Invitrogen) (Caradec et al., 2014; Cheng et al., 2020; Tian et
al., 2020). Estos kits se basan en el uso de polimeros excluyentes de volumen como el
PEG. Entre las desventajas en el uso de estos kits, son la baja pureza y alto costo-
rendimiento de las VEs obtenidas. Por lo que, segun la bibliografia Konoshenko et al.,
2018 el método mas auxiliado es el de la UC. Si bien a la fecha no hay un método donde
nos asegure un 100% de pureza en la obtencion de exosomas, si se deben de cumplir
con los requerimientos minimos, exigidos por la “Sociedad Internacional de Vesiculas

Extracelulares” (ISEV, por sus siglas en inglés) (Théry et al., 2018).

En este trabajo, nosotros solo seleccionamos dos de los métodos para su estudio y
comparacion, el de UC, considerado hasta cierto punto como “estandar de oro” (Wu et
al., 2021) y el de uso de agentes precipitantes con PEG. Nuestra seleccion se baso

principalmente a que la UC tiene la capacidad de manejar volumenes altos de muestra
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inicial y el contar con una ultracentrifuga en el laboratorio. Por otro lado, el elegir el
método de PEG como comparativo, fue tomando en cuenta al ser el reactivo base en los

kits comerciales.

2.1 Método de ultracentrifugacion

El método de UC consiste basicamente en realizar varias centrifugaciones a diferentes
velocidades y tiempos, a este proceso se le conoce como centrifugaciones diferenciales
(Livshts et al., 2015). La primer centrifugacion se realiza a una velocidad de 200-400g
por 10 min para sedimentar porciones celulares que no son de nuestro interés. En
seguida, se centrifuga a 2000g para eliminar restos celulares y luego a 10,000g para
eliminar agregados que se pudieron generar a causa de los biopolimeros (si es que se
usaron), asi como también cuerpos apoptoticos y demas particulas que son superiores
en densidad a los exosomas; el sobrenadante obtenido se ultracentrifuga con
velocidades que varian entre los 100,000-120,000g durante aproximadamente 2h para
gue los exosomas precipiten (Konoshenko et al., 2018; Livshts et al., 2015; Théry et al.,
2006).

Una de las desventajas de la UC son los tiempos prolongados que se necesita para la
purificacion, el uso de equipos especializados que son realmente caros y de dificil acceso
para muchos laboratorios (Torres Crigna et al., 2021), cabe mencionar también que la
replicacion es inestable e inexacta, ya que existe demasiada variabilidad que depende
en gran parte del operador (Chen et al., 2022; Torres Crigna et al., 2021). Por otro lado,
las ventajas son que se pueden procesar diferentes tipos de muestra como
sobrenadantes de cultivos celulares y varios fluidos biologicos (Konoshenko et al.,
2018)., puede ser considerado como uno de los métodos mas baratos, siempre y cuando
se cuente con el equipo adecuado que incluye una ultracentrifuga y un rotor de columpio.
Algunos autores sugieren complementar esta metodologia con gradientes de sacarosa y
microfiltracion para una mayor pureza, esto debido a que puede existir contaminacion
por impurezas en el precipitado como agregados de proteinas copurificadas, viriones,
etc (Chen et al., 2019; Chen et al., 2022; Mincheva-Nilsson et al., 2016).
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2.2 Método de precipitacion con Polietilenglicol 6000 (PEG 6000)

El método de purificacibn mediante precipitacion estd basado en el uso de polimeros
como el polietilenglicol (PEG). EI PEG (H-(O-CH2- CH2)n-OH), que es un polimero
hidrosoluble con la capacidad de precipitar proteinas de una solucion acuosa, por un
mecanismo de volumen excluido (Ingham, 1984). Es un quimico inerte, no toxico, no
absorbente, incoloro, sin sabor y sin olor (Humphreys et al., 2005). Este polimero es
comunmente usado como agente precipitante en la cristalizacion de proteinas (Radaev

et al., 2006) y purificacion de virus (Killington et al., 1996).

Dada la noble naturaleza del PEG se comenz6 a utilizar como agente precipitante para
los exosomas, gracias a su similitud en la biogénesis, composicién y tamafio con los virus
(Pelchen-Matthews et al., 2004). Por ello se han propuesto varios protocolos que usan
como base el de la purificacion de virus (Chang et al., 2018; Ingham, 1984; Ludwig et al.,
2018). Cabe mencionar que es uno de los métodos mas populares seguido de la
ultracentrifugacion de acuerdo con Torres Crigna et al., 2021. El objetivo de los polimeros
en este caso el PEG, es reducir la solubilidad de los exosomas para que estos precipiten
(Chen et al., 2022), basicamente consiste en mezclar la muestra con la solucion del
polimero, incubar y centrifugar a bajas velocidades para que los exosomas sedimenten
(Torres Crigna et al., 2021). Dentro de sus ventajas podemos encontrar que es sencillo,
rapido y no requiere equipo especializado (Weng et al., 2016), sin embargo, algunas de
sus desventajas es la posible contaminacion a casusa de agregados proteicos que
podrian arrastrar moléculas del polimero, asi como contaminacién por el mismo polimero
gue no fue lavado correctamente en las centrifugaciones para la precipitacion de los

exosomas (Konoshenko et al., 2018).
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Figura 6. Los métodos de purificacion de exosomas mas comunes son los basados en inmunoafinidad, tamafio, microfluidos, ultracentrifugaciones,
precipitacion por polimeros y algunos kits. Para la verificacién de exosomas se emplean técnicas como las de cuantificacion mediante NTA, nCMF,
etc., otras para la morfologia como la microscopia de transmision electrénica (MET) y criomicroscopia electronica (crioME), finalmente las que implican
marcadores proteicos caracteristicos de los exosomas como ELISA y Western Blots. (NTA: Andlisis de Seguimiento de Nanoparticulas, n"CMF: nano-
Citometria de Flujo, DDL: Dispersion Dinamica de la Luz, AMVel: Analisis Microscopico de EV Individuales, MET: Microscopia Electrénica de
Transmisioén, crioME: crio-Microscopia Electrénica, MFURIE: Microscopia de Fluorescencia de Ultra-alta Resolucién con Illuminacion Estructurada,
MEB: Microscopia Electrénica de Barrido, MFA: Microscopia de Fuerza Atémica, ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assays
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Justificacion

Desde hace mas de una década los exosomas derivados de diversos fluidos corporales
y cultivos celulares, han ido tomando gran trascendencia, principalmente por su utilidad
como biomarcadores de diagndstico, pronéstico y potencial terapéutico en algunas
enfermedades. Por otro lado, el estudio sobre la comunicacién intercelular mediado por
exosomas, ha demostrado ser fundamental para la adquisicion de nuevos conocimientos
sobre diferentes mecanismos de patogénesis de algunas enfermedades respiratorias,
como la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), la enfermedad pulmonar obstructiva crénica

(EPOC), asma, y principalmente en enfermedades de tipo tumoral.

Es por lo que, el contar con métodos de purificaciébn Optimos y de bajo costo, son
fundamentales para su estudio y utilidad en las diferentes areas mencionadas. Ademas,
actualmente en el laboratorio de investigacion de donde se emprendio este trabajo, se
estan manejando diferentes proyectos de investigacion donde el objetivo principal es el
estudio de los exosomas como comunicadores celulares, por lo que, nos intereso
investigar y comparar dos meétodos de purificacion de estas vesiculas, donde se evalud
principalmente, el rendimiento, pureza, y costos de purificacion. Para ello se hizo uso de
dos lineas celulares comerciales, una epitelial y otra fibroblastos. Ademas, de dos

métodos de purificacion, mas ampliamente usados, como es la UC y el método de PPEG.
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Objetivos

General:

Comparar dos diferentes métodos de purificacion de exosomas ultracentrifugacion y
precipitacion con polietilenglicol, a partir de medio condicionado de dos diferentes lineas
celulares, fibroblastos normales de pulmén humano (NHLF) y células epiteliales de

adenocarcinoma de pulmén (A549).

Particulares:

-Establecer las condiciones ideales para el cultivo y obtencién de medio condicionado de
las lineas celulares en estudio.

- Evaluar diferentes pardmetros de comparacion entre los dos métodos de purificacion
de exosomas como cantidad, calidad, factibilidad y costos.

- Determinar el mejor método de purificacion de exosomas de acuerdo con los resultados.
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Material y métodos

Lineas celulares:

Se utilizaron dos lineas celulares comerciales: 1) fibroblastos normales de pulmén
humano (NHLF (Normal Human Lung Fibroblasts), LONZA) y 2) células epiteliales de
adenocarcinoma de pulmén humano (A549, ATCC), como células productoras de

exosomas.

Cultivo y propagacion celular

Las lineas celulares NHLF y A549 provinieron de viales de células “jovenes’,
considerados asi porque no superaban los 20 pases. Dichas células se encontraban

almacenadas en tanque de nitr6geno para su preservacion.

Las células NHLF fueron crecidas en cajas T-75 con medio de cultivo completo, DMEM-
F12 (Gibco AB) con suero fetal bovino (Gibco AB) descomplementado (ver apéndice B2)
al 10% y antibiético-antimicético (estreptomicina, penicilina-anfotericina B) (Gibco) al 1%,
en condiciones estandar de cultivo (37°C, 5% CO2y 95% de humedad relativa).

Para el caso de las células A549 se utilizaron las condiciones mencionadas
anteriormente, con la diferencia de que el medio utilizado para esta linea celular fue el
D-MEM (Gibo AB).

Una vez que las primeras cajas T-75 de ambas lineas alcanzaron una confluencia del
80-90 fueron tripsinizadas (ver apéndice B1) para posteriormente ser propagadas a mas
cajas, con el objetivo de llegar a las cajas necesarias para obtener 60 ml de medio

condicionado (MC), o sea 6 cajas de cultivo.

Obtencion del medio condicionado (MC)

Una vez alcanzada una confluencia celular del 80%, en las 6 cajas de cultivo de cada
linea celular, se retir6 sobrenadante y se reemplaz6 con medio nuevo sin SFB por 24h,
con la finalidad de “sincronizarlas”. Pasado este tiempo se retird el medio y se le adiciono
medio nuevo de DMEM-F12 o DMEM segun sea el caso, con 1% SFB libre de exosomas
(Gibco), y se colocaron en la incubadora durante 72 h, en las condiciones estandar ya

mencionadas. Al término de ese tiempo, se recolecté el MC de cada una de las cajas de
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cultivo y de cada linea celular por separado. El volumen total de MC obtenido para cada
linea celular fue medido y dividido en dos. Una parte se utilizd para la purificacion de

exosomas por UC y la otra parte con PEG 6000.

Purificacion de exosomas

Ultracentrifugacion (UC)

Este método de purificacion esta basado y modificado de la propuesta por dos

diferentes autores Théry et al., 2006 y Vlassov et al., 2012 (Fig. 7).

1. 30 ml de MC se centrifugaron a 200g por 10min a 4°C (Eppendorf 5810R
Centrifuge).

2. Se recupero el SND y se centrifug6 por segunda vez a 2000g por 10min a 4°C.

3. El SND obtenido se afiadié a tubos Corex® USA (N0.8446) de 25mL y se
procedio a centrifugar a 10,000g por 40min a 4°C (Beckman J2-MC Centrifuge).

4.Se recupero el SND el cual fue distribuido en tubos para ultracentrifuga (Thermo
Fisher), los cuales se centrifugaron a 100,000g por 70min a 4°C en una
ultracentrifuga Sorvall® RC100 con un rotor AH629 de Thermo Scientific.

5. Transcurrido este tiempo se retir6 el SND y se afiadieron 7ml de PBS estéril,

para volver a centrifugar a 100,000g por 70min a 4°C.

6. Finalmente se retir6 completamente el SND dejando solo el pellet, el cual fue
resuspendido cuidadosamente con 50 a 100uL de PBS estéril, dependiendo del

tamarfo del boton.

*El resuspendido se reparti6 en diferentes volimenes para su andlisis por
microscopia electrénica, cuantificacion de proteinas y electroforesis. La muestra
para microscopia electronica fue preparada de forma inmediata y el resto es

conservado a -70°C hasta su uso.
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Precipitacion por polietilenglicol (PPEG)

La siguiente metodologia se encuentra descrita por Rider et al., 2016, donde la

via elegida es el lavado por ultracentrifugacion (Fig.7).

1. Se preparo la solucion madre de PEG 6000 2x pesando 3.2g de PEG 6000
(Sigma Aldrich) en 20mL de solucion de NaCl (Sigma Aldrich) 1M, para una
concentracion final del 16% de PEG. (Esto es para 20mL de SND. Por lo que, se
prepardé lo necesario de acuerdo con el volumen de SND a procesar)

Después se filtr6 la solucion de NaCl con el PEG y fue almacenada en

refrigeracién, hasta su uso.
2. EI MC se centrifug6 a 500g durante 5 min a 4°C (Eppendorf 5810R Centrifuge).

3. Se recupero el SND y se centrifugd por segunda vez a 2000g durante 30min a
4°C.

4. El SND obtenido se combin6 con PEG 2x a 4 °C en una proporcion 1:1 para
lograr una concentracion del 8% en tubos Corex® USA (N0.8446) de 25mL. Este

paso se realiz6 sobre una cama de hielo.
5. Se mezcl6 por inversidn y se procedio a incubar a 4 °C durante toda la noche.

6. Al dia siguiente las muestras se centrifugaron a 10,000g por 60 min a 4°C
(Beckman J2-MC Centrifuge) (Yao et al., 2019).

7. Se decantaron los tubos y se dej6 secar el precipitado por 5min. También se

golped de vez en cuando para resuspender el pellet.

8. Después se le adiciond 5-8 mL de PBS estéril y se ultracentrifugé a 100,000g
por 70min a 4°C para lavar el PEG excedente (Sorvall® RC100 y rotor AH629 de

Thermo Scientific).

9.El precipitado se resuspendioé con 50 a 500 uL de PBS estéril dependiendo del

tamarfo del botdn.

*De igual forma que en el método de UC, el resuspendido fue almacenado a -70°C

para usos posteriores.

29



1.2 Rotor de
< Centrifugar MC a ultracentrifuga

200gx10min 4° i
s ,, .; 1.4 o 2
e - : \ - Centrifugar SND a ——
‘:’-‘-AV_’GD el o “77_ k" i e — "o’v10,000gx40min 40 .
‘1ﬁ @‘3 : ~‘~‘ Microscopia
; ' N < 1.5 “ T - Electrénica
Obtencion de - _l%%négguga;OSNDia x2
MC 1.3 Centrifugar SND a ’ gx/8min
2,000gx10min 4° e -
/’/(‘jg!' - {z}
—
Cuantificacioén proteica
2 F Centrifugar MC a <
2.1 500gx5min 4° 7N
i Pellet de
» - 6 _ exosomas e
Sl ] - 2. ST -
w-..l__._——:> \\m iV B Centrifugar SND a S o T o g
1/V : ?@-3 1 00,000g):70m|n 4 Electroforesis
Obtencién de 2.3 . - 5 : ﬂ
MC - - i , _
Centrifugar SND a “ - < 0%%"(']“'1:“83"_3 . \
2,000gx30min 4° _.-w 10,000gx60min 4 .
- . »
2.4 =
Anadir el PEG 6000(16%) al Western Blot

SND e incubar 4° toda la noche ~

Figura 7. Descripcion metodoldgica de los métodos de purificacion utilizados. Método de UC 1.1) Obtencién del MC. 1.2) EI MC es centrifugado a
200g x10min a 4°. 1.3) ElI SND se centrifuga en la misma centrifuga a 2,000g x 10min a 4°. 1.4) Después se utiliza una centrifuga de piso donde el
SND es centrifugado a 10,000g x 40min a 4°. 1.5) EI SND se centrifuga en ultracentrifuga a 100,000g x70min a 4°. 1.6) Se repite el paso anterior,
por lo tanto, son dos centrifugaciones en ultracentrifuga. Método de PPEG 2.1) El MC es centrifugado a 500g x 5min a 4°. 2.2) EI SND se centrifuga
a 2000g x 30min a 4°. 2.3) Centrifugar a 2,000g x30min a 4°. 2.4) En este paso se afiade la preparacion de PEG al SND sobre una cama de hielo,
posterior a ello se incuban a 4° toda la noche. 2.5) Al dia siguiente la mezcla se centrifuga a 10,000g x 60min a 4°. 2.6) El SND se centrifuga en
ultracentrifuga a 100,000g x70min a 4°. 7) Una vez terminadas las centrifugaciones de cada método lo que se conserva es el pellet el cual sera
utilizado para las diferentes técnicas de caracterizacidn, como lo son la cuantificacion proteica, electroforesis, western blot y microscopia electrénica.
Creado con BioRender.com
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Preparacion de las muestras para Microscopia Electronica de Transmision (MET)

Para la caracterizacion de los exosomas por MET, se tomd una alicuota del pellet

resuspendido de cada método de purificacion y se siguié la siguiente metodologia.

1.En una caja Petri de vidrio, se colocé dentro Parafilm™ y con ayuda de unas pinzas se

puso encima de este, unas rejillas de cobre.

2.Sobre las rejillas de cobre se afiadié cuidadosamente 3pl de cada muestra y se dejo

reposar por 5min.

3. Transcurridos los 5min, se absorbié el exceso de la muestra con papel filtro y se afiadié

1 gota de uranilo sobre la rejilla con la muestra.

4. Después se cubrié de manera inmediata la caja Petri donde estaban contenidas las
muestras de tal manera que no entrard la luz, dejando actuar de esta manera por 1min

al uranilo.

6.Pasado el tiempo se tomé cada una de las rejillas con las pinzas y se lavaron a chorro

de agua con ayuda de una piseta.

7.Se secO el exceso de agua con papel filtro y se volvié a colocar la rejilla sobre el

Parafilm™ de la caja Petri.

8.Se cerrd y selld la caja Petri alrededor con Parafiim™ para su transporte hacia la
Facultad de Ciencias, UNAM donde se encuentra el microscopio electronico de

transmision.
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Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion proteica se realizo con el kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit” de Thermo
Scientific, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este kit se basa en principios
guimicos similares a los ensayos de Biuret y Lowry, donde la proteina a analizar se hace
reaccionar con Cu2+ (que produce Cu+) y &cido bicinchoninico (BCA). El Cu+ es quelado
por el BCA, que convierte el color verde manzana del BCA libre en el color purpura del
complejo cobre-BCA (Smith et al., 1985).

Se realiz6 una curva estandar con diferentes concentraciones de proteinas (en este caso,
albumina sérica bovina) de acuerdo con la tabla del instructivo. Asi como diferentes
diluciones de la muestra a determinar. La absorbancia del color producido se leyo a

595nm en el espectrofotometro.

Electroforesis Vertical

Una vez cuantificadas las proteinas, se llevd a cabo la electroforesis vertical en
condiciones reductoras. El gel que se us6 tenia una concentracién de Acrilamida al 12%

(Laemmli, 1970) para ello se realiz6 lo siguiente:
1.Se prepararon geles de acrilamida al 12% (Concentrador y Resolucién).

2.Después se trataron las muestras a analizar, para ello se les 200ul afiadié buffer de
carga (Laemmli Sample Buffer, BioRad) y 10ul B-mercaptoetanol (Sigma).

3.Una vez tratadas se llevaron al termociclador a 95°C por 5min, terminado el tiempo se

colocaron de inmediato en hielo.

4.Posteriormente se cargaron los pozos de los geles con las muestras tratadas y el
marcador de peso molecular, en la camara de electroforesis que ya contenia el buffer de

corrida.

5.Finalmente se coloco la fuente de poder a 100V por 1.30hr.
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Western Blot

Terminado el tiempo de la electroforesis se realiz6 una electro-transferencia a
membranas de nitrocelulosa (BioRad). La transferencia se realizo a 100V durante 45min.
Al término de la transferencia se bloqued6 la membrana en una solucion de leche en polvo
libre de grasa al 5% a 37°C durante 1.30hrs.

Incubacién con los anticuerpos

Una vez bloqueada la membrana se coloco el anticuerpo primario de interés, en nuestro
caso fue el CD81(Santa Cruz Biotechnology sc 166029) y B-tubulina, diluidos en una
solucion de PBA 1% (PBS 1X y albumina), que después fueron incubados toda la noche

a 4°Cy en agitacion suave.

Al dia siguiente la membrana fue lavada perfectamente (5 veces) con solucién de
TBS-Tween por 10min cada vez. La membrana se incubd nuevamente ahora con el
anticuerpo secundario (el cual estd marcado con peroxidasa) por 1.30hrs a temperatura
ambiente con en agitacion suave.

Pasado el tiempo se dieron otros 4 lavados con TBS-Tween antes de revelar.

Revelado
La membrana fue revelada mediante una solucién 1:1 de luminol y peréxido de

hidrogeno, que después fue colocada en el digitalizador de imagenes (ChemiDoc XRS+,
BioRad), lo que nos permitié observar la existencia de bandas en la membrana gracias
a la quimioluminiscencia de la reaccion, indicandonos de esta forma la presencia de los

exosomas en las muestras evaluadas.

Las imagenes fueron obtenidas mediante el programa Image Lab, que después fueron
analizadas mediante un programa llamado ImageJ, el cual tiene como objetivo calcular
los valores de areay pixel, sin embargo, como la diferencia del grosor entre los bandeos
de cada marcador proteico evaluado es notorio a simple vista estos resultados no fueron

mostrados.
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Analisis estadistico

Para la verificacion de la distribucion normal de los datos analizados, se aplicé la prueba
de Shapiro Wilks a los conjuntos de datos para asegurar su distribucion normal. La
comparacion y diferencia de los datos con este tipo de distribucion se llevé a cabo
mediante las pruebas estadisticas U de Mann Whitney y ANOVA tanto unidireccional
como bidireccional. Los valores de P<0.05 fueron considerados como estadisticamente

significativos. Cada experimento se realizé por triplicado.
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Resultados

Parte de las muestras obtenidas de cada método de purificacion de exosomas, fueron
analizadas mediante TEM. En las figuras 8 y 9 se observan los exosomas extraidos por
el método UC, los cuales mostraron una forma redondeada y bien definida,
caracteristicos de su forma en “copa” (Li et al., 2017; Théry et al., 2006; Torres Crigna et
al., 2021). Cabe destacar que en la figura 9C se observan las medidas exactas de este

exosoma, con 189.28nm de ancho y 192.39nm de largo.

Las figuras 10 y 11 corresponden al método de PPEG, donde se observaron vesiculas
de forma irregular (fig. 10), indicandonos cierto deterioro en su membrana y por lo tanto
en la morfologia, a excepcién de la micrografia obtenida de la linea celular NHLF, la cual

esta bien definida (fig.11) y su forma muy peculiar de copita.

Es importante mencionar que los exosomas mostrados en todas las micrografias tienen
didmetros que rondan entre 50-200nm aproximadamente, esto independiente del método

de purificacion utilizado, a diferencia de la fig.9C la cual muestra el tamafio exacto.
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Figura 9. Micrografia de exosoma
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Figura 10. Micrografia de exosoma de la linea celular A549, derivado del método de purificacion PPEG.
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Figura 11.
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Cuantificaciéon de Proteinas totales

Por otro lado, en la cuantificacion de proteinas se obtuvieron los siguientes resultados:
en la tabla 1 correspondiente a la linea celular A549 el método por UC obtuvo mayor
concentracion proteica, asi como mayor rendimiento con valores promedios de 498.79
png/mL y 89.92 ug, respectivamente. Por otro lado, en la tabla 2 que pertenece a la linea
celular NHLF se observa nuevamente que el método por UC obtuvo valores ligeramente
mayores en concentracion proteica y rendimiento de 279.20 pg/mL y 48.61 ug
respectivamente. Sin embargo, cabe destacar que en esta linea celular no existié una
gran diferencia entre ambos métodos a diferencia de la linea celular A549, ya que por el
método de PPEG se obtuvieron los siguientes valores promedios de 221.50 pg/mL y
40.20 pg.

Al comparar las tablas de ambas lineas celulares podemos concluir que el mejor método
de purificacion es el de UC ya que, obtuvo valores mayores de concentracion proteica y
rendimiento promedio a diferencia del método por PPEG.

En cuanto se hace una comparacion entre lineas celulares se observa que en la linea
A549 pareciera una ligera mayor concentracion y rendimiento, que por ende nos indicaria
una mayor liberacion de exosomas, a pesar de que el volumen inicial de MC fue el mismo
para ambas lineas celulares, el nimero de células epiteliales (A549) (2x10° células) era
mucho mayor en cada caja T-75 debidas a su tamafio inferior al de un fibroblasto (NHLF)
(1X106 células).

Adicionalmente, al ser la linea celular tumoral, tiene la capacidad de una mayor
produccion de vesiculas extracelulares, en comparacion con una linea de células
normales (NHLF) (Kamikawaji et al., 2016).
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Tabla 1. Concentraciones promedio de proteinas obtenidas de la linea celular A549 por diferentes
métodos de purificacion de exosomas.

UcC 30 498.79 89.92
PPEG 30 176.67 26.73
Linea Celular A549
600
%

mUC
u PPEG

Concentracion de proteinas (ug/mL) Rendimiento (ug)

Figura 12. Gréfica de la concentracion de proteinas (pg/ml) y el rendimiento (ug) promedio obtenidos por
los métodos de purificacion de ultracentrifugacion (UC) y precipitacion por polietilenglicol (PPEG) de las
células de adenocarcinoma de pulmoén (A549). *: Diferencia Significativa
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Tabla 2. Concentraciones promedio de proteinas obtenidas de la linea celular NHLF por diferentes
métodos de purificacion de exosomas.

ucC 30 279.20 48.61

PPEG 30 221.50 40.20

Linea Celular NHLF

300 | ns

250

200

nUC
= PPEG

150

100

Concentracién de proteinas (ug/mL) Rendimiento (pg)

Figura 13. Gréfica de la concentracion de proteinas (ug/ml) y el rendimiento (ug) promedio obtenidos por
los métodos de purificacion de ultracentrifugacion (UC) y precipitacion por polietilenglicol (PPEG) de los
fibroblastos normales de pulmén humano (NHLF). ns: diferencia no significativa
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El western blot revel6 que, los pellets obtenidos al final de cada método de purificacion
de ambas lineas celulares se encontraban enriquecidos con los marcadores proteicos
CD81 y B-tubulina. Al observar las figuras 14 y 15 notamos que el marcador de superficie
CD8L1 se encuentra presente Unicamente para el método de UC, pero no en el método
de PPEG. Sin embargo, en el bandeo correspondiente al método PPEG perteneciente a
la linea celular NHLF se ve de manera tenue una ligera sombra de una banda (Fig. 15).
Cabe resaltar que el control de carga (B-actina) fue positivo para todos los casos
mostrados (Fig. 14-15), lo que nos indica la especificidad para el anticuerpo probado

para exosomas.

AS49
ucC PEG

L ane, - - B-actina

e CD81

Figura 14. Expresién del marcador proteico exosomal CD81 en la linea celular A549 detectada mediante
western blot.
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- CDa1

Figura 15. Expresion del marcador proteico exosomal CD81 en la linea celular NHLF detectada
mediante western blot.
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Finalmente, en el andlisis estadistico realizado mediante la prueba U de Mann Whitney
observamos que si existe una diferencia significativa (P<0.05) entre los métodos de
purificacion evaluados, donde el método por UC sigue siendo el mejor método de
purificacion de exosomas.

En la figura 16 observamos que para linea celular A549 el método de UC es mejor para
la purificacion de exosomas ya que existio una diferencia significativa entre ambos
métodos, con una P<0.05, esto debido a que la linea celular A549 es un tipo celular
epitelial cancerigena y la linea NHLF es una linea de fibroblastos normales, la cual tiene
una morfologia mayor a las células epiteliales. Por otro lado, en la figura 17
correspondiente a la linea celular NHLF no existe una diferencia significativa entre ambos
métodos de purificacion por lo que, no importa el método de purificacion que se use, sin
embargo, se obtiene una mayor concentracion por UC.

Con respecto a las graficas por método de purificacion observamos que la linea celular
A549 tiene mayor concentracion proteica que la linea celular NHLF por el método de UC
(Fig. 18), no obstante, al purificar mediante PPEG no existe diferencia significativa entre
la concentracion proteica exosomal obtenida de ambas lineas celulares (Fig.19).

La distribucion fue analizada mediante las pruebas de Shapiro Wilks para verificar la
normalidad. Las pruebas estadisticas usadas fueron U de Mann Whitney debido a la
distribucién muestral mediante el programa JASP y Statgraphics tomando como
significancia una P<0.05 y un intervalo de confianza del 95%.
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Figura 16. Concentracion proteica total exosomal obtenida de la linea celular A549, mediante los métodos
de purificacion PPEG y UC.

PPEG: Precipitacion por Polietilenglicol. UC: Ultracentrifugacion. *: P<0.05
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Figura 17. Concentracion proteica total exosomal obtenida de la linea celular NHLF, mediante los métodos
de purificacion PPEG y UC.
PPEG: Precipitacién por Polietilenglicol. UC: Ultracentrifugacion. ns: no significativo
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Figura 18. Concentracion proteica total exosomal obtenida mediante el método de UC de la linea celular
A549 y NHLF.
PPEG: Precipitacion por Polietilenglicol. UC: Ultracentrifugacion. *: P<0.05
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Figura 19. Concentracion proteica exosomal obtenida mediante el método de PPEG de la linea celular
A549 y NHLF.
PPEG: Precipitacién por Polietilenglicol. UC: Ultracentrifugacion. ns: no significativo
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Discusion de Resultados

Los exosomas han ido tomando gran importancia en el area médica, debido a sus
caracteristicas de comunicadores celulares, por lo que, contar con métodos de
purificacion que garanticen mantener la integridad y calidad de estas vesiculas, para
estudiar su funcion sigue siendo una tarea bajo investigacion. Es por esta razén que uno
de los objetivos de este trabajo fue evaluar dos lineas celulares, donde una de ellas es
cancerigena (A549), la cual demostré tener mayor capacidad en la produccion exosomas
(Croce et al., 1999; Foster et al., 1998), a diferencia de la linea celular de pulmén normal
(NHLF). Ya que como es bien sabido el cancer es un crecimiento incontrolable de células,
las cuales se comunican entre si mediante los exosomas, por lo tanto, existe una mayor
liberacidon de estas vesiculas (Bibaki et al., 2018; Goulet et al., 2018; Guo et al., 2017,
Kalluri, 2016; Milane et al., 2015; Zhang et al., 2020), sin embargo, en nuestro caso no
existié una diferencia significativa de acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis

estadistico (Fig. 19, 21) a excepcion del caso de UC (Fig. 20).

Ahora bien, para la garantizar la obtencion de los exosomas se deben cumplir con ciertos
criterios de aprobaciéon para ser considerados como puros de acuerdo con las guias
publicadas por Théry et al., 2018. Algunos de estos criterios son que al menos deben ser
positivos a 3 marcadores proteicos, asi como caracterizacion individual en este caso por
medio de MET. En nuestro trabajo no tuvimos la oportunidad de manejar tres anticuerpos
diferentes debido a los altos costos de cada uno. Sin embargo, los resultados en la MET,
nos dio la certeza de la pureza y calidad de los exosomas obtenidos.

Para la cuantificacion de la concentracion de los exosomas obtenidos se utilizd un kit
comercial, el cual nos revela el contenido de proteinas totales, y no el numero de
vesiculas. Si bien existen métodos que evalian el nimero de particulas (exosomas)
purificadas, como el analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA) (Grunt et al., 2020;
Livshts et al., 2015), a la fecha sigue siendo valido el reporte de concentracion total de
proteinas para hacer un analisis comparativo mas profundo (Greening et al., 2015; Jiao
et al., 2020).
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En la evaluacion de los marcadores de superficie nosotros solo utilizamos uno (CD81)
por cuestiones de economia. Sin embargo, de acuerdo con las guias MISEV, se deben
utilizar como minimo 3, y esto es debido a que a la fecha no existe un solo marcador que
se considere especifico para exosomas. De acuerdo con los resultados se puede
observar que el método de PPEG es mucho menos efectivo en cuanto a pureza y
rendimiento, en comparacion con el de UC. Una de las razones que puede explicar dicho
resultado es que en nuestro estudio solo probamos una concentracion de PEG (8%),
basandonos en estudios realizados por Lee et al.,, 2021 que nos indicaban que
concentraciones mayores al 10% inhiben la deteccion de marcadores proteicos
provocando también una disminucion de RNA y miRNAs. Pero, por otro lado, este mismo
autor menciona que la concentracion ideal fue del 5% para su experimento. Por lo que,

decidimos usar una concentracion intermedia.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la cuantificacién de proteinas, asi como en
el andlisis estadistico, determinamos que el método de purificacion mediante UC sigue
siendo el mas efectivo y confiable para la obtencion de una mayor cantidad de exosomas
(Fig. 16-19) con un valor de P<0.05 y un intervalo de confianza del 95%. Esto evidencia
claramente que se debe seguir optimizando el método de PPEG, ya que el polietilenglicol
gue se usa para este método es el reactivo base de los kits comerciales. Nuestra
propuesta, en base a la experiencia adquirida sobre el método de PPEG, es anular el
uso de cloruro de sodio, ya que de acuerdo con Weng et al., 2016 esto podria deteriorar
la capacidad del PEG en la red polimérica que forma. Y como ya fue mencionado, evaluar
diferentes concentraciones de PEG que se utiliza, porque concentraciones arriba del

10% deteriora la morfologia del exosoma, asi como su contenido segun Lee et al., 2021.

Finalmente, pero no menos importante, se deben de tomar en cuenta varias
consideraciones durante el desarrollo de ambas metodologias. Una de ellas que ya ha
sido reportada, es que el procedimiento deberia realizarse siempre por la misma
persona, sobre todo porque uno de los puntos criticos es la resuspension del “pellet”
obtenido en el paso final de cada método (Torres Crigna et al., 2021). El cual la mayoria

de las veces suele ser no visible, por lo que, hay que tener cierta técnica para su
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resuspension. Ademas, el tipo de rotor que se use para su proceso, el almacenamiento
y descongelamiento que se les dé a los exosomas antes de su uso, son otros de los

puntos clave a considerar (Théry et al., 2018).
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Conclusiones

Es de suma importancia como lo menciona la ISEV, que se busquen y estandaricen
nuevos métodos de purificacion para las vesiculas, especificamente los exosomas que
son poseedores de informacion de gran relevancia para varias enfermedades que no son
detectables mediante estudios de laboratorio existentes. En este trabajo se volvié a
comprobar que el método de purificacion mediante UC sigue siendo la mejor opcion para
la obtencién de exosomas, cabe destacar su adaptabilidad a cualquier fluido biolégico o
sobrenadante celular que se desee procesar. Por otro lado, el método de PPEG es una
buena alternativa, sin embargo, se deben seguir evaluando las variables antes
mencionadas para lograr un protocolo mas eficiente. Es importante mencionar que de
acuerdo con la literatura el método de UC sigue siendo el mas utilizado en comparacion

con los demas existentes (Konoshenko et al., 2018).
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