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EXOSOMAS: CARACTERISTICAS Y METODOS DE EXTRACCION
RESUMEN

Las vesiculas son estructuras compuestas por una bicapa lipidica que las separa del medio
formando compartimentos anucleados. Se derivan de una membrana celular o un organelo
intracelular. Son elementos importantes en numerosos procesos celulares internos y externos
(1). Surol en la comunicacién celular es motivo de ardua investigacion pues son potenciales
biomarcadores y estrategias terapéuticas. El objetivo de este escrito es comentar brevemente
la nomenclatura actual, hitos histéricos, caracteristicas y principales métodos de extraccion
de los exosomas con el fin de divulgar su complejidad estructural y la manera en la que se
estudian en un laboratorio.
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SUMMARY

Vesicles are structures composed of a lipid bilayer that separates them from the medium
forming anucleated compartments. They are derived from a cell membrane or an
intracellular organelle. They are important elements in numerous internal and external
cellular processes (1). Their role in cellular communication is the subject of arduous research
as they are potential biomarkers and therapeutic strategies. The aim of this paper is to briefly
comment on the current nomenclature, historical milestones, characteristics and main
methods of extraction of exosomes in order to disclose their structural complexity and the
way in which they are studied in a laboratory.
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CARACTERISTICAS DE LOS EXOSOMAS

Las vesiculas son estructuras compuestas
por una bicapa lipidica que las separa del
medio formando compartimentos
anucleados (Figura No. 1a). Se derivan de
una membrana celular o un organelo
intracelular. Son elementos importantes en
numerosos procesos celulares internos y
externos (1). Su rol en la comunicaciéon
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celular es motivo de ardua investigacion
pues son potenciales biomarcadores y
estrategias terapéuticas; especialmente las
vesiculas extracelulares denominadas
exosomas han venido recibiendo mayor
atencion en la altima década. Por todo esto
han sido denominadas “organelos
extracelulares” (2).
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Figura No. 1. A. Formas de vesiculas extracelulares B. Via molecular de formacion de exosomas C.
Ejemplo de exosoma. (Elaboracion propia)

La nomenclatura de estas vesiculas ha sido
motivo de confusién, pues inicialmente se
llamaban segtn el tipo celular que las
creaba y del tipo de fluido del cual solian
extraerse, asi, solian llamarse
prostatosomas si provenian del liquido
seminal, cardiosomas si las producia los
cardiomiocitos, dexosomas si por su parte
eran extraidas de células dendriticas y asi
sucesivamente. Posteriormente se
clasificaron en los tres tipos que hoy son
mayormente aceptados (3).

Existen tres tipos de  vesiculas
extracelulares. i) Exosomas, ii) Ectosomas
y iii) Cuerpos apoptéticos. Su diferencia
principal radica en su mecanismo de
biogénesis y la composicion de su
membrana lipidica. Los exosomas son
microvesiculas de 30 a 150 nm de didmetro
y son secretadas al exterior por una
variedad de células como lo son las de
origen tumoral, epitelial, hematopoyético
e incluso por plaquetas. Estos se originan
mediante la formaciéon de endosomas
primarios que al plegarse formando
vesiculas crean wuna estructura de
transicion llamada cuerpo multivesicular
(MVB, por sus siglas en inglés) dentro de
un endosoma tardio. Los MVB pueden
tomar dos caminos, el de la degradacién
lisosomal o el de la exocitosis de la célula,
si toman esta tltima via se producirdn los
exosomas (Figura 1b). Por su parte, los
ectosomas y cuerpos apoptoticos se
derivan directamente de la membrana

plasmaética y no a través de la formacion de
endosomas (3).

La historia de la investigacion con
exosomas tuvo 3 momentos
determinantes. En un primer momento los
grupos de Harding y Johnstone acufian el
término exosomas al describir su proceso
de biogénesis a través de un modelo
experimental con reticulocitos en 1983
(4,5). Después, en 1996, el grupo de Raposo
demostré el papel inmunomodulador de
los exosomas al aislar lo que ella llamo
vesiculas presentadoras de antigeno (6).
Finalmente, en 2006 y 2007, los grupos de
Ratajczak y Lotvall evidenciaron la
funcién reguladora de los exosomas al
encontrar mMRNA y miRNA dentro de ellos
(7,8).

Estas  vesiculas  comparten  varias
caracteristicas  constitutivas de su
“membrana madre”, es decir, la
membrana plasmaética de la célula de la
cual se derivan (Figura No. 1c). Contienen
elementos reguladores de la expresion
genética y el comportamiento celular.
Proteinas, lipidos y carbohidratos influyen
en su destino (9). Algunas de estas
proteinas son necesarias para su
biogénesis desde que se forman los MVB
hasta su via exocitica. Entre las proteinas
constitutivas se encuentran anexinas,
integrinas, proteinas de choque térmico,
moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad y tetraspaninas, unas
proteinas de cuatro dominios
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transmembrana como CD9, CD63, CD81 y
CD82 son las méas abundantes en los
exosomas y estan involucradas en
procesos de sefializacion, adhesion celular
y movilidad. Los lipidos de un exosoma
son bastante similares a los de la
membrana celular, asi como ellas, estos
contienen  colesterol,  esfingomielina,
fosfatidilcolina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina y
en una cantidad importante tienen
ceramida, la cual estd involucrada en el
transporte de los dominios asociados a
exosomas dentro del endosoma. Sin
embargo, los lipidos de un exosoma
pierden la asimetria lipidica establecida en
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sus membranas madre, es decir que lipidos
como la fosfatidilserina que son
marcadores de sefalizaciéon importantes
de apoptosis en una célula al trasladarse
de la cara interna a la externa en el caso de
los exosomas, no cumplen esta funcién por
lo que este lipido en particular, solo se
encuentra en la membrana externa. Por
otro lado la composicién de carbohidratos
estd en mayor medida determinada por la
glicosilacion de proteinas, pues esta
impacta directamente el transporte de las
vesiculas. Se destacan una composiciéon
alta en manosa, polilactosamina, acido
sidlico y N-glicosilaciones en diversas
proteinas (9).

METODOS DE EXTRACCION

Para  realizar la  extraccion de
microvesiculas del plasma sanguineo y
otros fluidos se pueden utilizar una
variedad de técnicas, la utilizacion de una
de ellas y no de otra, dependerad de las
caracteristicas de la muestra y de las
herramientas de que se disponga pues no
existe atin un consenso que establezca cudl
es el mejor protocolo de aislamiento (1).
También es posible que una técnica se
realice después de otra, con el fin de
obtener una muestra mas pura. Algunas
de las técnicas mads utilizadas son la
ultracentrifugacion diferencial, la
centrifugacion por gradiente de densidad,
la cromatografia por exclusion de tamafio
y la captura por inmunoafinidad (9)
(Figura No. 2).

La ultracentrifugacion diferencial forma
precipitados al aumentar la fuerza

centrifuga, estos son secuencialmente
separados para una centrifugacion
subsecuente hasta obtener las particulas
deseadas. En este caso, la eleccion del rotor
a utilizar para realizar la centrifugacion
depende del tipo de experimento, pues las
configuraciones para lograr un resultado
similar son distintas segtin el rotor y deben
ser acomodadas para obtener resultados
6ptimos (10) (Figura No. 2 A). La
centrifugacion por gradiente de densidad
afecta la viscosidad de la solucién (Figura
No. 2 B) y puede ser de dos tipos: (i)
Centrifugacién zonal en la que el tamato y
la masa de las particulas son los
determinantes de su separaciéon y el
tiempo las afecta; (ii) Centrifugacion
isopicnica, en la que la equivalencia de
densidad de las particulas y el medio
constituyen el principio de su separacion,
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en este caso el tiempo no es un factor
relevante.
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Figura No. 2. Métodos de aislamiento de vesiculas extracelulares: A. Ultracentrifugacion
diferencial B. Centrifugacion por gradiente de densidad C. Cromatografia por exclusion de tamario y
D. Captura por inmunoafinidad. (Elaboracion propia)

La cromatografia por exclusion de tamafio
se realiza con un gel poroso, en cuyos
poros las particulas pueden o no entrar
segin su tamafio, aumentando o
disminuyendo el &rea que deben atravesar
para salir de la solucién (Figura No. 2 C).

La captura por inmunoafinidad se basa en
la interacciéon antigeno - anticuerpo, las
perlas magnéticas son un método de
inmunoprecipitacion, estdn compuestas
por nanoparticulas magnéticas que son
atraidas por un imdn y tienen anticuerpos
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anclados que reconocen tetraspaninas
(Figura No. 2 D).
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