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Lista de acronimos

AFM - Microscopia de fuerza atdmica (Atomic Force Microscopy).

DMAE - Degeneracion Macular Asociada a la Edad.

dgUC - Centrifugacion por gradiente de densidad.

diffUC - Centrifugacion diferencial.

DLS - Analisis por dispersion dinamica de radiacion (Dynamic Light Scattering).
EVs = Vesiculas extracelulares (Extracellular Vesicles).

Exdep-FBS = Suero fetal bovino libre de exosomas (Exosome depleted-FBS).
FBS - Suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum).

HRPE-SV40-> Linea celular de epitelio pigmentario de la retina humano inmortalizada

mediante transfeccion con el virus SV40.

ICP-MS > Espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo.
ILV - Vesiculas intraluminales (IntraLuminal Vesicles).

MVB -> Cuerpo multivesicular (MultiVesicular Body).

NTA -> Analisis de monitorizacion de nanoparticulas (Nanoparticle Tracking

Analysis).

PBS > Tampdn fosfato salino.

POS - Segmentos externos de los fotorreceptores (Photorreceptor Outer Segments).
PR - Fotorreceptores (PhotoRreceptors).

QPrec - Precipitacién cuantitativa.

RCF - Fuerza centrifuga relativa (Relative Centrifugal Force).

ROS -> Especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species).

RPE - Epitelio pigmentario de la retina (Retinal Pigment Epithelium).

SEM - Microscopia electronica de barrido (Scan Electron Microscopy).



TEM -> Microscopia electrdnica de transmision (Transmission Electron Microscopy).
TRA - Analisis resuelto en el tiempo (Time-Resolved Analysis).

TRIS - tampon de tris(hidroximetil)aminometano salino.



1. Introduccidén

1.1. Degeneracion macular asociada a la edad: aspectos generales

La Degeneracion Macular Asociada a la Edad (DMAE) es una enfermedad ocular
neurodegenerativa que supone la primera causa de ceguera irreversible en el mundo
desarrollado y la tercera a nivel mundial [1]. El avance de esta enfermedad esta
asociado a un deterioro progresivo de las células neurosensoriales de la macula, la zona
central de la retina, que culmina con la pérdida de vision central. En la Figura 1 se
muestra un ejemplo de como seria la vision de un paciente con DMAE. Durante este
deterioro se observa una degeneracion gradual del epitelio pigmentario de la retina
(RPE) y los fotorreceptores (PR), y la consecuente formacion de depdsitos focales de
lipidos y proteinas bajo el RPE, conocidos como drusas. Si la enfermedad progresa, ésta
puede evolucionar a dos fenotipos patoldgicos, la forma seca, en la que la pérdida del
RPE vy los fotorreceptores origina areas de atrofia focal sobre la region macular, y la

forma himeda, en la que se observa la proliferacion de vasos sanguineos aberrantes [2].

Figura 1. Simulacién de los efectos de la DMAE en la vision. Las imégenes ilustran como veria un peaton
cruzando una rotonda sin DMAE (A) y con DMAE avanzada (B). Imagenes extraidas del trabajo de H. Wu et al.,
2018 [3].

El principal factor de riesgo de la DMAE es la edad, se estima que el sector de la
poblacion mas afectado es el de personas mayores de 60 afios, aumentando la
prevalencia y el grado de progresion de la enfermedad en edades avanzadas. También
existen otros factores que influyen de forma directa en el desarrollo de esta enfermedad,
como el tabaco, la dieta o la predisposicion genética. Los expertos estiman que en 2040
el nimero de personas que puede padecer esta enfermedad aumentard hasta los 288

millones, una cifra bastante preocupante comparada con las cifras actuales de 196



millones de personas afectadas [4]. Actualmente no existe una terapia efectiva que
permita revertir los efectos de la DMAE, las Unicas alternativas disponibles para
combatir la enfermedad son tratamientos que permiten ralentizar su progresion. Entre
estos tratamientos, los mas comunes son la suplementacion de Zn, vitaminas y
antioxidantes para ralentizar la progresion de la DMAE seca, y la administraciéon de
factores anti-angiogénicos para ralentizar la progresion de la DMAE himeda. Sin
embargo, estos tratamientos no son muy eficaces a la larga y pueden llevar asociado un

coste elevado [5].

Todo esto genera un problema social que hay que tener en cuenta, ya que, aunque un
nimero muy reducido de este grupo de personas llegue a desarrollar DMAE hasta el
punto de pérdida de vision, sélo existen terapias de eficacia media que permiten
disminuir la velocidad de progreso de la DMAE, lo que deja a millones de pacientes sin
una posible alternativa para revertir las consecuencias de la enfermedad. Ademas, este
problema también lleva asociado un problema economico, se estima que el coste
médico anual asociado al tratamiento de pacientes con DMAE ronda los 500 millones
de ddlares al afio en EEUU y las 150 millones de libras en Reino Unido [1]. Asi, la
investigacion sobre la DMAE ha crecido mucho en los ultimos afios, en busca de una
terapia efectiva que permita frenar o revertir sus efectos, y en busca de un biomarcador

que permita realizar diagndsticos tempranos.
1.2. Anatomia del ojo y estructura de la retina

El ojo es el 6rgano sensorial que se encarga del sentido de la visidn, y para ello presenta
diferentes estructuras que en conjunto, y junto con el cerebro, son capaces de captar y
procesar los estimulos externos de luz recibidos para enviar impulsos nerviosos hasta la
corteza occipital y obtener una imagen visual. Como se muestra en la Figura 2, a
grandes rasgos, el 0jo se puede estructurar en tres capas principales que, de mas externa

a mas interna, son [6]:

- El soporte estructural del ojo, la parte mas externa de éste y formada por la

cdrnea en la parte anterior y la esclerdtica en la parte posterior.
- La uvea, encargada de aportar nutrientes a las diferentes estructuras oculares, y
formada por el cuerpo ciliar y el iris en la parte anterior y el coroides en la parte

posterior.



- La retina, encargada de transformar los estimulos de luz recibidos en impulsos
nerviosos y localizada en la parte posterior del ojo, esta formada por la retina

neurosensorial y el RPE.
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Figura 2. Anatomia general de un ojo humano y especifica de la retina y el coroides. Imagen modificada del
trabajo de Caceres, P. S. et al., 2020 [7].

De todas las estructuras del ojo, la més afectada en la DMAE es la retina, concretamente
las capas mas internas de ésta, donde se encuentran los PR y el RPE. Los PR son las
células encargadas de transformar los estimulos de luz externos en impulsos nerviosos.
La parte més sensible de la retina y la que esta encargada de la mayor parte de la vision
es la parte central, conocida como macula, y de hecho es la region de la retina mas
afectada por la DMAE. El coroides es el encargado de aportar los nutrientes y de drenar
la region macular de la retina, y es una estructura que también se ve afectada por la
enfermedad [8]. EI RPE es la parte mas externa de la retina y es la estructura que
primero se ve afectada por la DMAE, por lo que es una estructura que en principio tiene

mucha relevancia en el estudio de esta enfermedad.

1.3. Epitelio pigmentario de la retina

Comuanmente, los estudios de investigacion sobre la DMAE involucran células de RPE.
Las células RPE son unas células hexagonales fuertemente unidas entre si formando una

monocapa epitelial muy compacta en el 0jo. Un aspecto caracteristico de estas células es



que estan polarizadas, es decir, tienen diferentes estructuras en el lado apical y en el
lado basolateral, y por tanto, diferentes funciones. Por el lado apical, las células RPE
tienen unas microvellosidades que se intercalan con los PR y protegen sus segmentos
externos (POS). El dominio basolateral se caracteriza por tener una estructura celular
convencional fuertemente adherida a la membrana de Bruch, una estructura fibrosa que
actia como barrera hematorretiniana [9]. La estructura tipica de una célula RPE se

puede observar en la Figura 3.
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Figura 3. Esquema detallado de una célula del epitelio pigmentario de la retina, indicando todas las partes
importantes. Imagen modificada del trabajo de Caceres, P. S. et al., 2020 [7].

El hecho de que tanto la formacion de drusas como de vasos sanguineos aberrantes se
produzca en zonas adyacentes al RPE no es algo casual. Las células RPE desempefian
un gran namero de funciones metabélicas, de manera que en su interior ocurren un gran
namero de procesos moleculares que suponen una elevada formacién de desechos, un
consumo de energia continuo y una comunicacion intercelular constante. Todos estos
procesos ocurren manteniendo un complejisimo equilibrio dinamico conocido como
homeostasis celular [10], gracias al cual los niveles de todos los metabolitos se
mantienen estables y los procesos se llevan a cabo en la extension adecuada. Sin

embargo, en el momento en que esta homeostasis se rompe o se desequilibra, los



procesos bioldgicos dejan de producirse con normalidad y aparecen problemas

asociados.

1.4. Dishomeostasis metalica en DMAE

Uno de los procesos que afecta mas a la ruptura de la homeostasis en células RPE es el
estrés oxidativo. Estas células estan continuamente expuestas a condiciones agresivas,
como la exposicion a la radiacion o la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS)
en el citosol celular, que pueden desencadenar estrés oxidativo si las defensas
antioxidantes fallan. Asi, muchas de las enfermedades degenerativas comienzan a
desarrollarse por el aumento de la actividad oxidante y el asociado estrés oxidativo, que
induce el mal plegamiento de proteinas, la ruptura de moléculas de ADN y finalmente la

apoptosis celular [11].

Concretamente, en estudios de enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer o
Parkinson se han registrado cambios en los niveles de ciertos metales en pacientes con
dichas patologias respecto a pacientes control, lo que seria un indicativo de que se
produce una dishomeostasis metalica [12]. Este proceso podria darse en DMAE, al ser
una enfermedad neurodegenerativa con caracteristicas similares, pero no se han
realizado estudios de este tipo 0 al menos hay muy poca bibliografia al respecto. Asi,
enfocar el estudio de DMAE en determinar los niveles de metales en células de RPE
puede ser un punto muy interesante en la busqueda de comprender mejor los
mecanismos de desarrollo de esta enfermedad. Desde un punto de vista fisioldgico,

diversos metales tienen un papel importante en el metabolismo de estas células:

- Los niveles de los metales mavyoritarios (Na, K, Mg o Ca), elementos

quimicos que participan activamente en el metabolismo celular, pueden verse
afectados o estar implicados en la degeneracidn progresiva del RPE, por lo que
puede ser interesante determinar su contenido.

- El Zn es uno de los metales mas relevantes en el contexto del metabolismo
celular, ya que ademas de estar presente en el centro activo de muchas enzimas
oxido-reductasas que sirven como barrera antioxidante frente al estrés oxidativo
(como la superoxido dismutasa) [13], es un componente importante en la accion
antioxidante de sistemas como las metalotioneinas [14]. Del mismo modo, el Cu

desemperia un papel similar al Zn en el metabolismo ocular.



Una acumulacion de Fe en el RPE puede suponer un efecto nocivo o incluso
toxico, ya que puede inducir estrés oxidativo al oxidarse espontaneamente la
especie Fe?* a Fe®* [15].

Algunos estudios muestran una posible relacion entre la presencia de metales
exdgenos como Cd o Pb, que pueden provenir de la contaminacion ambiental y

la actividad industrial, y el desarrollo de esta enfermedad [16].

Aungue se pueden estudiar los niveles de cualquiera de estos metales, el interés

principal de este estudio se centrard, inicialmente, en la determinacion de los niveles de

Fe, Cu y Zn en células de RPE, debido a su papel en el metabolismo de la retina y su

posible implicacion en el desarrollo de la DMAE [17].

1.5. Cultivos celulares de RPE

El empleo de modelos celulares in vitro de RPE contribuye a comprender la etiologia de

la DMAE vy los eventos moleculares y celulares implicados, mas aun cuando estas

células son las primeras en experimentar una degeneracién progresiva y consecuente

formacion de agregados extracelulares. Principalmente existen dos tipos de cultivo
celular de RPE [18]:

Cultivo primario, establecido a partir de un tejido de retina de un donante

humano o animal post mortem. Estos cultivos permiten hacer estudios mas
fiables sobre el comportamiento de las células, ya que se supone que las
respuestas generadas en las células de estos tipos de cultivos reflejan de forma
muy similar las respuestas que podrian tener en un organismo vivo. Sin
embargo, el tiempo en el que estas células mantienen su integridad es muy
reducido, por lo que se tienen que establecer continuamente cultivos celulares
nuevos a partir de nuevos tejidos, lo que hace que trabajar con cultivos primarios
sea una actividad que lleve asociada mas tiempo de preparacion y mas costes.

Lineas celulares, establecidas a partir de cultivos primarios inmortalizados

mediante procesos de ingenieria genética. Este tipo de cultivo celular permite un
manejo experimental mas simple, poseen elevada reproducibilidad y el tiempo
de vida util de las células es mucho mayor, al ser éstas tedricamente inmortales.
Sin embargo, al modificar su genoma en el proceso de inmortalizacién, los

resultados pueden no ser un reflejo directo del comportamiento de las células en



un organismo Vivo, y s6lo se pueden tomar como una referencia genérica de

comportamiento.

En la practica se trabaja con ambos cultivos, pero en la mayoria de articulos que se
pueden encontrar en la bibliografia relativos a la DMAE se emplean, en una primera

aproximacion, lineas celulares RPE, debido a las ventajas que supone su uso.
1.6. Secrecién celular y vesiculas extracelulares de RPE

La secrecidn celular es una parte muy importante del metabolismo, en la que las células,
a través de la formacion de vesiculas extracelulares (EVS), gestionan los desechos
formados en la actividad metabdlica y establecen una sefializacion paracrina. Se ha
obtenido evidencia en estudios realizados sobre otras enfermedades como el cancer, de
un aumento de la actividad secretora de las celulas que padecen la enfermedad,
liberando una mayor cantidad de EVs, y también modificando su contenido, con el

objetivo de comunicar a células vecinas la situacion que estan padeciendo [19].

Las EVs son un tipo de vesiculas lipidicas secretadas por la mayoria de células del
organismo al medio extracelular y presentes en todos los fluidos biolégicos. Existen
diferentes tipos de EVs, pero no existe una clasificacion clara en la bibliografia, por lo
que no estan bien definidos los limites entre unas EVs y otras. Esto supone un problema
a la hora de aislar, purificar y caracterizar EVs de medios biologicos, ya que se pueden
obtener fracciones de EVs muy heterogéneas, y por tanto dificilmente identificables,
mediante una unica metodologia analitica de purificacion [20]. Tradicionalmente se

consideran tres tipos de EVs segun su mecanismo de formacion y su tamafio [21]:

- Cuerpos apoptoticos, vesiculas con tamafios muy variados entre los 50 nm vy

los 5 wm, aunque tienden a tener tamafios grandes dentro de este rango. Se
liberan en células apoptoticas y se forman a grandes rasgos por la fragmentacion
del citosol de la célula en diferentes partes, dando lugar a vesiculas que
contienen desde lisados moleculares hasta organulos intactos.

- Microvesiculas, vesiculas de tamafio entre 150 nm y 1 um. Se forman por la

invaginacion directa de la membrana plasmatica de la célula cuando en zonas
concretas del citosol se acumulan moléculas de interés. Sus funciones
principales son la secrecion de desechos y mediacién de la comunicacion célula-

célula.



- Exosomas, vesiculas de tamafio entre 30 y 150 nm. Se forman en el citosol de
las células por la agrupacion de vesiculas intraluminales (ILV) de tamafio
similar en un Udnico compartimento conocido como cuerpo multivesicular
(MVB). La secrecion de exosomas se produce por la fusion del MVB con la
membrana plasmatica de la célula, liberando los ILV que una vez en la matriz
extracelular se considerarian ya exosomas. Sus funciones principales son la
secrecion de desechos y mediacion de la comunicacion célula-célula al igual que
las microvesiculas, pero ademas se encargan del transporte y reciclaje

intracelular.

En la Figura 4 se pueden observar de forma esquematica los procesos de formacion de
las EVs mencionadas previamente. Las EVs que median la comunicacion célula-célula
son las microvesiculas y los exosomas, de manera que debido a la poca relevancia que
tienen los cuerpos apoptéticos en el contexto de la DMAE, éstos se excluyen del

concepto “vesicula extracelular” en el presente estudio.
Célula en apoptosis Célula sana

A

Exosomas C O Cuerpos apoptoticos
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B O Microvesiculas

Figura 4. llustracion esquematica de los procesos de formacion de las diferentes EVs en una célula, en estado de
apoptosis a la izquierda y sana a la derecha. Imagen modificada del trabajo de Gebara, N. et al., 2020 [22].

La evidencia experimental muestra que tanto exosomas como microvesiculas presentan
un contenido intraluminal bastante similar, compuesto principalmente por proteinas y
acidos nucleicos [23]. Ademas, varios estudios han observado una composicion de las
drusas que se forman en el desarrollo de DMAE similar al contenido tipico de EVs

liberados por células RPE [24], lo que indica que la secrecidn celular puede ser un



factor clave en el estudio de esta enfermedad, y que alguno de los compuestos
secretados por estos EVs puede servir de biomarcador. Teniendo esto presente, y
relaciondndolo con la posible dishomeostasis metalica que se puede producir en células
RPE con DMAE, un estudio de los niveles de Fe, Cu y Zn de las EVs 'y, en concreto, de
los exosomas secretados por células de RPE en cultivo puede aportar informacién (util

sobre los procesos de desarrollo de la enfermedad.
1.7. Técnicas de purificacion de EVs

Para poder analizar las EVs liberadas por células RPE, primero hay que aislar éstas de
los medios de cultivo. Existen muchas técnicas capaces de separar EVs en general y
exosomas en particular de fluidos biolégicos o de un medio de cultivo celular, pero no
se considera que exista una técnica superior respecto a las demas en cuanto a
prestaciones de purificacion, todas ellas tienen una serie de ventajas e inconvenientes, y
de hecho muchas se complementan para obtener fracciones de EVs mas puras [25, 26].
Las técnicas que mas se emplean en la purificacion de exosomas de medios de cultivo,
por su sencillez instrumental y el bajo coste de la purificacion, son las técnicas basadas

en centrifugacion y en precipitacion cuantitativa.
1.7.1. Técnicas de purificacion basadas en centrifugacion

Existen principalmente dos técnicas de purificacibn de exosomas basadas en
centrifugacion: centrifugacion diferencial (diffUC) y centrifugacion por gradiente de
densidad (dgUC). EI fundamento de la purificacion por diffUC es la aplicacion de
fuerzas de centrifugacion relativas (RCF) sucesivas y crecientes a la muestra de estudio,
en este caso el medio de cultivo, para forzar la sedimentacién de los exosomas
(habiendo sedimentado previamente componentes mas pesados de la muestra como
células muertas u otras EVs de mayor tamafio). Los protocolos de diffUC disponibles en
la bibliografia para purificar exosomas de medios bioldgicos son muy variados, pero en
todos ellos se requiere alcanzar RCF de como minimo 100.000xg para conseguir
sedimentar los exosomas de la muestra. La dgUC es una técnica similar, pero emplea un
medio con un gradiente de densidad, normalmente de sacarosa o iodixanol, de manera
que en vez de sedimentarse los exosomas en el fondo del recipiente como ocurre en
diffUC, éstos quedaran suspendidos en un punto en concreto del gradiente de densidad

del medio.



Estas dos técnicas son las técnicas de purificacion de exosomas mas empleadas, al no
requerir ningin reactivo comercial ni instrumentacion especial, pero resultan muy
laboriosas y la fraccion de EVs obtenida no es pura de exosomas, suele contener
agregados de proteinas y vesiculas de tamafios muy diversos. Este aspecto se mejora
empleando dgUC, ya que las impurezas que pueden cosedimentar con los exosomas en

diffUC se separan en el gradiente por diferencias de densidad.

1.7.2. Técnicas de purificacion basadas en precipitacion cuantitativa

La purificacion por precipitacion cuantitativa (QPrec) es relativamente sencilla; consiste
en afiadir a la muestra de estudio una disolucion capaz de forzar la precipitacion
selectiva y cuantitativa de exosomas y aislar finalmente el precipitado formado por
centrifugacion. La principal ventaja de esta técnica es la sencillez de manejo, estas
disoluciones se venden comercialmente y el protocolo a seguir lo proporciona el
proveedor. Sin embargo, la fraccidn de EVs obtenida serd también impura, ya que
coprecipitara con el agente capaz de precipitar las EVs, que normalmente suele ser un
material de tipo polimérico, ademéas de que estas disoluciones comerciales suelen ser

caras.
1.8. Caracterizacion de exosomas

Otro de los aspectos mas importantes previo al andlisis del contenido metalico de los
exosomas es la caracterizacion de los exosomas purificados. Esta parte estd mucho mas
estandarizada, y en la bibliografia se suelen emplear técnicas que permiten el andlisis
del tamafio de las particulas por dispersion de radiacion y técnicas de imagen basadas en

microscopia electronica.
1.8.1. Caracterizacion por dispersion de radiacion

La caracterizacion por dispersién dindmica de radiacion (DLS) permite determinar la
poblacion de tamafios de particulas presentes en una muestra determinada, y en concreto
se ha demostrado su utilidad para la determinacién de los tamafios de particula de EVs
en general, y de exosomas, en particular. A grandes rasgos, esta técnica determina el
didmetro hidrodinamico de particulas suspendidas en disolucion en funcién de la
dispersion de la radiacion procedente de un laser. Con esta técnica se pueden analizar
poblaciones de tamafos de particulas de entre 1 nm y 10 um, de manera que permite

caracterizar una muestra que contiene exosomas. Sin embargo, esta técnica sélo es util
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para determinar poblaciones de tamafios de particulas suspendidas en disolucion cuando
las muestras analizadas son monodispersas, es decir, cuando hay poca variedad de
tamanos de particula. En el caso de que se analicen muestras polidispersas, la presencia
de particulas mas grandes puede enmascarar la presencia de las méas pequefias,
resultando en una Unica poblacion de tamafios que no seria representativa de toda la
muestra [27]. Asi, esta técnica es Util para determinar el tamafio de exosomas presentes

en muestras siempre y cuando esta no sea muy polidispersa.

Existe otra técnica similar, el analisis de monitorizacién de nanoparticulas (NTA), que
permite hacer un andlisis parecido a DLS pero discriminando con mayor resolucién
poblaciones grandes y pequefias, y permitiendo hacer una cuantificacion directa del
namero de particulas, pero requiere volimenes mayores de muestra y los resultados

obtenidos para particulas menores de 50 nm son poco fiables [28].
1.8.2. Caracterizacion por microscopia electronica

La técnica de visualizacion que tiene la resolucion necesaria como para obtener
imagenes de los exosomas purificados (dimensiones de unos pocos nandémetros) de las
muestras de interés es la microscopia electronica. Asi, la técnica de imagen mas
empleada en estos casos es la microscopia electronica de transmision (TEM), que
permite registrar una imagen de la disolucion que contiene los exosomas para visualizar
la morfologia y el tamafio de estas particulas. Ademas, se puede evaluar la
homogeneidad de la muestra, permitiendo detectar la presencia de impurezas como
agregados proteicos 0 EVs de tamafio mayor. Otras técnicas que se podrian emplear
para abordar este problema son la microscopia electrénica de barrido (SEM) o la

microscopia de fuerza atdbmica (AFM).

Uno de los aspectos a tener en cuenta a la hora de analizar exosomas por TEM es la
preparacion de las muestras. Los exosomas no se pueden visualizar directamente por
TEM, y hay que realizar una tincidn previa. La tincion puede ser positiva, si el agente
de contraste interacciona con las estructuras que se quieren visualizar, o negativa, si el
agente de contraste cubre la muestra sin interaccionar especificamente con ningun
elemento presente en ella. En la visualizacion de exosomas se suele emplear tincién
negativa, utilizando compuestos que contienen metales pesados y que no penetran en el
exosoma pero que si lo cubre. De esta manera, al interaccionar los electrones con la

muestra se reconstruye la forma y el tamafio de éstos. Los agentes de tincion negativa
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mas usados para la caracterizacion de exosomas son el acetato de uranilo y el acido

fosfotungstico [29].
1.9. Andlisis elemental del contenido de exosomas

Una de las mejores técnicas de andlisis elemental disponible en la actualidad para
determinar el contenido metélico en muestras con EVs es la espectrometria de masas
con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS). Esta técnica permite
atomizar, volatilizar e ionizar los elementos presentes en una muestra gracias a las altas
energias que se alcanzan en la fuente de ionizacion de tipo ICP. Ademds, permite
realizar analisis multielementales cualitativos y cuantitativos con unas sensibilidades del

orden de hasta los ng L™.
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2. Objetivos

El presente Trabajo Fin de Master (TFM) se enmarca dentro del Proyecto Nacional
titulado: “Estudio de la metalostasis en enfermedades neurodegenerativas asociadas al
envejecimiento empleando nuevas estrategias analiticas” (Ref. PID2019-107838RB-
100) en el que se establece una colaboraciéon entre el grupo de investigacion de
Espectrometria y Electroquimica BioNanoAnaliticas (E2BNA) del Departamento de
Quimica Fisica y Analitica de la Universidad de Oviedo y el Instituto Universitario

Fernandez Vega — Fundacion de Investigacion Oftalmologica.

El objetivo principal del TFM aborda el estudio del contenido de Fe, Cu y Zn de
exosomas secretados por una linea celular de RPE. Este objetivo general se abordara

siguiendo varios objetivos mas especificos:

- Establecer un modelo in vitro de células de RPE que simule el epitelio
pigmentario de la retina, y caracterizarlo mediante técnicas de imagen.

- Establecer condiciones de cultivo idoneas para la secrecion y recoleccion de
exosomas.

- Elaborar un protocolo de purificacion de exosomas del medio de cultivo que
permita obtener una fraccidn exosémica lo mas pura posible, empleando
principalmente centrifugacion diferencial y precipitacion cuantitativa de
exosomas.

- Caracterizar la fraccion exosémica obtenida en la purificacion para confirmar la
presencia o ausencia de éstos en las muestras, empleando DLS y TEM.

- Cuantificar los niveles de Fe, Cu y Zn presentes en los exosomas producidos por

células RPE mediante analisis por ICP-MS.
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3. Instrumentacion empleada

Para los estudios experimentales realizados en este trabajo, se ha empleado
instrumentacion del grupo de investigacion E2BNA del Departamento de Quimica
Fisica y Analitica, del grupo de investigacion de Emulsiones y Fendmenos Interfaciales
(GEFI) del Departamento de Ingenieria Quimica y Tecnologia del Medio Ambiente, del
Departamento de Biologia Molecular, de la Unidad de Masas de los Servicios Cientifico
Técnicos (SCTs) de la Universidad de Oviedo, y de la Fundacidon de Investigacion

Oftalmoldgica (FIO). A continuacion, se describen los equipos empleados:

- Microscopio éptico invertido LEICA DM IL LED (Leica Microsystems; FIO).

- Centrifuga 5810R (Eppendorf; FIO).

- Ultracentrifuga Optima L-90K (Beckman Coulter; Departamento de Biologia
Molecular de la Universidad de Oviedo).

- Equipo DLS Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical; grupo de investigacion
GEFI de la Universidad de Oviedo).

- Microscopio electronico de transmision JEM-2000 (JEOL; SCTs de la
Universidad de Oviedo).

- Microscopio electronico de transmision JEM-1011 (JEOL; SCTs de la
Universidad de Oviedo).

- Espectrometro de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo ICP-
MS 7900 (Agilent Technologies Inc.; SCTs de la Universidad de Oviedo).

3.1. Microscopio optico invertido

El microscopio éptico invertido permite tomar imagenes directamente de las células de
RPE en cultivo. Esto permite evaluar la propagacion y confluencia de las células a
medida que avanza el experimento, y monitorizar su estado en todo momento. La
configuracion invertida del microscopio, es decir, el hecho de que la fuente de luz se
encuentre por encima de la muestra y no por debajo, permite visualizar las células RPE

directamente.

El microscopio empleado en este estudio (LEICA DM IL LED) esta compuesto por un
sistema optico convencional, formado por la fuente de luz, un condensador que permite

concentrar el haz de luz, un diafragma que regula la cantidad de luz que atraviesa la
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muestra, y una serie de lentes oculares entre las que se encuentra la lente objetivo.
Ademas, el microscopio incorpora un sistema mecanico que sirve de soporte para todo
el sistema Optico. Este modelo de microscopio también se puede acoplar a un software
informéatico que permite tomar imagenes digitales de las muestras, en este caso el
software de adquisicion de imégenes Leica LAS EZ. Las partes principales del

microscopio optico invertido empleado se observan en la Figura 5.

___— Fuente de luz
Lentes ~ -—_—___-_-_‘_
oculares t
“ ~ Diafragma

Condensador —
kY ———____ Soporte de la
muestra
Lentes —
objetivo

Figura 5. Microscopio 6ptico LEICA DM IL LED, indicando sus partes mas importantes. Imagen modificada del
manual del instrumento [30]

3.2. Centrifuga y ultracentrifuga

La centrifuga empleada (5810R, Eppendorf) consiste en un tambor que incorpora un
soporte para alojar el rotor de trabajo acoplado a un sistema de refrigeracion que
permite realizar centrifugaciones termostatizadas. El rotor de trabajo en este caso es un
rotor de angulo fijo modelo F-34-6-38 (Eppendorf), con capacidad de centrifugar de
forma simultanea seis muestras de 85 mL directamente, o de 50 mL o 15 mL si se

emplean los adaptadores adecuados, y que permite alcanzar RCF de hasta 18.000xg.

La ultracentrifuga empleada (Optima L-90 K) consiste en un tambor de mayor tamafio
que el de la centrifuga 5810R, que incorpora un soporte para el rotor de trabajo, un
sistema de vacio para realizar la centrifugacion a presion reducida, y un sistema de
refrigeracién que también permite hacer centrifugaciones termostatizadas. El rotor
empleado en las ultracentrifugaciones es un rotor basculante modelo SW 40 Ti
(Beckman Coulter), con una capacidad para centrifugar seis muestras de 14 mL de

forma simultanea, y que es capaz de alcanzar RCF de hasta 285.000xg; fuerzas muy

15



superiores a las que se pueden alcanzar con una centrifuga convencional. Este rotor a su
vez requiere el uso de tubos especiales, tubos de ultracentrifuga de polipropileno de

dimensiones 14x95 mm (Beckman Coulter).

3.3. Equipo de andlisis por DLS

Un equipo de analisis por DLS es muy similar a cualquier espectrofotometro, ya que
presenta componentes similares como una fuente de radiacion, un compartimento para
las muestras, un detector de radiacion, etc. Un componente caracteristico de estos
equipos es el correlacionador, la parte del instrumento que permite transformar las
variaciones temporales de intensidad de radiacion dispersada registradas en poblacién
de tamafos de particula presentes en la muestra. EI equipo de DLS empleado en este
trabajo (Zetasizer Nano ZS) incorpora los siguientes elementos, y en la Figura 6 se
puede observar un esquema de la organizacion de estos componentes en el propio

instrumento:

- La fuente de radiacion, que permite excitar las particulas y generar la

dispersion en la que se basan las medidas. En concreto, este equipo incorpora un
laser rojo que emite a una longitud de onda de 632,8 nm.

- Un atenuador de radiacion, un dispositivo que permite modular la intensidad de
la radiacion laser en funcion de cuanto dispersen las particulas de la muestra la
radiacion incidente.

- Un compartimento para alojar las muestras a analizar. Las muestras se

introducen en suspensién o disolucion en una cubeta similar a las empleadas en
medidas de absorbancia por espectrofotometria VIS-UV.

- Un detector que recibe la radiacion dispersada por parte de la muestra y es un
detector tipico de espectrofotometria. En el equipo de trabajo, el detector se
encuentra a 175° respecto a la celda de medida.

- Un correlacionador, que permite registrar las fluctuaciones de intensidad con el

tiempo y asi determinar la velocidad de variacion de la intensidad, que
posteriormente se asocia a un tamafio de particula determinado.

- Un sistema_informatico que permite procesar la informacion generada en la

medida y aportar una poblacion de tamafios.
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Figura 6. Esquema de los componentes de un equipo basico de analisis por DLS. Imagen modificada del manual del
instrumento [31]

3.4. Microscopio electronico de transmision

En este trabajo se emplearon dos modelos distintos de microscopio electronico de
transmision, ambos de la marca JEOL (modelos JEM-1011 y JEM-2000). En general,

estos dos equipos presentan los mismos componentes (Figura 7) [32]:

Un generador del haz de electrones, compuesto por un filamento generalmente

de W acoplado a un cable que permite aplicar voltajes altos. En el modelo JEM-
1011, el voltaje maximo permitido es de 100 kV, mientras que en el modelo
JEM-2000, el voltaje maximo permitido es de 120 kV. Esta diferencia afectaria
en la resolucion maxima que pueden tener los microscopios, pero ambos tienen
la suficiente resolucion como para tomar imagenes de buena calidad de
exosomas.

Un sistema de lentes de aceleracion y condensacion que permiten acelerar los

electrones hasta que éstos adquieran la energia cinética deseada para atravesar la
muestra, y permiten concentrar el haz de electrones y evitar que se disperse en el
espacio. Estas lentes suelen ser metélicas, normalmente de Cu, y generan este
efecto en el haz de electrones por la aplicacion de diferentes voltajes eléctricos.

El soporte de la muestra, consiste en una caAmara que sirve de interfase entre la

presion atmosférica del exterior del equipo y el alto vacio del interior del equipo.

En este caso, la muestra se coloca sobre una rejilla de Cu recubierta de una
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lamina de C transparente a los electrones, y esta rejilla se coloca en una vara
metalica con un soporte en uno de sus extremos, de manera que esta vara se
introduce en la precamara y, una vez la muestra esta adecuadamente colocada, se
reduce el vacio de la cAmara progresivamente hasta alcanzar el alto vacio del
cafion de electrones.

Un sistema de lentes de amplificacion y objetivo, que permite recoger el haz

de electrones transmitido y/o dispersado a traves de la muestra y amplificarlo
para posteriormente generar la imagen de interés. De nuevo, estas lentes suelen
ser metélicas y permiten modular el haz de electrones por la aplicacion de
voltajes eléctricos.

Un sistema de generacion de la_imagen, un dispositivo que permite

transformar el haz de electrones incidente en una imagen correspondiente con la
muestra. El sistema de generacion de la imagen que incorporan los microscopios
JEM-1011 y JEM-2000 es una pantalla fluorescente, para generar una primera
imagen que se puede observar directamente con un binocular que incorpora el
propio instrumento, y una cdmara CCD, para generar la imagen digital que se
observa en el sistema informatico.

Un sistema de refrigeracion.

Un sistema de generacion de alto vacio, que consiste en una bomba

turbomolecular que permite generar presiones muy reducidas en el cafion de
electrones, necesarias para evitar que el haz de electrones que permite generar la

imagen se desvie por colisiones con moléculas de gas residual.
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Figura 7. Esquema ilustrativo de las partes de un microscopio electrénico de transmision. En la imagen se ilustra el
microscopio JEOL JEM-2100, modelo muy similar a los microscopios empleados en el presente trabajo. Imagen
modificada del manual del instrumento [33].

3.5. ICP-MS

Un equipo ICP-MS genérico tiene una serie de componentes comunes, entre los cuales
se encuentra el sistema de introduccion de muestra, el sistema de nebulizacion, el
plasma de acoplamiento inductivo, la interfase de extraccion, el conjunto de lentes de
focalizacion de iones, el analizador de masas Yy el detector. En este trabajo se emplea el
equipo ICP-MS Agilent modelo 7900, que se puede observar de forma esquematizada

en la Figura 8, y que presenta las siguientes caracteristicas [34]:

- En vez de emplear la bomba peristaltica que incorpora el propio equipo como

sistema de introduccion de muestra, se empled un sistema de analisis por

inyeccidén en flujo (FIA) que permite trabajar con volimenes de muestra muy

pequefios, algo que interesa en este estudio debido a la limitada cantidad de
muestra disponible. Se acopla una valvula de seis vias a la bomba peristaltica del
equipo, de manera que se establece una corriente continua de disolvente que
entra al plasma ICP y se introduce un volumen de muestra determinado (que en
este caso es de 5 pL) unicamente cuando la valvula estd en posicion de
inyeccion.
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El sistema de nebulizacién consiste en un nebulizador neumatico concéntrico

de cuarzo tipo Meinhard acoplado a una camara de nebulizacion refrigerada,
para favorecer en conjunto la formacién de un aerosol de gotas pequefias de la
disolucién de muestra, facilmente volatilizables y que no ponen en riesgo la
integridad del plasma.

El plasma ICP. La antorcha que permite formar el plasma consiste en tres
conductos concéntricos de cuarzo rodeados en el extremo terminal de una
bobina de radiofrecuencias de Cu, y por los cuales pasan diferentes flujos de Ar
de elevada pureza.

La interfase de extraccion permite reducir la presion del sistema desde la

presion atmosférica a la que se encuentra el plasma hasta el alto vacio al que se
encuentra el analizador de masas. Esta interfase consiste en dos piezas metalicas
con forma conica conocidas como cono sampler y cono skimmer que incorporan
un agujero de diametro micrométrico (sampler ~ 1 mm, skimmer ~ 450 um) en
la punta a través de los cuales se transmiten los iones generados en el plasma.

Un sistema de lentes electromagnéticas que se encuentran sometidas a unos

potenciales determinados, de manera que fotones y especies neutras (elementos
que se encuentran en el haz idnico y que contribuirian a aumentar el ruido de
fondo) se eliminan del haz de iones, reduciendo asi el ruido instrumental.

Una celda de colision, situada entre la antorcha y el analizador de masas, y

empleada para eliminar o reducir la presencia de especies poliatdmicas que
puedan interferir en la medida. Se basa en un n-polo presurizado con un gas de
colision (He o H), de manera que las moléculas de este gas chocan con las
especies poliatdmicas que se forman en el plasma e inducen su disociacion.

El analizador de masas, que en este equipo es un cuadrupolo. El cuadrupolo es

un dispositivo que consiste en cuatro varas metalicas dispuestas paralelamente
dos a dos formando un prisma de base cuadrada, y conectadas entre si dos a dos
de forma alterna. El paso de los iones a traves de este analizador se puede
controlar modulando la intensidad de corriente que pasa a través de las varas
metélicas, ya que los iones adquieren trayectorias estables que les permiten
atravesar el cuadrupolo Unicamente a un rango de intensidades de corriente muy
corto, intensidades que son proporcionales al valor de m/z de estos iones.

El detector, que recoge los iones que llegan del analizador de masas y permite

generar un espectro de masas elemental junto con el sistema informaético. El
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detector empleado en el equipo Agilent 7900 es un multiplicador de electrones
secundarios, un dispositivo que genera un chorro de electrones, es decir, una
corriente eléctrica intensa, por cada impacto que recibe de un ion procedente del
analizador de masas. Este tipo de detectores permite trabajar en modo digital,
registrando la intensidad de cada ion en el espectro como cuentas por segundo, 0
en modo analdgico, registrando la intensidad de cada ion como corriente

eléctrica registrada en el detector.

Cuadrupolo

~

Antorcha L "

- Detector
Sistemade _—
nebulizacién
o
Celda de
colision
E:rli]slg;tica Sistema de

vacio
Interfase

Figura 8. llustracion del instrumento ICP-MS Agilent 7900 y sus componentes. Imagen modificada del manual del

instrumento [35].
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4. Procedimientos experimentales

4.1. Establecimiento y caracterizacion del modelo in vitro de RPE

En este TFM se ha utilizado una linea celular de RPE humano establecida a partir de un
cultivo primario de células epiteliales de la retina procedentes del ojo de un donante
post mortem, inmortalizadas mediante transfeccion con el virus SV40 y denominadas
HRPE-SV40. Las células inmortalizadas se siembran en flasks de diferente superficie
para su proliferacién en presencia de medio DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific.)
suplementado con FBS (Thermo Fisher Scientific.) al 10% (v/v) y una mezcla 1:1 de
penicilina:streptomicina (Fisher Scientific.) al 1% (v/v). Una vez se alcanza la
confluencia o grado de desarrollo celular deseado para realizar los experimentos de
interés, el medio de proliferacion se sustituye por medio de produccion, que consiste en
medio DMEM/F12 con las mismas caracteristicas pero al cual se le afiaden otros
suplementos sustitutos del FBS en el cultivo. Este cambio permite eliminar
contaminacion de EVs de la muestra, ya que el FBS empleado en la preparacion del
medio de cultivo contiene de forma natural exosomas. En este trabajo se evalian dos

suplementos libres de exosomas diferentes:

- Exosome depleted-FBS (Thermo Fisher Scientific.) (exdep-FBS), una

disolucion comercial de FBS a la cual se le han eliminado previamente >95% de
los exosomas.
- B-27™ (Thermo Fisher Scientific.), un suplemento que se emplea en cultivos

celulares de células neuronales y que esta libre de exosomas.

Asi, la composicion de medio DMEM/F12 se mantiene exactamente igual, y se cambia
el 10% de FBS por 10% de exdep-FBS o bien por 2% de B-27™. Una vez se afiade el
medio de produccion a las células de HRPE-SV40 en cultivo, éste se mantiene durante
72 h'y cada fraccidn se almacena independientemente. Las células se mantienen en todo
momento en un incubador (Forma direct Heat CO> Incubator, Thermo Fisher Scientific)
a 37 °C, en oscuridad y con un 5% de COg, y su manipulacion se realiza en una cabina

de flujo laminar
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4.2. Purificacion de exosomas

Uno de los puntos principales de este TFM es la elaboracién de un protocolo de
purificacion de exosomas Optimo que permita aislar los exosomas presentes en un
medio de cultivo del resto de componentes del medio. Por un lado, se pretende purificar
los exosomas por diffUC, y para ello se parte de un protocolo previamente publicado
por Théry, C. et al., 2006 [36] con el que se han obtenido buenos resultados en otros
trabajos como el realizado por Biasutto, L. et al., 2013 [37] o Klingeborn, M. et al.,
2017 [38]. Ademas, con el objetivo de optimizar este protocolo para obtener fracciones
de EVs de células HRPE-SV40 mas puras en exosomas, se afiaden pasos adicionales al
protocolo de centrifugaicién, apoyados por los trabajos de Atienzar, S. et al., 2016 y
2018 [39, 40].

Ademas de evaluar la purificacion por diffUC, se pretende evaluar un protocolo de
purificacion por QPrec, empleando para ello una disolucién comercial conocida como
ExoQuick-TC (System Biosciences). En este caso, se sigue el protocolo de purificacion
que indica la casa comercial. Tanto el protocolo de purificacion por diffUC como el
protocolo de purificacion por QPrec se describen a continuacion, y estan referidos a la
muestra de estudio que en este caso son los medios de produccion obtenidos de las
celulas HRPE-SV40 en cultivo.

4.2.1. Centrifugacion diferencial

El protocolo de purificacion por diffUC se basa en someter al medio de produccion
recogido de los cultivos de células HRPE-SV40 tras 72 h a sucesivas y crecientes RCF.
De manera resumida, el protocolo de purificacién seguido por diffUC en el presente

TFM se describe a continuacion:

1) Someter al medio de produccion a 300xg durante 10 min; para eliminar células
muertas.

2) Descartar el “pellet” formado en el paso anterior y someter al sobrenadante a
2000xg durante 20 min; para eliminar restos celulares de gran tamafio.

3) Descartar el “pellet” formado y someter al sobrenadante a 10.000xg durante 30
min; para eliminar restos celulares de pequefio tamafio.

4) Descartar el “pellet” y someter al sobrenadante a 40.000xg durante 30 min; para

eliminar EVs de gran tamafio.
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5) Descartar el “pellet” y someter al sobrenadante a 100.000xg durante 1h 10 min;
para sedimentar exosomas.

6) Resuspender el “pellet” formado en tampén fosfato salino (PBS) y someter al
resuspendido a 100.000xg durante 1h 10 min; para lavar la fraccién exosémica
purificada.

7) Resuspender el “pellet” en 100 pL de PBS vy filtrar con un filtro de jeringa de

0,22 um de tamafio de poro; para eliminar EVs de tamafio mayor a 220 nm.

El protocolo original de purificacion por diffUC extraido del trabajo de Théry, C. et al.,
2006 [36] contempla los pasos 1, 2, 3, 5 y 6 anteriormente indicados. Los pasos 4y 7
del protocolo son los pasos adicionales propuestos en la optimizacion de dicho
protocolo. Los tres primeros pasos de centrifugacion se pueden realizar en la centrifuga
5810R (Seccion 3.2.), mientras que los ultimos pasos de centrifugacion se deben
realizar en la ultracentrifuga Optima L-90K (Seccion 3.2). El “pellet” resuspendido en
100 uL de PBS se puede emplear directamente para su caracterizacion o se puede

almacenar a 4 °C hasta posteriores analisis.

Cuando se trabaja con una ultracentrifuga hay que prestar especial atencion en la
preparacion de las muestras, para evitar problemas de distribucién desequilibrada de
cargas. Los tubos de ultracentrifuga se deben llenar hasta arriba y deben tener la misma
masa dos a dos en al menos las dos primeras cifras decimales, es decir, con un error
méaximo de 0,001 g. En el caso de que no sea posible llenar los tubos con la propia

muestra, se emplea PBS.

4.2.2. Precipitacién cuantitativa

Antes de proceder con la purificacion por QPrec, se centrifugan los medios de
produccién a 3000xg durante 15 min para eliminar células muertas. Una vez
acondicionado el medio de produccion, se afiade la disolucion de precipitacion
ExoQuick-TC de manera que haya una proporcion 1 mL/SmL o 2 mL/10 mL de
ExoQuick-TC/medio de produccion. Se homogeneiza bien la mezcla volteando el
recipiente que la contiene y se deja incubar a 4 °C como minimo durante 12 h,
asegurando que los recipientes se mantienen erguidos durante este paso y no estan
tumbados. Una vez pasado el tiempo de incubacion, el resultante se centrifuga a 1500xg

durante 30 min para forzar la sedimentacion de los exosomas, y se recoge el
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sobrenadante. El sobrenadante se recentrifuga a 1500xg durante 5 min para asegurar que
no quedan exosomas, Yy los “pellets” formados se resuspenden en una Unica fraccion de
100 puL de PBS. De nuevo, las fracciones exosomicas aisladas se pueden analizar
directamente o se pueden almacenar a 4 °C.

4.3. Caracterizacion de exosomas

4.3.1. DLS

La caracterizacion de las fracciones exosdémicas por DLS se realiza sin preparacion de
la muestra. Para ello, se emplea una cubeta de plastico adaptada al equipo, la cual se
llena hasta la altura adecuada (entre 100 y 150 uL. de muestra es suficiente), y se
proceden a las medidas. Ademas de estar bien lavada con agua destilada, la cubeta tiene
que estar libre de particulas de polvo, y para ello se pasa una corriente de aire a presion

por la cubeta antes de las medidas.

Para las medidas por DLS hay que fijar previo al analisis el indice de refraccion de la
particula (entre 0,28 y 0,32 para el caso de los exosomas), la temperatura de medida (4
°C, para evitar la degradacion de los exosomas), y el tiempo de acondicionamiento de la
muestra previo a las medidas (3 min). Una vez fijados estos parametros, el instrumento
ajusta la apertura del atenuador, y se define el nimero de réplicas que se van a realizar
por cada medida independiente (generalmente, entre 12 y 17 réplicas). Para cada
muestra, el equipo DLS aporta tres poblaciones de tamafios de particula independientes,

resultantes del promedio de estas réplicas.

43.2. TEM

Para poder obtener imagenes por TEM de los exosomas presentes en las muestras de
interés, éstas tienen que ser procesadas. Para ello, se colocan 20 uL de la muestra sobre
la rejilla de soporte, y se deja reposar al aire durante 20 min. EIl exceso se seca, y sobre
la misma rejilla se afiaden 50 pL de una disolucion acuosa de acido fosfotungstico al
2% (p/v) y se deja reposar al aire durante 1 min, para tefiir las vesiculas presentes en la
muestra y permitir que se puedan tomar imagenes de éstas por microscopia TEM. Una
vez transcurrido este tiempo, se seca el exceso durante 10 minutos y la muestra estaria

lista para el analisis.
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4.4. Andlisis elemental por ICP-MS

Una vez se han purificado los exosomas de los medios de produccién y se han
caracterizado las muestras por DLS y TEM, la porcion del medio sobrante podria ser
analizada por ICP-MS para determinar el contenido de Fe, Cu y Zn en los exosomas.
Para la determinacion de estos metales, se ha llevado a cabo un calibrado externo (con
patron interno) con disoluciones patron de concentracion conocida y un sistema de
introduccién de la muestra FIA que incorpora un bucle de inyeccion de 5 pL. En este
caso, el elemento que actuara como patron interno es Ga, y en todas las disoluciones de

medida se adicionara en una concentracion final de 30 ug L.

Antes de proceder a analizar los patrones del calibrado y las fracciones exosémicas
purificadas, es imprescindible optimizar parametros instrumentales del ICP-MS. Para
ello, se introduce en el equipo por autoaspiracion una disolucién multielemental de Li,
Y, Ce y Tl en concentraciéon 1 pg L?, con el objetivo de asegurar la maxima
sensibilidad en las medidas, asi como para controlar la formacion de 6xidos y especies
doblemente cargadas. Los parametros experimentales 6ptimos adoptados en los analisis
mediante ICP-MS, ademas de los pardmetros de adquisicion de datos, se reflejan en la
Tabla 1.

Tabla 1. Pardmetros optimizados en el anélisis por ICP-MS para los patrones del calibrado y las muestras que
contienen exosomas.

Potencia de RF / W 1550

Flujo de gas plasmogeno / L min™* 15,0

Flujo de gas auxiliar / L min™* 0,90

Flujo de gas de colisién (He) / mL min* 4,5

Is6topos monitorizados %6.57Fg, 8365Cy, 64867, ©9Ga
Modo de medida Time Resolved Analysis (TRA)
Flujo de disolucion portadora / mL min‘* 0,32

Tiempo de integracién /s 0,05

El calibrado se construye preparando un blanco y seis patrones con un rango de
concentraciones desde los 25 hasta los 800 pg L? para Cu y Zn, y desde los 100 hasta
los 2000 ug L para Fe, en HNOs al 1%. Los niveles de los metales de estudio en los

patrones son elevados respecto a niveles con los que se suele trabajar en un andlisis por
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ICP-MS, pero antes de introducirse en el instrumento los patrones se diluyen con la
disolucién portadora del sistema FIA, que es HNO3 al 1% en agua MilliQ, por lo que la
concentracion de los metales disminuye considerablemente. Por otro lado, las muestras
no se analizan directamente, sino que se prepara una disolucién muestra con patron
interno mezclando 19 pL de la muestra con 1 pL de una disolucion de Ga 600 pg L en
HNO3 al 20% (v/v). Para preparar todas estas disoluciones, se disponen de disoluciones
patron comerciales de Fe, Cu, Zn y Ga de 1000 mg L*, ademas de HNO; ultrapuro
(Trace Metals Grade) al 67-69% y agua MilliQ.
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5. Resultados y discusion

5.1. Establecimiento de los cultivos celulares de HRPE-SV40. Puesta a
punto para la produccion de exosomas

Siempre que se establece un modelo de cultivo, se siguen los pasos indicados en la
Seccién 4.1. El seguimiento y caracterizacion morfolégica del modelo in vitro de
células HRPE-SV40 se realiza adquiriendo imagenes de las células con el microscopio
invertido. Se toman fotos de las células en el momento en que se cambia el medio de
cultivo a medio de produccién y, posteriormente, en el momento en que se recoge el
medio de produccidn tras el tiempo de incubacion. La situacion ideal, al menos a priori,
en cuanto al cultivo celular para cambiar el medio de cultivo a medio de produccion
seria la reflejada en la Figura 9.A. Como se puede observar, las células tienen una
morfologia alargada, y se observan algunos huecos, de manera que este cultivo de
células no esta completamente proliferado, y todavia se puede alcanzar un mayor grado
de confluencia. Cuando las células presentan este aspecto, se estima que presentan un
70-80% de confluencia.

Aunqgue esta sea la situacion a priori ideal de produccién de exosomas en cuanto al
modelo in vitro, a lo largo de este estudio se han evaluado otras situaciones, como la
superconfluencia, reflejada en la Figura 9.B. La superconfluencia, o >90% de
confluencia, se caracteriza por un nimero elevado de células muy juntas, ocupando todo
el espacio del flask de cultivo. Esta situacion puede ser interesante, ya que en principio

cuanto mayor numero de células se incuben en medio de produccidn mas exosomas se

S 3 < >
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Figura 9. Células HRPE-SV40 en pase 16 en un 70-80% de confluencia (A) y en pase 14 en un >90% de confluencia
(B). Imégenes tomadas con el microscopio Leica DM IL LED el 10.05.21

28



generaran. Sin embargo, las situaciones de superconfluencia pueden inducir la
senescencia de las células, y por tanto reducir el tiempo de trabajo efectivo con ellas,

por lo que podria ser una situacion perjudicial.

5.2. Purificacion de exosomas y optimizacion del protocolo

5.2.1. Evaluacion del protocolo de purificacion de exosomas por
centrifugacion diferencial

El primer experimento de purificacion de exosomas se realiza con el objetivo de evaluar
la validez préctica del protocolo de purificacion por diffUC (Seccion 4.2.1.) en cultivos
celulares de células HRPE-SV40. Las células de HRPE-SV40 se sembraron en seis
flasks T25 (superficie de 25 cm?), tres incubados con suplemento exdep-FBS y otros
tres con suplemento B-27™. Las células se dejaron desarrollar hasta una confluencia de
70-80%, recogiéndose tras 72 h los medios de cultivo combinados: una fraccion de 15
mL de medio con exdep-FBS y otra fraccion de 15 mL de medio con B-27™. Como se
emplean paralelamente los dos suplementos sustitutos del FBS, con este experimento
también se pretende evaluar posibles diferencias en la proliferacion celular debidas a la

presencia de suplementos diferentes en el medio de produccion.

Una vez pasado el tiempo de incubacion, los medios correspondientes se recogieron y se
sometieron al protocolo de purificacion por diffUC. Ademas, también se purificd
siguiendo este protocolo un control negativo para cada suplemento, que consiste en 15
mL de medio de produccién que no ha sido incubado con células HRPE-SV40, para
evaluar la presencia o ausencia de exosomas en el medio de produccion que pudiesen
contaminar las muestras. Las fracciones exosémicas purificadas y resuspendidas en PBS
se caracterizaron por DLS, para determinar las poblaciones de tamafios de vesiculas

presentes en las muestras analizadas.

De manera paralela a este experimento, se establece un experimento idéntico, pero con
la Unica diferencia de que los medios de produccién recogidos tras el incubado con las
celulas HRPE-SV40 se almacenan durante una semana a 4 °C antes de someterlos a la
purificacion. Con este experimento lo que se pretende es evaluar si el almacenamiento
en frio de las muestras induce la degradacion de los exosomas presentes en éstas, 0 Si
bien no afecta en nada a su integridad. Aunque la situacion ideal hubiese sido que todos
los flasks T25 tuviesen las células HRPE-SV40 con una confluencia homogénea del 70-

80%, se trabajo con dos confluencias distintas. En concreto, de los seis flasks de trabajo,
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dos se encontraban en un estado de superconfluencia, mientras que otro de ellos se
encontraba en un estado de poca confluencia, y el resto con una confluencia del 70-
80%. Estas diferencias de confluencia introducirian una nueva variable a la hora de
estudiar la produccion de exosomas, pero no es uno de los objetivos buscados en este
experimento. A la hora de recoger los medios de produccion, las distintas fracciones se
juntan de manera que se normalice lo mé&ximo posible el ndmero aproximado de

exosomas por muestra.

Una vez pasado el tiempo de incubacion y el tiempo de almacenado, las muestras se
sometieron a la pertinente purificacion por diffUC y las fracciones exosomicas
obtenidas se caracterizaron también por DLS. Los resultados experimentales (los
espectros % numero particula vs. tamafio) obtenidos por DLS para estas muestras se
encuentran en la Seccion Al.1l. del Anexo del TFM. Respecto a estas muestras, se
observa tanto en las células incubadas con exdep-FBS como en las células incubadas
con B-27™ una poblacion de tamafios de vesiculas de entre 100-300 nm (en la Figura
10 se refleja un espectro de DLS que ilustra estos datos; para mas detalle, consultar
Seccion Al.1 del Anexo).

Number (Percent)
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Figura 10. Espectro obtenido en el anlisis por DLS de la fraccion exosémica purificada por diffUC del medio de
produccion suplementado con B-27™ incubado con células HRPE-SV40, y caracterizado directamente después de la
purificacion.

En la bibliografia disponible se han encontrado poblaciones de vesiculas purificadas de
medios de cultivo procedentes de la incubacién con células ARPE-19, una linea celular
de RPE muy similar a HRPE-SV40, en condiciones similares a las de este trabajo de
diferentes tamafios, pero lo comun es encontrar poblaciones en torno a 10-100 nm para
exosomas, como se han obtenido en el trabajo de Lyu, T. S. et al., 2021 [41] o en el
estudio de Palmieri, V. et al., 2014 [42]. ). Asi, en las muestras analizadas en este
experimento se obtiene un tamafio de EVs superior al que se esperaria. Esto puede dar

una idea de que, o bien las muestras no contienen exosomas 0 estan poco concentradas
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en exosomas, 0 bien hay una variedad grande de vesiculas en cuanto a tamafio, de
manera que la presencia de vesiculas grandes enmascara la presencia de vesiculas
pequefias y por tanto impide identificar la presencia de exosomas por DLS. Estos
resultados también pueden indicar que hay agregados de proteinas o de exosomas en la
muestra, ya que la agregacion de estas particulas es algo que se ha observado que ocurre

cuando se sigue un protocolo de purificacién de exosomas por diffUC.

Por otro lado, se obtuvieron resultados por DLS parecidos en cuanto a poblacion de
tamafios para las muestras analizadas tras la purificacion y las almacenadas a 4 °C
(Seccion Al.1 del Anexo), hecho que a priori permite determinar que el paso de
almacenado en frio de las muestras no compromete la estabilidad de los exosomas
presentes. Por Gltimo, en los controles negativos analizados se observan poblaciones de
particulas por debajo de los 10 nm (Seccién Al.1. del Anexo), dato que indica que los

controles no contienen exosomas enddgenos o bien los contienen en muy poca cantidad.

Para obtener mas informacion acerca de la presencia de exosomas en las muestras
estudiadas, y poder determinar a qué se deben los resultados obtenidos por DLS, estas
muestras fueron analizadas por TEM. Como a priori se observa un comportamiento muy
similar en todos los aspectos del protocolo experimental usando tanto exdep-FBS como
B-27™, (nicamente se analizan las muestras suplementadas con exdep-FBS por TEM,
y se asume que su comportamiento se puede extrapolar a la suplementacion con B-
27™. Los resultados obtenidos del analisis por TEM para las muestras suplementadas
con exdep-FBS se pueden observar en la Figura 11. Los resultados que se pueden
esperar por TEM de muestras que contienen exosomas sometidas a tincion negativa son
imagenes de particulas de tamafios en torno a los 30-100 nm, con forma esferoide u
ovalada, y con el borde mas oscuro que la parte interna, aspecto que indicaria que estas
particulas tienen estructura membranosa (descrito en la bibliografia como forma de
taza) [43].

Teniendo esto presente, y a partir de las imagenes obtenidas en el analisis de las
muestras, se confirma la presencia de exosomas en los medios de produccién, y la
ausencia de exosomas en el control negativo. En las imagenes de TEM que se muestran
en las Figuras 11.A y 11.B se observan estos cuerpos con forma esférica y naturaleza
membranosa y con un diametro en torno a los 30 nm, aunque también se aprecian
vesiculas de mayor tamafio. Asi, los resultados obtenidos previamente en el analisis por

DLS de estas muestras se pueden justificar por la presencia de EVs de mayor tamafio, y
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no por la ausencia de exosomas en la muestra o por la formacién de agregados de éstos.
Por otro lado, la presencia de estas estructuras membranosas en la Figura 11.B confirma
que el almacenamiento del medio de produccion a 4 °C, al menos durante 1 semana, no

compromete la estructura de los exosomas.

En la Figura 11.C no se observan estructuras membranosas de este tipo, sino que se
observan manchas de didmetro superior a los 500 nm que pueden ser generadas por
interacciones inespecificas de elementos del medio de cultivo con el agente de tincion,
lo que confirma que el medio de produccion no contiene una cantidad suficientemente
grande de exosomas como para contaminar las muestras. Otro aspecto que se puede
destacar de estas imagenes es que la Figura 11.B presenta un mayor nimero de
exosomas que la Figura 11.A. Esto puede deberse a las diferencias de confluencia que
presentaban las células de las que se extrajo el medio de produccion que se almacené a
4 °C.

0.5 um

T .

Figura 11. Imégenes obtenidas en el andlisis por microscopia TEM de las fracciones exosomicas purificadas de
medios de produccidn suplementados con exdep-FBS e incubados con cultivos celulares de HRPE-SV40: fraccion
exosdmica fresca (A), con una escala de 20 nm; fraccion exosomica almacenada en frio (B), con una escala de 100
nm; control negativo (C), con una escala de 0,5 um. Imégenes tomadas con el microscopio JEOL JEM-2000 el
17.05.21.
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5.2.2. Evaluacion del rendimiento de purificacion de exosomas con el
volumen del medio de produccién

Una vez confirmada la presencia de exosomas en las muestras sometidas a purificacion
por diffUC, los siguientes experimentos fueron disefiados con el objetivo de optimizar
el protocolo de purificacion para obtener una fraccion exosémica mas pura. Uno de los
primeros aspectos que se pretende evaluar es, si al aumentar el volumen de medio de
produccion inicial a purificar, asi como el nimero de células HRPE-SV40 en cultivo, se
aumenta la concentracion de exosomas. Si se aumenta lo suficiente la poblacién de
exosomas, quizas se podrian registrar poblaciones de tamafios de particula por DLS
acordes con los tamafios caracteristicos de exosomas, 0 bien puede que se siga
manteniendo el enmascaramiento de los exosomas por vesiculas de mayor tamafio. La
evaluacion de diferentes volimenes iniciales de medio de produccion es una medida
indirecta de la eficacia de deteccion de exosomas por DLS en funcién de la
concentracion de particulas, ya que en principio cuanto mayor sea el flask de cultivo
empleado (y por tanto, mayor sea el volumen de medio de produccidn recogido), mayor
namero de células activas habra en el estado de 70-80% de confluencia y por tanto

mayor actividad secretora habra.

El planteamiento del experimento consiste en sembrar células HRPE-SV40 en flasks de
diferente superficie, dejar que proliferen las células hasta la confluencia deseada e
incubar los medios de produccion con las células durante el tiempo previamente
indicado. En concreto, se utilizan flasks T25, T75, y T150 (superficies de 25, 75y 150
cm?, respectivamente), y se siembran tres réplicas de cada flask, de manera que al final
se trabaja con voliumenes de 15, 45 y 75 mL de medio, respectivamente. Asi, en este
experimento se caracterizaran tres fracciones exosémicas resuspendidas en PBS, una
para cada volumen de medio evaluado. Ademas, se caracterizara una cuarta muestra, un
control positivo que en principio contiene exosomas y que consiste en 15 mL de medio
de cultivo con un 40% de FBS normal. Teniendo presentes los resultados obtenidos en
el experimento anterior, a la vista de que el uso del suplemento B-27™ no introduce
diferencias en ningan punto del protocolo experimental respecto al uso del suplemento
exdep-FBS, en adelante sdlo se evaluaron medios de produccion suplementados con
exdep-FBS.
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Una vez pasado el periodo de incubacion y realizada la purificacion por diffUC de
exosomas de los medios de produccion recogidos, las fracciones exosdmicas obtenidas
se caracterizan por DLS. Los resultados experimentales obtenidos (los espectros) estan
recogidos en la Seccion Al.2. del Anexo. Para todas las muestras analizadas, se
obtuvieron poblaciones de particulas de tamafios entre 100-300 nm, demasiado grandes
como para confirmar la presencia de exosomas en la muestra. Estos resultados son
similares a los resultados obtenidos en el experimento reflejado en la Seccién 5.2.1., en
el cual se confirmd que la ausencia de una poblacién de tamafios de particula menor a
100 nm se debia al enmascaramiento de los exosomas por la presencia de EVs mas
grandes en la muestra. Se confirma por tanto que el problema de deteccion de exosomas
por DLS no es la concentracion de éstos en la muestra, sino la presencia de EVs de
mayor tamafio que los exosomas. Asi, se introduce la necesidad de optimizar el
protocolo de purificacion de exosomas por diffUC, con el objetivo de discriminar mejor
los exosomas del resto de EVs de mayor tamario, y asi poder confirmar su presencia en

un andlisis por DLS.

Otro aspecto que se observa del analisis por DLS es que al caracterizar las poblaciones
de tamafos de particula en el control positivo, se observan tamafios por debajo de 10
nm, resultados parecidos a los que se obtuvieron en el control negativo analizado en la
Seccion 5.2.1., en el cual se confirmd por TEM que no habia exosomas. Asi, se puede
determinar también que el medio de cultivo con un 40% de FBS normal no sirve como
control positivo, bien porque el protocolo de purificacion de exosomas no es capaz de
aislar de forma eficiente los exosomas de este medio, 0 bien porque no contiene una
cantidad de exosomas apreciable por DLS. Se puede tener en cuenta para futuros
experimentos evaluar FBS normal puro como control positivo, muestra en la cual en

principio habria una concentracion elevada de exosomas.

5.2.3. Optimizacion del protocolo experimental de purificacion de
exosomas por centrifugacion diferencial

Posteriormente, se disefid un nuevo experimento con el objetivo de evaluar la eficacia
de purificacién de exosomas por diffUC afiadiendo pasos adicionales al protocolo de
aislamiento, en busca de obtener una fraccion exosémica mas pura. Las modificaciones

del protocolo que se evaluaron en este experimento se reflejan en la Seccion 4.2.1.,
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concretamente los pasos 4 y 7 del protocolo; la centrifugacion a 40.000xg v el filtrado

de la muestra por un filtro de jeringa de 0,22 pm de tamano de poro.

Para evaluar si el paso adicional de filtrado mejora los resultados de caracterizacion de
las muestras por DLS, las fracciones exosémicas purificadas en el experimento anterior
(Seccion 5.2.2.) se filtraron, y las disoluciones resultantes se caracterizaron por DLS,
obteniendo los resultados reflejados en la Seccion Al1.3. del Anexo. Los resultados
obtenidos reflejan la eficacia del filtrado en cuanto a discriminacion de los exosomas
respecto de EVs de gran tamafio, al observarse en las tres muestras poblaciones de
tamafios de particula menores respecto a las muestras sin filtrar. Sin embargo, aun
teniendo en cuenta el paso adicional de filtrado, en las fracciones exosomicas
purificadas tanto de los 15 mL de medio como de los 75 mL de medio, se han registrado
poblaciones en torno a los 70-200 nm. En este rango de tamafios se podrian incluir
exosomas, pero al ser un rango intermedio entre exosomas y EVs de mayor tamafio

dificultaria la confirmacién de exosomas en estas muestras.

En la fraccién exosdmica purificada de los 45 mL de medio, se registran poblaciones de
tamafos que si se pueden relacionar directamente con la presencia de exosomas en la
muestra, tamafos entre 20-50 nm (Figura 12; para mas detalle, consultar seccion Al.3.
del Anexo). Este resultado es un indicativo de la importancia de la concentracion de

exosomas en la muestra a la hora de caracterizar las fracciones exosomicas por DLS.
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Figura 12. Espectro obtenido en el andlisis por DLS de la fraccion exosémica purificada por diffUC y filtrada, de 45
mL de medio de produccion suplementado con exdep-FBS e incubado con células HRPE-SV40.

Trabajando con un volumen de 15 mL y una confluencia del 70-80% de las células
HRPE-SV40, parece que no se genera la cantidad suficiente de exosomas como para
que se detecten poblaciones de tamafios de particula por DLS que se puedan asociar
directamente a la presencia de exosomas. Sin embargo, con un volumen de 45 mL de

medio y condiciones similares de cultivo si que se genera la cantidad de exosomas
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adecuada. Asi, se puede determinar que como minimo se debe trabajar con 45 mL de
medio de produccion inicial para tener una cantidad de exosomas suficiente para
confirmar su presencia por DLS. El paso final de filtrado de las muestras debe tenerse
también en cuenta, para mejorar la pureza de la fraccion exosomica en la muestra. Este
mismo experimento se podria repetir evaluando volimenes intermedios entre 15 y 45
mL, para determinar si con algunos de estos volimenes ya se detectaria la presencia de
exosomas por DLS, es decir, la muestra estaria lo suficientemente concentrada en

exosomas.

Teniendo esta premisa presente, se esperaria que en la muestra purificada de los 75 mL
de medio también se observase una poblacion de exosomas similar a la observada en la
muestra purificada de los 45 mL de medio, ya que el volumen de medio es mayor, por
tanto el nimero de células que se emplearon fue mayor. Sin embargo, los resultados
experimentales no muestran esta tendencia. Este hecho podria explicarse por diferencias
en la actividad secretora celular de las células HRPE-SV40 cultivadas en flasks T150
respecto a las células cultivadas en flasks T75, ya que en todo momento se siguieron las
mismas condiciones de incubacion de medios, y purificacion y caracterizacion de

exosomas para los dos cultivos celulares.

Para evaluar la eficacia de eliminacion de EVs grandes en el paso de centrifugacion
adicional a 40.000xg, se siembran células HRPE-SV40 en tres nuevos flasks T75, de los
cuales se recogera una fraccion de medio de produccién tras la incubacion de los
cultivos celulares. De esta Unica fraccion de 45 mL de medio, la mitad sera sometida a
una purificacion por diffUC siguiendo el protocolo sin modificar, mientras que la otra
mitad serd sometida a la misma purificacion teniendo en cuenta el paso adicional a
40.000xg. Al tratarse de medios que se obtienen bajo las mismas condiciones, los
resultados obtenidos permitirdn comparar la eficacia real de este paso de centrifugacion.
Sin embargo, como se ha observado, emplear volimenes mas pequefios que 45 mL
puede introducir dificultades a la hora de identificar exosomas por DLS. Tras proceder a
la purificacion de los exosomas de estos medios de produccién mediante este nuevo
protocolo de diffUC, las fracciones exosémicas se caracterizan por DLS, obteniendo los

resultados reflejados en la seccion Al.3. del Anexo.

Tanto para las muestras purificadas con el protocolo modificado, como para las
muestras purificadas con el protocolo sin modificar, uno de los picos registrados se
obtiene con una poblacion de tamafios menor a 100 nm (Figura 13; para mas detalle,
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consultar seccion Al1.3. del Anexo), indicativo de que la muestra contendria exosomas.
Esto podria dar una idea de la baja eficacia de discriminacion de exosomas de EVs
grandes del paso adicional a 40.000xg respecto al filtrado de la muestra posterior a su
purificacion, ya que solo uno de los picos registrados corresponde con la poblacion de
tamanos deseada. Sin embargo, teniendo en cuenta que esta poblacion, que en principio
corresponderia a exosomas, también se registra en la muestra purificada por el protocolo
sin modificar, el paso adicional a 40.000xg por si solo no tendria ninguna utilidad,
porque ya empleando el protocolo sin modificar se permiten detectar los exosomas por
DLS.
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llustracion 13. Espectro obtenido en el andlisis por DLS de la fraccidn exosdmica purificada por diffUC modificado,
de 45 mL de medio de produccién suplementado con exdep-FBS e incubado con células HRPE-SV40.

Adicionalmente, las dos muestras se pasan por un filtro de 0,22 um de tamano de poro,
permitiendo evaluar asi la eficacia del protocolo de purificacion afiadiendo los dos pasos
adicionales. Al filtrar las muestras, como era de esperar los tamafios de particula se
redujeron en todos los casos. En la muestra purificada por el protocolo sin modificar, la
poblacion a 30-90 nm desaparece, y Unicamente se registran poblaciones de tamafios de
particula de 50-200 nm (Seccién Al1.3. del Anexo). En la muestra purificada por el
protocolo modificado, la poblacién que corresponderia a exosomas se reduce de
tamafo, y aparece una poblacion a 10-30 nm, quiza un poco pequefia pero que se podria
seguir considerando poblacién de exosomas. Sin embargo, las poblaciones del resto de

picos se siguen manteniendo en los 70-200 nm (Seccion Al.3. del Anexo).

Este resultado también puede verse influenciado por la cantidad de volumen inicial de
partida, menor que en otros experimentos, lo que reafirmaria la conclusion obtenida de
que el volumen de medio inicial ideal para registrar poblaciones de exosomas por DLS

en muestras purificadas por diffUC seria de 45 mL. Ademas, quedaria pendiente evaluar
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en futuros experimentos la adicién del paso adicional a 40.000xg y del filtrado al

protocolo de diffUC en la purificacion de volimenes iniciales de medio de 45 mL.

5.2.4. Comparacién de los protocolos de purificacion de exosomas
por centrifugacion diferencial y precipitacion cuantitativa

Finalmente, en un ultimo experimento referido a la purificacion de exosomas de medios
de cultivo se llevé a cabo la comparacion del protocolo optimizado de diffUC para las
células HRPE-SV40 con un protocolo de purificacion por QPrec. Ademas de hacer esta
comparacion, para estudiar mas en profundidad la influencia del grado de desarrollo de
las células en la produccion de exosomas, se trabajard con células en un 70-80% de
confluencia y en un estado de superconfluencia, Los resultados obtenidos permitirian
determinar si realmente la superconfluencia es beneficiosa en cuanto a la secrecion

celular, o si por el contrario no influye o es perjudicial.

El planteamiento del experimento se realiza teniendo en cuenta los resultados obtenidos
en los experimentos anteriores. Se siembran seis flasks T75, tres destinados para la
purificacion de exosomas por diffUC y otros tres destinados para la purificacién por
QPrec. Con las mismas células se recogen diferentes fracciones de medio de
produccién, unas fracciones incubadas en estado de 70-80% de confluencia, y otras
fracciones incubadas en estado de superconfluencia. Asi, finalmente se tendran cuatro
fracciones de medio diferentes, teniendo en cuenta los dos protocolos de purificacion

aplicados para cada grado de desarrollo celular estudiado.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion por DLS de las fracciones exosdmicas
purificadas, reflejados en la Seccion Al.4. del Anexo, permiten extraer varias
conclusiones. Por un lado, las fracciones exosomicas purificadas por diffUC tanto en
70-80% de confluencia como en superconfluencia no presentan una concentracion
apreciable de exosomas por DLS, ya que se han registrado tamafios de particula de 70-
200 nm. Este resultado no corresponde con el que se esperaria obtener, ya que en el
experimento de evaluacion de nuevos pasos en el protocolo de purificacion por diffUC
(Seccién 5.2.3.) ya se habian obtenido poblaciones de tamafios de particula que se
podian asociar a exosomas, realizando el experimento en condiciones muy similares a
las de este experimento. De nuevo, este resultado sélo se puede deber a diferencias en la

actividad secretora celular y por tanto a la variabilidad biolégica inherente.
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Por otro lado, el “pellet” resuspendido obtenido de la purificacion por QPrec, tanto para
las células en 70-80% de confluencia como para las células superconfluentes, da
poblaciones de tamafios de particula de 1000 nm y superiores (Figura 14; para mas
detalle, consultar Seccion Al.4. del Anexo), algo esperable debido a la presencia en el
“pellet” de las moléculas que fuerzan la precipitacion de los exosomas y que pueden

tener este tamafio.
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Figura 14. Espectro obtenido en el andlisis por DLS de la fraccion exosémica sin filtrar purificada por QPrec, de 45
mL de medio de produccion suplementado con exdep-FBS e incubado con células HRPE-SV40.

Al filtrar estas muestras con un filtro de 0,22 um de tamafio de poro, Se registran
poblaciones de tamafio de particula de 20-80 nm en la muestra procedente de células
con 70-80% de confluencia, y de 100-300 nm en la muestra procedente de células en
superconfluencia. En ambos casos se observa un descenso apreciable del tamafio de
particula registrado, pero particularmente en la muestra procedente de células con 70-
80% de confluencia se registran tamafios de particula que se podrian asociar
directamente a la presencia de exosomas en esta muestra. Con este resultado se resalta
la eficacia superior de purificaciobn de exosomas de medios de cultivo por QPrec
comparado con diffUC, ya que mediante este protocolo de purificacion se identifican
exosomas empleando 10 mL de medio, mientras que por el protocolo de diffUC (en el
cual se parten de 45 mL de medio) no se identifican exosomas en la muestra. Queda
pendiente confirmar si esta eficacia es debida a un mayor rendimiento de purificacion
de EVs, 0 una mejor discriminacion de exosomas respecto a EVs grandes, aspecto que

se podria confirmar analizando estas muestras por TEM.

Las imagenes tomadas de las muestras en un analisis por TEM se reflejan en la Figura
15. Lo primero que destaca de estas imagenes es que las vesiculas que se aprecian en
todas ellas tienen un aspecto diferente al tipico que mostraria una vesicula por TEM

sometida a tincion negativa. En este caso, se pueden observar particulas con forma
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esférica, pero con un color negro en toda su estructura, en vez de bordes negros e
interior grisaceo. Este cambio de apariencia se asemeja méas a lo que se observaria si se
hubiese empleado una tincion positiva en el procesado de las muestras, y podria ser un
indicativo de que en algin momento del protocolo de procesado el agente de tincion ha
penetrado en los exosomas en vez de cubrirlos. Esto puede ocurrir si se dejan secar
excesivamente los exosomas, 0 porque éstos debian haberse fijado antes de realizar el

procesado de la muestra [29].

Figura 15. Imégenes obtenidas en el andlisis por microscopia TEM de las fracciones exosomicas purificadas de
medios de produccidn suplementados con exdep-FBS e incubados con cultivos celulares de HRPE-SV40: fraccion
exosdmica purificada por diffUC con un 70-80% de confluencia (A) y con superconfluencia (C), con una escala de
0,2 um; fraccion exosomica purificada por QPrec con un 70-80% de confluencia (B) y con superconfluencia (D), con
una escala de 100 nm. Imagenes tomadas con el microscopio JEOL JEM-1011 el 16.06.21.

Maés alla del cambio de apariencia, se observa un nimero mayor de vesiculas en las
muestras purificadas por diffUC frente a las muestras purificadas por QPrec, algo que se
esperaba a priori ya que el volumen inicial de medio purificado por diffUC fue de 45
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mL, mientras que el de QPrec fue 10 mL. Ademas, las muestras purificadas por diffUC
muestran una mayor variedad de tamafios de vesicula, desde los 20 hasta los 200 nm,
mientras que en las muestras purificadas por QPrec sélo se observan vesiculas menores
de 100 nm, hecho que permite confirmar que la eficacia de purificacion de exosomas
por QPrec respecto a diffUC es debida a la mejor discriminacion de exosomas de las
EVs de gran tamafio. Estos resultados también permiten explicar las observaciones
obtenidas en la caracterizacion del tamafio de particula, ya que se confirma que en las
muestras purificadas por diffUC no se registran poblaciones de tamafios de exosomas
por DLS debido a la presencia de EVs mas grandes aun partiendo de un volumen de
medio inicial mayor. Por Gltimo, un aspecto que se observa también es que el nimero de
vesiculas se reduce en las muestras superconfluentes respecto a las muestras con una
confluencia del 70-80%, de manera que se podria determinar que el estado de
superconfluencia es mas perjudicial que beneficioso en cuanto a secrecion celular se

refiere.

5.3. Analisis multielemental de Fe, Cu y Zn en exosomas mediante
espectrometria de masas elemental

A continuacion, se incluye una tabla resumen (Tabla 2) de los experimentos detallados
en la Seccion 5.2. y los resultados obtenidos. Como se puede observar, obtener una
fraccion de EVs rica en exosomas es una tarea bastante complicada, de manera que es
dificil determinar qué muestras tienen los criterios necesarios como para ser analizadas
por ICP-MS para asegurar que se determina el contenido metalico de los exosomas
secretados por las células HRPE-SV40, y no se analiza el contenido metélico de EVs en
general. Teniendo en cuenta los resultados experimentales obtenidos por DLS y TEM
para la caracterizacion de todas las muestras ensayadas, se ha observado una
heterogeneidad en los tamafios de las vesiculas, por lo que no se puede asegurar el

analisis exclusivo de exosomas, sino EVs que contienen exosomas.
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Tabla 2. Resumen de los experimentos realizados en la seccidn 5.2. del presente TFM

Experimento Flask | Confluencia | Suplemento | Réplicas [\)/r(gdtr]licil(;?] Purificacion Tamafios | Tamafios
(seccion TFM) /mL DLS/nm | TEM/nm
(5.1.1) Fresco | T25 | 70-80% exg?zp;fh?s 3 15 diffuc 100-300 |—2100
(5.1.1)a4°C | T25 | 70-80% exg?zp;fh?s 3 15 diffuc 100-300 |—20150
(5.1.1.) Control i i exdep-FBS ) . i No
negativo B-27™ 15 diffUC 4-10 €x0somas
T25 15
2.2. -80% exdep- i - -
(5.2.2)) T75 70-80% dep-FBS 3 45 diffuC 100-300
T150 75
6'%%25\‘/’2""' : : FBS . 15 diffuc 3-10 :
T25 15 diffuC + 70-200 -
(5.2.3.) Filtrado T75 70-80% exdep-FBS 3 45 Filtrado 20-50 30-50
T150 75 70-200 -
225mL 10-30 ]
diffuC 50-200
(5.2.3)40.000xg | T75 | 70-80% | exdep-FBS 15 22,5 22.5mL
. 20-50
diffuC + 20-300 -
40.000 xg
22.5mL
diffuC + 50-300 -
Filtrado
(5'2;33iﬁ?£g°x9 T75 | 70-80% | exdep-FBS | 15 225 225 mL
diffuc + 30-100 )
40.000 xg + 80-300
Filtrado
70-80% 3 45 diffuc 70-200
(5.2.4.) diffuC T75 exdep-FBS optimizado 30-200
>90% 3 45 P 70-200
-8009
729%2 /0/" QPrec >1000 :
(5.2.4.) QPrec T75 270-80% exdep-FBS 3 45 OPrec + 20-70 0100
>90% Filtrado 100-300

La muestra que a priori presenta una mayor relevancia para ser analizada por ICP-MS es

la muestra obtenida en el experimento de la Seccion 5.2.3. procedente de 45 mL de

medio. Para confirmar la presencia de exosomas en dicha muestra, se toman imagenes

por TEM (Figura 16). Esta imagen concuerda con lo que se esperaria de muestras que

contienen exosomas Yy que han sido sometidas a tincion negativa, observandose

particulas con estructura membranosa mas oscuras en los bordes que en el interior, y

con tamafios acordes al tamafio esperado de exosomas, por debajo de 100 nm. Asi, estos

resultados respaldan los hallazgos obtenidos por DLS para la muestra, y se determina

que la muestra cumple los requisitos como para determinar el contenido metélico de

exosomas liberados por las células HRPE-SV40 en cultivo.
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Figura 16. Imagen obtenida en el andlisis por microscopia TEM de la fraccion exosémica obtenida de una
purificacion por difftUC de 45 mL de medio de produccion incubado en células HRPE-SV40 con un 70-80% de
confluencia. Imagen tomada con el microscopio JEOL JEM-1011 el 16.06.21.

Las ecuaciones de las rectas de calibrado obtenidas por ICP-MS para Fe, Cu 'y Zn tras el
analisis de las disoluciones patrén, obtenidas como el cociente de las sefiales del
elemento de estudio y el patrén interno frente a la concentracién del elemento en la
disolucion, se muestran a continuacion. Ademas, se refleja el coeficiente de correlacion
lineal y el limite de deteccidon del método para cada is6topo monitorizado, calculado

como tres veces la desviacion estandar de la ordenada partido de la pendiente.

( 56Fe+
j 56: goc7 = (0,062 + 0,003)[*Fe] pg L™ + (6 4 2), R? = 0,9925,L0D = 221 pg L™
Fe 57F +
|\57: ssgr = (000158 +0,00007)[*"Fe] ugL* + (0,12  0,06), R* = 0,9941,LOD = 195 pg L™
( 63 u+
l63: = (0,0877 + 0,0009)[*3Cu] pg L~ + (0,01 + 0,3), R? = 0,9996, LOD = 20 pg L
Cu 4
Ik65: sscr = (0,0442 + 0,0006)[*Cu] pg L™ — (0,03 £ 0,2), R? = 0,9994,LOD = 25pg L™
{ 64—Zn+
4 4: 69(;—+ = (0,0193 + 0,0003)[**Zn] pg L~ + (0,20 + 0,09), R? = 0,9993, LOD = 26 pg L~!
667n*
t : gogzr = (001234 0,0001)[*Zn] ug L + (0,02 + 0,04), R? = 0,9997,LOD = 16 g L™

Con estos modelos lineales realizados a partir de los datos del calibrado, se pueden
obtener las concentraciones de los metales de estudio en la muestra analizada. Se puede
apreciar que los limites de deteccidn son altos respecto a lo que se esperaria de un
andlisis de metales traza por espectrometria ICP-MS, sobre todo para Fe. Este hecho
puede atribuirse al sistema FIA empleado para introducir la muestra en el ICP-MS.

Ademas de analizar la muestra, se analiza un blanco consistente Gnicamente en PBS, y
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tratado de forma idéntica a la muestra. En la Figura 17 se recoge el FIAgrama registrado
(intensidad vs. tiempo) para ®°Ga en el anélisis de la muestra como ejemplo ilustrativo

del resto de isétopos monitorizados.
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Figura 17. FIAgrama experimental (intensidad vs. tiempo) de ®Ga registrado en el anlisis de la muestra que
contiene exosomas analizada por FIA-ICP-MS.

Tras el andlisis por ICP-MS de la muestra, los niveles experimentales de los metales
encontrados en los exosomas analizados fueron de 238 y 167 ng L para Fe y Zn,
respectivamente, con una precision (expresada como desviacion estandar relativa
(RSD)) del 6%, e indetectables para Cu. Debe destacarse que el contenido metalico del
fondo, es decir, del PBS fue bastante elevado, debido a su elevado contenido en sales
que pueden contener impurezas de Fe, Cu 0 Zn. En futuros experimentos se llevara a
cabo la preparacion de PBS tomando las precauciones adecuadas para un analisis de
metales traza, o se empleara otra disolucion reguladora con menor contenido en sales
como el tampdn de tris(hidroximetil)aminometano salino (TRIS), asi como se reducira
el contenido metalico mediante su purificacion a través de una columna quelante

especifica.

Otro aspecto que se observa es que la fraccion exosémica no contiene niveles
apreciables de Cu, ya que la cantidad de Cu detectada en la muestra y en el PBS
presenta niveles similares, pudiendo deberse a que ese elemento se encuentra en niveles
inferiores al limite de deteccion o bien que la contribucién de la disolucion de PBS es
elevada. En cuanto a Fe y Zn, se detectan niveles apreciables de ambos metales, y se
observa que la muestra estd mas concentrada en Fe que en Zn. Estos hallazgos
contribuyen a resaltar el importante papel de estos dos metales en el metabolismo
celular del RPE, debiendo evaluarse en estudios futuros su posible implicacion en la

DMAE. Por Gltimo, un aspecto que se puede destacar de estos datos es que el analisis de
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la muestra presenta una buena precision para todos los metales, en torno al 6%, pero
peor respecto a lo que se podria esperar de un analisis de metales traza por ICP-MS. De

nuevo, este hecho puede atribuirse al sistema FIA.
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6. Conclusiones

A partir de los resultados experimentales obtenidos en este Trabajo Fin de Master, se

pueden extraer las siguientes conclusiones:

1.

El modelo in vitro de células HRPE-SV40 ha proporcionado resultados
diferentes en la purificacion y caracterizacion de exosomas bajo condiciones de
cultivo similares, indicando gran variabilidad biolégica y consecuente
irreproducibilidad.

Se ha confirmado la presencia de exosomas en medios de cultivo de células
HRPE-SV40 purificados mediante centrifugacion diferencial y mediante
precipitacion cuantitativa.

El protocolo de purificacion de exosomas de medios de cultivo por
centrifugacion diferencial necesita ser optimizado de nuevo para obtener una
fraccion de vesiculas mas rica en exosomas.

La purificacion de exosomas de medios de cultivo por precipitacion cuantitativa
presenta una mayor eficacia de discriminacion de exosomas de otras vesiculas
extracelulares de mayor tamafio que la purificacion de exosomas por
centrifugacion diferencial.

La obtencion de una fraccion de vesiculas extracelulares rica en exosomas es
crucial para detectar éstos por DLS, ya que esta técnica presenta la desventaja de
que en muestras polidispersas las particulas de mayor tamafio tienen méas peso
en las medidas, y por tanto los exosomas, al ser particulas de tamafios menores a
100 nm, pueden quedar facilmente enmascaradas.

La caracterizacion por TEM de los exosomas permite identificar éstos de una
forma mucho mas inequivoca que el DLS, ya que se eliminan los problemas de
enmascaramiento. Sin embargo, hay que optimizar el protocolo de preparacién
de muestra, para evitar interacciones indeseadas entre el agente de tincién y las
vesiculas (se puede modificar la apariencia de los exosomas).

Se han observado niveles apreciables de Fe y Zn en exosomas secretados por las
células HRPE-SV40, mientras que no se han observado niveles apreciables de
Cu. Ademas, se han observado niveles demasiado elevados de estos metales en

el PBS, resultando en fondos muy altos, aspecto que habria que optimizar.
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Anexo

Al. Resultados experimentales obtenidos por DLS.

A continuacion, se reflejan los resultados obtenidos por DLS. Para cada muestra
analizada, se registran tres réplicas diferentes, lo que se expresa como “Pico 17, “Pico 27,
etc. En la tabla adyacente a cada gréafico, se muestra el tamafio promedio de cada réplica
y su desviacion estandar asociada.

Al.l. Experimento 5.2.1.

- Medio de produccion suplementado con exdep-FBS purificado directamente por
diffUC.

Number (Percent)

1000 10000
Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 141 £ 42 nm

Pico 2 (Verde): 136 £ 43 nm

Pico 3 (Azul): 128 = 44 nm

- Medio de produccion suplementado con B-27™ purificado directamente por
diffUC.

1000 10000
Size (d.nm)



Pico 1 (Rojo): 211 £ 58 nm

Pico 2 (Verde): 200 £ 52 nm

Pico 3 (Azul): 202 £ 61 nm

- Medio de produccion suplementado con exdep-FBS purificado por diffUC y
almacenado a 4 °C durante una semana.

207

Number (Percent)
S

1000 10000
Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 170 = 56 nm

Pico 2 (Verde): 170 £ 65 nm

Pico 3 (Azul): 177 £ 76 nm

Medio de produccion suplementado con B-27™ purificado por diffuC vy

almacenado a 4 °C durante una semana.

Number (Percent)

1000 10000
Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 164 =43 nm

Pico 2 (Verde): 171 £ 49 nm

Pico 3 (Azul): 132 £ 55 nm




- Control negativo suplementado con exdep-FBS purificado por diffUC.

VoL TR R RN R RERTERTRERRRTRIIEE KRR E R R EEEE TR :

ZESO .................. .................. ................. .................

] : : : :

2 .

© . [ . . .

= R0 R AR UR T R IR :

[ B

£

E

3

A (1L R I e Y | B I S e R I
0 : . :
0.1 1 100 1000 10000

Size (d.nm)

Pico 1 (R0jo): 6 =1 nm

Pico 2 (Verde): 6 £ 2 nm

Pico 3 (Azul): 7+ 3 nm

- Control negativo suplementado con B-27™ purificado por diffUC.

AQ - crrr e e s TR :

Number (Percent)

100 1000 10000
Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 7+ 2 nm

Pico 2 (Verde): 4 £2 nm

Pico 3 (Azul): 8 £ 2 nm




Number (Percent)

Number (Percent)
S

Al.2. Experimento 5.2.2.

Medio de produccién procedente de flasks T25 (15 mL) suplementado con exdep-
FBS purificado por diffUC.

DOt R R EETREPTS Ceee :

-
()]

(5]

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 199 £ 61 nm

Pico 2 (Verde): 188 £ 63 nm

Pico 3 (Azul): 176 £ 63 nm

Medio de produccién procedente de flasks T75 (45 mL) suplementado con exdep-
FBS purificado por diffUC.

S SO U USSR
ool e PP N : :
o R PP IO 1 1 I ST :
ol P PPPOS P01 FHL R FOO TP
) \ :

0 | :

0.1 1 10

Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 210 =56 nm

Pico 2 (Verde): 212 £ 59 nm

Pico 3 (Azul): 247 + 66 nm




- Medio de produccion procedente de flasks T150 (75 mL) suplementado con
exdep-FBS purificado por diffUC.

B0 R R R R :
£
g o L I T T T T T I LTI T
[F]
=
@
t
E L0 R e T T 2 I S
=
0 i } i i
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 15 + 34 nm

Pico 2 (Verde): 184 £ 52 nm

Pico 3 (Azul): 186 £ 54 nm

- Control positivo (DMEM/F12 con 40% FBS) purificado por diffUC.

P U TR, e TP e :

'-E‘ BOF e

("]

[&] .

o : : : : :

./ SRERRERREERRPRTS e R T TR P PR REE PR RN :

[ .

o 4

S

3

Z 10 O T N T T T
0 ; ‘ ; i
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 9 =3 nm

Pico 2 (Verde): 6 £ 2 nm

Pico 3 (Azul): 5+ 1 nm




Al.3. Experimento 5.2.3.

- Medio de produccion procedente de flasks T25 (15 mL) suplementado con exdep-
FBS purificado por diffUC vy filtrado.

L LR REEEREEREREREE CERTERTREERRR R R P ERR TR E R R EEEE TR :
) : : : : :
3 DOt rr KRR R AL I :
P : :
=
o]
Qo
g»lo .........................................................................................
=z
0 t t = i i
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 76 + 21 nm

Pico 2 (Verde): 90 £ 23 nm

Pico 3 (Azul): 106 £ 26 nm

- Medio de produccién procedente de flasks T75 (45 mL) suplementado con exdep-
FBS purificado por diffUC vy filtrado.

BOT R RE R RR TR :
%‘30 .................. .................. ................. .................
5 : : : :
(5] .
] : : : : :
o . . . . .
\:20_ .................. .................. ‘ ................. , .................
Q .
= . . . . .
5 . . . . .
Z o0t e T e :
0 ‘ ‘ i i
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 28 £ 5 nm

Pico 2 (Verde): 36 + 11 nm

Pico 3 (Azul): 37 £ 10 nm




- Medio de produccion procedente de flasks T150 (75 mL) suplementado con
exdep-FBS purificado por diffUC vy filtrado.

DB T IR S :

Number (Percent)

1000 10000

Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 89 + 29 nm

Pico 2 (Verde): 93 + 33 nm

Pico 3 (Azul): 105 £ 34 nm

Medio de produccion procedente de flasks T75 (22,5 mL) suplementado con
exdep-FBS purificado por diffUC modificado.

B0 e R R R TR IRREEEEEEREREREREE :
g
3 o0 T S P
5]
e
@ : : ‘ : :
§10 .................. R I A R ST S BT :
= . .
0 t t t i
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 27 £ 6 nm

Pico 2 (Verde): 146 £ 47 nm

Pico 3 (Azul): 150 = 54 nm




- Medio de produccién procedente de flasks T75 (22,5 mL) suplementado con
exdep-FBS purificado por diffUC modificado y filtrado.

B0 TR e e :
= : : : : :
8 20 e B T T A e :
g : : :
=
]
£
E 0t o b T
z
0 i : ‘ ; i
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 87 + 23 nm

Pico 2 (Verde): 68 £ 21 nm

Pico 3 (Azul): 15 + 4 nm

- Medio de produccion procedente de flasks T75 (22,5 mL) suplementado con
exdep-FBS purificado por diffUC.

DEt e R T R R :

SO SR T B S L :

Number (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 142 + 58 nm

Pico 2 (Verde): 157 £ 67 nm

Pico 3 (Azul): 51 £ 53 nm




- Medio de produccién procedente de flasks T75 (22,5 mL) suplementado con
exdep-FBS purificado por diffUC vy filtrado.

251

Number (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 102 £ 31 nm

Pico 2 (Verde): 89 £ 29 nm

Pico 3 (Azul): 89 + 29 nm

Al.4. Experimento 5.2.4.

Medio de produccién incubado con células en confluencia del 70-80%

suplementado con exdep-FBS purificado por diffUC optimizado.

AOTr v REREERTRERRRTRIEE R L R SRR

%‘ BOT e e gk
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0 t t i
0.1 1 10 1000 10000

Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 90 £ 18 nm

Pico 2 (Verde): 107 £ 20 nm

Pico 3 (Azul): 111 + 22 nm




Number (Percent)

Medio de produccién incubado con células en superconfluencia suplementado con
exdep-FBS purificado por diffUC optimizado.

40

()
o
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o
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o
t +

o

10

=]
o
-

1000 10000
Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 95 + 21 nm

Pico 2 (Verde): 118 £ 36 nm

Pico 3 (Azul): 110 £ 22 nm

- Medio de produccién incubado con células en confluencia del 70-80%
suplementado con exdep-FBS purificado por QPrec sin filtrar.
Qe S e e
= : : : :
gzo .................. R T T T T L A 1 1
z : : :
g»lo .................. R R I e UL I
= : :
0 ; i
0.1 1 10 100 10000

Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 1428 £ 323 nm

Pico 2 (Verde): 1563 + 363 nm

Pico 3 (Azul): 1251 £ 262 nm
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Number (Percent)

Medio de produccion incubado con ceélulas en confluencia del 70-80%

suplementado con exdep-FBS purificado por QPrec filtrado.

QO+ s e T R EEEETRTREPRRII :

1000 10000

Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 39+ 7 nm

Pico 2 (Verde): 43+ 8 nm

Pico 3 (Azul): 35+ 6 nm

Medio de produccion incubado con células en superconfluencia suplementado con

exdep-FBS purificado por QPrec sin filtrar.

Number (Percent)

30

20

AOT e e T G

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 1581 + 286 nm

Pico 2 (Verde): 1722 + 365 nm

Pico 3 (Azul): 1996 + 455 nm
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- Medio de produccion incubado con células en superconfluencia suplementado con
exdep-FBS purificado por QPrec filtrado.

B0 R R E PR RRE S :
g : : :

820 .................. R e
s : : :

=

] : : : : :
2 . . . . .
510, .................. R R R I NT L R & R :
2 : :

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Pico 1 (Rojo): 190 £ 39 nm

Pico 2 (Verde): 214 £ 43 nm

Pico 3 (Azul): 217 £ 46 nm
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