AAR
11} Facultad de Veterinaria
1542 Universidad Zaragoza

Trabajo Fin de Master en

Salud Global

Estudio comparativo de dos métodos de aislamiento de exosomas en plasma
humano para la busqueda de biomarcadores en sarcopenia

Comparative study of two methods for isolating exosomes in human plasma for
the research for biomarkers in sarcopenia

Autor/es

Paula Aparicio Berdejo

Director/es

Rosario Osta Pinzolas
Raquel Manzano Martinez

Facultad de Veterinaria
2020/2021




II.
I1I.

IV.

VL

VIL

VIIL
IX.

XI.

Indice

RESUITIENI. . .ottt e e Pag.
ADSITACT .t Pag.
INtrOdUCCION. ...\ Pag.
1.  Sarcopenia: Causas, Epidemiologia y Prevalencia, Consecuencias..... Pag.
2. Métodos clasicos para la deteccion y el diagnoéstico de la sarcopenia.. Pag.
3. Exosomas: Descripcion, Aplicaciones y Métodos de Aislamiento...... Pag.

4.  Cromatografia de Exclusion por Tamafio (Size-exclusion
Chromatography, SEC)........coiiiiiiiii e Pag.
JUSHIEICACION ...t e e e Pag.
L@ 10} 157 7 7oL Pag.
Metodologia ....o.vnei e Pag.
1.  Toma de muestras de plasma sanguineo.................coeveiveenenn.n. Pag.
2. Aislamiento de exosomas del plasma humano mediante SEC.......... Pag.
3. Ensayodeproteina BCA.........oooiiiiiiiiiii e Pag.
4.  Analisis protedmico mediante espectrometria de masas................. Pag.
5. Analisis bioinformatico de los resultados.................coooeiiiin L. Pag.
ResUItados. . ..ot Pag.
1.  Me¢étodo 1: SEC acoplado a ultrafiltracién tnica .......................... Pag.
2. Me¢étodo 2: SEC acoplado a doble ultrafiltracion........................... Pag.
3. Comparacién entre ambos metodos.........o.evveiiiiiiiiiiiiiieiinien.. Pag.
Discusion Pag.
(01071101 1D S 0 s 1T PP Pag.
CONCIUSIONS ...ttt ettt et e e e et e et et e et e et e e e e e e eeeaaeess Pag.
Bibliografia ........cooeii i e Pag.

AN W W NN

17
20
21
22
22
22
28
28
28
29
29
29
30
34
38
38
39



I. Resumen

La sarcopenia, la pérdida gradual y generalizada de la masa y funcién muscular con el
envejecimiento, es uno de los principales problemas de salud en personas mayores, dada su
alta prevalencia y enormes implicaciones clinicas y socioecondomicas.

El plasma sanguineo es una fuente minimamente invasiva para descubrir biomarcadores de
proteinas para el diagnostico, seguimiento y evaluacion de respuestas terapéuticas en
enfermedades. Centrar el analisis en los exosomas, un subtipo de vesiculas extracelulares
(VE) contenidas en el plasma, es una nueva posibilidad de diagndstico, que permite el
analisis de biomarcadores proteicos a pesar de la complejidad del plasma. Un tamafio y
morfologia similar dificultan la diferenciacion entre los exosomas y el resto de subtipos de
VE y proteinas plasmadticas. La bisqueda de un método adecuado que permita una buena
separacion de los subtipos de VE supone un importante paso para la utilizacion de los
mismos como biomarcadores.

El objetivo de este trabajo fue poner a punto un método de extraccion de exosomas de
plasma humano con la mayor pureza posible basado en la Cromatografia de Exclusion por
Tamafio (SEC) para, en un futuro, estudiar su aplicacion a la busqueda de biomarcadores
para la sarcopenia. Para ello, tras realizar dos métodos distintos, evaluamos las diferencias
en la abundancia de proteinas y la contaminacion de la muestra seglin la caracterizacion del
proteoma por espectrometria de masas (MS) y su comparacion con las bases de datos
existentes.

Los resultados muestran que la combinacién de SEC con el uso de dos filtros podria mejorar
significativamente la pureza y disminuir la contaminacidon en base al analisis del perfil
proteomico de los exosomas derivados de plasma aislados por este método dada la
disminucién de contaminantes comunes, como las lipoproteinas y las cadenas de

inmunoglobulinas.

II. Abstract

Sarcopenia, the gradual and generalised loss of muscle mass and function with ageing, is one
of the major health problems in older people, given its high prevalence and enormous clinical

and socio-economic implications.



Blood plasma is a minimally invasive source for discovering protein biomarkers for the
diagnosis, monitoring and evaluation of therapeutic responses in diseases. Focusing the
analysis on exosomes, a subtype of extracellular vesicles (EVs) contained in plasma, is a
new diagnostic possibility, allowing the analysis of protein biomarkers despite the
complexity of plasma. Similar size and morphology make it difficult to differentiate
exosomes from other EV subtypes and plasma proteins. The search for a suitable method
that allows a good separation of EV subtypes is an important step towards the use of EVs as
biomarkers.

The aim of this work was to develop a method for extracting exosomes from human plasma
with the highest possible purity based on SEC (Size Exclusion Chromatography) in order to,
in the future, study its application to the search for biomarkers for sarcopenia. To this end,
after performing two different methods, we evaluated the differences in protein abundance
and sample contamination according to the characterisation of the proteome by mass
spectrometry (MS) and its comparison with existing databases.

The results show that the combination of SEC with the use of two filters could significantly
improve purity and decrease contamination based on the analysis of the proteomic profile of
plasma-derived exosomes isolated by this method given the decrease of common

contaminants, such as lipoproteins and immunoglobulin chains.

II1. Introduccion

1. SARCOPENIA: CAUSAS, EPIDEMIOLOGIA Y PREVALENCIA,
CONSECUENCIAS

La sarcopenia es una enfermedad caracterizada por cambios degenerativos en el musculo
esquelético que se acumulan a lo largo de la vida del paciente y que se asocia al
envejecimiento. Se trata de un trastorno progresivo y generalizado donde destaca una
disminucién de la funcidn, masa, fuerza y cambios en la estructura muscular.

Es un problema importante de salud publica en la poblacion de edad avanzada debido a su
alta prevalencia y a las consecuencias que ocasionan tanto a los pacientes como a los
sistemas sanitarios (caidas, hospitalizaciones prolongadas, fracturas, pérdida de movilidad y

funcion fisica, calidad de vida reducida).



1. 1. CAUSAS
El proceso de envejecimiento humano conlleva una serie de cambios fisioldgicos en todos
los sistemas del organismo que se traducen en una pérdida progresiva de diferentes

funciones.

La senescencia celular es el proceso iniciado como respuesta al estrés y dano ocurrido en
una cé¢lula, que constituye una ruta alternativa de respuesta a la muerte celular programada y
que es de vital importancia pues impide la proliferacion de células con riesgo de
transformacion neoplésica. La acumulacion de células senescentes relacionada con la edad
favorece el envejecimiento, al menos en parte, debido al fenotipo secretor asociado a la
senescencia (SASP), que incluye cambios en la secrecion de multiples moléculas orgénicas.
La disminucidon de sefiales anabdlicas hormonales (hormona del crecimiento, hormonas
sexuales como la testosterona y los estrogenos, la hormona tiroidea o el factor de crecimiento
insulinico tipo 1) contribuye a la pérdida de masa y fuerza muscular (Dennison, Sayer y
Cooper, 2017). Esta pérdida es acrecentada por un aumento de sefiales catabolicas mediadas,
entre otros, por los procesos de inflamacion cronica presentes durante el envejecimiento,
como las citocinas proinflamatorias, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o la

interleucina-6 (IL-6) (Bistrian, 2007).

Otro de los cambios es el que se produce en la composicidon corporal y que se caracteriza por
una disminucién de la masa muscular junto con un incremento paralelo de la masa grasa. El
desgaste, pérdida o disminucion del musculo esquelético, conocido con el término “atrofia”
conlleva una pérdida de fuerza muscular. En este trastorno también influyen otros procesos
celulares y moleculares a nivel de las fibras. Podemos citar la disfuncion de las células madre
musculares (células satélite), la transformacion de las fibras de tipo II (de contraccion rapida)
a tipo I (de contraccién lenta) o la disminucién en las motoneuronas (Verdijk et al., 2007;

Miljkovic et al., 2015; Ciciliot, et al., 2013).

En el desarrollo de la sarcopenia intervienen multiples factores que, con diferente intensidad,
modulan su evolucion. Son las denominadas causas secundarias o factores de riesgo. Entre

estos factores podeos citar la falta de ejercicio, un estilo de vida sedentario, una ingesta



insuficiente de proteinas o la deficiencia de Vitamina D (Steffl et al, 2017; Bauer et al., 2013;

Deutz et al., 2014; Dennison, Sayer y Cooper, 2017).

Otros factores que influyen en el desarrollo de la enfermedad son las enfermedades cronicas
asociadas con una pérdida acelerada de masa y fuerza muscular, bien por efecto inflamatorio
directo, malnutricion, disminucién en la capilaridad muscular, alteraciones en el aporte
capilar de O2 o por alteraciones de la funcidon mitocondrial. Podemos citar la enfermedad
obstructiva cronica (Gea et al., 2015), la insuficiencia cardiaca (Duscha et al., 2008),
enfermedades endocrinas como la diabetes y las enfermedades inflamatorias o neoplasias

(Dennison, Sayer y Cooper, 2017).

1. 2. EPIDEMIOLOGIA Y PREVALENCIA

El progresivo envejecimiento poblacional de nuestra sociedad a lo largo del ltimo siglo se
traduce en un incremento del nimero de personas ancianas, con un incremento cada vez
mayor de las personas muy mayores. Estos cambios demograficos hacen que la sarcopenia
sea un problema de salud global cada vez mayor.

Incluso con una estimacion conservadora de la prevalencia, la sarcopenia afecta a mas de 50
millones de personas en la actualidad y afectard a mas de 200 millones en los proximos 40
afios. Se estima que en 2045 habra entre 18 y 32 millones de personas padeciendo este

sindrome en Europa (Ethgen et al., 2017).

La edad por si misma influye en la prevalencia de sarcopenia, pues como ya se ha comentado,
los procesos degenerativos en la masa muscular y la disminucion de fibras son inherentes al
envejecimiento. Estudios han demostrado que a partir de los 50 afios la masa muscular
disminuye entre un 1-2 % anualmente y la fuerza muscular lo hace entre un 1,5-3% a partir
de los 60 afios, acentuandose a partir de los 65-70 afios (Morley, 2008).

Dependiendo de los estudios publicados, la prevalencia de la sarcopenia en personas de 60
a 70 afios se encuentra entre el 5 y 13%, mientras que en personas mayores de 80 afios puede
alcanzar el 50% (Morley, 2008). Segtn las fuentes consultadas los datos de prevalencia

pueden variar, esto es debido a que actualmente no existe un tnico método unificado y



estandarizado para diagnosticar la sarcopenia, siendo deseable poder unificar criterios

objetivos para su diagndstico.

1. 3. CONSECUENCIAS SOCIOECONOMICAS
Las consecuencias sobre la salud en el anciano derivadas de la presencia de sarcopenia
engloban una disminucion de la capacidad funcional, con el consecuente desarrollo de
discapacidad secundaria, que contribuye de manera decisiva en la pérdida de independencia
funcional y al desarrollo del denominado sindrome de fragilidad. La sarcopenia aumenta el
riesgo de caidas y fracturas y conduce a trastornos de movilidad y deterioro cognitivo. El
riesgo de mortalidad es 3,6 veces superior en los sujetos que sufren la enfermedad en
comparacion con los que no la tienen, incrementandose esta asociacion en sujetos mayores
de 79 afios (Beaudart et al., 2017). Ademads, aumenta el riesgo de hospitalizacion y también

el coste de la atencion durante la hospitalizacion (Cawthon et al., 2017).

Un estudio de 2017 inform¢é de que, entre los adultos mayores hospitalizados, aquellos con
sarcopenia al ingreso tenian 5 veces mas de probabilidades de tener costos hospitalarios mas
altos que aquellos sin sarcopenia (Antunes et al., 2017). En un estudio de 2019 en Estados
Unidos se estimd que el costo total derivado de las hospitalizaciones en personas con
sarcopenia fue de 40,4 mil millones de dolares (Goates et al., 2019).

A pesar de haber logrado un mejor conocimiento sobre la sarcopenia, todavia no se ha
alcanzado la comprension total de sus consecuencias sobre la salud publica, y

especificamente la carga econdmica de la enfermedad.

2. METODOS CLASICOS PARA LA DETECCION Y EL DIAGNOSTICO DE LA
SARCOPENIA

La ausencia de una definicion operativa unificada de la sarcopenia ha obstaculizado su pleno

reconocimiento y diagnostico por parte de los profesionales sanitarios e investigadores.

En la préctica clinica, la busqueda de casos puede comenzar cuando un paciente informa de

sintomas o signos caracteristicos, como, por ejemplo, caidas, sensacion de debilidad,

velocidad lenta para caminar, o dificultad para levantarse de una silla.



Para intentar solucionar este problema, en 2018 el EWGSOP (European Working Group on
Sarcopenia in Older People) acordé y disefid un algoritmo con una serie de herramientas
para la busqueda de casos, diagnostico y cuantificacion de la gravedad de la misma en la

practica clinica y en la investigacion (Cruz-Jentoft et al., 2019).

En primer lugar, se sefiald la fuerza muscular baja como criterio diagnostico principal de
la sarcopenia. La medicion de la Fuerza de agarre / prension mediante dinamometro o Prueba
de sentarse y levantarse de una silla son métodos muy usados para evaluar la fuerza muscular
y diagnosticarla, ya que se trata de pruebas sencillas, rapidas, econdémicas y realizables en
entornos con pocos instrumentos técnicos como por ejemplo las residencias o las clinicas

ambulatorias.

Por otro lado, la deteccion de una baja masa muscular también es usada para confirmar el
diagnéstico. La Resonancia Magnética (RMN) y la Tomografia Axial Computarizada (TAC)
se consideran los estandares de oro para la evaluacion no invasiva de la masa muscular
debido a su gran precision para separar la grasa de otros tejidos blandos. Sin embargo, estas
herramientas de imagen no se utilizan habitualmente en la préctica clinica debido a su
elevado coste, la complejidad técnica, el acceso limitado al equipo por su falta de
portabilidad y las preocupaciones sobre la exposicion a la radiacion (TAC).

Otra forma de medir la baja masa muscular es la Absorciometria dual de rayos X (Dual-
energy X-ray absorptiometry, DEXA), una opcion generalmente bien aceptada, ya que es mas
econdomico que la RMN y el TAC. Expone al paciente a una dosis de radiacion muy pequeia,
ademas de ser rapida y no invasiva.

Por ultimo, recientemente el Andlisis de Impedancia Bioeléctrica (Bioelectrical Impedance
Analysis, BIA) ha crecido en importancia. Este método proporciona una estimacion de la
masa muscular esquelética basada en la conductividad eléctrica de todo el cuerpo. El BIA es
una prueba economica, facil de usar, facilmente reproducible y portatil, por lo que resulta

especialmente util en pacientes ambulatorios y encamados.

Finalmente, el rendimiento fisico se utiliza como indicativo de severidad y para la

prediccion de resultados adversos. Se trata de un concepto multidimensional que no solo



involucra los musculos, sino también la funcidén nerviosa central y periférica, incluido el
equilibrio. La Velocidad de la marcha en un tramo de 4 metros o la Serie corta de rendimiento
fisico (Short Physical Performance Battery, SPPB) son ejemplos de pruebas que se usan

para evaluar el rendimiento.

Todas estas pruebas y herramientas permiten la caracterizacion de la sarcopenia en la
practica y en la investigacion. Sin embargo, estos métodos solo son eficaces tras el inicio o
la progresion de la enfermedad (por ejemplo, tras el comienzo de la pérdida de masa
muscular o discapacidad de movilidad). Ademads, los aparatos y las personas formadas para
medir estos parametros suelen encontrarse en hospitales y no en los centros de salud o
residencias por lo que los ancianos han de desplazarse.

Otro inconveniente es que no siempre es posible utilizar algunos de estos métodos, por
ejemplo, en pacientes afectados por demencia, trastornos de la marcha, problemas articulares
o déficits neurologicos, de alta prevalencia en la poblacién con sarcopenia. Todos estos
inconvenientes han dado lugar a que la sarcopenia se haya infradiagnosticado y tratado de

manera insuficiente hasta la actualidad.

Por tanto, surge la necesidad de investigar y desarrollar nuevos métodos diagndsticos para
la enfermedad que sean sensibles, especificos y de facil realizacion y medicion en centros
de salud o residencias, que no necesiten personal ni infraestructuras muy especializadas y
costosas. Para su uso en la practica, las técnicas estudiadas deben ser rentables,
estandarizadas y repetibles por los profesionales, ademds de estar probada su validez,

fiabilidad y precision.

Es necesario el desarrollo y validacion de un panel de multiples biomarcadores, incluidos
los posibles marcadores séricos y marcadores tisulares, que reflejen los procesos
fisiopatologicos directa y/o indirectamente vinculados al complejo envejecimiento muscular
y sus consecuencias. Esta idea se presenta como una posibilidad de ser una forma fécil y
rentable de estratificar el riesgo de sarcopenia, facilitar la identificacion y diagndstico y
monitorizar la efectividad de un posible tratamiento en una amplia variedad de entornos

clinicos y en diferentes poblaciones de pacientes. Es evidente que la falta de una definicién



univoca para la sarcopenia y su compleja fisiopatologia subyacente hacen que el desarrollo

de marcadores bioldgicos para esta afeccion sea extremadamente desafiante.

Con el desarrollo de las ciencias “-0micas”, muchos investigadores han utilizado estos
métodos para la identificacion de biomarcadores fiables. Entre las muchas plataformas
Omicas disponibles, algunas de las mas comunes en uso incluyen la gendmica, la
epigendmica, la transcriptomica, la metabolomica o la protedmica. En este sentido, cabe
destacar en particular los avances en los campos de la gendmica y la transcriptomica

relacionados con el envejecimiento.

Mediante técnicas gendmicas, se ha propuesto una asociacion entre las variantes alélicas en
el gen de la miostatina y la diferencia interindividual en la pérdida de masa muscular con el
envejecimiento (Corsi et al., 2002). Mas recientemente un estudio demostrd que los que los
ratones “knockout” para la miostatina exhiben un aumento de la masa muscular debido tanto
a la hipertrofia como a la hiperplasia en comparacion con los ratones de tipo salvaje (Shan

etal., 2017).

En el campo de la transcriptomica, los estudios se centran en encontrar microARN (miARN)),
pequeiias moléculas de ARN que no codifican proteinas y que regulan la expresion génica a
nivel postranscripcional, que medien en los mecanismos epigenéticos relacionados con el
envejecimiento inflamatorio, la atrofia muscular y el dafio mitocondrial (Rusanova et al.,
2019). Un estudio encontré6 8 miARN derivados de exosomas aumentados en individuos
fragiles, incluidos miR-10a-3p, miR-92a-3p, miR-185-3p, miR-194-5p, miR-326, miR-532-
5p, miR-576-5p y miR-760 (Ipson et al., 2018). Los estudios realizados hasta el momento
para la blisqueda de biomarcadores séricos en sarcopenia no son muy NumMerosos.
Recientemente, un estudio demostré que pacientes sarcopénicos tienen un conjunto de
miARN desregulados entre los que destacan miR-181a, miR-434-3p, miR-431, miR-29 y
miR-126. Curiosamente, se ha descubierto que estos biomarcadores participan en la
apoptosis, la senescencia y la sefializacion del factor de crecimiento insulinico tipo 1 en

células musculares envejecidas (Kinser y Pincus, 2020).



En el campo de la protedmica, el estudio de las vesiculas extracelulares y los exosomas se
alza como una de las estrategias futuras de busqueda de biomarcadores mas prometedoras
en muchas enfermedades, incluida la sarcopenia.

Estudios recientes indican que las vesiculas extracelulares desempefian un papel importante
en muchos aspectos del envejecimiento y son importantes mediadores de los efectos de las
células senescentes en su microentorno. Un estudio de 2020 que caracterizé la composicion
de los exosomas plasmaticos liberados por las células senescentes (eSASP) revel6 un
subconjunto de proteinas elevadas en todas las muestras analizadas. Sus andlisis
identificaron varios biomarcadores candidatos de senescencia celular en el plasma humano,
entre ellos el factor de crecimiento/diferenciacion 15 (GDF15), la estanniocalcina 1 (STC1)
y los inhibidores de la serina proteasa (SERPINs) (Basisty et al., 2020). Otro estudio de 2018
observd que las vesiculas extracelulares secretadas por las células senescentes pueden
promover la proliferacion de las células cancerosas y la inflamacién, y también podrian

afectar a la regulacion de los telomeros (Takasugi, 2018).

Asi pues, las VE y particularmente los exosomas, representan una herramienta unica para
estudiar la compleja red de mecanismos involucrados en el envejecimiento y sus
enfermedades asociadas, como puede ser la sarcopenia, permitiendo la identificacion de
biomarcadores especificos y permitiendo el disefio de estrategias de tratamiento
personalizadas. Es por ello que esta linea de investigacion constituye el tema principal de

este trabajo.

3. EXOSOMAS
3. 1. DESCRIPCION Y APLICACIONES

Las Vesiculas Extracelulares (VE) se clasifican en tres tipos principales segin su origen,
densidad, expresion de marcadores y/o tamafio (Fig. 1). En primer lugar, los cuerpos
apoptdticos que son liberados por la formacion de ampollas en una membrana celular
apoptdtica (500 a 5000 nm). Las segundas son las microvesiculas que se desprenden de la
gemacion hacia afuera de la membrana plasmatica (100-1000 nm). Por Gltimo, encontramos
los exosomas, que tienen una longitud entre los 30 y 150 nm de diametro aproximadamente.

Se forman cuando los cuerpos multivesiculares, endosomas intracelulares formados por
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gemacion hacia el interior, se fusionan con la membrana plasmadtica, lo que permite la
liberacion de su contenido al medio extracelular. Tienen una membrana lipidica y pueden
contener diversos tipos de moléculas orgénicas tales como proteinas, diferentes clases de

acidos nucleicos como los microARNS, o lipidos (Théry, Zitvogel y Amigorena, 2002).

Los exosomas son producidos por practicamente todos los tipos celulares y una vez
secretados se distribuyen en los diversos fluidos corporales (sangre, orina, saliva, liquido
sinovial, bilis, liquido cefalorraquideo, liquido amnidtico, leche materna, plasma seminal y
secreciones nasales) de manera periférica. Transportan moléculas que son controladores
vitales de los datos intracelulares y permiten la comunicacion entre células, llevando
informacion de un lugar a otro, ensefiando a las células cuando y coémo funcionar y
reaccionar (Théry, Zitvogel y Amigorena, 2002). Ademads, estas vesiculas estarian
relacionadas con distintos procesos celulares, tanto de proliferacion, toxicidad y control de
la actividad celular (Rong et al., 2020). Sin embargo, los mecanismos exactos por los cuales
estas vesiculas son capaces de controlar las diferentes respuestas no se conocen todavia con

claridad y deben examinarse mas a fondo en estudios futuros.

s
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FIGURA 1 | Ilustracién esquematica de la biogénesis de vesiculas extracelulares y subpoblaciones.
Abreviaciones: Cuerpos Apoptoticos (AB); Microvesiculas (MV); Exosomas (EXO); Cuerpo
Multivesicular (MVB). (Sidhom y Saleem, 2020)
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Curiosamente, el contenido de los exosomas refleja condiciones especificas de las células
que los produce, pudiendo cambiar segun su estado fisiologico, por ejemplo, en el curso de
una patologia (Denzer et al., 2000). Por lo tanto, el analisis del contenido de los exosomas
podria evidenciar los eventos que estan ocurriendo en su célula progenitora. Este hecho hace
que en los ultimos anos los exosomas se hayan anunciado como candidatos muy interesantes
para su utilizacion como biomarcadores, presentandose como una posible estrategia de
investigacion en el diagnostico y tratamiento de diversas enfermedades, incluido en la
sarcopenia, ya que se ha demostrado que estan relacionados con la fisiologia de los 6rganos.
Entre ellas podemos citar la enfermedad de Pérkinson, en la que los exosomas pueden
presentar un avance terapéutico al transportar farmacos a través de la barrera
hematoencefalica (Qu et al., 2018); la lesion renal inducida por sepsis, en la se demostro el
papel renoprotector de ciertas proteinas exosomales y su posible uso terapéutico (Pan et al.,
2019); el infarto de miocardio, donde los exosomas liberados de parches de musculo cardiaco
humano parecen tener propiedades citoprotectoras que mejoran la supervivencia de los
cardiomiocitos (Gao et al., 2018) y diversos canceres, en los que se sugiere un papel
considerable de los exosomas para la modulacion del inicio del céncer, la progresion y la

metastasis (Kahroba et al., 2019).

Con respecto al musculo esquelético, un estudio de 2015 demostr6 que los exosomas actiian
como mediadores de los efectos beneficiosos tras el ejercicio en el musculo. Se observé que
los exosomas aumentaron significativamente inmediatamente después de la sesion intensiva
de ciclismo y vuelven a caer durante los siguientes 90 minutos en reposo. Los exosomas
secretados entregan moléculas de senal especificas, incluidos factores de crecimiento
miogénicos, como el factor de crecimiento insulinico tipo 1, el factor de crecimiento de
fibroblastos 2 y el factor de crecimiento de hepatocitos (Friihbeis et al., 2015).

Este fenomeno se observd también en un estudio en 2020, donde los niveles de exosomas
aumentaron durante el ejercicio, con los niveles més altos en el pico de ejercicio en todas las
subclases de vesiculas extracelulares analizadas (Brahmer et al., 2020). Estos autores
concluyeron que multiples tipos de células asociadas al sistema circulatorio contribuyen a
un conjunto de vesiculas heterogéneas liberadas durante el ejercicio, que pueden estar

implicados en los mecanismos de sefializacion relacionados con el ejercicio. Por lo tanto, la
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identificacion de sus mecanismos de sefializacion, asociados a los beneficios adaptativos del
ejercicio, puede traducirse en futuras aplicaciones diagndsticas y terapéuticas basadas en

estas vesiculas.

Otro estudio realizado en 2016 demostré6 que los exosomas derivados de los mioblastos
esqueléticos humanos pueden desencadenar la miogénesis de las células madre,
proporcionando sefales bioquimicas importantes para la regeneracion muscular y que los
exosomas derivados de la proteina del suero de leche aumentaban la sintesis e hipertrofia de

proteinas musculares “in vitro” (Choi et al., 2016).

En este sentido, estudios muy recientes ya han demostrado la aplicabilidad terapéutica y
paliativa de los exosomas en enfermedades musculares. En 2021 el estudio de Leng et al.
evidencid que los exosomas pueden provocar mejoras funcionales en ratones con Distrofia
muscular de Duchenne gracias a la mejora de la integridad de la membrana muscular. Sus
resultados mostraron que la administracion sistémica de exosomas de diferentes fuentes
(particularmente los exosomas derivados de los miotubos) indujo el rescate fenotipico,
mejoras funcionales y mitigd la progresion patoldogica del musculo, estabilizando la
membrana muscular dafiada en ratones distréficos sin toxicidad detectable (Leng et al.,

2021).

Todos estos resultados resultan muy esperanzadores y por todo ello, los exosomas se alzan
como una de las estrategias futuras mds prometedoras de investigacion de muchas

enfermedades musculares, entre ellas la sarcopenia.

3.2. METODOS DE AISLAMIENTO DE EXOSOMAS
Para el estudio de estas moléculas es necesario, en primer lugar, conseguir aislarlas y
diferenciarlas del resto de subpoblaciones de VE que se encuentran en el fluido o tejido
bioldgico. Los exosomas pueden compartir tamafio y densidad similares con el resto de VE,
como las microvesiculas o los cuerpos apoptéticos, lo que hace desafiante su distincion de
las mismas. Ademas, si trabajamos con muestras de plasma debemos tener en cuenta que

otros componentes del mismo, como diversos tipos de lipoproteinas y albuminas, tienen
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también tamafios y densidades similares con los exosomas, lo que complica su aislamiento
selectivo basado en estos parametros (Mathieu et al., 2019). Por lo tanto, estos componentes
plasmaticos deben tratarse como contaminantes en términos de estudios orientados al
aislamiento selectivo de exosomas (Smolarz et al., 2019). La albamina, las lipoproteinas
(Apo-E, Apo-L1, Apo-Al, Apo-A2, etc) y los fragmentos de anticuerpos IgG son las
contaminaciones mas comunes en el analisis protedémico de exosomas en plasma (Wei et al.,

2020).

Para que un aislado de vesiculas extracelulares pueda emplearse para el descubrimiento de
biomarcadores, el método de aislamiento debe garantizar una abundancia adecuada y una
baja contaminacion con otros tipos de moléculas. Ademas, las tecnologias de aislamiento y
purificacion deben ser escalables, automatizadas y selectivas para subpoblaciones
especificas y capaces de ser aplicables a fluidos bioldgicos complejos. En el caso de los
exosomas, el aislamiento reproducible de exosomas intactos, bioldgicamente activos, con
alta eficiencia y sin impurezas a partir de matrices tan complejas como el plasma es un
desafio técnico objeto de constante debate.

Como se ha comentado anteriormente, uno de los principales problemas en el aislamiento
de exosomas a partir de muestras sanguineas es la contaminacion por lipoproteinas y otras
proteinas como la albumina. Otro punto importante es la preservacion de la integridad,

funcionalidad e identidad exosOmicas.

Las técnicas utilizadas para el aislamiento de exosomas, incluyen la ultracentrifugacion
(UC), la ultrafiltracion (UF), la precipitacion basada en polietilenglicol (PEG), la
precipitacion, la captura por inmunoafinidad (IA) y la Cromatografia de Exclusion por
Tamafio (SEC). La microfluidica es una técnica emergente que utiliza chips con unién
mediada por anticuerpos especificos para capturar exosomas de manera eficiente.

Por otro lado, otra posibilidad son los métodos combinados de varios pasos que a menudo
son la mejor opcidn para el aislamiento de vesiculas extracelulares, ya que el origen diverso,
la naturaleza compleja y la heterogeneidad de las subpoblaciones requieren enfoques de

aislamiento sofisticados.
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Un analisis sistematico de la bibliografia demostré que el 90% de los estudios sobre
aislamiento de VE realizados antes de 2015 utilizaron la ultracentrifugacion, seguido del uso
de reactivos comerciales, la captura por inmunoafinidad y la ultrafiltracion (Gudbergsson et

al., 2016).

En esta ultima parte se realizard una descripcion de cada una de las técnicas de forma

detallada.

La ultracentrifugacién (UC) se basa en la separacion de subpoblaciones de VE a través de
tasas de aceleracion gradualmente mas altas. En la ultracentrifugacion se alcanzan
velocidades de hasta 200.000g por lo que se requiere de un equipo centrifugo muy potente y
costoso que muchas veces solo estd disponible en centros especializados. Ademas, los
protocolos son largos en el tiempo, pues las muestras se someten a varios ciclos de
centrifugaciones a distintas velocidades, durando alguno de ellos hasta 14 horas
(dependiendo del protocolo).

Debido a las altas velocidades, la preservacion de la integridad, funcionalidad e identidad
exosomicas se puede poner en compromiso, ya que los exosomas aislados sufren altas
fuerzas de cizallamiento que pueden romper o dafar las moléculas de la superficie de las
vesiculas aisladas. La pérdida de integridad en la superficie del exosoma a su vez afecta su
funcionalidad: los exosomas derivados de UC pueden ser ineficaces para unirse o activar
otras células, interrumpiendo asi el mensaje que de otro modo comunicarian.

Otro inconveniente asociado con el aislamiento exosoémico basado en UC es la agregacion y
cambios morfoldgicos en las vesiculas extraidas. La centrifugacion a altas velocidades puede
formar agregados de VE heterogéneos, variables tanto en tamafio como en numero de
vesiculas, lo que puede disminuir la eficiencia del aislamiento (Taylor y Shah, 2015).
Finalmente, la albumina es comtn en los aislados basados en centrifugacion, debido a la
incapacidad de esta técnica para eliminar por completo las proteinas plasmaticas muy

abundantes (Abramowicz, Widlak y Pietrowska, 2016).

La ultrafiltracion (UF) se basa en el uso de un filtro de tamafio de poro especifico

(molecular weight cut-off, MWCO), que varia de 10 a 300 kDa para la mayoria de los
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estudios, que crea un filtrado rico en vesiculas para el tamafio deseado. La ultrafiltracion es
una técnica relativamente simple y facil de usar que ofrece un aislamiento de VE mas rapido
y sencillo que con la UC. La ultrafiltracion no requiere de ningun equipo especial,
simplemente son necesarios el filtro de tamafio de poro deseado y una centrifuga comun.

Sin embargo, como sucede en la UC, en este método también encontramos contaminacion
con péptidos humorales libres no exosémicos como la alfa-1-antitripsina y la albumina.
Ademas, en los aislados obtenidos mediante esta técnica encontramos una baja cantidad de
proteinas exosomales y un rendimiento y pureza de exosomas menor al de otras técnicas
como la UC (Konoshenko et al., 2018). Esto se debe probablemente a la interaccion entre
las vesiculas y las membranas, que actian como una superficie de unién para los exosomas
y las proteinas en la solucion, creando agregados y bloqueando efectivamente los poros.
Ademas, diversos estudios también informan de cambios morfologicos y deformacion de

vesiculas en las muestras aisladas por ultrafiltracion (Taylor y Shah, 2015; Lobb et al., 2015).

La precipitacion basada en polietilenglicol (PEG) utiliza una soluciéon acuosa de
polietilenglicol que crea un agregado de una gran cantidad de vesiculas atrapadas en este
polimero, que luego pueden precipitarse mediante centrifugacion a baja velocidad.

Si bien es una técnica relativamente rapida, sencilla y poco costosa, en la PEG la pureza y la
especificidad se pierden en gran medida debido a la coprecipitacion de proteinas solubles no
exosomales. Ademas de los exosomas, en las muestras aisladas por esta técnica se encuentran
normalmente proteinas no exosomales, inmunoglobulinas, particulas virales, complejos

inmunes y otros contaminantes (Konoshenko et al., 2018).

La captura por inmunoafinidad (IA) utiliza anticuerpos dirigidos contra las proteinas de
la superficie exosdmica para aislar una poblacion de vesiculas especificas.

Este método presenta como ventaja que el aislado los exosomas serd de mayor pureza. Sin
embargo, esto sucede a costa de reducir el rendimiento exosdémico, ya que con los
anticuerpos especificos se selecciona un subconjunto de vesiculas que puede no ser
representativo de todos los exosomas. En general, la captura de inmunidad es uno de los
métodos mas costosos de aislamiento de exosomas. Ademads, es necesario un gran volumen

de muestra, lo que puede limitar su uso a investigaciones con un tamafio de muestra pequefio
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o combinado con otras técnicas para aumentar la pureza de los exosomas aislados y, por
consiguiente, suponer una barrera para cualquier uso clinico potencial (Sidhom, Obi y

Saleem, 2020).

Con la microfluidica obtenemos un alto nivel de pureza y especificidad del sedimento
exosomico resultante mediante un procesamiento eficiente y rapido (Chen et al., 2010). Sin
embargo, su elevado coste, complejidad y la necesidad de un equipamiento especializado

reduce su aplicabilidad en la practica.

Cada uno de estos métodos tienen grandes ventajas, pero también presentan numerosos
inconvenientes. Estas deficiencias pueden contribuir a conclusiones erroneas relacionadas

con las caracteristicas biofisicas y la funcionalidad de los exosomas aislados.

4. CROMATOGRAFIiA DE EXCLUSION POR TAMANO (SIZE-EXCLUSION
CHROMATOGRAPHY, SEC)
Debido a que esta es la técnica utilizada en este estudio, se ha considerado importante el

describirla en un apartado independiente.

La Cromatografia de Exclusion por Tamano (Size-exclusion Chromatography, SEC) es una
técnica relativamente novedosa que se utiliza para la separaciéon de macromoléculas en
funcion de su tamafio molecular o volimenes hidrodinamicos. La técnica utiliza un biofluido
de partida como fase movil y un polimero de filtracion en gel poroso como fase estacionaria
(Mori y Barth, 1999). La naturaleza de la fase estacionaria permite la elucion diferencial de
las moléculas con una relacion de velocidad inversa a su tamafio: las particulas mas grandes
eluyen primero, luego las vesiculas mas pequefias y luego las proteinas no unidas a la
membrana. Esto se debe a que cuanto mas grande sea la particula, menos poros podra
atravesar y, por lo tanto, atravesara un camino mas corto hasta el final de la columna, lo que
harad que eluya mas rapido en comparacion con las vesiculas mas pequefias (Mori y Barth,

1999).
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El primer esbozo funcional detrds de este sistema se remonta a 1955, cuando Lindqvist y
Storgards lo utilizaron para la separacion de péptidos de aminoécidos (Lindqvist y Storgérds,
1955). En 2014, esta técnica se adapto a un sistema de aislamiento de exosomas en un solo
paso a partir de fluidos bioldgicos (Coumans et al., 2014). En los ultimos afios la SEC se ha
utilizado para el aislamiento de VE a partir de una gran variedad de matrices de muestras de
procariotas y eucariotas, incluidas muestras derivadas de cultivos celulares, muestras de
plasma y suero (Baranyai et al., 2015), orina (Guan et al, 2020), leche (Vaswani et al., 2019),
saliva (Aqrawi et al., 2019), lavado nasal (Bartel et al., 2020), liquido sinovial (Foers et al.,
2018) o liquido cefalorraquideo (Prieto-Fernandez et al., 2019).

La fase estacionaria o la columna de cromatografia se pueden rellenar con varios polimeros
en gel que incluyen dextranos reticulados (Sephadex), agarosa (Sepharose), poliacrilamida

(Biogel P) o alildextrano (Sephacryl).

Las vesiculas mas pequeias, supuestamente enriquecidas con exosomas, se eluyen después
de que las particulas mas grandes hayan pasado. Una vez capturados los exosomas, las
ultimas fracciones obtenidas se concentran con proteinas no exosomales, mayoritariamente

albumina.

La UC y precipitacion con agentes quimicos se basan Unicamente en la diferencia de
densidad de las particulas, por lo que las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y los VE que
compartan un rango de densidad similar con los exosomas se aislaran conjuntamente,
contaminando el aislado (Yuana et al., 2014). La SEC, sin embargo, tiene en cuenta tanto la
densidad como el tamafio de las particulas, por lo que eliminaremos aquellas particulas que
a pesar de tener densidades similares tienen distinto tamafio. Por tanto, la SEC separa las
vesiculas pequenas de las vesiculas grandes, ademas de eliminar la contaminacion de las
proteinas solubles no unidas al exosoma, lo que da como resultado un sistema de
recuperacion de exosomas comparativamente mas puro que las técnicas mds usadas

actualmente (Baranyai et al., 2015).
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Ademas de su especificidad, es eficiente, con un tiempo medio de procesamiento menos al
de otras técnicas. La mayoria de las tecnologias actuales requieren mucho tiempo y un

trabajo manual tedioso.

Ademas, SEC evita otro inconveniente asociado con el aislamiento exosomico basado en
UC: la agregacién y cambios morfologicos en las vesiculas extraidas. Las preparaciones
exosomicas aisladas mediante esta técnica tienen una integridad superior (Mol et al., 2017),
probablemente porque se basa en el uso de la gravedad en lugar de la fuerza pura como
técnica de aislamiento. Los exosomas aislados también mantienen sus caracteristicas

vesiculares adecuadas, al contrario que con la UC (Sidhom y Saleem, 2020).

Uno de sus inconvenientes es el menor rendimiento total de los exosomas aislados respecto
al de otras técnicas, si bien puede compensarse con un mayor volumen de biofluidos de

partida (Guerreiro et al., 2018).

Es importante sefialar que SEC tiene dificultad para diferenciar entre exosomas y
microvesiculas del mismo tamafo, como ciertas lipoproteinas (Mori y Barth, 1999). Se usa
comunmente para aislar poblaciones heterogéneas de VE, mientras que la separacion de
distintas subpoblaciones de VE sigue siendo un desafio debido a la resolucion limitada.
Cuando es importante abordar la identificacion del subtipo de VE, se recomienda combinarla

con otros métodos de aislamiento.

La SEC se ha utilizado ampliamente en combinacidn con la micro o ultrafiltracion para aislar
los VE de los medios de cultivo celular, la orina, el liquido de lavado broncoalveolar, suero
y plasma, logrando una mayor pureza y selectividad que con las técnicas por separado
(Guerreiro et al., 2018; Corso et al., 2017; Parimon et al., 2018; Tataruch-Weinert et al.,
2016; Diaz et al., 20218).

La ultrafiltracion utiliza la centrifugacion para purificar y concentrar las vesiculas utilizando
una membrana de celulosa. Los exosomas quedan retenidos por encima del filtro, mientras
que las impurezas mas pequefias y otras proteinas pasan a través de la membrana. Los filtros

de membrana comerciales disponibles actualmente tienen poros de varios didmetros con un
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rango estrecho de distribucion del tamaiio de los poros, lo que simplifica el aislamiento de

las particulas con un tamafo especifico.

La ultrafiltracion resulta muy util tras la SEC, donde se obtiene un numero variable de
fracciones con un volumen que varia de 2ml a 500 pl dependiendo de la columna utilizada.
Estos volumenes pueden resultar demasiado grandes para su utilizacion en pruebas
posteriores, mas aun cuando se requiere mezclar varias fracciones. Es por ello, que en la
mayoria de trabajos se incorpora una concentracion de las fracciones posterior al aislamiento
de los exosomas purificados con filtros de pequefio tamaio de poro (entre 3y 10 kDa) (Corso
etal., 2017; Diez et al., 2018). Los exosomas concentrados quedan retenidos por encima del

filtro y asi se logra reducir el volumen de la muestra hasta 50-200 pl.

Por otro lado, en estudios recientes se ha observado que la incorporaciéon de una
centrifugacion posterior al aislamiento con SEC utilizando un filtro de mayor tamaifio de
poro conseguia aumentar la pureza de la muestra aislada. Dos estudios de 2017 mostraron
que la ultrafiltracion con filtros de 300kDa previa a la concentracion de la muestra con un
filtro de pequefio poro mejoraba considerablemente su pureza y selectividad (Corso et al.,

2017; Mol et al., 2017).

Como se ha comentado anteriormente, la UC ha sido la técnica mas utilizada hasta el 2020.
Sin embargo, actualmente hay un incremento significativo en las aplicaciones de SEC que
ya comenzo en 2010 (Royo et al., 2020). Debe tenerse en cuenta que, si bien la SEC es un
buen método candidato para aislar exosomas, se requieren mdas estudios comparativos

directos para respaldar esta conclusion.

IV. Justificacion

Ante la necesidad de investigar y desarrollar nuevos métodos diagndsticos para la sarcopenia
sensibles, especificos y de facil realizacion, los exosomas se presentan como una de las
estrategias futuras mas prometedoras. Estudios ya han demostrado que los exosomas estan

relacionados con la fisiologia de los 6rganos y pueden ser beneficiosos en la investigacion
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de muchas enfermedades, incluidas enfermedades musculares, por lo que se plantea una

posible utilidad también en la sarcopenia.

Se ha demostrado que la SEC supera a otras técnicas en la pureza de los exosomas aislados,
(en gran parte al mejorar la contaminacion de las proteinas plasmaticas), en el tiempo de
procesado (unos 20 minutos), y en la preservacion de la integridad, funcionalidad e identidad
exosOmicas. Por ello, la SEC se presenta como el mejor de los métodos actuales para el
aislamiento de exosomas, especialmente si se planean aplicaciones posteriores de
descubrimiento de biomarcadores. No obstante, como se ha comentado, presenta varios

inconvenientes.

La combinacion de las técnicas SEC y ultrafiltracion ha demostrado una mayor pureza y
selectividad que con las técnicas por separado gracias a la eliminacion de pequefias proteinas
y péptidos a través del filtro, lo que repercute en una mejora en la separacion e identificacion

de los subtipos de VE y por lo tanto en la selectividad y pureza de la muestra.

V. Objetivos

Ante estos antecedentes nos planteamos los siguientes objetivos para este TFM. El objetivo
general es poner a punto un método de extraccidon de exosomas de plasma humano con la
mayor pureza posible basado en la SEC para, en un futuro, estudiar su aplicacioén a la
busqueda de biomarcadores para la sarcopenia. Para conseguir este objetivo principal nos
plantemos los siguientes objetivos especificos:
1. Combinar la metodologia SEC con una filtracion tinica de pequefio tamaiio (10 kDa).
2. Combinar la metodologia SEC con dos filtraciones, con mayor (300 kDa) y menor
(10 kDa) tamafio de poro.
3. Comparar los resultados obtenidos con ambas técnicas, evaluando las diferencias en
la abundancia de proteinas y la contaminacion de las muestras segin la

caracterizacion protedmica.
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VI. Metodologia y materiales

1. TOMA DE MUESTRAS DE PLASMA SANGUINEO

Se extrajo sangre periférica de 2 donantes sanos varones de edades similares siguiendo los
procedimientos estandar que minimizan la contaminacion.

Se llevo a cabo la centrifugacion de las muestras por gradiente de densidad usando Ficoll
para separar los PBMC (células mononucleares de sangre periférica, que contienen linfocitos
y monocitos) de los globulos rojos (eritrocitos).

En primer lugar, se diluy¢ la sangre (volumen inicial 3ml) en el mismo tubo de recogida, el
cual contiene factores anticoagulantes (heparina), con 1,5 ml de PBS. A continuacion, se
pipetearon 2,3 ml de Lymphoprep™ en un tubo Falcon® de 15 ml y se afiadi6é lentamente la
sangre diluida. Se centrifugd a 800g 20 minutos a 4°C en centrifuga de rotor oscilante. En
caso de que la sangre hubiese sido extraida hace més de 2 horas, la centrifugacion se realizo
durante 30 minutos. Tras la centrifugacion la muestra queda separada en tres fases debido a
las diferencias en la densidad. La capa superior contiene el plasma y las plaquetas, mas abajo
hay un anillo blanquecino que contiene las PBMCs y la inferior contiene los eritrocitos.

Posteriormente se recogieron 2 ml de plasma de la fase superior y se conservaron a -80°C.

2. AISLAMIENTO DE EXOSOMAS DEL PLASMA HUMANO MEDIANTE SEC

Las dos muestras de 2 ml plasma humano (A y B) almacenadas a -80°C se descongelaron a
4°C. En las dos se utilizo el mismo método de aislamiento de exosomas, la Cromatografia
de Exclusion por Tamafio siguiendo el protocolo del fabricante. Cada muestra se asign6 a
una columna concreta. Las muestras se eluyeron a través de la columna y se recolectaron las
24 fracciones (500 pl/fraccion). Se guardd una alicuota de cada preparacion para la
estimacion de proteinas utilizando un kit micro-BCA (#23235, ThermoScientific). Después,
en ambos casos se descartaron las fracciones 1 a 6 y 12 a 24 y se seleccionaron las fracciones

7 a 11 pues son las que, seglin el protocolo, contienen la mayor cantidad de exosomas.

Tras el protocolo de aislamiento, cada muestra se traté de una forma diferente:
* En el caso de la muestra 1, las fracciones 7-11 se concentraron por separado a través de
filtros centrifugos de 10 kDa MWCO (Fig. 5), el cual a partir de ahora denominaremos

como “Método 17
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En el caso de la muestra 2, las fracciones 7-11 se sometieron a una etapa de centrifugacion
de dos pasos para eliminar los desechos celulares y las microvesiculas. En primer lugar,
cada fraccion transfiri6 a un concentrador centrifugo de 300 kDa MWCO, y
posteriormente se centrifugd en un filtro de 10 kDa MWCO (Fig. 6), a partir de ahora
llamado “Método 2.

Todas las muestras se almacenaron a -80 ° C hasta su posterior procesamiento.

2. 1. PROTOCOLO DE AISLAMIENTO DE EXOSOMAS DEL PLASMA

HUMANO MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION POR TAMANO

Los materiales utilizados fueron los siguientes:

L]

L]

L]

L.

PURE-EVs: Size exclusion chromatography columns (*HBM-PEV, HansaBiomed)
Solucion salina tamponada con fosfato (PBS) (#10010-015, Gibco)

32 mm Syringe Filters with 0.2 pm Supor Membrane, Sterile (#4652, PALL Acrodisc)
Filtro centrifugo de 10 KDa MWCO Amicon Ultra-0.5 (#UFC501096, Merck Millipore)
Concentrador centrifugo Vivaspin6 de 300 kDa MWCO (#VS0651, Sartorius)

Puntas con filtro de 10 a 1000 ml (#311-4150, #348-4150 y #361-4150, BioPointe
Scientific)

Soporte de columna

Cubeta para desechos

Vortex

Centrifuga refrigerada

Preparacion de la muestra (Fig. 2):

En primer lugar, es necesario centrifugar la muestra varias veces para eliminar las vesiculas

mayores a 200nm.

1.

Se centrifuga 10 minutos a 300 g a 4°C. Se recoge el sobrenadante en otro Eppendorf de
2ml. Se desecha el pellet.

Se centrifuga 20 minutos a 1.200 g a 4°C. Se recoge el sobrenadante en otro Eppendorf
de 2ml. Se desecha el pellet.

Se centrifuga 30 minutos a 10.000 g a 4°C. Se recoge el sobrenadante en otro Eppendorf

de 2ml. Se desecha el pellet.
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I. Preparacion de la muestra
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FIGURA 2 | Esquema de la preparacion de la muestra previa al aislamiento. La muestra es
centrifugada tres veces a distintos tiempos y velocidades para eliminar las vesiculas mayores a 200nm.

FIGURA 3 | Fotografia de la disposicion del sistema de Cromatografia de Exclusién de Tamaiio. Se
coloca la columna en un soporte y debajo de ella una cubeta para desechos.
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II. Preparacién y lavado de la columna (Fig. 4):

Se coloca la columna en un soporte y una cubeta para desechos debajo (Fig. 3). Las columnas
estan provistas de una capa de tampon conservante.

Se abre la tapa superior e inferior de la columna y se deja fluir casi todo el tampon por la
columna, evitando secar la superficie del gel.

Antes de cargar las fracciones, es necesario lavar la columna con aproximadamente 30 ml
de PBS 1x previamente filtrado a través de una membrana de filtro de 0.2 pm. Nunca se

debe dejar seca la columna.

II1. Depdsito de la muestra (Fig. 4):

Se deposita en la columna la muestra de 500 pl hasta 2 ml resultante de las centrifugaciones
que contenga VE. Se recolectan las fracciones de 500 pul en tubos eppendorf de 1,5 ml,
reservandolas en hielo.

Cuando toda la muestra esta dentro de la matriz de gel, se enjuaga la columna con 10 ml de
PBS Ix filtrado. El PBS 1x es la fase mévil de la columna SEC, nunca se debe dejar seca la

superficie del gel.

IV. Recoleccién de fracciones v Aislamiento de VE (Fig. 4):

En total se recolectan 24 fracciones de 500 ul por cada muestra. La separacion entre las VE

y las proteinas circulantes en cada una de las fracciones es la siguiente:

+ Las fracciones de la 1 a la 6 contienen mayoritariamente PBS 1x.

» Las fracciones de la 7 a la 11 contienen la mayoria de las VE eludidas.

» Las fracciones de la 12 a la 24 contienen una mayor cantidad de proteinas circulantes del
plasma, mayoritariamente albimina.

Se almacen6 una alicuota de cada una de las 7 fracciones enriquecidas en VE de cada muestra

para la estimacion de proteinas utilizando un kit micro-BCA (#23235, ThermoScientific).

V. Lavado de la columna (Fig. 4):

Tras recolectar las 24 fracciones, se lava la columna con aproximadamente 20 ml de PBS 1x
filtrado. Es importante no deja nunca la columna seca. Después del ultimo lavado se afiadié

a la columna 1 ml de PBS 1x y se cerraron los tapones. Las columnas se almacenaron a 4°C.
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IV. Recoleccion de fracciones V. Lavado de

II. Preparaciéon y III. Deposito de
lavado de la columna la muestra y Aislamiento de EV la columna
~ ~ —— — — - N—
1 A 30 ml 0,5-2 ml S 10 ml S 20 ml
% PBSIx
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FIGURA 4 | Descripcion esquematica del protocolo de aislamiento de exosomas mediante el uso de
columnas de Cromatografia de Exclusién de Tamaiio

Muestra 1 - Método 1

e —
.

-—
3 m
— E— —_— =
Muestra A Afiadir cada fraccion  Montar y cerrar Centrifugar a 14.000g Desechar el filtrado y transferir el
Fracciones 7-11  a un filtro de 10kDa 18 minutos concentrado a un eppendorf de 500ul

500ul /fraccion (1 fraccién/filtro)

FIGURA 5 | Esquema del procesamiento posterior al aislamiento por SEC de la Muestra 1 mediante
el método 1. Solo se lleva a cabo una filtracion a través de filtros de 10 kDa
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2.2 MUESTRA 1
En el caso de la muestra 1 (Fig. 5), las fracciones 7-11 se concentraron individualmente a
través de filtros centrifugos de 10 kDa MWCO a 14.000g, durante 18 minutos, a 4°C. El

sobrenadante se recogio y se almacend en un tubo Eppendorf de 500ul (Fig. 5).

2.3 MUESTRA 2

En el caso de la muestra 2 (Fig. 6), las fracciones 7-11 se sometieron a una etapa de
centrifugacion de dos pasos para eliminar los desechos celulares y las microvesiculas. En
primer lugar, cada fraccion transfirié a un concentrador centrifugo de 300 kDa MWCO,
previamente enjuagado segun las indicaciones del fabricante para eliminar las cantidades
minimas de glicerina y de acido sodico que hay en las membranas de los concentradores. Se
centrifugo a 4.000g durante 5-15 minutos, a 4°C. El sobrenadante resultante se centrifugé en
un filtro de 10 kDa MWCO a 14.000g, durante 5 minutos, a 4°C. El sobrenadante se recogio
y se almacend en un tubo Eppendorf de 500pl.

Todas las muestras se almacenaron a -80 ° C hasta su posterior analisis.

Muestra 2 - Método 2

+500p1
/—\ PBS Ix

Qﬁ ‘ | .‘:

‘ .

V /— [T
| B

(Y |2

g
Muestra B
Fracciones 7-11 ‘

500ul /fraccion

Enjuagar los filtros  Centrifugar a 1.000g Afiadir cada fraccion Centrifugar a 4.000g  Decantar el filtrado y transferir el
de 300kDaconla 2 minutos y decantar el a un filtro de 300kDa 4 minutos 4°C concentrado a un filtro de10 kDa
soluci6n tamoon filtrado (1 fraccién/filtro) (1 fraccion/filtro)
:
KN

.

Montar y cerrar Centrifugar a 14.000g Desechar el filtrado y transferir el
18 minutos concentrado a un eppendorf de 500ul

FIGURA 6 | Esquema del procesamiento posterior al aislamiento por SEC de la Muestra 2 mediante
el método 2. Primero se realiza una filtracion a través de filtros de 300kDa y posteriormente se lleva a
cabo una centrifugacion a través de filtros de 10 kDa como en el método 1
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3. ENSAYO DE PROTEINA BCA

Previamente a la centrifugacion de las muestras se realiz6 la cuantificacion de la proteina
mediante BCA para evaluar el contenido de proteina total.

Las concentraciones de proteina de las fracciones enriquecidas en exosomas se midieron
mediante el ensayo de Bradford usando una curva estdndar de dilucion en serie de albumina
de suero bovino (BSA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (# 23235,
ThermoScientific).

Una muestra de 20 pl de cada una de las fracciones 7 a 11 aisladas por cada método se
pipetearon por duplicado en placas de 96 pocillos. Luego se afiadié 480 pl del kit BCA a
cada pocillo y se incub6 la placa tapada a 37 ° C durante 30 minutos. La absorbancia se
midi6 a 560 nm en un lector de placas TECAN Infinite 200.

Los valores se extrapolaron de esta curva, utilizando una ecuacion polinomial de tercer

orden, con r2> (0,99 para cada ensayo.

4. ANALISIS PROTEOMICO MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Se llevo a cabo el andlisis protedmico de las muestras obtenidas por ambos métodos. Tras la
extraccion y digestion triptica de las proteinas, los péptidos resultantes se analizaron
mediante un espectrometro de masas Exploris Orbitrap 480 acoplado a un nanocromatografo
Ultimate 3000. La obtencion de estos datos, asi como los analisis bioinformaticos, se realizo

en colaboracion con la Plataforma de Protedmica de Navarrabiomed (Pamplona, Espafia).

5. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LOS RESULTADOS

Las listas de proteinas identificadas en el presente estudio se compararon con las de las bases
de datos de dos repositorios de acceso abierto online de datos experimentales de estudios
sobre vesiculas extracelulares, Exocarta (Simpson, Kalra y Mathivanan, 2012; Keerthikumar
et al., 2016). y Vesiclepedia (Pathan et al., 2019; Kalra et al., 2012).

Con estos datos se construyeron distintos diagramas de Venn basados en: por un lado,
distintas combinaciones de las listas de proteinas de cada muestra y por ultimo la
comparacion entre ellas y las listas de proteinas de las bases de datos anteriormente

comentadas.
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VII. Resultados

A continuacidn, se describen los resultados obtenidos por ambos métodos, siendo el método
1 la metodologia SEC combinada con filtracion Gnica de pequeiio tamano de poro (10
kDa) y el método 2 la SEC combinada con dos filtraciones, una con mayor tamano de
poro (300kDa) y otra con menor (10 kDa). En el ultimo capitulo se realizara la

comparacion entre ellos.

1. METODO 1: SEC combinada con filtracién inica de pequeiio poro (10 kDa)
1.1. BCA

El ensayo de BCA realizado sobre las fracciones enriquecidas en VE aisladas por el método

1 mostr6 que dichas fracciones presentaban un contenido medio de proteina de 35,10 ug /

ml de plasma.

1. 2. ANALISIS PROTEOMICO MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS
En el andlisis protedmico de la muestra aislada por este método fueron identificadas 348
proteinas. Revisando esta lista llam¢ la atencion la presencia de: albumina en todas las
fracciones que fueron aisladas mediante el método 1; 77 especies diferentes de fragmentos
de inmunoglobulinas y 14 especies de lipoproteinas. Estas moléculas son consideradas

contaminantes en el aislamiento de exosomas.

Esta lista de proteinas se compar6 con las listas de proteinas de las bases de datos Exocarta
(Version 5, Fecha de lanzamiento: 29 de julio de 2015) y Vesiclepedia (Version 4.1, Fecha
de lanzamiento: 15 de agosto de 2018).

En el andlisis de los exosomas aislados mediante el este método 1 (Fig. 7C) encontramos
que 245 de las 348 proteinas identificadas se encuentran ambas bases de datos (interseccion
del diagrama de Venn), es decir, el 70,4% de las proteinas. Ademés, mediante el uso de este
método se identificaron 70 (20,11%) especies de proteinas no identificadas y no reportadas

antes en exosomas plasmaticos.

2. METODO 2: SEC combinada con dos filtraciones, una con mayor tamaiio de

poro (300kDa) y otra con menor (10 kDa)
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2.1. BCA
Los resultados del ensayo de BCA realizado sobre las fracciones enriquecidas en VE aisladas

mediante el método 2 mostraron que contenian 15,71 pug de proteina /ml de plasma de media.

2. 2. ANALISIS PROTEOMICO MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS
En el andlisis protedmico de la muestra aislada por el método fueron identificadas 344
proteinas. El analisis de la lista de proteinas reveld que no habia presencia de albiimina en
ninguna fraccion aislada mediante el método 2. Ademas, las especies de fragmentos de

inmunoglobulinas y de lipoproteinas se habian reducido a 15 y 7 respectivamente.

De la misma forma que en el método 1, esta lista de proteinas se compar6 con las listas de
proteinas de las bases de datos Exocarta y Vesiclepedia. En el anélisis de los exosomas
aislados mediante el método 2 (Fig. 7D) encontramos que 271 de las 344 proteinas
identificadas se encuentran ambas bases de datos (interseccion del diagrama de Venn), es
decir, el 78,78% de las proteinas. Por otro lado, solamente 36 (10,47%) de las proteinas

identificadas no se encontraron en ninguna de las dos bases de datos.

3. COMPARACION ENTRE AMBOS METODOS

A continuacion, se procedera a comparar y comentar los resultados obtenidos con las dos
técnicas (SEC combinada con filtracion unica de pequefio tamafio y SEC combinada con
dos filtraciones, una con mayor tamafio de poro y otra con menor), evaluando las
diferencias en la abundancia de proteinas y la contaminacion de las muestras seglin la

caracterizacion protedmica.

3.1. BCA
Los resultados mostraron que las fracciones aisladas por el método de dos filtros tenian
menos de la mitad de contenido de proteina (media = 15,71 pg/ml de plasma) que las
fracciones aisladas por el método de un filtro (media = 35,10 pg/ml de plasma). La
concentracion de proteina obtenida en ambos casos fue menor que la obtenida en otros
estudios que utilizan el método de la ultracentrifugacion o SEC simple sin filtros posteriores.

Wei, R et al, en el afio 2020 obtuvieron una media de 239,55 pg/ml plasma aislado mediante
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ultracentrifugacion y una media de 101,37 pg/ml plasma mediante SEC convencional,

valores muy superiores al obtenido.

Estos resultados fueron muy satisfactorios ya que la reduccion en la cantidad media de
proteina por mililitro de plasma en las fracciones ricas en vesiculas extracelulares sugiere
que en nuestra muestra se han eliminado en gran medida las lipoproteinas y otras particulas
contaminantes gracias al uso de los filtros respecto a los métodos tradicionales. Por otra
parte, de los dos métodos utilizados se observo una mayor eliminacidon de contaminantes con

el uso de SEC y los dos filtros respecto al uso de un tnico filtro.

3.2. ANALISIS PROTEOMICO MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS

3. 2. 1. Mayor porcentaje de solapamiento con el uso del método 2
En el presente estudio, se identificaron un total de 601 proteinas inicas en exosomas séricos
combinando los datos del analisis protedmico cuantitativo mediante espectrometria de masas
en ambas muestras. Entre ellas, 348 fueron identificadas en la muestra aislada por el método
1 y 344 por el método 2. Como se muestra en la Figura 7A, 91 proteinas eran comunes a los
dos métodos, mientras que 257 y 253 proteinas eran exclusivas de las muestras preparadas

utilizando los métodos 1 y 2, respectivamente.

En primer lugar, se compar6 todas las proteinas identificadas en nuestro estudio con las
proteinas vesiculares conocidas en las bases de datos Exocarta y Vesiclepedia. Entre las 601
proteinas identificadas por ambos métodos, se encontraron 433 (72,05%) proteinas en datos
publicados anteriormente (Fig. 7B), incluidos los marcadores exosomales comunes CD81 y
HSP90AA1. Ademas, también se identificaron 103 proteinas exosémicas probables, que no
estan presentes en las bases de datos de Exocarta y Vesiclepedia. Estos datos confirmaron

que los exosomas de nuestras preparaciones contenian abundantes proteinas exosomales.

Después se compararon todas las proteinas identificadas en ambos métodos por separado
con las bases de datos Exocarta y Vesiclepedia. Los datos demuestran que la incorporacion
de una ultrafiltracion con un filtro de 300kDa previa a la concentracion de la muestra

mediante centrifugacion con un filtro de 10 kDa mejora notablemente el porcentaje de
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solapamiento (78,78%, Fig. 7D) de las proteinas reportadas previamente en exosomas,

respecto a la metodologia sin ultrafiltraciéon con 300kDa (70,4%, Fig. 7C).

A)
VESICLEPEDIA

METODO

METODO 2

ESTUDIO

ICLEPEDIA VESICLEPEDIA

METODO 1 METODO 2

FIGURA 7 | Anilisis proteémico de los exosomas obtenidos por los dos métodos a partir de
plasma humano. (A) Diagrama de Venn del numero de proteinas aisladas por cada método y su
interseccion/solapamiento (91 proteinas). (B) Diagrama de Venn comprando el total de proteinas
aisladas mediante los dos métodos con las bases de datos de Exocarta y Vesiclepedia (Exocarta Version
5, Fecha de lanzamiento: 29 de julio de 2015; Vesiclepedia Version 4.1, Fecha de lanzamiento: 15 de
agosto de 2018). En total, en el area de interseccién del diagrama de Venn, se identificaron 433
proteinas asociadas en el estudio que se encontraban en ambas bases de datos. (C-D) Comparacion de
proteinas detectadas por cada método por separado con Vesiclepedia y Exocarta. Los diagramas de
Venn ilustran que, de las 348 proteinas identificadas mediante el método 1, 245 (el 70,4%) se
encontraban en ambas bases de datos mientras que, de las 344 proteinas identificadas mediante el
método 2, 271 (el 78,78%) se encontraban en ambas bases de datos y tan solo 36 proteinas no se
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Paralelamente, el porcentaje de especies de proteinas no identificadas ni descritas antes en
exosomas plasmaticos también mejord en el método 2 (10,47%), respecto al método 1
(20,11%), produciéndose una disminucion del mismo. Solamente 36 de las proteinas
identificadas mediante el método 2 no se encontraron en ninguna de las dos bases de datos

(Fig. 7D), en comparacion con las 70 del método 1 (Fig. 7C).

Estos datos demuestran que la muestra aislada por el método 2 contiene un mayor
enriquecimiento en proteinas exosomales que las muestras aisladas por el método 1y, por lo

tanto, presenta una mayor pureza y selectividad.

3. 2. 2. Menor contaminacion con proteinas plasmaticas
Como se ha comentado anteriormente, las microvesiculas, los cuerpos apoptdticos y los
componentes solubles de la sangre como las lipoproteinas y la albumina sérica deben
entenderse como una contaminacion de la muestra si nuestro objetivo es obtener una muestra

pura de exosomas.

La albimina es la proteina mas abundante en el plasma sanguineo humano y se considera
el indicador de contaminaciéon mas comun (Anderson y Anderson, 2002)

La albimina se encontr6 en el analisis de todas las fracciones estudiadas que fueron aisladas
mediante el método 1 y, por el contrario, en ninguna fraccion aislada por el método 2, lo
que sugiere que el aislado y purificacion mediante SEC unido al uso de estos des filtros
podria eliminar la albtimina del aislado de manera eficiente y mejorara en gran medida los

posteriores estudios.

Otro de los contaminantes mas comunes en el analisis protedmico de exosomas en plasma
son los fragmentos de anticuerpos IgG. Los resultados mostraron que las fracciones
aisladas mediante el método 2 tenian un contenido en inmunoglobulinas significativamente
mas bajo (77 especies diferentes de fragmentos de inmunoglobulinas), respecto al
encontrado en el aislado obtenido mediante el método 2 (15 especies de fragmentos de

inmunoglobulinas, ***p = 5,8843E-12) (Fig. 8A).
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Respecto a las lipoproteinas, en las muestras aisladas mediante el método 1 encontramos

14 especies de lipoproteinas respecto a las 7 que encontramos en el aislado mediante el

método 2 (Fig. 8B). Estos datos sugieren que el uso de dos filtros podria hacer disminuir la

presencia de estos contaminantes en la muestra purificada y que se observa una tendencia

(p=0,1274), aunque no llegd a ser significativa.
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FIGURA 8 | Graficas comparativas de la cantidad de dos proteinas plasmaticas contaminantes en
el analisis proteémica de las dos muestras. (A) Diferencias en la cantidad de fragmentos de
inmunoglobulinas en los dos aislados. Se observa una disminucién significativa (***p<0,001) en la
cantidad de especies de inmunoglobulinas en el analisis proteémico del aislado del Método 2 respecto
al del Método 1 (B) Diferencias en el nimero de tipos de lipoproteinas en los dos aislados. Observamos
que la cantidad de lipoproteinas se ha reducido a la mitad en el en el andlisis proteémico del aislado del

Método 2 respecto al del Método 1.
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Estos resultados indican que tras la aplicacion del método 2 se eliminaron la mayoria de las

proteinas plasmaticas altamente abundantes de la preparacion exosomal y por lo tanto mejora

la pureza de las fracciones exosdmicas aisladas.

VIII. Discusion

Hasta ahora, la identificacién de la sarcopenia se ha basado en parametros clinicos,

funcionales y de imagen. Como alternativa a estos métodos de diagnostico tradicionales, se
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estd estudiando el uso de marcadores bioldgicos sensibles, especificos y faciles de detectar
para identificar y caracterizar esta condicion. Aunque algunos estudios han asociado
biomoléculas circulantes o tisulares con sarcopenia (Kinser y Pincus, 2020; Ipson et al.,
2018), la evaluacion de dichos mediadores atin no se ha incorporado a la practica clinica, en
parte porque ningun estudio ha encontrado un biomarcador “estandar de oro” que prediga de

manera confiable el deterioro funcional en ancianos.

Los cambios relacionados con la edad en el musculo esquelético son el resultado de una serie
de complejas interacciones entre factores que incluyen alteraciones de la union
neuromuscular, el sistema endocrino, los factores de crecimiento o la funcioén y recambio de
proteinas musculares (Rolland et al., 2008). Dada la naturaleza multifactorial de la
sarcopenia, la determinacion y validacion de un panel de multiples mediadores circulantes o
tisulares puede representar la estrategia Optima para identificar la sarcopenia en las personas
mayores e integrar mediciones bioquimicas especificas en la evaluacion clinica de la

enfermedad.

En los ultimos afios las vesiculas extracelulares plasmaticas han atraido la atencién como
posibles nuevos biomarcadores de diagndstico para el céancer, la inflamacion y otras
enfermedades (Qu et al., 2018; Gao et al., 2018; Pan et al., 2019; Kahroba et al., 2019). El
estudio de estas vesiculas puede ayudar a descubrir nuevas vias fisiopatologicas del
envejecimiento y de las enfermedades, asi como nuevos biomarcadores para ser utilizados
en la investigacion y en el ambito clinico. En concreto se ha dado un incremento en los
estudios que investigan la funcidén potencial de las proteinas contenidas en los exosomas
plasmaticos. Se debe tener en cuenta que el plasma es fluido complejo que contiene una gran
cantidad de proteinas libres no exosdmicas, como la albimina y la familia de las
apolipoproteinas, lo que incrementa la dificultad de su diferenciacion efectiva. Los diferentes
métodos de aislamiento influyen en la pureza y el rendimiento de los exosomas. Todavia no
existe un método perfecto para aislar las VE sin contaminantes, por lo que la optimizacion

de una técnica de aislamiento es una necesidad.
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En este estudio se han analizado y comparado dos métodos de aislamiento de exosomas
basados en la combinacion de la cromatografia de exclusion por tamaio y la filtracion. Si
bien lo ideal habria sido que las muestras utilizadas hubieran pertenecido al mismo donante,
la disponibilidad real de muestras y el volumen inicial necesario en esta técnica
imposibilitaron esta opciéon. Se debe tener en cuenta que, como se ha comentado
anteriormente, la ganancia en pureza y selectividad de la SEC suceden a costa de una pérdida
en el rendimiento total de los exosomas aislados. Para compensarlo debe utilizarse un mayor
volumen de biofluidos de partida que en otras técnicas, teniendo también en cuenta que,
como se ha explicado, la muestra debe procesarse antes de comenzar con el protocolo de la
cromatografia de exclusion por tamafio. Ademds, ambas muestras fueron seleccionadas por

su similaridad (sexo, edad, etc.)

El analisis de los resultados muestra que los porcentajes de solapamiento obtenidos por los
dos métodos testados son superiores a los descritos en otros trabajos recientes. En el estudio
de Wei et al., (2020) se compar¢ el total de las proteinas obtenidas mediante distintos
métodos de aislamiento de exosomas con las mismas bases de datos (Exocarta y
Vesiclepedia). Estos autores observaron unos porcentajes de solapamiento de 39,74% en las
muestras aisladas mediante ultracentrifugacion y de 53,67% en las muestras aisladas
mediante SEC simple. Otro equipo de investigacion logrd alcanzar un 62% de solapamiento
entre las muestras aisladas mediante ultracentrifugacion y ambas bases de datos. (Ding et
al., 2020). En ambos estudios el porcentaje de solapamiento es inferior a los obtenidos en

este trabajo con ambos métodos.

Los resultados obtenidos mediante el método 1 supone una gran mejora en la pureza de la
muestra. Esto demuestra que la incorporacion de la filtracion posterior al aislado mediante
SEC supone, “per se”, una mejora en la pureza de las muestras obtenidas respecto a las
técnicas convencionales y también frente a la SEC de un solo paso. Sin embargo, a pesar de
haber logrado una mejora respecto a los estudios recientes, no logramos alcanzar la cifra del
80% de solapamiento, la cual habiamos fijado como meta y que nos recomendaban los
especialistas en protedmica de NavarraBiomed. Con la incorporacién de una ultrafiltracion

con un filtro de mayor tamafio de poro previa a la concentracion de la muestra mediante
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centrifugacion con un filtro de pequefio tamafio de poro, se consigue alcanzar un
solapamiento cercano al 80% con las proteinas previamente identificadas en exosomas

(Método 2).

Por tanto, nuestros datos demuestran que las columnas SEC en combinacién con la filtracién
posterior pueden aislar exosomas de forma fiable con una pureza que oscila entre el 70 y el
80%, basada en la comparacion con las listas de proteinas identificadas previamente en las
bases de datos de Exocarta y Vesiclepedia. Esto supone una mejora considerable sobre los
resultados de estudios anteriores que llevan a cabo las técnicas por separado. Ademas, el
método SEC permite aislar las VE de forma eficiente en cuanto a tiempo (el tiempo total de
procesamiento de cada muestra oscila entre 120 y 150 minutos) y en cuanto a materiales y

equipacidn necesarios.

Por lo tanto, basdndonos en nuestros datos, proponemos que el método SEC unido a la
centrifugacion con filtros de 300 kDa y 10 kDa seria una forma 6ptima para el aislamiento
y la purificacién de exosomas plasmaticos ya que: 1) se maximiza su separacion de las
proteinas plasmaticas no deseadas; 2) se trata de un método comparativamente mas sencillo
y rapido que no requiere aparatos especificos ni experiencia previa; 3) es eficaz en fluidos

complejos como el plasma.

Este trabajo fin de master se engloba dentro de mi tesis doctoral cuyo objetivo principal es
la caracterizacion de las proteinas especificas contenidas en exosomas de pacientes
sarcopénicos, reflejo de los cambios tempranos en la enfermedad. Dentro del plan de
investigacion, el primer paso ha sido poner a punto y optimizar la técnica que utilizaremos
para la obtencion y aislamiento de estos exosomas. Este trabajo nos ha llevado casi un afio
debido a diferentes problemas técnicos y de falta de suministro de material. Actualmente,
tras los resultados obtenidos en este trabajo se esta utilizando el método 2 para la extraccion
de exosomas en pacientes y controles. Estas muestras serdn utilizadas en la busqueda de
biomarcadores proteicos contenidos en los exosomas para el diagnostico precoz y

seguimiento terapéutico tras el ejercicio en los pacientes con sarcopenia.
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IX. Conclusiones

De los resultados obtenidos a partir de las experiencias realizadas en el presente estudio, y

de su discusion y contraste con otras aportaciones, podemos deducir las siguientes

conclusiones:

1.

Los métodos basados en la cromatografia de exclusion por tamafio acoplado a la
ultrafiltracion resultan utiles para aislar una cantidad suficiente de exosomas para la
realizacion de estudios protedmicos a partir de 2 ml de muestra de plasma.

Ambos métodos (ultrafiltracién unica o doble) permiten generar muestras con una
pureza superior en proteinas exosomales a los descritos por grupos de investigacion
que utilizan otros métodos de aislamiento y purificacion.

Ambos métodos cumplen los estdndares suficientes para ser utilizados para el
aislamiento de exosomas para estudios protedmicos.

La utilizacién de una doble ultrafiltracion posterior a la cromatografia de exclusion
por tamafio permite eliminar de forma mas eficiente los principales contaminantes
en el aislamiento selectivo de exosomas que la filtracion tnica.

El método de doble ultrafiltracion es el mas adecuado en la busqueda de
biomarcadores proteicos exosomales para el diagndstico precoz y seguimiento

terapéutico tras el ejercicio en los pacientes con sarcopenia.

X. Conclusions

The following conclusions can be drawn from the results obtained from the experiments

carried out in this study, and from their discussion and comparison with other contributions:

1.

Methods based on size exclusion chromatography coupled to ultrafiltration are
useful to isolate a sufficient amount of exosomes for proteomic studies from 2 ml
of plasma sample.

Both methods (single or double ultrafiltration) allow the generation of samples
with a higher purity of exosomal proteins than those described by research groups
using other isolation and purification methods.

Both methods meet sufficient standards to be used for the isolation of exosomes

for proteomic studies.
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4. The use of double ultrafiltration following size exclusion chromatography allows
more efficient removal of major contaminants in the selective isolation of
exosomes than single filtration.

5. The double ultrafiltration method is the most suitable in the search for exosomal
protein biomarkers for early diagnosis and therapeutic follow-up after exercise in

patients with sarcopenia.
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