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Revision

Futuro de la terapia y el diagnéstico con vesiculas
extracelulares

(Future of therapeutics and diagnostics with extracellular vesicles)

Johan Alvarado-Ocampo' Elizabeth Abrahams-Sandi* Lissette Retana-Moreira?

Resumen

Las vesiculas extracelulares son nanoparticulas secretadas por células procariotas y
eucariotas, con funciones variadas que van desde la comunicacion intercelular hasta la
modulacion de la respuesta inmune. La investigacion en este tema se enfoc6 inicialmente
en el aislamiento, identificacién y caracterizacién, para luego abarcar los mecanismos
fisiologicos en los que se ven involucradas. Mas recientemente, la investigacion,
particularmente centrada en exosomas, ha permitido abrir campo a novedosas hipotesis
sobre su utilidad en inmunoterapia y como marcadores bioldgicos. Esta revision explora
aspectos basicos sobre la biogénesis y la composicién de los exosomas, asi como su uso
en diagnoéstico y tratamiento, a partir del conocimiento generado sobre su aislamiento y
purificacién, distribucién de cargos especificos y surelacion con la respuesta inmune. Los
hallazgos sobre su aplicabilidad en procesos cancerosos son promisorios; sin embargo,
existe toda una ventana de posibilidades para investigar esta plataforma molecular
como potenciales vacunas acelulares y marcadores de prondstico, diagndstico y alerta,
tanto en cancer como en patologias causadas por agentes infecciosos.

Descriptores: vesiculas extracelulares, exovesiculas,

biomarcadores.

inmunoterapia, vacunas,

Abstract

Extracellular vesicles are nanoparticles released by prokaryotic and eukaryotic cells, with
a variety of functional roles in intercellular communication and even in modulation of the
immune response. Research in this topic was initially focused on isolation, identification
and characterization of the vesicles, with subsequent understanding of the physiological
mechanisms in which they are involved. Furthermore, recent studies, particularly
with exosomes, have opened the field to novel hypotheses about their usefulness in
immunotherapy and as biological markers. This review explores general aspects about the
biogenesis and composition of exosomes, as well as their potential use in diagnosis and
treatment, based on the knowledge generated about their isolation, production, cargoes,
delivery engineering and relationship with the immune response. The findings on its
applicability in cancerous processes are promising, but there is still a variety of investigation
possibilities of this molecular platforms as cell-free vaccines and as prognostic, diagnostic
and/or warning markers, both in cancer but also in infectious diseases.

Keywords: extracellular vesicles, exovesicles, immunotherapy, vaccines, biomarkers.
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Aplicacion de exovesiculas en diagndstico y tratamiento

Hace aproximadamente un par de décadas se reco-
nocian solamente dos formas principales de comunicacion
intercelular: el contacto célula-célula y la secrecién de mo-
léculas. Recientemente, se empez0 a prestar mas atencion a
la liberacion de vesiculas extracelulares (VE) como vehicu-
los de comunicacién que transportan diversas moléculas de
una célula a otra, provocando cambios en la célula recepto-
ra. La liberacion de VE se ha estudiado tanto en células he-
matopoyéticas como en células no hematopoyéticas y se ha
dejado atras la creencia de que se relacionan solamente con
productos de desecho celular.! El aumento en la cantidad de
investigaciones sobre esta tematica, enfocadas hace algunos
anos en los exosomas, se debe fundamentalmente al rol que
se ha confirmado poseen en la comunicacién intercelular,
la transmisién de moléculas como proteinas, lipidos, ADN,
ARN mensajero (ARNm) y micro-ARNs (miARN), asi como
su potencial papel en el desarrollo de ciertas patologias, en
la modulacién de la respuesta inmune e incluso como trans-
portadores de farmacos, ademas de su potencial empleo en
diagnostico (biopsia liquida) y como vacunas.? El estudio
de la terapia con exosomas estd en boga en los tratamientos
contra el cancer, donde se utilizan como alternativas de ad-
ministracién de agentes quimioterapéuticos y destacan sus
ventajas, como ser mejor tolerado por el paciente y mostrar
baja inmunogenicidad respuesta inmune.°

El objetivo de esta revision es presentar aquellos
aspectos mas relevantes de la biogénesis, composicién,
fisiologia e investigacién en exosomas, el tipo de VE mas
ampliamente estudiado a la fecha, un campo de estudio
con muchas vertientes de accién por explotar y con
aplicabilidad en las ciencias biomédicas.

Formacion y trafico

Dentro de las vesiculas extracelulares se encuen-
tran los exosomas,’ término acunado para aquellas vesi-
culas de aproximadamente 40 - 200 nm, y los ectosomas,
(también conocidos como microvesiculas), que compren-
den vesiculas de un tamano mayor, generalmente alrede-
dor de 200 - 1000 nm de didmetro, aunque puede haber
vesiculas de este tipo tan pequenas como de 100 nm.”’

La Figura 1 resume las rutas biogénicas basicas de
las VE y su interaccién con la célula blanco. Brevemente,
dentro del citoplasma de una célula, que llamaremos cé-
lula origen, estan presentes los cuerpos multivesiculares
que contienen a las llamadas vesiculas intraluminales,
las cuales se forman por medio de una maquinaria com-
puesta por los complejos proteicos ESCRT (“endosomal
sorting complexes required for transport”) que reconocen
proteinas de membrana que han sido ubiquitinadas en el
citosol; es decir, que han sido “marcadas” con un pépti-
do como parte de un proceso intracelular de regulacién.
Cuando los cuerpos multivesiculares se fusionan con la
membrana plasmatica de la célula, se liberan las vesiculas
intraluminales al medio, convirtiéndose en los exosomas.

Es importante aclarar que no todas las vesiculas intralu-
minales siguen esta ruta de secrecion, ya que los cuerpos
multivesiculares podrian fusionarse alternativamente con
lisosomas o ser insumo para la generacién de organelas
especializadas. Aquellas vesiculas ricas en colesterol pa-
recen ser las que terminan en la membrana plasmatica,
aunque su regulacién en general es desconocida.!’ A dife-
rencia de los exosomas, los ectosomas se originan directa-
mente por evaginacion de la membrana plasmatica.
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Figura 1. La biogénesis de los exosomas (EXs) parte de
cuerpos multivesiculares (también conocidos como endosomas
multivesiculares; EMV) que contienen vesiculas intraluminales vy,
eventualmente, se fusionan con la membrana pldsmatica en la célula
de origen (CO) para liberar estas vesiculas al espacio extracelular;
o bien, puede haber evaginaciones de esta membrana que permite
la liberacion de microvesiculas (MV). La llegada de las vesiculas a la
célula aceptora (CA), usualmente, esta relacionada a la interaccién
con ligandos especificos y la interaccién puede darse por medio de la
via endocitica o por fusion directa de las membranas. Las moléculas
que conforman el contenido no se distribuyen uniformemente en
todos los exosomas de la misma célula. Ls: lisosoma. Adaptado de:''-'3

La Figura mostrada también describe el proceso de
llegada a la célula diana. Para que los exosomas puedan
producir una respuesta en células aceptoras por senaliza-
cion celular, estos actiian mediante diversos mecanismos:
se ha visto que son capaces de fusionarse directamente
con la membrana plasmadtica e ingresar via endocitosis
(son engolfados), para luego liberar su contenido al cito-
sol. También, pueden adherirse a la superficie de la célu-
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Aplicacion de exovesiculas en diagndstico y tratamiento

la para interactuar con receptores. > '"13 Aunque existen
muchos estudios en los que se analizan las rutas de for-
maciény el trafico de las vesiculas extracelulares, existen
alin algunos vacios importantes con respecto a este tema.

Es importante aclarar que, actualmente, se
prefiere el término genérico “vesicula extracelular” a
todas aquellas particulas naturalmente liberadas por las
células que estan delimitadas por una bicapa lipidica y no
se replican, tal como lo sugiere la “International Society
for Extracellular Vesicles”. 14

Composicion y moléculas asociadas

El contenido de un exosoma (también denominado
“cargo”) puede ser definido por ubiquitinacion, cuando se
trata de proteinas de membrana, o por medio de concen-
tracion de factores citosélicos a través de mecanismos des-
conocidos.? Este también puede responder a estimulos ex-
tracelulares como el estrés oxidativo, la hipoxia o choques
térmicos, e incluso a vias de senalizacion intercelular.!?

Alserlosexosomascompartimentosintermediarios
dindmicos, no poseen marcadores biol6gicos que
permitan su identificacién especifica, aunque se han
propuesto algunos como el CD63 y Tsg101, involucrados
en la formacién independiente y dependiente de ESCRT.
La proteina ALIX, también se ha encontrado concentrada
en VE, especialmente en exosomas.>!>!¢ La posibilidad
de moléculas bioldgicas o cargos asociados a estas
estructuras es variada, e incluye lipidos, acidos nucleicos
y diversas proteinas,!!"'3 tal y como se indica en la Figura.

Aislamiento

Aunque no todas las células producen exosomas,
porque no todas poseen un sistema endomembranoso,?
estos se han hallado en diferentes fluidos biol6gicos de
origen humano. En el laboratorio, en un modelo in vitro,
son aisladas principalmente de sobrenadante de cultivos
celulares por medio de centrifugacion diferencial y ultra-
centrifugacion.” Los exosomas se pueden separar de otras
particulas aprovechando su baja densidad, pues conta-
minantes y particulas de mayor tamano pueden formar
un pellet antes que los exosomas, a través de velocidades
crecientes de centrifugacién, mientras que las pequenas
VE sedimentan a velocidades muy altas (aprox. 100,000
xg).!7 Sin embargo, es importante anotar que, a la fecha,
no se cuenta con metodologias especificas para garanti-
zar la pureza de los productos aislados, es decir, que las
fracciones contengan Unicamente un tipo de vesicula
extracelular, pues normalmente se obtienen también ec-
tosomas pequenos durante el proceso de purificacion.'®
Esto representa una limitante en el estudio de vesiculas
extracelulares que se debe considerar desde el disefio
metodolégico, con el fin de definir los criterios para ob-
tener una poblacién mayoritaria de aquellas vesiculas de
interés, tomandose en cuenta que esa poblacion podria

incluir otro tipo de vesiculas en una menor proporcion.
Debido a su potencial terapéutico y diagnéstico, ahora es
posible encontrar kits comerciales para su aislamiento;
sin embargo, es necesaria su caracterizacion a través de
técnicas variadas y multiples como Western blot, espec-
trometria de masas, andlisis de tamano de las nanoparti-
culas o técnicas de imagen como la microscopia electro-
nica y la microscopia de fuerza atdmica, entre otras.”

Actividades fisiologicas

Los exosomas se han visto involucrados en la
activacion de células de la respuesta inmune, tales como
linfocitos y células dendriticas; sin embargo, dado que
no solo las células inmunes se asocian a la actividad de
vesiculas extracelulares (a pesar de que se han estudiado
principalmente en estas), también se habla de otras
tareas especificas como la modulacién de la sintesis de
melanina en queratocitos'” o la estimulacién de procesos
angiogénicos por parte de exosomas derivados de células
madre mesenquimales.?

Dentro las las funciones de corte inmunolégico
descritas para los exosomas se encuentran: la activacion
de complejos mayores de histocompatibilidad (MHC-I,
MHC-II) para la presentacién de antigenos, la regula-
cién/inhibicién de la respuesta inmune y la regulaciéon
del sistema nervioso central.'? En este rol inmunomodu-
lador, el estudio de exosomas derivados de células den-
driticas ha permitido el desarrollo de diferentes modelos
que demuestran la activacion, tanto de células inmuni-
tarias como no inmunitarias, a partir de exosomas de
células dendriticas maduras, en tanto que aquellos que
provienen de células dendriticas inmaduras inducen su-
presion inmune y regulaciéon.?! También, se ha demos-
trado la secrecién de citoquinas proinflamatorias como
interleucinas y TNFa en macréfagos ante el estimulo de
exosomas derivados de lineas celulares tumorales.?

En su rol en la comunicacién celular, los exosomas
pueden fungir como vehiculos de senales que eventual-
mente pueden desencadenar procesos patolégicos, como
lo son diferentes péptidos (B-amiloide, tau, priones, alfa-si-
nucleina, superdéxido dismutasa I) asociados a enfermeda-
des neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer,
encefalopatia espongiforme, enfermedad de Parkinson y
esclerosis lateral amiotréfica.? También se han relacionado
con enfermedades cerebrovasculares, pues estan involu-
crados en calcificaciones vasculares y procesos de isque-
mia.? Sin embargo, la dispersion de estos factores o senales
asociadas a la enfermedad es poco comprendida.

El estudio de este tema en la biologia del cancer
ha sido clave, pues, por ejemplo, se han demostrado
vinculos entre exosomas derivados de lineas celulares
tumorales de cancer gastrico y los niveles de efectores
proinflamatorios que derivan en la migraciéon vy
proliferacion de células tumorales, por medio de la via de
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senalizaciéon NF-«B en macrofagos.? También, se ha visto
un favorecimiento del crecimiento tumoral promovido
por exosomas de células madre cancerosas renales.?® Por
otra parte, en aquellos derivados de células de cancer
de pulmén tratados con calor se ha hipotetizado mayor
poder quimioatrayente para estimular células dendriticas
y células T como parte de una respuesta antitumoral.?

Ademas, se hanrealizado ensayos in vitrocon ARNm
y miARN contenidos en exosomas que ejercen efectos
en células aceptoras. Se ha visto regulacién a partir de
miARNSs de exosomas derivados de lineas celulares tumo-
rales de cancer de mama sobre células no cancerigenas,
con efectos tumorogénicos.?” Asimismo, particularmente
en exosomas de levaduras, se han descrito funciones de
procesamiento y degradacion de estos acidos nucleicos,
siendo que, como parte de su estructura, poseen domi-
nios con actividad endoribonucleasa y exoribonucleasa.?

Por otro lado, también se ha estudiado el rol de
los exosomas en el manejo de desechos celulares en
procura de la homeostasis, al servir como acarreadoras
de estresores celulares como la caspasa 3, molécula
inductora de la apoptosis.”® Asi, se fundamenta la
hipétesis del rol que tienen los exosomas como
protectores y de garantes de sobrevivencia celular.

Aplicaciones clinicas de la investigacion en vesiculas
extracelulares

Las vesiculas extracelulares poseen una serie de
caracteristicas estructurales y funcionales que son de in-
terés en el desarrollo de terapias y diagnostico, ya que
pueden ser vistas como copias de sus células de origen en
términos del perfil antigénico, contenido de ARN, cito-
quinas y factores de crecimiento. Ademas, pueden cruzar
la barrera hematoencefélica, tienen limitada inmunoge-
nicidad, son estables en sangre y protegen su contenido
de la degradacién, por lo que se han propuesto como una
herramienta potencialmente segura.'

Regulacién de procesos biolégicos

Como moduladores de la respuesta inmune, se han
visto involucradas en efectos antitumorales, siendo po-
sible que su utilidad dependa de la dosis y el contexto de
aplicacién.’ Aquellos modelos donde se ensayan exoso-
mas derivados de células madre mesenquimales en ani-
males o lineas celulares especificas han sido ampliamen-
te utilizados para el estudio de diferentes enfermedades.
Por medio de estos modelos se ha demostrado la capaci-
dad de los exosomas y sus cargos para inhibir la expresion
de citoquinas proinflamatorias y apoyar la regeneracion
de tejidos como el cardiovascular y el nervioso.30-3

La influencia de exosomas sobre reguladores
de la condrogénesis se ha demostrado con resultados
positivos en modelos de osteoartritis®® y con efectos

anti-inflamatorios al suprimir la respuesta inmune en
modelos de artritis inducida por coldgeno.* Por otro
lado, en un ensayo preclinico, la terapia con exosomas
administrados via intranasal en ratones 5XFAD (modelo
utilizado para estudiar la enfermedad de Alzheimer)
redujo el declive cognitivo y se describieron hallazgos
sugestivos de reduccién de la inflamacién crénica.’” La
relacion que existe entre los exosomasy ciertas patologias
ha generado hipétesis sobre el efecto de regular su
liberacion como forma de combatir la enfermedad.?

Aplicaciones terapéuticas

Los exosomas también han sido evaluados como
sistemas de distribuciéon de drogas terapéuticas, al con-
trolar su contenido a través de condiciones de cultivo
o estimulos dados, seglin el interés de aplicacion. Esto
también se podria lograr por medio de la pre-carga en
las células de origen' o con técnicas como la electropo-
racion para la encapsulacién o incorporacion de ARN o
moléculas en su membrana.'>3 Existen plataformas es-
tratégicas de produccién de exosomas para el fin de dis-
tribucion de drogas, como el caso de las células madre
mesenquimales, que cuentan con un tropismo por pro-
cesos inflamatorios y tumorales, o las células dendriticas
que poseen maquinaria de activaciéon inmune, asi como
también la linea celular HEK293 que resalta por su fécil
manejo y alta eficiencia de transfeccion.>

De hecho, en el contexto de la pandemia por
SARS-CoV-2, se ha evaluado la aplicacién de exosomas
derivados de células madre mesenquimales derivadas
de médula 6sea como tratamiento contra la COVID-19,
por el céctel de factores de crecimiento y moléculas con
efectos inmunomodulares que ofrecen.®

En linea con la idea de fungir como nano-vehiculos,
la superficie de los exosomas puede ser modificada para
conferirle mayor especificidad, esto mediante técnicas de:
a) ingenieria genética, transfectando células con plasmidos
que codifican para proteinas de membrana (como LAMP-
2B o PDGFR) fusionadas con ligandos y b) modificaciéon
quimica, a través de la manipulacion de grupos funciona-
les para crear conjugados o insercién de moléculas anfipa-
ticas en la bicapa lipidica.'* Por ejemplo, exosomas deriva-
dos de células madre mesenquimales fueron manipulados
para unirles, por medio de una reaccién de cicloadicion de
azidas y alquinos, un péptido afin a integrinas del endote-
lio vascular cerebral y probar en un modelo de isquemia
cerebral en ratones la actividad de la curcumina, adminis-
trando los exosomas modificados via intravenosa.*!

Diagnéstico y pronéstico

El estudio de las exovesiculas como posibles
biomarcadores podria dar pie al desarrollo y empleo para
diagnostico y prondstico, pues se han hallado moléculas
(expresadas diferenciadamente) en exosomas liberados
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bajo condiciones de salud como enfermedad renal,
diabetes insipida y cancer.*?

Con respecto al cancer, el rol de las VE como
biomarcadores ha sido muy estudiado y, por ejemplo, se
han encontrado diferencias entre los perfiles moleculares
particulares en células metastasicas de cancer colorrectal
y de cdncer de préstata.*>** En esta misma linea, Hsu
et al.*® desarrollaron una revision sobre potenciales
biomarcadores lipidicos y proteicos sugeridos para
uso diagnéstico por su predominancia en exosomas
de pacientes con cancer de pulmén y lineas celulares
de esta malignidad. Ademads, se han realizado analisis
proteédmicos de exosomas en tejido canceroso y suero
(CD5L), y saliva y suero (A1AG1, AQP5, ENO1), para la
deteccién de cancer de pulmén,**” asi como en plasma
(Tim-3 y galectina-9) para apoyar su pronéstico.*

Por otro lado, Yu et al.*’ realizaron una recopilacién
de moléculas en exosomas, dentro de las que destacan
los miARN como herramientas de diagndstico temprano
en malignidades de origen hepatico, pancreatico y tejido
ovarico. Estas moléculas también se han encontrado como
marcadores en orina en pacientes con cancer de prosta-
ta.’® Esta amplia gama de marcadores para la identifica-
cién de procesos cancerosos en otras matrices bioldgicas,
que requieren técnicas de recoleccién minimamente in-
vasivas, es lo que da origen al término de biopsia liquida.
Es importante reconocer que la utilizacion de mdaltiples
marcadores como forma de identificar bioquimicamente
un exosoma Yy, por ende, asociarlo a alguna patologia, es
una opcion valida y més precisa para ciertos casos.>*

Profilaxis vacunal

En el desarrollo de vacunas, los exosomas también
han sido objeto de estudio. Por ejemplo, los exosomas
derivados de lineas celulares tumorales poseen
antigenos que, siendo administrados, pueden inducir
una respuesta inmune antitumoral, convirtiéndose en
una potencial herramienta en la inmunoterapia contra
el cancer.”! Un argumento base para su estudio podria
ser que los exosomas derivados de células dendriticas
son mas estables y eficientes que las mismas vacunas
basadas en células dendriticas, por su capacidad para
estimular células T y células NK; ! de hecho, el uso de
exosomas derivados de células dendriticas con antigenos
tumorales aut6logos podria ser una herramienta con
resultados prometedores en el caso de tratamiento
contra el melanoma.”? Sin embargo, también se ha
planteado una mejora del rendimiento inmunitario y
supresor cuando las células dendriticas son activadas
con exosomas derivados de lineas celulares tumorales
que traen consigo antigenos relacionados al tumor.53

Desde la perspectiva de las enfermedades infec-
ciosas, se han visto efectos similares con antigenos de
Toxoplasma gondii, polisacaridos de la capsula de Strep-

tococcus pneumoniae y la proteina spike de SARS-CoV, al
lograr inducir respuestas protectoras.*»°! Los problemas
para llevar esto a la practica son, por ejemplo, la obten-
cién de exosomas con la composicion correcta de antige-
nos para conferir proteccién o el efecto de antigenos ex-
tranos presentes en las células usadas para producirlos.?!
A pesar de las dificultades, el campo se sigue explorando
como una alternativa acelular de proteccién en infeccio-
nes por patdgenos tan diversos como Bordetella pertussis
o Schistosoma mansoni, debido a la presencia de inmun6-
genos promisorios en vacunas candidatas.>%

Es importante reconocer los retos que enfrenta el
desarrollo de estas posibles plataformas terapéuticas y
diagnésticas, entre ellos: asegurar la produccién de can-
tidades suficientes y el control de la heterogeneidad que
caracteriza a estos cuerpos vesiculares, la estandarizacion
de procedimientos de aislamiento y obtencién que garan-
ticen una pureza adecuada, la correcta evaluacién de la efi-
cacia de estas aplicaciones con ensayos epidemiolégicos,
asi como los métodos de conservacién a implementar.

Los estudios de biologia celular y molecular en el
entendimiento del desarrollo de tumores han brindado
importantes pistas para su abordaje terapéutico
y diagnéstico. La investigacion sobre vesiculas
extracelulares representa una novedosa estrategia
por explorar, analizar y validar. Desde comprender los
mecanismos de formacién y caracterizacion estructural,
hasta ensayar las posibilidades de reingenieria molecular,
son requeridos para hacer frente a sus desventajas como
plataforma de aplicacion clinica, y sacar provecho de sus
privilegios biofuncionales.

A pesar de que ya se cuenta con un paso adelante
en fases preclinicas y estudios epidemiolégicos de
evaluacién para diferentes propuestas de uso, se
vislumbran retos no solo cientificos, como lo puede ser
la demostracién de una eficacia vacunal y la acogida en
los sistemas de salud, sino también logisticos en relacion
con la factibilidad de implementacién de métodos de
deteccion de biomarcadores o los costos operativos y
comerciales de la inmunoterapia con exosomas.

Ennuestro pais, el trabajo sobre VE ha sido también
de reciente inicio y se ha enfocado en la caracterizaciéon
de VE provenientes de cultivos de amebas de vida
libre como Naegleria fowleri,® agente causal de la fatal
meningoencefalitis amebiana primaria, y Acanthamoeba,
7 que puede causar cuadros de queratitis y encefalitis.
Estos trabajos incluyen el hallazgo de cargo proteico
inmunogénico y ensayos funcionales preliminares sobre
su efecto en cultivo celular y en la expresion de efectores
moleculares de la respuesta inmune’. Asimismo, la
amplitud de lineas de investigacion que ofrece esta
area ha permitido, ademas, la formulacién de nuevas
propuestas sobre carga de farmacos en VE derivadas de
monocitos (resultados sin publicar).
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