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NOTA DE ADVERTENCIA 
 
 
"La Universidad no  se hace  responsable por  los  conceptos emitidos por  los alumnos en  sus  tesis 
degrado. Sólo velará porque no se publique nada contrario al dogma y a la moral católica, y por qué 
las  tesis no contengan ataques o polémicas puramente personales, antes bien,  se vea en ellas el 
anhelo de buscar la verdad y la justicia". 
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RESUMEN 

Introducción. Los exosomas son un grupo de vesículas de membrana, compuestos por proteínas y 
ácido  ribonucleico  (ARN);  que  pueden  ser  aislados  de  diferentes  células,  entre  ellas  células 
estromales mesenquimales  (CEM). Este grupo de  vesículas aisladas de CEM  se han  caracterizado 
por poseer un efecto cardioprotector y promover el crecimiento tumoral in vivo. Objetivo. Aislar y 
caracterizar  exosomas  a  partir  de  células  estromales mesenquimales  aisladas  de médula  ósea. 
Metodología.  Se  realizó  un  aislamiento  de  CEM  de  médula  ósea  (MO)  humana  de  donantes 
voluntarios del Hospital Universitario San Ignacio en (Bogotá, Colombia). La caracterización de CEM 
se  realizó según  los criterios establecidos por  la Sociedad  Internacional de Terapia Celular  (SITC): 
morfología, inmunofenotipo y diferenciación. Posteriormente se realizó el aislamiento de exosomas 
por ultracentrifugacion diferencial y caracterización por cuantificación de proteínas totales, niveles 
de acetilcolinesterasa  (AChE), perfil de proteínas asociadas a exosomas  (CD63, Hsc70, MFG‐E8, y 
CMH‐I)  y  flotación  sobre  gradiente  de  sacarosa. Resultados.  Se  recolectaron  3 muestras  de MO 
humana  a  partir  de  las  cuales  se  establecieron  cultivos  de  CEM  con  morfología  fibroblastide, 
presencia de antígenos mesenquimales CD105 y CD73, en ausencia de antígenos hematopoyéticos 
CD45  y  CD34.  Las  tinciones  para  evaluar  diferenciación  a  linaje  adipogénico,  condrogénico  y 
osteogénico fueron positivas en comparación a los controles negativos. A partir de CEM cultivadas 
se  obtuvieron  concentraciones  de  proteína  totales  entre  18,46  y  90  µg,  actividad  de  AChE 
(promedio 14,82 mU de AChE), expresión de proteínas asociadas a exosomas como CD63, Hsc70 y 
MFG‐E8. La expresión de CD63 se detecto en fracciones de alta densidad (1,12 – 1,30 g/mL) en el 
gradiente  de  sacarosa.  Conclusión.  El  aislamiento  de  exosomas  de  CEM  por  ultracentrifugación 
diferencial  requiere  un  escalonamiento  de  la  estrategia  de  expansión  de  CEM.  Los  exosomas 
aislados de CEM expresan proteínas asociadas a exosomas como CD63, Hsc70 y MFG‐E8, y  flotan 
sobre gradiente de sacarosa en fracciones de alta densidad.      
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE EXOSOMAS DE CÉLULAS ESTROMALES MESENQUIMALES 
OBTENIDAS DE MÉDULA OSEA HUMANA 

1. INTRODUCCIÓN 

Los exosomas son vesículas de membrana que se originan dentro de  la célula en compartimentos 
endosomales  llamados  cuerpos multivesiculares  (CMVs)  y  se  caracterizan por  tener un diámetro 
entre 40 – 100 nm. Su morfología es redonda en forma de copa y pueden tener una densidad en 
gradiente de  sacarosa que oscila entre 1,13 – 1,19 g/mL; estas vesículas pueden  ser obtenidas a 
100.000 g por ultracentrifugación diferencial [1]. Sus membranas están enriquecidas en colesterol, 
esfingomielina y  ceramida,  tienen  fofatidilserina  (Phosphatidylserine, PS) expuesta y  se  considera 
que pueden  tener moléculas de ARN  [2]. Debido a  su origen endosomal,  los exosomas expresan 
proteínas  como  tetraspaninas  (CD9,  CD63,  CD81  y  CD82),  proteínas  de  choque  térmico  (Hsc70, 
Hsp90), y proteínas involucradas en la biogénesis de CMVs (Alix, Tsg101) [3].  

Los exosomas son secretados por las células al ambiente extracelular donde pueden interactuar con 
otras células; existen diferentes mecanismos por los que se genera ésta interacción. En un estudio 
sobre células tumorales de melanoma, Parolini et al encontraron que  los exosomas  liberados por 
estas  células  pueden  fusionarse  con  la  membrana  celular  de  células  tumorales  a  través  de  la 
interacción  lípido  a  lípido  bajo  condiciones  específicas  de  pH  [4];  además  se  ha  demostrado  la 
expresión de diferentes proteínas en exosomas que permiten la interacción con otras células por la 
unión de receptores específicos con la superficie celular [5].    

La secreción de exosomas ha sido reportada por varios tipos de células, incluyendo líneas celulares 
tumorales,  células  neuronales  y  células  madre,  además  se  ha  detectado  en  algunos  fluidos 
biológicos  como  sangre  y orina  [6]. Dentro de  las  células madre  se  encuentran  las  CEM,  células 
madre adultas adherentes al plástico, definidas por su capacidad de diferenciación en células como 
adipocitos, condrocitos y osteoblastos, y por la expresión de CD105, CD73, y CD90, en ausencia de 
la expresión de marcadores hematopoyéticos [7]; y entre sus principales funciones se encuentran 
propiedades regenerativas e inmunomoduladoras [8]. 

Los estudios de  investigación  sobre  las  funciones que  tienen  los exosomas derivados de  las CEM 
hasta  ahora  reportan que  estas  vesículas de membrana, poseen un  efecto  cardioprotector  [9]  y 
promueven in vivo la progresión del tumor de forma similar a las CEM [10].  
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2. JUSTIFICACIÓN 

Se ha  reportado que  las células madre ayudan significativamente en  la  regeneración de  tejidos y 
terapias  modificadoras  de  enfermedades  [11].  Sin  embargo  los  resultados  obtenidos  hasta  el 
momento son muy heterogéneos, por lo tanto la comprensión acerca de las interacciones de estas 
células  con  el microambiente  del  receptor  es  primordial  para  su  aplicación  clínica.  Las mayores 
complicaciones en la implementación de la terapia celular alogénica son la respuesta inmune que se 
genera y  la búsqueda de donantes compatibles [12]; por  lo tanto es necesario buscar alternativas 
en  terapia  celular;  por  ejemplo,  la  búsqueda  de  componentes  de  células madre  con  funciones 
reguladoras, como los exosomas.  

Los  exosomas  han  sido  aislados  de  diferentes  células  como  plaquetas,  linfocitos  B  (LB),  células 
epiteliales intestinales, células tumorales, células dendríticas (CDs) [13, 14]. Se ha demostrado que 
los  exosomas  son  capaces  de  modular  la  respuesta  inmune  y  sus  efectos  varían  fuertemente 
dependiendo  del  estado  fisiológico  de  las  células  que  los  secretan  [15,  16],  por  ejemplo,  los 
exosomas aislados de células epiteliales intestinales poseen propiedades inmunoreguladoras sobre 
los  linfocitos  T  (LT),  ya que pueden  inhibir  su proliferación  y  disminuir  su  viabilidad  cuando  son 
estimulados policlonalmente [14]; otro estudio reportó que los exosomas de CDs expresan CMH de 
clase  I y  II que estimulan  la proliferación de LT [13]; por  lo tanto es fundamental realizar estudios 
acerca de las propiedades que poseen los exosomas específicos de cada grupo de células.     

Por otro lado se ha observado que las CEM también poseen propiedades inmunoreguladoras como 
la  inhibición de  la proliferación de LT, LB, CDs y células asesinas naturales  (NK), entre otras  [17], 
pero no es claro si  los exosomas producidos por CEM también tienen esta función; por esta razón 
en este  trabajo  se pretende  aislar  y  caracterizar  exosomas producidos por CEM de MO humana 
aisladas  en  cultivo mediante  ultracentrifugación  y Western  Blot  respectivamente,  con  el  fin  de 
evaluar en un  futuro  si  los exosomas producidos por  las CEM pueden promover mecanismos de 
tolerancia inmunológica y regeneración tisular. 
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3. MARCO TEÓRICO 

3.1 Características generales de células estromales mesenquimales 

Las  CEM  son  células  madre  adultas,  capaces  de  autorenovarse,  generar  diversos  tejidos 
mesodérmicos y sustentar el proceso de la hematopoyesis. La SITC ha propuesto tres criterios para 
la caracterización in vitro de CEM; primero, las CEM deben ser adherentes al plástico; segundo, las 
CEM  deben  expresar  antígenos  como  CD105,  CD73,  y  CD90,  en  ausencia  en  la  expresión  de 
marcadores hematopoyéticos  (CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79, CD19 y HLA‐DR); y  tercero,  las 
CEM deben diferenciarse hacia linaje adipogénico, condrogénico y osteogénico, in vitro [7]. 

Existen  diferentes  fuentes  de  aislamiento  de  CEM,  como médula  ósea,  tejido  adiposo  o  sangre 
periférica;  o  de  tejidos  asociados  al  nacimiento  como  la  placenta,  cordón  umbilical,  sangre  de 
cordón,  líquido amniótico o membrana coriónica; aunque existen diferencias en  las características 
de  las CEM derivadas de estos tejidos en cuanto a  la capacidad de proliferación y  la capacidad de 
diferenciación [18]. También se han  logrado aislar CEM de hueso trabecular, músculo esquelético, 
páncreas, hígado [19], membrana sinovial [20], pulpa dental y ligamento periodontal [21]. 

Varios  estudios  han  demostrado  que  las  CEM  tienen  la  capacidad  de  regenerar,  hueso  [22], 
cartílago [23], tendón [24] y músculo esquelético [25]. Además de las propiedades regenerativas, se 
ha  reportado que  las CEM pueden desempeñar  funciones específicas en el mantenimiento de  la 
tolerancia  periférica,  la  tolerancia  del  trasplante,  la  autoinmunidad,  la  evasión  del  tumor  y  la 
tolerancia materno‐fetal [26]. 

Rastegar  et  al  han  demostrado  la  capacidad  de  las  CEM  para  modular  la  respuesta  inmune, 
encontrando  que  pueden mejorarla  o  suprimirla  [27].  Las  CEM  pueden  promover  la  respuesta 
inmune actuando como células presentadoras de antígeno  (CPA) a través de una vía dependiente 
de  interferón‐  γ  (INF‐γ);  sin  embargo,  cuando  los  niveles  de  INF‐γ  incrementan,  se  inhibe 
directamente la presentación de antígeno y promueve la inmunosupresión [28].  

El mecanismo de inmunosupresión de las CEM se basa principalmente en la capacidad de inhibir la 
proliferación  de  LT,  LB,  CDs,  y  células  asesinas  naturales  (Natural  killer  cell,  NK)  induciendo  un 
arresto de  la división  celular en  la  fase G0 – G1 del  ciclo  celular asociada  con  la  inducción de  la 
expresión de ciclina D2 [29]. El efecto  inmunomodulador ejercido por  las CEM en  los LT, afecta  la 
expresión de marcadores de activación, la formación de linfocitos T citotóxicos (LTC), la producción 
de INF‐γ por los linfocitos T helper 1 (LTh1) y la producción de interleucina‐4 (IL‐4) por  linfocitos T 
helper 2 (LTh2) [17]. Además, se ha reportado que las CEM afectan las funciones de las CDs, ya que 
inhibe  la maduración de  las CDs mieloides disminuyendo  la expresión de CD11c, CD83, CMH  II y 
moléculas co‐estimuladoras, así como la producción de interleucina ‐ 12 (IL‐12) [30]. Igualmente se 
ha demostrado que la función de las células NK se ve afectada por las CEM, donde éstas disminuyen 
su secreción de INF‐γ [31]. 
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Sato  et  al  han  expuesto  que  el  efecto  inmunosupresor  de  las  CEM  puede  ser  ejercido  por  la 
secreción de factores solubles, ya que las CEM producen óxido nítrico (ON) en presencia de LT CD4+ 
y CD8+, resultando en la supresión de la proliferación de LT [32]. 

También  se  ha  reportado  que  las  CEM  secretan  TGF‐β  regulando  procesos  de  diferenciación, 
crecimiento  y  oncogénesis,  e  inhibe  la  activación de  LB. Además  la  indoleamina  2‐3 dioxigenasa 
(IDO) secretada por CEM cataliza la conversión de triptófano a quinurenina, y este agotamiento de 
triptófano suprime la proliferación de LT [18, 33]. 

3.1.1 Morfología de CEM 

Las  CEM  observadas  bajo  microscopía  invertida  presentan  morfología  fibroblastoide  y  algunos 
cultivos tienen la capacidad de formar unidades formadoras de colonia fibroblastoide (UFC‐F). Estas 
células  evaluadas  mediante  la  técnica  citológica  Cytospin  y  coloreadas  con  tinción  de  Wright 
presentan  un  núcleo  redondo  excéntrico,  con  cromatina  parcialmente  condensada  y  algunos 
nucleólos, el citoplasma es ligeramente basófilo, agranular y desprovisto de inclusiones.  

3.1.2 Inmunofenotipo de CEM 

La  caracterización  inmunofenotipica  esta  basada  en  la  determinación  de  un  extenso  panel  de 
antígenos,  incluyendo  la  expresión de proteínas  como CD105  también  conocido  como endoglina 
(proteína  transmembrana  homodimérica  de  180  KDa),  CD105  es  un  componente  del  complejo 
receptor  del  TGF‐β  una  citoquina  que  modula  angiogénesis  por  la  regulación  de  diferentes 
funciones celulares incluyendo proliferación, diferenciación y migración [34].  

Ademas del antígeno CD105, también se ha encontrado que las CEM expresan la proteína CD73. La 
proteína CD73 (ecto‐ 5’‐nucleotidasa) es una proteína de 70 KDa unida a una molécula de glicosil‐
fosfatidilinositol (GPI) en la membrana celular [35]; la función principal de la ecto‐5’‐nucleotidasa es 
metabolizar el 5’‐ adenosin monofosfato (AMP) en adenosina [36]. 

3.1.3 Diferenciación de CEM 

Otra de  las características  importantes que definen a  las CEM, es  su capacidad de diferenciación 
hacia multiples linajes, lo que ha permitido estudios sobre las condiciones de cultivo para inducir la 
diferenciación y las diferentes vías relacionadas en cada linaje. La diferenciación adipogénica de las 
CEM inicia con la aparición gradual de pequeñas vacuolas lipídicas en el citoplasma, seguido de un 
redondeamiento de  la  célula mientras  las vacuolas  lipídicas  se van agrandando para  fusionarse y 
formar una sola vacuola, formando así adipocitos; se ha encontrado que el receptor activador   de 
proliferación de  los peroxisomas – γ (PPAR‐γ) actúa como sintetizador de ácidos grasos y  juega un 
papel  importante  en  la  regulación  de  la  función  de  genes  específicos  de  adipocitos  [37].  Esta 
diferenciación se genera mediante  la exposición a  factores exógenos o por medios de cultivo que 
contienen  isobutildexametasona,  insulina y dexametasona  [27];  la  isobutamildexametasona es un 
inductor  de  adenosin  monofosfato  cíclico  (cAMP)  el  cual  inicia  la  adipogénesis  mediante  la 
activación  temprana  de  C/EBP  (Proteína  de  unión  a  un  elemento  de  respuesta  a  cAMP)  que 
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participa  en  la  inducción  de  la  expresión  del  factor  de  transcripción  C/EBPβ  necesario  para  el 
proceso  de  diferenciación;  la  insulina  promueve  la  adipogénesis  por  supresión  de  la  actividad 
inhibitoria del factor de transcripción Protein box forkhead O1 (FoxO1) [38] y la dexametasona es un 
estimulante,  que  actúa  a  nivel  celular  sobre  el  factor  de  transcripción  C/EBPδ  que  induce  la 
expresión  de  C/EBPα  y  PPAR‐γ,  los  cuales  permanecen  elevados  durante  el  proceso  de 
diferenciación promoviendo la expresión de marcadores de diferenciación adipogénica [39]. 

La diferenciación  condrogénica ocurre  cuando  las CEM  crecen bajo  condiciones que  incluyen un 
medio libre de suero y la adición de un miembro de la súper familia de TGF‐ β; en presencia de estas 
condiciones  las células rápidamente pierden su morfología fibroblastoide e  inician  la expresión de 
componentes  de  matriz  extracelular  específicas  de  cartílago,  incluyendo  la  biosíntesis  de 
glicosaminoglicanos  [40];  también  se ha  estudiado  la  sobre‐expresión  de  genes  como  SRY‐box  9 
(Sox9) que coopera con proteínas como Sox5 y Sox6 para promover la proliferación condrocítiica, la 
maduración y la formación de matriz [41].  

La  diferenciación  osteogénica  es  inducida  por  factores  como  dexametasona,  β‐glicerol‐fosfato, 
ácido ascórbico y suero fetal bovino  (SFB),  las CEM en presencia de estos suplementos adquieren 
una morfología osteoblastica con sobre regulación de la actividad fosfatasa alcalina y formación de 
una matriz  extracelular mineralizada  enriquecida  en  depósitos  de  calcio  [40].  La  dexametasona 
regula la fosforilación de un residuo de serina de la proteína Runt 2 (Runx2), un gen regulador de la 
diferenciación osteogénica temprana  que actúa sinérgicamente con  TGF‐β, regulando la expresión 
de  la  interleucina  11  (IL‐11)  que  reduce  la  adipogénesis,  mientras  promueve  la  diferenciación 
osteogénica y condrogénica[42]; el β‐glicerol‐fosfato es utilizado como suplemento por la capacidad 
de estimular la calcificación de las células in vivo, induciendo la formación de calcio [43] y el ácido 
ascórbico estimula  la hidroxilación de aminoácidos para  la  formación de  las fibras de colágeno en 
triple hélice que permite mantener  la estructura de  los tejidos  [44]; otro  inductor osteogénico es 
osterix,  que  suprime  la  condrogenesis  y  promueve  la  diferenciación  osteoblástica  en  una  etapa 
posterior [45].  

3.2 Generalidades de exosomas  

En los últimos años se ha estudiado que las células tienen la capacidad de secretar distintos tipos de 
vesículas de membrana. Las vesículas de membrana son estructuras esféricas que están  limitadas 
por una bicapa  lipídica y contienen componentes hidrofilicos solubles. Las células pueden  formar 
vesículas de membrana que son secretadas al espacio extracelular, estas vesículas pueden formarse 
por  desprendimiento  directo  de  la  membrana  plasmática  o  se  pueden  originar  a  partir  de 
compartimentos internos (Figura 1) [46]. 
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FIGURA  1.  Diferentes  tipos  de  vesículas  de membrana  secretadas.  Tomado  de:  Thery,  C., M. 
Ostrowski, and E. Segura, Membrane vesicles as conveyors of immune responses. Nat Rev Immunol, 
2009. 9 (8): p. 581‐93. 

 Existen varios tipos de vesículas de membrana que se caracterizan por su estructura y propiedades 
bioquímicas dependiendo de su  lugar de origen. Vesículas de membrana grandes (Diámetro > 100 
nm) que  son  secretadas por desprendimiento de  la membrana plasmática,  tales vesículas  se han 
definido como microvesículas, ectosomas, micropartículas y exovesículas. Otro tipo de vesículas de 
membrana más pequeñas  (Diámetro < 100 nm) también secretadas por  la membrana plasmática, 
incluyen virus envueltos como el VIH y exosomas [46].    

En el  año de 1983, en un estudio  sobre  reticulocitos de ovejas,  se observó que  la  formación de 
exosomas  es  una  vía  para  la  eliminación  de  proteínas  tales  como  el  receptor  de  transferrina  o 
integrinas, durante  su maduración  eritroide  [47]. Hacia 1996, Raposo  et al demostraron que  los 
exosomas estan involucrados en la presentación de antígenos, encontrando que las CPA contienen 
compartimentos endocíticos tardíos enriquecidos con CMH‐II que contienen en su interior vesículas 
de  membrana  llamadas  exosomas  con  las  mismas  características  en  su  membrana,  estos 
compartimentos  pueden  fusionarse  con  la membrana  plasmática  resutando  en  la  liberación  de 
exosomas que contienen CMH‐II [48].  

Los exosomas se han caracterizado por microscopía electrónica como vesículas de 40 – 100 nm de 
diámetro con estructura redonda en forma de copa [1], una flotación sobre gradiente de sacarosa 
entre las fracciones de 1,14 – 1,18 g/mL [48] y por poseer una composición de proteínas particular 
que puede variar en función de las células de origen.  

Varios estudios han demostrado  que los exosomas se encuentran en el medio de cultivo de varios 
tipos  de  células,  incluyendo  células  de  origen  hematopoyético  [49,  50],  células  tumorales  [51], 
células neuronales [52], células de epitelio  intestinal  [53], y de fluidos biológicos como orina [54], 
plasma [55], fluido de lavado bronquial [56] y fluido sinovial [57]. 
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Dependiendo  de  la  célula  o  tejido  de  origen,  diferentes  funciones  han  sido  atribuidas  a  los 
exosomas.  Estudios  recientes  han  demostrado  que  los  exosomas  pueden  interactuar  de  forma 
específica  con  un  receptor  de  la  célula  diana,  lo  que  permite  la  comunicación  intercelular  [6]. 
Además se cree que la presencia de mRNAs y miRNAs en exosomas de mastocitos indica una nueva 
función para la comunicación célula a célula, y la transferencia de material genético [58]. 

También se ha demostrado el papel de los exosomas sobre la respuesta inmune, encontrando que 
los exosomas tienen la capacidad de estimular la respuesta inmune, así como de inhibirla. Thery et 
al  han  expuesto  que  los  exosomas  de  CDs  contienen  en  su  membrana  varias  proteínas  que 
involucran la estimulación de LT, incluyendo CMH de clase I y II y moléculas coestimuladoras como 
CD86; encontrando que estos exosomas  inducen  la estimulación de LT CD4+ vírgenes  in vitro, ya 
que  las  CDs maduras  utilizan  los  exosomas  de  CDs  como  fuente  de  antígeno  incrementando  el 
número de CDs que llevan un péptido particular, amplificando la respuesta inmune adaptativa [59]. 

La  inhibición  de  la  respuesta  inmune  por  exosomas  fue  demostrada  en  exosomas  derivados  de 
células tumorales de mesotelioma que tienen la capacidad de disminuir la respuesta proliferativa a 
IL‐2  en  poblaciones  de  linfocitos  [60]. Del mismo modo  recientemente  se  ha  demostrado  en  la 
Universidad  Javeriana que durante  la  infección por  rotavirus de  células epiteliales  intestinales  se 
produce una población de  vesícula de membrana entre  las  cuales  se encuentran exosomas, que 
podrían asociarse con mecanismos de tolerancia frente al virus debido a que pueden inhibir tanto la 
proliferación como disminuir la viabilidad de LT estimulados policlonalmente [14]. 

3.2.1 Biogénesis de exosomas 

Dentro  del  extenso  grupo  de  vesículas  de  membrana,  los  CMVs  se  han  definido  como  los 
precursores  de  exosomas;  por  que  posiblemente  la  maquinaría  de  formación  de  CMVs  está 
relacionada con  la producción de exosomas. En un modelo de formación de CMVs se propusieron 
dos pasos secuenciales, el primero involucra la selección de proteínas hacia la membrana límite y el 
segundo  la  formación de vesículas hacia el  interior  con  la  incorporación  simultánea de proteínas 
seleccionadas [61]. Se ha observado que los exosomas se originan dentro de estos compartimentos 
multivesiculares  internos  por  lo  tanto  diferentes  estudios  se  han  enfocado  en  identificar  los 
mecanismos moleculares implicados en la formación de vesículas intracelulares y la fusión de estos 
con la membrana plasmática (Figura 2) [62]. 
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FIGURA 2. Moléculas involucradas en la biogénesis y secreción de exosomas. Tomado de: Bobrie, 
A., et al., Exosome secretion: molecular mechanisms and roles  in  immune responses. Traffic, 2011. 
12(12): p. 1659‐68. 
 

Algunas proteínas involucradas en la biogénesis de vesículas como exosomas, son los complejos de 
proteínas ESCRT (Endosomasl Sorting Complex Required for Transport) ya que se requieren para la 
formación de CMVs y la clasificación de proteínas endosomales en las vesículas [63]; también se ha 
demostrado  que  pequeñas  guanosin  trifosfatasas  (GTPasas)  de  la  familia  de  las  Rab  están 
involucradas, encontrando que Rab 11 se requiere para la secreción de exosomas dependientes de 
calcio  en  la  línea  celular  eritroleucemia  K562  [64],  Rab  35  está  involucrada  en  la  secreción  de 
exosomas  enriquecidos de proteínas proteolipídicas  en  células  oligodendrogliales  [65], Rab27a  y 
Rab27b juegan un papel complementario en la secreción espontanea de exosomas que llevan CMH‐ 
II en células HeLa [66]. En cuanto al mecanismo molecular de la fusión de CMVs con la membrana 
plasmática  se  ha  reportado  que  las  proteínas  SNARE  (Soluble  N‐ethylmaleimide‐sensitive  factor 
Attachment  Protein)  están  implicadas  ya  que  se  encuentran  involucradas  en  varios  eventos  de 
exocitosis regulada por calcio [62].  

3.2.2 Proteínas asociadas a exosomas  

Existen diferentes proteínas que se han utilizado para  la caracterización de exosomas, entre ellas 
encontramos el CMH‐I, un antígeno conformado por una cadena pesada unida no covalentemente a 
la β2‐ microglobulina y que se expresa en la superficie de la mayoría de las células. En un estudio se 
reportó que  los exosomas derivados de CDs expresan CMH‐I sustituyendo a  los expresados en  la 
membrana plasmática de CDs maduras [67]. 

También  se  ha  identificado  un  grupo  de  proteínas  que  al  parecer  son  comunes  en  todos  los 
exosomas; por ejemplo, Hsc70 una proteína de choque térmico de 73 KDa, que se ha encontrado en 
exosomas purificados de LB humanos  [68]. La proteína Hsc70 en su estructura básica  incluye tres 
dominios uno amino‐terminal de la adenosina trifosfatasa (ATPasa) de 44 KDa, un péptido dominio 
de unión de 18 KDa, y un domino carboxilo‐terminal de 10 KDa. Hsc70 es una chaperona que puede 
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proteger las células del daño causado por agresiones físicas o químicas, también es una molécula de 
unión a adenosina trifosfato (ATP) y tiene una actividad intrínseca ATPasa ya que puede hidrolizar el 
ATP en ADP [69]. A partir de estas funciones, Geminard et al determinaron la relación entre Hsc70 y 
el  receptor  de  transferrina  liberado  en  exosomas  durante  la  maduración  de  reticulocitos, 
encontrando que el antígeno Hsc70 se une al receptor de transferrina exosomal con una interacción 
chaperona/péptido que es necesaria durante la maduración [70].  

MFG‐E8,  también  llamada  lactaderina,  es  una  proteína  que  se  une  de  forma  no  covalente  a 
fosfolípidos  aniónicos  en  la  superficie de  los  glóbulos  de  grasa  de  leche  a  través  del  factor VIII, 
además  se  une  a  integrinas  avß3  y  αvβ5  a  través  de  una  secuencia  Arg‐  gly‐  Asp  en  su  primer 
dominio y a las células apoptóticas que poseen fosfolípidos aniónicos, como la PS [71]. El antígeno 
MFG‐E8 se ha descrito como una molécula multifuncional que participa en varios eventos regulados 
mediante la superficie celular involucrando diferentes células y tejidos; entre sus funciones está el 
mantenimiento de la homeostasis del epitelio intestinal y promover la reparación de la mucosa, en 
otros  tejidos  tiene  funciones  de  remodelación  tisular  y  angiogénesis  por  unión  a  receptores  de 
integrina [72]. En un estudio sobre exosomas de CDs de MO se  identificó  la expresión de MFG‐E8, 
encontrando en ensayos de estimulación a LT CD4 que exosomas de CDs deficientes de MFG‐E8 son 
menos eficientes que los exosomas que lo llevan en su membrana [71].    

En  la  caracterización  de  exosomas  también  se  encuentra  involucrada  la  proteína  CD63  que 
pertenece  a  la  familia  de  las  tetraspaninas,  localizada  dentro  del  sistema  endosomal  y  en  la 
superficie  celular.  En  su  estructura  posee  4  dominios  transmembrana  hidrofóbicos,  con  un  loop 
pequeño,  uno  grande  y  2  colas  intracelulares  amino  y  carboxilo.  La  mayoría  de  las  funciones 
descritas de CD63 tienen  lugar en  la superficie celular, tales como  la endocitosis de proteínas y  la 
motilidad de células tumorales [73]. Diferentes autores han demostrado que  la tetraspanina CD63 
se  expresa  en  exosomas  liberados  por  LB  humanos  [74],  CDs  [75]  y  plaquetas  [76].  Hasta  el 
momento este es uno de los mejores marcadores de exosomas.  

3.2.3 Cuantificación de acetilcolinesterasa como parámetro para caracterización de exosomas 

Además  de  la  anteriores  proteínas  descritas  en  la  caracterización  de  exosomas,  otro  parámetro 
utilizado para su caracterización es la determinación de la actividad de la AChE; ésta es una enzima 
reguladora que controla la transmisión de los impulsos nerviosos a través de la sinapsis colinérgica 
por hidrólisis del transmisor excitador acetilcolina [77]. Cantin et al demostraron que los exosomas  
son  similares  a  los  retrovirus  en  términos  de  tamaño,  densidad  y  capacidad  de  activar  células 
inmunes; por  lo que determinó que  la AChE es un marcador de exosomas ya que  la  fracción que 
contenía  AChE  incluye  exosomas,  mientras  que  la  fracción  sin  AChE  contenía  solo  viriones 
infectados, confirmando que para obtener una preparación altamente purificada de exosomas es 
útil determinar la actividad de AChE [78].  

3.3 Relación entre células estromales mesenquimales y exosomas 

En  estudios  previos,  han  identificado  que  las  CEM  tienen  acciones  paracrinas,  que  pueden  ser 
explicadas  por  la  liberación  de  vesículas  de  membrana  llamadas  exosomas  que  pueden  ser 
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potenciales reguladores de los procesos inflamatorios e inmunológicos [79]; estos exosomas logran 
actuar  como  vehículos  para  la  transferencia  de  información  ya  que  contienen  proteínas  y  ARN, 
desempeñando un papel fundamental en la comunicación célula a célula [80].  

Sobre estudios de exosomas derivados de CEM se ha reportado en un modelo de ratón con lesión 
de isquemia de miocardio, que las CEM poseen un efecto cardioprotector a través de partículas de 
50 – 100 nm, que pueden ser visualizadas por microscopía electrónica y coinmunoprecipitan con  
proteínas  asociadas  a exosomas  como CD81, CD9  y Alix,  lo que  sugiere que estas partículas  son 
exosomas; este efecto representa un cambio en la comprensión de la reparación de tejidos, ya que 
estos exosomas representarían un vehículo ideal para efectuar una respuesta fisiológica inmediata 
para reparar lesiones a través de la rápida entrega de proteínas funcionales [9]. 

Zhu et al demostraron que  los exosomas derivados de CEM promueven  in vivo  la progresión del 
tumor  de  forma  similar  a  las  CEM,  ya  que  facilitan  la  angiogénesis  y  la  proliferación  de  células 
tumorales  [10]. Otro  estudio  sugiere que  los  exosomas  de CEM  podrían  ser un  vehículo para  la 
administración de fármacos, debido a que estudios anteriores han sugerido que las CEM producen 
una gran cantidad de exosomas no inmunogénicos, lo que permitiría la administración intravenosa 
bien tolerada, facilitando una dosificación más exacta de la carga del fármaco [81].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 

 

4. OBJETIVOS 

4.1 General 

Aislar y caracterizar exosomas a partir de células estromales mesenquimales aisladas de médula 
ósea humana. 

4.2 Específicos 

4.2.1 Aislar  y  caracterizar  células  estromales mesenquimales  a  partir  de médula  ósea  de 
donantes voluntarios. 

4.2.2 Aislar  y  caracterizar  exosomas  de  células  estromales  mesenquimales  mediante  la 
expresión  de  proteínas  de  exosomas  y  su  capacidad  de  flotación  en  gradiente  de 
sacarosa.  
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5. METODOLOGIA 

5.1 Aislamiento de células estromales mesenquimales de médula ósea humana 

Las muestras de MO se recolectaron de pacientes sometidos a proceso quirúrgico de remplazo total 
de  cadera  con  previa  aceptación  del  consentimiento  informado  (ANEXO  1),  que  asistían  al 
departamento  de Ortopedia  y  Traumatología  del Hospital Universitario  San  Ignacio,  Bogotá, DC. 
(Colombia). Durante  el procedimiento,  se  recolectaron muestras de  rimado  acetabular de  fémur  
y/o  aspirado  de MO  en  un  tubo  estéril  con  anticoagulante  EDTA  0.25%,  y  posteriormente  las 
muestras  se  llevaron  al  laboratorio  de  Hematología  de  la  Facultad  de  Ciencias  de  la  Pontificia 
Universidad Javeriana, donde fueron procesadas. 

A partir de la muestra de MO recolectada, se realizó una centrifugación a 800 g durante 20 minutos 
para  obtener  el  buffy  coat,  seguido  de  la    separación    de  células mononucleares  (CMNs)  por 
gradiente de densidad con Ficoll‐ Hypaque    (Histopaque d=1.077 g/cm3, Sigma‐Aldrich®) con una 
relación de 1:3 y se determinó  la viabilidad celular mediante el uso del colorante de exclusión de 
azul  de  tripano  0.025%.  Las  CMNs  obtenidas,  fueron  cultivadas  en  cajas  de  T175  cm2  (160.000 
células por cm2) con medio Iscove´s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM, Gibco) suplementado con 
SFB al 10% (Cat. 10‐bio‐100‐B, LGC Biotecnologia®), 1% de aminoácidos no esenciales (M7145‐MEM 
100X,  Sigma‐Aldrich®),  1%  de  piruvato  de  sodio  (S8636,  Sigma‐Aldrich®),  0.5%  de  penicilina‐
estreptomicina  (N°  SV30079.01,  Hyclone)  y  0.1%  de  ciprofloxacina  (L.CI1011171,  Corpaul),  y  se 
incubaron a 37°C con 5% de CO2. Las células no adherentes fueron removidas, realizando cambios 
de medio al día 3, 6, 9 y 12, se dejaron en cultivo hasta que las células alcanzaron una confluencia 
de  75%  para  realizar  los  correspondientes  pases  celulares  por medio  de  tripsinización  (tripsina 
0,25% y EDTA 1mM). 

Para  aislar  exosomas  de  CEM,  fue  necesario  realizar  un  escalonamiento  celular,  para  esto  se 
cultivaron aproximadamente entre 9 – 12 cajas de 175 cm2 cada una con 30 mL de medio de cultivo 
IMDM.  Para  realizar  la  caracterización  de  la  población  de  CEM  y  aislamiento  de  exosomas  se 
tomaron 2 muestras en segundo pase (MO63 – MO68) y 1 muestra en tercer pase (MO70). 

5.2 Caracterización e Inmunotipificación de células estromales mesenquimales 

La caracterización de CEM se realizó según los criterios de la SITC, inicialmente por su adherencia al 
plástico  y morfología  fibroblastoide  in  vitro  con  el microscopio  invertido  Olympus,  seguido  del 
inmunofenotipo para el que se utilizaron CEM cultivadas, para evaluar  la expresión de antígenos 
como CD105 y CD73 en ausencia de expresión de marcadores hematopoyéticos como CD34 y CD45 
(Tabla  1:  Anticuerpos  y  fluorocromos  utilizados  en  la  caracterización  in  vitro  de  las  CEM)  por 
citometría de flujo.  
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TABLA 1: Anticuerpos y fluorocromos utilizados en la caracterización in vitro de las CEM. 

ANTICUERPO  CLONA  FLUOROCROMO  REFERENCIA COMERCIAL 

CD34 (IgG2a)  AC 136  Aloficocianina (APC) 
MiltenyBiotec MACS 

(130‐090‐954) 

CD45 (IgG1)  2 D1 
Proteína clorofila 
peridinina (PerCP) 

BD Biosciences 
 (347464) 

CD105 (IgG1)  SN6  Ficoeritrina (PE) 
Invitrogen 

(MHCD10504) 

CD73 (IgG1)  AD 2 
Isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) 
BD Biosciences 

(561254) 

 

5.3 Diferenciación  adipogénica,  condrogénica  y  osteogénica  de  células  estromales 
mesenquimales 

La  diferenciación  de  las  células  madre  mesenquimales  en  adipoblastos,  condroblastos,  y/o 
osteoblastos se realizó en el segundo pase (MO63 – MO68) y tercer pase (MO70).  

5.3.1 Diferenciación adipogénica 

La adipogénesis fue inducida cultivando 4.000 CEM en un pozo de 2 cm2 con un volumen de 1 mL de 
medio  de  cultivo  STEMPRO®  Adipogenesis  Differentiation  Kit  Ref.  A1007001  (InvitroGen,  2008) 
(ANEXO 2), se realizaron cambios de medio cada 4 días hasta completar 14 días en diferenciación, 
la diferenciación fue evaluada mediante la tinción de Sudan negro un colorante liposoluble básico, 
que se combina con los grupos ácidos del material lipídico de la célula, tiñendo una amplia variedad 
de  lípidos,  incluyendo  fosfolípidos, grasas neutras y esteroles. Para el procedimiento de  la tinción 
las CEM fueron fijadas con formalina por 30 minutos, luego se realizaron lavados con agua destilada 
y un  lavado con propilenglicol al 100% durante 3 minutos, seguido de una  incubación con sudan 
negro durante 5 minutos, después se realizó un  lavado con propilenglicol al 85% por 2 minutos   y 
con agua destilada y  luego se  realizó una  incubación con  rojo neutro 1% durante 2 minutos y un 
lavado  con  agua  destilada,  después  de  este  procedimiento  se  observaron  las  células  en  el 
microscopio invertido identificando las vacuolas lipídicas teñidas de azul dentro de las células. 

5.3.2 Diferenciación condrogénica 

La  diferenciación  condrogénica  se  realizó  cultivando  10.000  CEM  en  un  pozo  de  2  cm2  con  un 
volumen de 1ml de medio de cultivo, STEMPRO® Chondrogenesis Differentiation Kit Ref. A1007101, 
(InvitroGen, 2008) (ANEXO 3), se realizaron cambios de medio cada 3 días hasta completar 14 días  
en diferenciación celular, luego se realizó una evaluación de la diferenciación mediante la tinción de 
Safranina  “O”  un  colorante  catiónico  que  se  une  a  los  grupos  carboxilo  y  sulfato  de  los 
glucosaminoglicanos, los cuales son estructuras terminales de los proteoglicanos como el agrecano 
un componente esencial del cartílago. Para el procedimiento de la tinción de Safranina “O” las CEM 
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se fijaron con formalina al 10% durante 5 minutos seguido de tres lavados con Phosphate Buffered 
Saline (PBS1X), se incubaron con  safranina “O” al 1% durante 3 minutos y finalmente se realizó  tres 
lavados con PBS1X, se retiró el exceso. Después de este procedimiento se observaron las células al 
microscopio invertido identificando los proteoglicanos de color rojo intenso.  

5.3.3 Diferenciación osteogénica 

La  diferenciación  osteogénica  se  realizó  cultivando  10.000  CEM  en  un  pozo  de  2  cm2  con  un 
volumen de 1 mL de medio de cultivo STEMPRO® Osteogenesis Differentiation Kit Ref. A1007201 
(InvitroGen, 2008) (ANEXO 4), se realizaron cambios de medio cada 4 días hasta completar 21 días 
en diferenciación celular, luego se realizó una evaluación de la diferenciación mediante la tinción de 
Von  Kossa  en  la  que  hay  una  sustitución  del  calcio  por  plata,  ya  que  el  nitrato  de  plata  brinda 
fosfato de plata o  carbonato de plata  los que  se unen  a  la parte  aniónica de  las  sales de  calcio 
(fosfatos o carbonatos) formando compuestos de color amarillo que en presencia de luz adquieren 
color negro por reducción de la plata. Para el procedimiento de la tinción de Von Kossa  las CEM se 
incubaron con nitrato de pata al 1% durante 20 minutos en  luz ultravioleta seguido de un  lavado 
con agua destilada, luego se realizó una incubación con tiosulfato sódico 5% durante 5 minutos y un 
lavado con agua destilada y finalmente una incubación con nuclear fast red 0,1% durante 5 minutos 
y  un  lavado  con  agua  destilada. Después de  este procedimiento  se  observaron  las  células  en  el 
microscopio invertido identificando los depósitos de calcio de color amarillo. 

5.4 Aislamiento de exosomas de las células estromales mesenquimales 

El aislamiento de exosomas se realizó a partir de CEM en cultivo, utilizando medio para producción 
de  exosomas  que  fue  previamente  depletado  de  los  exosomas  presentes  en  el  SFB  por 
centrifugación a 100.000 gravedades durante 15 horas. Las CEM se lavaron tres veces con medio de 
cultivo IMDM sin SFB y después se les adicionó el medio para producción de exosomas. Luego de 48 
horas de cultivo, se recuperaron los sobrenadantes  para el aislamiento de exosomas que se realizó 
a partir de una  centrifugación diferencial.  Primero  se  centrifugo  a  1.200  gravedades durante  10 
minutos para  remover  las células desprendidas,  luego se  realizaron centrifugaciones diferenciales 
de  los  sobrenadantes  a  4.000  gravedades  por  20 minutos  para  eliminar  cuerpos  apoptóticos  y 
10.000  gravedades  por  40  minutos  para  eliminar  microvesículas.  Los  sobrenadantes  finales  se 
ultracentrifugarón  a  100.000  gravedades  por  100  minutos  (rotor  70Ti,  BeckmanCoulter)  para 
obtener pequeñas vesículas que corresponde a exosomas. El precipitado se resuspendió en PBS1X 
para  realizar  el  lavado  por  ultracentrifugación  a  100.000  gravedades  durante  100  minutos.  El 
precipitado final se reconstituyó para realizar cuantificación de proteínas por método de Bradford y 
caracterización por expresión de marcadores asociados a exosomas y actividad de AchE. También se 
almacenaron los precipitados de 4000 gravedades y 10.000 gravedades para su caracterización por 
Western Blot  con marcadores de exosomas. 

 

 



22 

 

5.5 Caracterización de exosomas aislados de las células estromales mesenquimales 

5.5.1 Cuantificación de proteínas por método de Bradford 

La cuantificación de proteínas se realizó utilizando el método de Bradford, una técnica que mide el 
cambio en el espectro visible del colorante azul de Coomasie G‐250 (Cat 500‐0006, Bio‐rad Protein 
Assay)  cuando  interacciona  con  aminoácidos  básicos  y  aromáticos  de  las  proteínas,  a  través  de 
grupos ionizados. Para la determinación del contenido proteico, se realizó una curva patrón con un 
stock de albúmina 5% y la dilución de las muestras a cuantificar, finalmente se adicionó el reactivo 
de Bradford,  se  incubó durante 5 minutos y  se  realizó  la  lectura de absorbancia a 595 nm en el 
espectofotómetro (Multiskan FC, Thermo Scientific).    

5.5.2 Determinación de acetilcolinesterasa 

La  determinación  de  la  actividad  de  la  AChE  se  realizó  con  el  kit  Amplex®  Red  Acetylcholine/ 
Acetylcholinesterase Assay Kit (A12217), que proporciona un método ultrasensible para monitorear 
continuamente  la  actividad  de  AChE  indirectamente,  usando  10‐  acetil  3,7‐dihidroxifenoxazina 
(Reactivo Amplex Red) una  sonda  fluorogénica para peróxido de hidrógeno  (H2O2).  El  ensayo  se 
basa  en  la  capacidad  de  la  AChE  para  convertir  el  sustrato  de  acetilcolina  en  colina,  que  será 
oxidado por la colina oxidasa a betaína y H2O2, el cual en presencia de Horseradich Peroxidase (HRP) 
reacciona con el reactivo Amplex Red en una estequiometría 1:1 para generar un compuesto final 
resorufin, un producto con alta fluorescencia. El procedimiento se  llevó a cabo según el protocolo 
de  la casa comercial (ANEXO 5),   se utilizaron diluciones seriadas del stock de acetilcolina 100mM 
para realizar una curva estándar de concentraciones. Las muestras fueron leídas en un fluorómetro 
(530 exitación – 560 emisión).   

5.5.3 Evaluación de proteínas asociadas a exosomas 

La  caracterización  de  los  exosomas  aislados  se  realizó  con  la  técnica  de Western  Blot  para  la 
detección de proteínas CMH‐I, Hsc70, MFG‐E8 y CD63. Las muestras fueron resuspendidas en buffer 
Laemmli  reductor,  0.1 M  de  Dithiothreitol  (DTT),  excepto  para  la  identificación  de  CD63  en  las 
muestras, las cuales se prepararon con buffer Laemmli no reductor (Sin DTT). Se inició la separación 
de proteínas por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS‐PAGE) (Geles 
10%), para el corrido se conectó  la cámara a 100 voltios durante 10 minutos y se aumentó a 200 
voltios durante aproximadamente una hora. 

Después de la electroforesis de proteínas se realizó la transferencia a membranas de polifluoruro de 
vinilideno  a  350  mA  durante  2  horas.  Una  vez  terminada  la  transferencia,  las  membranas  de 
polifluoruro de vinildeno se bloquearon en agitación constante durante una hora con una solución 
Tris‐HCl (pH 7,5) que contiene leche descremada al 5% y Tween 20 al 0,05% . Luego las membranas 
fueron  incubadas  con  los  anticuerpos  primarios  apropiadamente  titulados  (Tabla  2:  Anticuerpos 
primarios utilizados en la caracterización de exosomas por Western Blot). 
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TABLA 2: Anticuerpos primarios utilizados en la caracterización de exosomas por Western Blot 

ANTICUERPO  CLONA  REFERENCIA COMERCIAL 

CMH‐I 
(IgG policlonal de conejo) 

H‐300  Santa Cruz Biotechnology (SC‐ 25619) 

Hsc70 
(IgG2a monoclonal de ratón) 

B6  Santa Cruz Biotechnology (SC‐7298) 

MFG‐E8 
(IgG policlonal de conejo) 

H‐60  Santa Cruz Biotechnology (SC‐33545) 

CD63 
(IgG1 monoclonal de ratón) 

H5C6  BD Biosciences Pharmingen (556019) 

 

En  seguida  de  la  incubación  con  los  anticuerpos  primarios,  las  membranas  de  polifluoruro  de 
vinildeno se  incubaron por 50 minutos con anticuerpos policlonales contra  IgG de  ratón o conejo 
conjugados  con  HRP  (Tabla  3:  Anticuerpos  de  cabra  policlonales  contra  IgG).  Finalmente,  las 
membranas se  revelaron usando el sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura Extended 
Duration  (Pierce  Biotechnology)  y  la  señal  se  capturó  a  través  de  películas  CL‐X  Posure  (Pierce 
Biotechnology,  Inc, Rockford,  IL). Es  importante  resaltar que el anticuerpo monoclonal disponible 
para  identificar  la  proteína  CD63  solamente  reconoce  la  forma  no  reducida  de  la  proteína, 
produciendo una banda difuminada y alargada verticalmente [53]. 

TABLA 3: Anticuerpos de cabra policlonales contra IgG. 

ANTICUERPO  CONJUGADO  REFERENCIA COMERCIAL 

Goat Anti‐ Mouse IgG  Horseradish Peroxidase (HRP)  ThermoScientific (31430) 

Goat Anti‐ RabbitIgG  Horseradish Peroxidase (HRP)  Santa Cruz Biotechnology (SC‐2004) 

 

5.5.4 Caracterización de la densidad de exosomas aislados 

La flotación de  los exosomas secretados por CEM sobre un gradiente de sacarosa, se  llevó a cabo 
resuspendiendo  los  exosomas  en  1  mL  de  solución  2,5  M  de  sacarosa  en  un  buffer  HEPES 
20mM/NaOH, pH 7.2. Luego el gradiente de sacarosa se colocó sobre la suspensión de exosomas en 
un  tubo  de  ultracentrífuga.  La muestra  se  ultracentrifugó  a  100.000g  durante  15  horas  (Rotor 
SW41, Beckman  Instruments,  Inc). Se recolectaron fracciones de 1 mL desde el fondo del tubo;  la 
densidad  de  cada  fracción  se  determinó  usando  un  refractómetro  (ausJENA,  Germany).  Las 
fracciones  se  diluyeron  con  PBS1X  y  se  ultracentrifugaron  a  100.000  gravedades  durante  100 
minutos  a  4°C  (Rotor  SW41,  Beckman  Instrument,  Inc).  Los  precipitados  se  resuspendieron  en 
PBS1X y luego en buffer Laemmli no reductor para análisis de CD63 por Western Blot.  
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6. RESULTADOS 

6.1 Establecimiento y caracterización de células estromales mesenquimales de médula ósea 
humana 

Con  la colaboración de  los médicos del departamento de Ortopedia y Traumatología del Hospital 
Universitario San Ignacio, en Bogotá DC. (Colombia), se recolectaron 3 muestras de MO humana de 
donantes  voluntarios  con  edades  entre  36  ‐  53  años;  de  las  muestras  recolectadas  dos 
corresponden a donantes de sexo masculino y una de sexo femenino, con un volumen de muestra 
de recolección promedio de 43 mL que incluyen MO y/o rimado acetabular de fémur.  En la tabla 4 
se presentan los datos obtenidos de las muestras de MO humana recolectadas.  

TABLA 4. Características de muestras recolectadas de MO para la obtención de CEM. 

MÉDULA 
EDAD DE 

PACIENTE (AÑOS) 
SEXO 

VOLUMEN TOTAL DE 
MUESTRA (mL) 

RECUENTO DE CÉLULAS 
MONONUCLEARES 

MO63  53  M  54 mL  179 X 103/mm3 
MO68  38  M  50 mL  43.200 X 103/mm3 
MO70  36  F  25 mL  45.875 X 103/mm3 

 

6.1.1 Evaluación morfológica de CEM 

Se  establecieron  cultivos  primarios  de  CEM  aisladas  de  MO  humana,  observando  células  con 
morfología fibroblastoide que se caracterizan por tener citoplasma de forma irregular con grandes 
prolongaciones  citoplasmáticas observadas por microscopio  invertido Olympus, no  se observó  la 
formación de UFC‐F. También se encontró por la técnica citológica Cytospin que las CEM poseen un 
núcleo redondo excéntrico, con cromatina parcialmente condensada, el citoplasma es ligeramente 
basófilo y agranular (Figura 3: Morfología de CEM de MO). 
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FIGURA  3. Morfología  de  CEM  de MO.  Se  realizó  la  caracterización  de  las  CEM  con morfología 
fibroblastoide.  (A)  CEM  en  cultivo  con  30%  de  confluencia  (Objetivo  10x, microscopio  invertido 
Olympus). (B) CEM en cultivo con 80% de confluencia (Objetivo 5x, microscopio invertido Olympus). 
(C‐D) CEM en cultivo (Cytospin, Tinción con Wright – Objetivo 100x). 

6.1.2 Inmunofenotipo de CEM 

Además  de  la  caracterización morfológica  de  las  CEM,  se  estableció  el  inmunofenotipo  de  los 
cultivos.  Se  observó  la  expresión  positiva  para  los  antígenos  CD105  y  CD73,  en  ausencia  de  los 
antígenos  hematopoyéticos  CD34  y  CD45  acorde  con  lo  sugerido  por  la  SITC.  (Figura  4: 
Inmunofenotipo de CEM de MO)  
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6.1.3 Diferenciación osteogénica, adipogénica y condrogénica de CEM 

La  caracterización  biológica  de  las  CEM  en  células  de  linaje  adipogénico,  condrogénico  y 
osteogénico,  se  realizó  en  segundo  pase  para MO63  y MO68  y  en  tercer  pase  para MO70.  La 
diferenciación  adipogénica  se  evaluó  transcurrido  14  días  mediante  la  coloración  de  vacuolas 
lipídicas  con  Sudan Negro,  las  células  presentan  el  núcleo  central  rodeado  de  vacuolas  lipídicas 
teñidas  de  color  azul  lo  que  indica  que  la  coloración  Sudan  Negro  fue  positiva.  (Figura  5: 
Diferenciación adipogénica, condrogénica y osteogénica) 

La  diferenciación  condrogénica    se  evaluó  luego  de  14  días  mediante  el  reconocimiento  de 
proteoglicanos  por    medio  de  la  tinción  de  Safranina  “O”,  las  células  presentaron  cambios 
morfológicos  observando  células  completamente  redondas  y  disminuidas  de  tamaño,  estas  se 
tiñeron  de  color  rojo  indicando  la  producción  de  matriz  extracelular.  (Figura  5:  Diferenciación 
adipogénica, condrogénica y osteogénica) 

La  diferenciación  osteogénica  se  evaluó  transcurrido  21  días  mediante  la  determinación  de  
depósitos de calcio por medio de la tinción de Von Kossa, donde se observó cambios morfológicos 
presentando  una  forma  celular  estrellada  con  prolongaciones  y  de  menor  tamaño.  (Figura  5: 
Diferenciación adipogénica, condrogénica y osteogénica) 

El control negativo de las coloraciones se realizó con CEM no diferenciadas (Cultivadas en IMDM + 
SFB 10%),  las coloraciones para  las CEM no diferenciadas  fueron negativas; ya que  las células no 
presentaron vacuolas lipídicas intracelulares, matriz extracelular, ni depósitos de calcio.  
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6.2 Aislamiento  y caracterización de exosomas de CEM 

Los  exosomas  derivados  de  CEM  de MO  fueron  aislados  usando  el  método  de  centrifugación 
diferencial;  luego del aislamiento se  realizó cuantificación de proteínas, medición de actividad de 
AChE, y determinación de proteínas asociadas a exosomas.  

La cuantificación de proteínas se realizó por método de Bradford obteniendo entre 18,46 y 90 μg de 
proteína total en un promedio de 46,7 x 106 CEM, también se estableció  la actividad de AChE que 
tenían los exosomas aislados de las CEM de MO con un promedio de 14,82 mU de AChE. (Tabla 5: 
Cuantificación de proteína y niveles de acetilcolinesterasa en exosomas aislados de CEM de MO) 

TABLA 5. Cuantificación de proteína y niveles de acetilcolinesterasa en exosomas aislados de CEM 
de MO. 

MÉDULA 
CEM x 
106 

PROTEÍNA 
TOTAL (μg) 

AchE TOTAL 
(mU de AchE)

PROTEÍNA 
(μg)/106 CEM

mUAchE/106 
CEM 

mUAchE/ 
PROTEÍNA (μg)

MO63  47  18,46  21,9  0,392  0,465  1,18 
MO68  46.5  90  21,15  1,935  0,454  0,235 
MO70  14.4  28  1,41  1,944  0,097  0,050 

 

En  el  análisis  de Western  Blot  se  detecto  en  los  precipitados  de  4.000  y  10.000  gravedades  la 
expresión de MFG‐E8 y ausencia en las proteínas Hsc70 y CD63. En los exosomas de CEM  de MO se  
detectaron proteínas asociadas a exosomas como Hsc70, MFG‐E8 y CD63; expresando altos niveles 
de CD63  y     MFG‐E8,  aunque en esta  se expresa una banda proteica de menor peso molecular. 
(Figura 6: Análisis por Western Blot de proteínas asociadas a exosomas) 
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FIGURA  6.  Análisis  por  Western  Blot  de  proteínas  asociadas  a  exosomas.  Se  colectaron  los 
sobrenadantes  de  CEM  48  horas  después  de  adicionar  el  medio  depletado,  para  realizar  el 
aislamiento de exosomas por ultracentrifugación diferencial. Las CEM fueron lisadas con buffer de 
lisis (Triton X‐100, 1%) (Control Lisado). Durante las centrifugaciones del aislamiento de exosomas, 
se colectaron los pellet de 4000 g, 10.000 g y 100.000 g (Exosomas). En las diferentes fracciones se 
analizó la presencia de Hsc70, MFG‐E8 (Lactaderina, mostrando una banda proteica de menor peso 
molecular en los exosomas), y CD63. Imagen representativa de tres muestras independientes. 

 

Para cumplir con otro de los criterios para caracterizar los exosomas se analizó la flotación de estos 
sobre  un  gradiente  de  sacarosa,  donde  se  encontró  que  el marcador  de  exosomas  (CD63),    se 
expresó en  las fracciones entre 1.12 – 1.30 g/mL. (Figura 7: Flotación en gradiente de sacarosa de 
exosomas de CEM) 
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FIGURA 7: Flotación en gradiente de sacarosa de exosomas de CEM.  Los exosomas de CEM fueron 
ultracentrifugados sobre un gradiente de sacarosa (2.0 – 0.5 M) a 100.000 g durante 15 horas. Se 
recuperaron fracciones de 1 mL y se precipitaron por ultracentrifugación. Los precipitados  fueron 
evaluados para CD63 por Western Blot. La densidad de flotación sobre el gradiente de sacarosa de 
exosomas de CEM se encontró en fracciones de alta densidad (1.12 – 1.30 g/mL). El CD63 es más 
abundante en la fracción de 1.28 g/mL. 
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7 DISCUSIÓN 

Desde  la  década  de  los  70  las  CEM  han  sido  ampliamente  estudiadas,  por  sus  propiedades 
regenerativas  y  capacidad  de modular  la  respuesta  inmune.  Para  esto  ha  sido  indispensable  su 
aislamiento  y  caracterización  in  vitro.  Con  el  fin  de  facilitar  un  enfoque más  unificado  para  el 
estudio de  la biología de CEM,  la  SITC  estableció  tres  criterios para  identificar CEM, primero,  la 
adhesión  de  las  células  aisladas  en  cultivo  al  plástico,  segundo,  la  expresión  de marcadores  de 
diferenciación  tales  como  CD105,  CD73,  y  CD90,  mayor  a  95%  en  las  células  del  cultivo,  con 
ausencia en la expresión de marcadores como CD34, CD45 CD14 o CD11b, CD19 y CD79A o antígeno 
leucocitario humano‐ DR (HLA‐DR), mayor a 95% en  las células del cultivo, y tercero,  la capacidad 
para  diferenciarse  en  adipocitos,  condrocitos  y  osteocitos  [7].  Trabajos  de  Harichandan  et  al  y 
Akiyama et al han demostrado que las CEM de MO son células multipotentes, que son capaces de 
formar UFC‐F;  y  cumplir  con  los  criterios  de  identificación  de  CEM  después  de  la  expansión  en 
cultivo [82, 83]. 

En nuestro estudio, hemos  logrado aislar CEM de MO caracterizadas según los criterios de  la SITC. 
Observamos  que  las  células  aisladas  eran  células  adherentes  con morfología  fibroblastoide  y  su 
inmunofenotipo correspondía a  la expresión de antígenos CD105 y CD73 positivos, en ausencia de 
antígenos CD34 y CD45, en más del 95% de las células en cultivo. Las CEM se han caracterizado por 
su capacidad de diferenciación en adipocitos, condrocitos y osteoblastos. Hasta el momento no es 
claro cuál es  la  jerarquía de  las CEM, sin embargo Minguell et al propone que  la  jerarquía puede 
estar basada en su potencial de diferenciación multi‐potente, tri‐potente, bi‐potente o uni‐potente; 
indicando que el progenitor multi‐potente tiene la capacidad de diferenciación hacia los tres linajes 
principales  (Adipocitos,  Condrocitos  y  Osteoblastos),  el  estroma  de  soporte  hematopoyético  y 
tenocitos. El progenitor tri‐potente con capacidad de diferenciación hacia condrocitos, osteoblastos 
y tenocitos; el progenitor bi‐potente con capacidad de diferenciación en condrocitos y osteoblastos, 
y  el  progenitor  uni‐potente  con  capacidad  de  diferenciación  hacia  un  solo  linaje  [84].  En 
comparación a nuestros resultados, donde vimos que todas  las CEM de  las médulas óseas aunque 
hacen diferenciación a  los  tres  linajes, unas poseen más capacidad de diferenciación adipogénica 
que  otras  (MO68).  Otros  autores  describen  que  la  población  de  CEM  no  es  homogénea, 
encontrando  diferentes  subpoblaciones  que  tienen  la  capacidad  de  coexpresar  marcadores 
neuronales,  como  tubulina  βIII  y  el  marcador  progenitor  neuronal  nestin,  lo  que  sugiere  la 
existencia de subpoblaciones maduras e inmaduras de CEM [85]. 

Posterior  a  la  caracterización  de  las  CEM,  se  realizó  un  escalonamiento  celular  para  lograr  una 
producción óptima de exosomas, que  fueron aislados por ultracentrifugación diferencial. Aunque 
Yang et al menciona que las CEM embrionarias en su morfología redonda tienen un diámetro de 10 
μm y en su  forma adherente un diámetro de 20 μm  [86]. En nuestros resultados de CEM de MO 
humana evaluadas por  la  técnica Cytospin se observó que  las CEM tienen un diámetro superior a 
tres veces el de un linfocito, que tienen un diámetro aproximado de 12 μm. Debido al diámetro de 
las  CEM  fue  indispensable  realizar  el  escalonamiento  celular,  encontrando  que  la  proliferación 
celular en cajas de T175 cm2 es máximo de aproximadamente 4,5 x 106 células/Caja T175 cm2.  
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Aunque actualmente no se ha  logrado definir un sistema para cuantificar exosomas, se han usado 
otros  criterios  para  identificar  y  caracterizar  los  exosomas  aislados,  estos  incluyen microscopía 
electrónica, expresión de proteínas asociadas a exosomas y flotación en gradiente de sacarosa. En 
nuestro  estudio  caracterizamos  exosomas  por  medición  de  la  cantidad  de  proteína  aislada, 
actividad de acetilcolinesterasa, expresión de proteínas por Western Blot y flotación en gradiente 
de sacarosa.  

La medición de  la cantidad  total de proteína presente en  las preparaciones de exosomas da una 
idea de  la cantidad de exosomas secretados por  las células. Thery et al  indica que usualmente se 
obtiene 0,5 μg exosomas por cada 106 CDs inmaduras en 24 horas, cantidad que puede ser variable 
con  algunas  líneas  celulares  [1].  Nuestros  resultados  indican  que  en  promedio  de  un  cultivo 
primario de CEM de MO humana  se obtienen 1,42  μg exosomas/106 CEM. También  se  identificó 
que  la actividad de AChE en exosomas aislados de CEM no depende de  la cantidad de proteínas 
aislada, por lo tanto es probable que la AChE sea un factor que varíe entre los distintos donantes de 
MO.  En  resultados  no  publicados  del  grupo  de  inmunología  y  biología  celular  de  la Universidad 
Javeriana con exosomas de células Caco‐2  se encontró un promedio de 2,65 mUAChE/μg con un 
rango de (1,91 – 3,8mUAChE/ μg) (Barreto et al, 2012) y en exosomas de CEM un promedio de 1,46 
mUAChE/μg  con  un  rango  de  (0,5  –  1,18 mUAChE/μg),  sugiriendo  que  los  exosomas  de  células 
Caco‐2 tienen una mayor cantidad de mUAChE, respecto a los exosomas de CEM. 

Los exosomas se han caracterizado por contener un conjunto de proteínas citosólicas, involucradas 
en la función y biogénesis de exosomas; proteínas de membrana involucradas en su asociación con 
otras células; proteínas de   exosomas como MFG‐E8 que se une a  integrinas expresadas en CDs y 
macrófagos, y otras proteínas como miembros de la familia de las Hsp70 [75]. Además de incluir en 
sus  superficie  abundantes  moléculas  de  tetraspaninas  como  CD9,  CD63,  CD81  y  CD82[16].  En 
nuestro  estudio  realizamos  un  análisis  del  perfil  de  proteínas  de  exosomas  de  CEM,  con  la 
identificación de proteínas como Hsc70, MFG‐E8, CD63 y CMH‐I.  

Bobrie et al encontró que en el pellet de 10.000 g usualmente llamado microvesículas, se expresan 
marcadores  usados  para  caracterizar  exosomas  como  CD9  y MFG‐E8.  El  CD63  estaba  presente 
algunas veces en bajos niveles, mientras que Hsc70, Tsg101 y Alix no fue detectable [87]. En nuestro 
análisis  proteico  por  Western  Blot  identificamos  la  expresión  de  MFG‐E8  en  la  fracción  de 
microvesículas  y  exosomas,  encontrando  en  esta  última  fracción  la  expresión  de  una  banda  de 
menor  peso molecular.  También  encontramos  la  expresión  de  Hsc70  y  CD63  en  la  fracción  de 
exosomas y ausente en microvesículas, lo que nos puede indicar que el CD63 es posiblemente es el 
mejor marcador para la identificación de exosomas en CEM.  

CMH‐I es una proteína identificada en muchos exosomas de diferentes tipos celulares, sin embargo 
en  las  CEM  de  nuestro  estudio  no  se  observó  la  expresión  del  antígeno  CMH‐I,  por  lo  que  se 
propone que esta disminución podría estar asociada con su papel inmunoregulador [88], aunque es 
necesario más investigación debido al tamaño de muestra de nuestro estudio.  
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Thery et al define el gradiente de sacarosa como el método para medir  la densidad de exosomas, 
encontrando que estos flotan a un rango de densidad entre 1,15 a 1,19 g/mL [1]; en otro estudio  
logró identificar que la flotación sobre el gradiente de sacarosa muestra diferentes proporciones de 
CD63, CD9 y MFG‐E8 no solo en  la fracción de densidad clásica descrito para exosomas (alrededor 
de  1,15  g/mL),  sino  también  en  fracciones  de  alta  densidad mayores  a  1,20  g/mL,  indicando  la 
presencia de población de vesículas heterogéneas [87]. Nosotros hemos observado la expresión de 
CD63 en las fracciones de alta densidad en sacarosa (1,12 – 1,30 g/mL), indicando que los exosomas 
de CEM pueden tener una mayor densidad que los reportados para otro tipo de células [55]. 

En  resumen,  los  resultados de nuestro estudio demuestran que  las CEM aisladas de MO humana 
cumplen con  los criterios de  identificación establecidos por el SITC. Para  lograr un aislamiento de 
exosomas  del  cultivo  primario  de  CEM,  es  necesario  realizar  un  escalonamiento  celular.  Los 
exosomas de CEM se aíslan por ultracentrifugación diferencial, y de los criterios establecidos por la 
literatura para caracterizar exosomas,  nosotros logramos identificar parámetros como actividad de 
AChE, expresión de proteínas asociadas a exosomas, como por ejemplo expresión de Hsc70, MFG‐
E8 con una banda de menor peso molecular y CD63, además de flotación en gradiente de sacarosa 
lo que nos confirma que el aislamiento de exosomas de CEM fue exitoso.  
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8 CONCLUSIONES 
 

• Las CEM aisladas de MO humana cumplen los tres criterios establecidos por las ISCT. 

• El  inmunofenotipo  de  CEM  aisladas  de MO  fue  CD105  y  CD73  positivas,  y  CD45  y  CD34 
negativas. 

•  Las  CEM  pueden  diferenciarse  en  adipocitos,  condrocitos  y  osteoblastos  en medios  de 
inducción de diferenciación específicos. 

• El  aislamiento  de  exosomas  de  CEM  por  ultracentrifugación  diferencial  dependen  de  la 
cantidad de células aisladas. 

• Los  exosomas  de  CEM  de MO  expresan  proteínas  específicas  de  exosomas  como Hsc70, 
MFG‐E8 y CD63. 

• Los exosomas de CEM de MO no presentan expresión de la proteína CMH‐I.  

• Los  exosomas  de  CEM  de MO  flotan  sobre  gradiente  de  sacarosa  en  fracciones  de  alta 
densidad (1,12 – 1,30 g/mL).  
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10 ANEXOS 

ANEXO 1. Consentimiento informado para la donación voluntaria de médula ósea. 

 
 

PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA 
FACULTAD DE CIENCIAS- LABORATORIO DE HEMATOLOGÍA 

GRUPO DE INMUNOBIOLOGÍA Y BIOLOGÍA CELULAR 
 
 

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACIÓN VOLUNTARIA DE 
MEDULA ÓSEA 

 
 

Hoja 1 de 3  
 

INFORMACIÓN GENERAL 
 

En la actualidad usted puede encontrar información sobre células madre en 
diversos medios de comunicación, sin embargo, es muy importante que este tema 
sea investigado en detalle. En la médula ósea se pueden encontrar diversos tipos 
de células madre, entre ellas las denominadas células madre mesenquimales. 
Las células madre mesenquimales han sido estudiadas especialmente por su 
propiedad de mejorar los trasplantes de las células madre que forman las células 
sanguíneas, sin embargo, aún es necesario seguir explorando las funciones de 
éstas células. 
Por este motivo le solicitamos su colaboración para recolectar una muestra de su 
médula ósea durante el procedimiento quirúrgico que le será practicado por el 
médico ortopedista. Este procedimiento no comporta ningún riesgo para su salud 
y la muestra será recolectada por personal especializado. 
CONFIDENCIALIDAD: Los registros médicos permanecerán archivados, en el 
Laboratorio de Hematología de la Facultad de Ciencias de la Pontificia 
Universidad Javeriana. Las historias médicas, los resultados de exámenes y la 
información que usted nos ha dado son de carácter absolutamente confidencial, 
de manera que, solamente usted y el equipo de atención clínica tendrá acceso a 
estos datos. Por ningún motivo se divulgará esta información sin su 
consentimiento. 
 
Cualquier información adicional usted puede obtenerla de los 
encuestadores, o directamente con Viviana Rodríguez en el Laboratorio de 
Hematología de la Facultad de Ciencias de la Universidad Javeriana al 
Teléfono 3208320 extensión 4025. 
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PROCEDIMIENTO: 
 
Se realizará una entrevista previa (Consentimiento informado) y se procederá a 
tomar una muestra de médula ósea de aproximadamente 10 mL durante el 
procedimiento quirúrgico. Estas muestras serán manejadas únicamente por 
personal involucrado en el equipo de atención clínica y de investigación. 
 
 

APROBACIÓN ESCRITA DONACIÓN VOLUNTARIA 
 

Yo ____________________________________ identificado(a) con número de 
cédulas de ciudadanía _____________________ declaro que: 
 

1. Entiendo que la muestra de médula ósea será utilizada con fines de 
investigación y será manejada bajo las normas éticas pertinentes. 

2. Entiendo que la información referente a mi será manejada de forma 
confidencial para proteger mi identidad. 

3. Entiendo que no recibiré ninguna compensación económica ni de ningún 
otro tipo por la donación. 

4. Entiendo que la donación de médula ósea  NO representa ningún peligro 
para mí. 

5. He leído y comprendido toda la información entregada, estoy satisfecho(a) 
con la información recibida, he podido formular todas las preguntas que he 
creído convenientes y me han aclarado todas las dudas planteadas. 

 
 
 
En consecuencia, doy mi consentimiento para la donación voluntaria de médula 
ósea durante el procedimiento quirúrgico que me será practicado por el médico 
ortopedista: 
 
 
Nombre:_________________________________ 
c.c. : ____________________________________ 
Teléfono: ________________________________ 
Fecha:___________________________________ 
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BENEFICIOS ADICIONALES: 
 
La utilización de la muestra en estudios posteriores nos podría ayudar en el futuro a 
entender las causas y/o el comportamiento de la(s) entidad(es) anteriormente 
mencionada(s). Se puede dar el caso en donde usted y su familia no se beneficien 
directamente de estos estudio, pero otros individuos afectados podrían 
beneficiarse. Por lo tanto, por favor marque su decisión con respecto al 
almacenamiento de la muestra y su utilización en estudios de investigación 
posteriores: 
 

� Deseo que la muestra que me fue extraída sea DESECHADA una vez 
completado el estudio. 

 
� Autorizo conservar la muestra que me fue extraída con la posibilidad de 

emplearla junto con el resultado del estudio, en las situaciones 
señaladas a continuación: 
                                                                                                           SI     NO      

o En estudios complementarios de diagnóstico para mí o algún   
miembro de mi familia. 

o En estudios de investigación específicos para la(s)                     
entidad(es), objeto de esta toma de muestra, siempre y  
cuando se conserve en anonimato mis datos de identificación. 

o En estudios de investigación de entidades distintas a la(s)        
Entidad (es) objeto de esta toma de muestra, siempre y  
cuando se conserve en anonimato mis datos de identificación. 

o En estudios de investigación colaborativos con otras                
Instituciones Nacionales y/o internacionales, siempre y  
cuando se conserve en anonimato mis datos de identificación. 
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ANEXO 2. STEMPRO ® Adipogenesis Differentiation Kit Ref. A1007001 
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ANEXO 3. STEMPRO ® Chondrogenesis Differentiation Kit Ref. A1007101 
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ANEXO 4. STEMPRO® Osteogenesis Differentiation Kit Ref. A1007201 
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ANEXO 5. Amplex® Red Acetylcholine/Acetylcholinesterase Assay Kit (A12217) 
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