Exosomas derivados de biopsia liquida y su potencial aplicacion en el
diagnéstico, prondstico y tratamiento del cancer.

Liquid biopsy derived exosomes and their potential application in the
diagnosis, prognosis, and treatment of cancer.

Resumen:

Los exosomas son micro vesiculas extracelulares secretadas por las células que
han cobrado gran importancia por su potencial aplicacién en la clinica para la
identificacion de nuevos biomarcadores de diagnostico, prondstico y seguimiento de
enfermedades neurodegenerativas y cancer, o para determinar su potencial
aplicacion terapéutica. Dado que estas vesiculas se encuentran de forma natural en
fluidos corporales tales como sangre, orina o saliva, es posible aislarlas a partir de
una biopsia liquida para analizar su contenido, dilucidar su interacciéon con
diferentes poblaciones celulares (crosstalk) y determinar su efecto durante el
desarrollo de una patologia particular. En esta revision abordamos los ultimos
hallazgos relacionados con el disefio y la aplicacién de terapias que emplean
vesiculas extracelulares, particularmente exosomas, para el tratamiento del cancer
0 como biomarcadores de diagndstico, prondstico o seguimiento de la enfermedad.

Abstract

Exosomes are extracellular micro-vesicles secreted by all cell types that have
become of high-priority due to their potential clinical application for identification of
new biomarkers for diagnosis, prognosis, and monitoring of neuro degenerative
diseases and cancer and also, to determine their potential therapeutic application.
Since these vesicles are found naturally in body fluids such as blood, urine, or saliva,
it is possible to isolate them from a liquid biopsy to analyze their content, elucidate
their interaction with different cell populations (crosstalk), and determine its effect
during the development of particular pathologies. In this review we address the latest
findings related to the design and application of extracellular vesicle-based
therapies, particularly exosomes, for the treatment of cancer or as biomarkers for
diagnosis, prognosis, or monitoring of diseases.
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Introduccion:

Los exosomas son vesiculas intraluminales liberadas por las células nucleadas al
espacio extracelular tras la fusion del cuerpo multi vesicular (MVB), con la
membrana plasmatica. Su tamano varia entre 30 y 150 nanémetros de diametro (1)
y una vez en el espacio extracelular, los exosomas se distribuyen por todo el
organismo y pueden aislarse a partir de una biopsia liquida (2) que constituye una
estrategia de muestreo importante por su potencial diagnéstico para el cancer, que
surge como una alternativa a la biopsia tisular, que es la prueba de oro para su
diagnostico.



La toma de una biopsia tisular ademas de ser invasiva es incOmoda para el paciente,
puede generar efectos adversos y no permite evaluar la heterogeneidad tumoral ni
su dispersion a otros tejidos del cuerpo. Los exosomas contenidos en las biopsias
liguidas se consideran un material valioso para identificar biomarcadores de
diferentes patologias, particularmente en cancer (tabla1), porque se ha demostrado
que las células tumorales producen una mayor cantidad de exosomas en
comparacion con las células sanas y que hay grandes diferencias en la composicion
y funcién de los exosomas dependiendo de la estirpe celular de la cual provienen o
del estado fisiologico del individuo (3). Por lo anterior, en este articulo se revisara la
composicion de los diferentes fluidos corporales que pueden ser utiles como biopsia
liquida para la obtencidén de exosomas, y sus posibles aplicaciones en la clinica para
el diagnostico, prondstico y seguimiento del cancer o para la administracion de
terapias antitumorales.

La busqueda de literatura se realizé en las siguientes bases de datos: PubMed-
NCBI, Elsevier, ExoCarta, Clinical Trials Database y Science direct, y se filtrd
empleando las palabras clave: Cancer, liquid biopsy, exosomes, biomarkers and
cancer therapy. Se revisaron 50 articulos relacionados con el tema, publicados
durante los ultimos 10 afnos. Adicionalmente se revisaron otros 9 seleccionados de
las referencias contenidas en estos articulos con el fin de aclarar algunos temas. En
total se revisaron 59 referencias

Biopsia Liquida:

El término biopsia liquida se refiere al analisis de biomarcadores presentes en
sangre u otro fluido biolégico como orina, plasma, saliva, suero, liquido amniotico,
leche materna, semen, liquido sinovial y liquido cefalorraquideo (Fig. 1) (4—6).
Numerosos estudios han determinado su utilidad clinica para el diagnostico
temprano del cancer, la administracion de terapias dirigidas y el monitoreo no
invasivo y en tiempo real para obtener informacion relacionada con la evolucién de
la neoplasia. La biopsia liquida, combinada con la citologia, la inmunoquimica y la
secuenciacion de proxima generacion, es un enfoque util para proporcionar
informacion diagndstica y terapéutica en ciertos casos raros de cancer que son
dificiles de diagnosticar, como el caso de una metastasis a la falange del indice
derecho, como manifestacién inicial de un adenocarcinoma de pulmén, en una
mujer de 69 anos, que fue reportado por Clery y colaboradores (7).

La sangre periférica es, hasta el momento, la biopsia liquida mas utilizada para
analizar diversos componentes tumorales. Durante el desarrollo tumoral las células
adquieren ocho capacidades bioldgicas que incluyen el mantenimiento de la
sefalizacion proliferativa, la evasion de los supresores de crecimiento, la resistencia
a la apoptosis, la adquisicion de inmortalidad replicativa, la induccion de
angiogénesis, la activacion de la invasién y metastasis, la reprogramacion del
metabolismo energético y la evasion de la destruccidn inmune. Adicionalmente, el
reclutamiento de células, aparentemente normales, que contribuyen a la adquisicion
de rasgos distintivos al crear el "microambiente tumoral" agregan otro nivel de



complejidad a la biologia tumoral (8). El reconocimiento de estos conceptos
permitira el desarrollo de nuevas estrategias para tratar el cancer humano.

De las capacidades adquiridas por las células tumorales, la activacion de la invasion
y metastasis constituyen el principal mecanismo utilizado por el tumor para
desprenderse del sitio primario e ir a colonizar lugares distantes por via sanguinea.
Diferentes componentes tumorales (células tumorales circulantes (CTCs), micro
vesiculas, apoptosomas, exosomas, acidos nucleicos (DNAs tumorales circulantes
(ctDNAs), DNA extracelular de 134—-144 pb (cfDNA), y microRNAs (miRNAs)) (Fig
2) circulan en la sangre y tienen utilidad como biomarcadores y/o dianas
moleculares (9). La deteccion de células tumorales circulantes podria aplicarse al
diagnostico temprano del cancer, puesto que numerosos estudios han demostrado
que las metastasis pueden ocurrir en estadios tempranos del desarrollo tumoral,
demostrando la utilidad de la sangre como biopsia liquida para el diagndstico
oportuno del cancer (10).

Joosse y Pantel en 2015 monitorearon en tiempo real los cambios en las células y
los productos celulares liberados por los tumores en la sangre y encontraron que
aunque las plaquetas educadas por el tumor pueden proporcionar informacion
especifica sobre la ubicacion y composicion molecular del tumor primario y pueden
contener fragmentos de RNA tumoral que favorecen el crecimiento y la diseminacion
tumoral éstas no son muy utilizadas para estudios de deteccion de RNAs tumorales
porque el RNA de plaquetas se puede alterar por factores como la inflamacion (11)
y adicionalmente, hay mas RNA tumoral en los exosomas que en las plaquetas (12).

Aunque la sangre ha sido la biopsia liquida mas estudiada para la busqueda de
biomarcadores de diagndstico, prondstico y seguimiento de enfermedades, en la
actualidad el analisis de otros fluidos ha cobrado gran interés para el diagnéstico de
enfermedades complejas como el cancer. La saliva esta siendo objeto de muchos
estudios para la identificacion de biomarcadores porque comprende las
secreciones, suministradas por la sangre, en las glandulas salivales mayores y
menores. De ella se pueden aislar DNA, RNA, proteinas y todos los metabolitos
presentes en la sangre ademas de los presentes en el microbioma. Por otro lado, la
recoleccion de las muestras de saliva y su procesamiento es simple, y una ventaja
que tiene la saliva sobre la sangre es que no se coagula (13).

El exosoma salival posee mucha informacién clinicamente relevante. Una vez que
los exosomas derivados de cancer entran en la circulacion, alcanzan las glandulas
salivales por endocitosis o por fusion de membrana y son arrojados en la saliva,
donde pueden ser recolectados como una muestra con gran potencial para la
busqueda de biomarcadores tumorales (5,14). Kazuya et al demostraron que los
exosomas salivales tienen un menor tamano y mayor densidad que los aislados a
partir de sobrenadante de una linea celular de adenocarcinoma de colon humano,
por lo que se sugiere que los exosomas de saliva pueden proporcionar mas
informacion que otros componentes tumorales presentes en la saliva con potencial
para su uso en el diagnostico temprano del cancer (15). Los exosomas aislados de
saliva contienen varios tipos de RNA, como pseudogenes y grandes repertorios de
RNA pequeios que pueden mediar la comunicacion intercelular al transferirlos a las



células diana como reguladores de la expresion génica (16). Se han descrito otros
tipos de biomarcadores RNA utiles para el diagndstico de tipos especificos de
cancer como el oral, esofagico, gastrico (17) pulmonar, pancreatico, de mama o de
ovario (5).

Por otra parte, al igual que como ocurre con la saliva, la obtencién de una muestra
de orina no es invasiva y tiene gran potencial para la deteccidon temprana,
seguimiento de recurrencia, metastasis y eficacia terapéutica en cancer no
urologico. Aunque en comparacion con la biopsia liquida a base de sangre, el
analisis de la orina en este contexto todavia se encuentra en etapas tempranas,
estudios recientes han demostrado el valor de la orina como biopsia liquida y se
espera un mayor desarrollo de este tipo de muestra como alternativa a la biopsia
basada en sangre. (18). En un estudio donde se analiz6 el contenido de miRNAs en
exosomas provenientes de la orina en busqueda de biomarcadores para la
deteccion temprana del cancer de endometrio, se concluyé que los exosomas
aislados de orina poseen una firma de miRNA que los hace unicos. Ademas, se
aislan con éxito, por lo que son una fuente potencial de biomarcadores tumorales
(19). Sin embargo, Elsharkawi y colaboradores encontraron un incremento
significativo en la cantidad de exosomas presentes en suero y orina de pacientes
con cancer de vejiga en comparacion con los controles sanos. Este incremento fue
progresivo durante el curso de la enfermedad y se asocié con la invasion tumoral
(20).

Otras biopsias liquidas con potencial para la identificacion de biomarcadores
tumorales son el fluido seminal debido a que su alta concentracion de cfDNA, es
mayor que la obtenida a partir de otros fluidos como la sangre o la orina de pacientes
con cancer de préstata, y a la facilidad con que se puede aislar el DNA a partir de
este tipo de muestra, lo que sugiere que el fluido seminal puede ser la muestra ideal
para el diagnostico temprano del cancer de prostata (21) y el liquido cefalorraquideo
(LCR), un fluido biolégico incoloro producido en el cerebro por células
especializadas que esta en contacto directo con el sistema nervioso central (SNC)
que tiene un uso potencial como biopsia liquida porque al igual que la muestra de
sangre, contiene material biologico circulante util para perfilar biomarcadores tales
como acidos nucleicos libres de células (cfDNA y miRNA), proteinas, vesiculas
extracelulares y células tumorales circulantes de pacientes con tumores cerebrales
como el glioblastoma o con tumores que han hecho metastasis al cerebro (22).

Huang y colaboradores detectaron una mutacién en el gen de la histona 3 (H3) en
LCR de nifios con tumores cerebrales, incluido el glioma difuso, que se asocia con
una rapida evolucién y propagacién de la enfermedad. Dada la sensibilidad y
especificidad del LCR se ha propuesto como biopsia liquida para complementar el
diagnostico de glioma en la biopsia tisular. A futuro el LCR podria proponerse
incluso como alternativa a la biopsia de tejido, dado su valor para la estadificacion
de la enfermedad, para orientar el tratamiento con terapias dirigidas o para realizar
el monitoreo de la respuesta al tratamiento (23), entre otras aplicaciones. Cabe
anotar que la toma de la muestra de LCR, es un procedimiento que se realiza en
pacientes con leucemias y con otros tumores cerebrales incluyendo el glioblastoma



(24), y se realiza mediante puncion lumbar, un procedimiento invasivo e incbmodo
para el paciente que puede generar efectos adversos en algunos casos (25).

Lo anteriormente expuesto resalta la potencial utilidad clinica de la biopsia liquida
para el diagnostico y prondstico del cancer, como prueba de tamizaje o como base
para desarrollar terapias alternativas utilizando los exosomas como vehiculos
moleculares para la entrega de farmacos (26).

Biogénesis de los exosomas:

La biogénesis de los exosomas esta mediada por la via endosoma-lisosoma, que
es un sistema de endomembranas presente en las células eucariotas. Se originan
a partir de una invaginacion de la membrana plasmatica que da origen a un
endosoma temprano, el cual madura para formar cuerpos multivesiculares (MVBs)
cargados de vesiculas intraluminales (ILVs), que son secretadas como exosomas
al espacio extracelular por fusién del MVB con la membrana plasmatica

Los exosomas, a diferencia de otros tipos de micro vesiculas como los cuerpos
apoptéticos (derivados de células que estan muriendo por apoptosis) o los
ectosomas (originados por la evaginacion de la membrana plasmatica), son
vesiculas intraluminales (ILV) liberadas por las células nucleadas al espacio
extracelular tras la fusion del cuerpo multivesicular (MVB), con la membrana
plasmatica (fig. 3). A pesar de que estos tres tipos de vesiculas tienen
aproximadamente el mismo tamafo (30-150 nm de didametro) y contienen una
porcidn de citoplasma en su interior, son diferentes entre si y desempefian funciones
no relacionadas que deben ser bien entendidas para definir las metodologias
adecuadas para el desarrollo de sus posibles aplicaciones clinicas (27). Los
exosomas estan conformados por una serie de proteinas, acidos nucleicos y otros
componentes del citoplasma de la célula de la cual provienen, englobados en una
bicapa lipidica. En condiciones fisiologicas, estan presentes en todos los tejidos del
cuerpo (28).

En general, sus componentes moleculares son los que constituyen una célula:
acidos nucleicos como RNAs (microRNA, RNAm, circRNAs etc), DNA vy proteinas
(29). Se ha descrito que expresan proteinas de choque térmico (HSP70, HSP9O0),
integrinas, tetraspaninas (CD9, CD63, CD81 y CD82), proteinas del antigeno de los
leucocitos humanos (HLA-II), moléculas de adhesion de células epiteliales (EpCAM)
y miembros de la familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF),
ALIX, CD9, y TSG-101. Varias de estas proteinas son utilizadas como marcadores
para su identificacion o aislamiento (30). En condiciones fisioldgicas, la capacidad
que tienen los exosomas para fusionarse con las membranas celulares hace que
desempenien un papel fundamental en la comunicacién intercelular y les permite
atravesar la barrera hematoencefalica, o que sugiere uso potencial como vehiculo
para la administracion de farmacos en lugares de dificil acceso como el cerebro
(31).

Tauro y colaboradores en 2012 demostraron que los exosomas derivados de células
tumorales contienen parte del genoma, transcriptoma y secretoma del tumor por lo
que pueden transportar oncoproteinas, proteinas supresoras de tumores,



reguladores de la transcripcion, y diferentes especies de RNAs (32) y DNAs, que
pueden proporcionar informacion referente al origen de las células tumorales (33).
En general favorecen el desarrollo y crecimiento tumoral, por su capacidad de
fundirse con las membranas celulares para reprogramar las células hacia un
fenotipo particular que puede ser angiogénico, de resistencia a la terapia o de
evasion de la respuesta inmune antitumoral entre otros. (34)

Aislamiento y purificacion de exosomas:

Uno de los prerrequisitos para la aplicacion clinica de los exosomas es la
estandarizacion de un proceso de aislamiento que sea escalable, reproducible y
robusto para obtener un buen rendimiento de exosomas de alta pureza (35) Dado
que éstos son secretados por casi todos los tipos celulares, su produccion a gran
escala para uso terapéutico constituye un desafio. EI proceso para obtenerlos
implica la expansién de la linea celular donante para recolectar grandes cantidades
de medio de cultivo y realizar el adecuado aislamiento de estas estructuras
membranosas mediante la aplicacion de diferentes técnicas que dependen de la
muestra, su aplicacion y los recursos tecnoldgicos disponibles. Por otra parte, el
aislamiento de exosomas adecuados para aplicaciones posteriores implica el uso
de técnicas costosas que requieren equipos sofisticados y especializados (36).

A la fecha, las técnicas mas utilizadas para la separacion de exosomas son la
centrifugacion diferencial, la ultra centrifugacion seguida de precipitacion
isoeléctrica, y la purificacion por inmunoafinidad. La centrifugacion diferencial (37)
fundamentada en la remocién de diferentes impurezas mediante ciclos de
centrifugacion iniciando a baja velocidad (elimina células), seguido por ultra
centrifugacion (precipita exosomas) y terminando con una nueva ultra
centrifugacion, esta vez con PBS (lavado y remocién de proteinas). Esta técnica
permite separar, por tamano y densidad los exosomas de otras vesiculas, pues en
general las micro vesiculas precipitan a 20.000g y los cuerpos apoptoticos a
16.000g (38) mientras que los exosomas precipitan de los 100.000g a los 120.000g,
lo que permite disenar protocolos especificos para la poblacidon de vesiculas que se
desee estudiar. Sin embargo, la diferencia de tamano y densidad de las micro
vesiculas es tan pequefia, que se dificulta el establecimiento de los ciclos vy
velocidades de centrifugacion optimos para separar de manera efectiva las micro
vesiculas de los cuerpos apoptoéticos. Por otra parte, a menudo los exosomas asi
obtenidos no sirven para llevar a cabo estudios funcionales posteriores.(39)

La ultra centrifugacion seguida por precipitacion isoeléctrica (IP) es una técnica,
rapida y efectiva para obtener exosomas de mejor calidad que los aislados por
centrifugacion diferencial y que ha demostrado ser efectiva para obtener exosomas
a partir de leche porque permite eliminar las caseinas (40). La ultrafiltracion, es mas
rapida que la centrifugacion diferencial y no requiere de equipo especial (41), sin
embargo, su mayor desventaja es que tanto los fluidos corporales como los medios
de cultivo celulares poseen una gran variedad de nanoparticulas con el mismo
tamano de los exosomas, lo que dificulta su adecuada separacion. Adicionalmente,
implica el uso de reactivos costosos libres de particulas (42).



La purificacidon por inmunoafinidad podria ser la técnica de eleccion para el
aislamiento de exosomas a partir de muestras heterogéneas como plasma, suero y
orina, porque utiliza anticuerpos inmovilizados que reconocen proteinas como
CD63, CD81, CD82, CD9, Alix, anexina, EpCAM y Rab5 que pueden ser utilizados
de manera individual o en combinacién, para separar los exosomas. Los anticuerpos
pueden unirse de manera covalente a soportes tales como las perlas magnéticas y
matrices de cromatografia. Sin embargo, esta metodologia debe ser validada para
determinar si es util para la separacion especifica de los exosomas. Es importante
considerar el tipo de exosomas que se quieren aislar, para elegir el anticuerpo mas
adecuado, ya que se ha demostrado que, aunque el uso de anti-CD63 es util para
aislar exosomas, esta proteina no es especifica de las vesiculas extracelulares tumorales
y algunos canceres secretan vesiculas con baja expresion de CD63. Otros marcadores
de exosomas son Rab GTPasa, anexinas, SNARE, Alix y flotillin7 Tsg101,
tetraspaninas, CD63 y CD81(43).

Recientes avances tecnologicos han permitido el desarrollo de una plataforma
basada en micro fluidos para aislar exosomas circulantes directamente del suero
sanguineo. Estas plataformas permiten la captura y cuantificacion simultaneas de
exosomas en un solo dispositivo novedoso, simple y de bajo costo, que permite
obtener una mejor tasa de recuperacion y requiere un menor tiempo de
procesamiento que el necesario para la ultra centrifugacion. El dispositivo de micro
fluidos es fabricado en polidimetilsiloxano (PDMS) y funciona mediante el uso de
anticuerpos contra CD63 que se encuentra comunmente sobre expresado en
exosomas, sin embargo, como se menciond anteriormente, muchos tumores
producen exosomas con baja expresion de DC63, por lo cual esta técnica no seria
muy adecuada para aislar exosomas provenientes de tumor a menos que se utilice
un anticuerpo diferente para utilizar en el dispositivo. Dado que se ha demostrado
que la fosfatidilserina (PS), se expresa en la superficie externa de las vesiculas
extracelulares derivadas de células tumorales, se diseid otro dispositivo
microfluidico para el aislamiento de exosomas derivados de tumor a partir de una
muestra de plasma con el que se logré una eficiencia de captura del 90% para
exosomas de células tumorales en comparacion con el 38% para los exosomas de
células normales. Adicionalmente, se aisla un 35% mas de exosomas derivados de
la linea celular de cancer de pulmdn A549 que con el dispositivo conjugado con anti-
CD63, facilitando el aislamiento de un tipo especifico de exosomas (44).

Otra técnica muy eficaz para purificar y aislar exosomas intactos es la separaciéon
magnética, que es mas eficaz que las metodologias convencionales utilizadas para
la separacion de exosomas, porque con este método, las vesiculas extracelulares
son capturadas por iones y proteinas de unién a fosfatidilserina y posteriormente se
extraen con un reactivo quelante. Con esta metodologia se obtienen exosomas que
pueden utilizarse en futuras aplicaciones (45).

Cargo del medicamento (Endégeno y Exdgeno)

Los exosomas tumorales tienen la capacidad de reclutar y activar células inmunes
que generan un microambiente inmunosupresor, jugando un papel importante en la
patogénesis y progresion del cancer y en el desarrollo de resistencia a multiples



farmacos antitumorales (46). Los macrofagos asociados al tumor pueden favorecer
el desarrollo de un microambiente tumoral inmunosupresor con diversos fenotipos
dentro de la misma masa tumoral: zonas con alta proliferacion celular, o
angiogénesis e invasion, dependiendo del perfil de secrecion de proteasas,
citoquinas y factores de crecimiento de las células inmunes reclutadas por el tumor
(47).

Sin embargo, a pesar del papel de los exosomas en la progresion del cancer (48) y
teniendo en cuenta su participacion en la comunicacion intercelular mediante la
entrega de moléculas producidas por el tumor durante su desarrollo, se han
adelantado estudios para determinar su potencial aplicacién clinica por su
capacidad de proporcionar informacién relacionada con el estado y evolucion del
tumor, apoyando el diagndstico temprano, permitiendo realizar un seguimiento de
la respuesta a los tratamientos e incluso a futuro, facilitando el transporte de
farmacos a sitios especificos. Existe suficiente evidencia sobre la capacidad de los
exosomas para actuar como vehiculos en la administracion de terapias dirigidas que
incluyen el transporte de proteinas, acidos nucleicos o medicamentos contra el
cancer (49). La tabla 1 presenta algunos de los estudios clinicos que estan en curso
con el uso de exosomas como alternativa terapéutica en distintos tipos de cancer

La potencial aplicacién terandstica (terapéutica + diagnostica) de los exosomas para
el manejo clinico de las enfermedades se debe a su asombrosa capacidad para
transportar y entregar carga celular del donante (biomoléculas) a las células diana
(fig. 4). Pueden unirse a ellas mediante proteinas de adhesién celular y ligandos
como las tetraspaninas o la integrina CD11b/CD18, para entregar su carga a las
células diana (50,51). Por otra parte, tienen un tropismo celular especifico,
dependiendo de sus caracteristicas y origen, por lo que podrian dirigirse a tejidos y
organos enfermos(52). Ademas, expresan en su membrana proteinas especificas
del tipo celular del que derivan, lo que les confiere la propiedad de selectividad
autodirigida (53). Adicionalmente, la membrana lipidica del exosoma protege al
farmaco de su degradacion en el medio extracelular (54), o de su destruccién por
parte de los fagocitos mononucleares de sangre periférica que actuan como un
manto invisible para el transporte de nanoparticulas sintéticas facilmente
degradables en circulacién y que pueden ser toxicas para el organismo (55).

A la fecha se han descrito dos metodologias utiles para cargar moléculas en
exosomas: i) Incorporacion endoégena, induciendo la sobreexpresion del acido
nucleico o proteina en las células donantes para generar exosomas precargados
enriquecidos con el componente de interés terapéutico vy ii), incorporaciéon exégena
del farmaco, mediante la carga directa de los exosomas con acidos nucleicos y
pequefas moléculas utilizando métodos como la transfeccion quimica, la
electroporacién y la sonicacion e incubacién, de acuerdo al componente terapéutico
que se espera cargar en los exosomas. Sin embargo, un aspecto muy importante
que debe tenerse en cuenta es que en general, las células de mamiferos liberan
pequenas cantidades de exosomas y que su purificacion es dificil, por lo cual se
hace necesario el desarrollo de nuevas estrategias para la produccion en gran
escala de estas micro vesiculas. Zhu et al, proponen una estrategia mediante la
extrusidon de células NK a través de filtros con tamafos de poros progresivamente



mas pequenos para obtener miméticos de exosomas (NK-EM) cuya morfologia
similar a exosomas se confirmd mediante microscopia electronica de transmision,
seguimiento de nanoparticulas y Western blot. Por otra parte, su efecto antitumoral
se evalué mediante ensayos de citotoxicidad In vitro contra lineas celulares
tumorales como glioblastoma, mama, tiroides e higado, utilizando imagenes de
bioluminiscencia y el Kit para conteo celular, Cell Counting Kit — 8 (CCK-8) (31).

Aplicaciones de los exosomas.

Las aplicaciones de los exosomas no se limitan a su uso como fuente de
biomarcadores para diferentes enfermedades ya que esta demostrado su enorme
potencial en la clinica no sélo para el diagndstico, prondstico o seguimiento de la
enfermedad, sino que pueden ser eficientes para la terapia del cancer por las
caracteristicas antes mencionadas. El hecho de que los exosomas puedan ser
cargados de manera enddégena o exdgena les confiere una gran versatilidad para
su uso terapéutico.

Se ha propuesto el uso de exosomas derivados de células del sistema inmune para
potenciar la respuesta inmune puesto que dependiendo de su fuente celular los
exosomas pueden inducir apoptosis de células tumorales e inhibir el crecimiento
tumoral (31,56), inducir la secrecion de altos niveles de citocinas como IL-2 e IFN-
Y, aumentar la produccion de IgG2a y la activacidon de células T (57), para inhibir el
crecimiento tumoral (58). A diferencia de las vacunas tradicionales, los exosomas
son facilmente accesibles, no-toxicos y dependiendo de las metodologias
empleadas para su aplicacion podrian ser econémicos, por lo que podrian tener un
gran potencial como alternativa terapéutica (59) (fig. 4).

Por otra parte, es necesario desarrollar nuevas metodologias que permitan su
aislamiento de manera rapida y eficaz para poder usarse en aplicaciones clinicas
oportunas como soporte para el manejo de la enfermedad. El andlisis clinico de
exosomas Yy otros biomarcadores no invasivos en biopsia liquida, podria ser una
estrategia eficaz para identificar marcadores de desarrollo y progresion de tumores
y otras enfermedades, para encontrar alternativas que permitan la entrega de
medicamentos de manera 6rgano especifica o para el analisis de resistencia a
antibidticos, entre otras aplicaciones clinicas.
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Fig. 1: Tipos de biopsia liquida y su utilidad clinica en cancer como fuente de
biomarcadores con potencial para el diagnostico temprano, pronostico vy
seguimiento del tumor.

Fig. 2: Proporciones relativas de los componentes tumorales con potencial utilidad
clinica para el diagnéstico del cancer presentes en biopsias liquidas basadas en
sangre, plasma, suero, saliva, orina y otros fluidos corporales.

Fig. 3: Biogénesis de los exosomas: en las células se forma el MVB hacia adentro
del endosoma por invaginacion de su membrana. Al interior se forman pequenas
vesiculas que contienen proteinas, RNAmM y miRNA del citoplasma. La fusion de la
membrana del MVB con la membrana celular conduce a la liberacién de las
vesiculas como exosomas. El MVB puede también fusionarse con lisosomas, para
degradar su contenido. Una vez encontrada la célula diana, los exosomas pueden
entrar de dos maneras: por la via endocitica de la célula diana o por fusion con la
membrana de la célula diana para liberar su contenido directamente en el
citoplasma. Ademas de los exosomas las células secretan otras vesiculas derivadas
de la membrana, como ectosomas, micro vesiculas y cuerpos apoptéticos.

Fig. 4: Aplicacion clinica de los exosomas: A. Los exosomas provenientes de biopsia
liquida se pueden aislar mediante diversas técnicas para su uso como fuente de
biomarcadores con utilidad clinica. B. Pueden cargarse con moléculas de interés
terapéutico por via endogena, mediante la transferencia génica in vitro, para obtener
exosomas precargados con la molécula de interés, o por via exégena empleando
técnicas como la electroporacion, la sonicacion y la fusidén con liposomas, entre
otras. Para su aplicacion terapéutica los exosomas asi obtenidos se pueden
suministrar utilizando diferentes vias de administracion y son internalizados en la
célula diana por endocitosis, por interaccion receptor ligando o por fusion directa.



