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Los exosomas pertenecen a una subpoblacién de vesiculas extracelulares secretadas por el proceso dinamico de endocitosis de multiples pasos y transportan

diversas cargas moleculares funcionales, incluidas proteinas, lipidos, acidos nucleicos (ADN, ARN mensajero y no codificante) y metabolitos para promover la

comunicacién intercelular. Las proteinas y el ARN no codificante se encuentran entre los contenidos mas abundantes en los exosomas; tienen funciones

biolégicas y se empaquetan selectivamente en exosomas. Los exosomas derivados de células tumorales, estromales e inmunes contribuyen a las multiples

etapas de la progresion del cancer, asi como a la resistencia a la terapia. En esta revision, analizaremos la biogénesis de los exosomas y sus funciones en el

desarrollo del cdncer. Dado que los contenidos especificos dentro de los exosomas se originan en sus células de origen, esta propiedad permite que los

exosomas funcionen como biomarcadores valiosos. También analizaremos el uso potencial de los exosomas como biomarcadores de diagnéstico y prondstico o

predictores de diferentes estrategias terapéuticas para multiples canceres. Ademas, las aplicaciones de los exosomas como objetivos terapéuticos directos o

vehiculos disefiados para farmacos son un campo importante de estudio de los exosomas. Una mejor comprensién de la biologia de los exosomas puede abrir el

camino a prometedoras aplicaciones clinicas basadas en exosomas.
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INTRODUCCION

Las vesiculas extracelulares (VE) son mediadores importantes en la
comunicacién intercelular, tanto local como sistémica, al transferir sus
componentes entre diferentes células. Las VE son vesiculas heterogéneas
unidas a la membrana que se clasifican por tamafio, densidad y origen
celular. Segun su biogénesis, las VE consisten principalmente en tres
subclases que incluyen exosomas de origen endosémico, microvesiculas

derivadas de la membrana plasmaética ("ectosomas") y cuerpos apoptéticos.

Los exosomas tienen un tamafio de 30 a 200 nm, mientras que las
microvesiculas son mas grandes, desde 50 nm a 1000 nm. A diferencia de
las microvesiculas, que se forman por gemacién directa de la membrana
plasmatica, los exosomas se forman a partir de la invaginacion de la
membrana endosémica y se liberan a través de la fusién de los cuerpos
multivesiculares (MVB) y la membrana plasmaética. Las VE sintetizadas por
algunos tipos de células particulares (como las células T) pueden utilizar
diferentes vias, pero la nomenclatura antes mencionada es la que se aplica
con mayor frecuencia [1]. En comparacién con las microvesiculas, la

biosintesis de los exosomas es un proceso altamente especifico y regulado.

A medida que las células liberan los exosomas, estos heredan los componentes
celulares para ejercer las funciones de sus células progenitoras. El intercambio de
materiales y sefiales bioldgicas influye en las funciones multifacéticas de las células
tumorales, como las propiedades de pluripotencialidad, la proliferacion, la metastasis a
distancia, la resistencia a los formacos y la respuesta inmunitaria [2-5]. En el
microambiente tumoral (TME), las células del estroma pueden generar exosomas que
modulan el comportamiento maligno y la respuesta a las condiciones de estrés de la
célula tumoral [6]. La evidencia ha demostrado que las células tumorales pueden
fomentar un entorno inmunosupresor in situ o preparar un nicho premetastasico
favorable en érganos distantes a través de la liberacién de exosomas [7,8]. Por otra
parte, los exosomas derivados de

Las células inmunes desempefian funciones mas complejas debido a sus
propiedades de polarizacién. Varias lineas de evidencia demostraron que los
exosomas de los linfocitos citotéxicos y las células presentadoras de antigenos
(APC) podrian mejorar la respuesta inmune [9,10].

Los exosomas, en forma de particulas de tamafio nanométrico, se secretan en
la circulacién. Por ello, muchos tipos de componentes exosomales podrian
utilizarse para el diagnéstico, el pronéstico y el sequimiento de enfermedades.
No solo la cantidad de exosomas, sino también su composicién (proteinas,
miRNA y IncRNA) son importantes en el diagndstico del cancer [11,12]
Marcadores exosomales (CD63, CD81, CD9) [13,14], algunos antigenos tumorales
(CEA, CA125) [15,16] y marcadores de pluripotencia (EpCAM, CD24) [17,18] estan
elevados en los exosomas circulantes y pueden tener valores diagnésticos. Por
ejemplo, clinicamente, se ha demostrado que la PD-L1 exosomal es un predictor
potencial de la respuesta a la terapia anti-PD-1 en pacientes con melanomay
cancer de pulmén de células no pequefias (CPCNP) [19,20].

La composicién de la membranay la baja inmunogenicidad hacen que los exosomas
sean una forma prometedora de administrar fAirmacos. Algunos exosomas derivados de
células inmunes podrian facilitar la eliminacién de células tumorales [21]. Ademas, los
farmacos de quimioterapia o los ARNi dirigidos a la sefializacién oncogénica podrian
cargarse en los exosomas para ejercer sus funciones antitumorales [22]. Los estudios
también han revelado que las células parentales modificadas genéticamente pueden
liberar exosomas con los cambios correspondientes para perjudicar el crecimiento de
las células tumorales y sensibilizarlas a los medicamentos [23].

En esta revision, resumiremos los hallazgos actualizados y los avances de
la investigacion relacionada con los exosomas en el campo del cancer. Entre
los muchos aspectos de los exosomas en los canceres, destacaremos los
principales mecanismos de biosintesis de exosomas, indicaremos los
efectos entrelazados y bidireccionales de los exosomas en el TME,
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Figura 1Descripcién general de las vias de biosintesis y captaciéon de exosomas.Las vesiculas intraluminales (ILV) se sintetizan a partir de endosomas a través
de mecanismos de clasificacion de carga e invaginacién simultanea de membrana. Los cuerpos multivesiculares (MVB) que contienen ILV evitan la
degradacién lisosomal y son transportados a la membrana plasmatica, donde se acoplan a las vesiculas, lo que da como resultado la liberacién de exosomas
al espacio extracelular. Los exosomas interactdan con las células receptoras mediante interaccién receptor-ligando, fusion de membranas o fagocitosis o
endocitosis. Al ser fagocitados o endocitados, los exosomas evitan la via endosoma-lisosoma y liberan su contenido en el citoplasma. En la vista ampliada se
representan cuatro mecanismos de clasificaciéon de proteinas exosomales (maquinaria dependiente de ESCRT, tetraspaninas, Rabs y ceramida).

y abordar sus valores diagndsticos y prondsticos, asi como sus
potenciales terapéuticos.

BIOGENESIS Y VIAS DE ABSORCION DE EXOSOMAS

Como parte de la via endocitica, la biosintesis de exosomas comienza con el
reclutamiento de carga, la invaginacién de la membrana de MVBYy la
formacién de vesiculas intraluminales (ILV) dentro del lumen de MVB. Tras
la maduracién de las ILV, los exosomas se liberan en el espacio extracelular
después de que MVB se hayan fusionado con la membrana plasmatica (Fig.

1).

Clasificacion de carga exosomal y formacién de vesiculas

intraluminales (ILV)

Los mecanismos de clasificacién exosomal reclutan cargas a medida que se forman los
ILV. Hasta ahora, se han propuesto cuatro mecanismos de clasificacion.
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La magquinaria de clasificacién bien establecida o canénica implica la_mi
ndosémicos Oraciéndo complejosa requerido paraa La maquinaria de
transporte de células madre embrionarias (ESCRT) comprende cuatro
complejos ESCRT (ESCRT-0, -1, -II y -III). Esta via comienza con la proteina
Hrs (sustrato de la tirosina quinasa regulada por el factor de crecimiento de
los hepatocitos) (dentro de ESCRT-0), que reconoce las proteinas
ubiquitinadas. Hrs, con la ayuda de proteinas asociadas (como Stam, Esp15
y clatrina), secuestra las proteinas de carga y recluta a Tsg101 (dentro de
ESCRT-I), y luego recluta a ESCRT-IL Junto con otras proteinas accesorias, se
recluta a ESCRT-III; todo el complejo impulsa la gemacién de la membranay
la escision de la vesicula [1,24].

Dado que las células sin ESCRT auin pueden generar ILV, también deben
existir otras vias de formacién de ILV independientes de ESCRT. Hasta
ahora, se han planteado tres mecanismos independientes de ESCRT que
requieren ceramida, tetraspaninas (CD63) y Rab (Rab31), respectivamente.
En las células deficientes en ESCRT, la esfingomielinasa hidroliza
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La esfingomielina se transforma en ceramida. La ceramida induce la
formacién de microdominios basados en balsas, lo que promueve la
curvatura de la membranay la gemacion posterior.25]. Ademas, la
ceramida también puede metabolizarse alin mas en esfingosina 1-fosfato,
que esta acoplada a la proteina Giy puede activar la clasificacién de carga
(CD63) y la maduracién de los exosomas [26].

Transporte intracelular, liberacién y captaciéon de exosomas Una vez
completados los procesos de clasificacidn, los MVB evitan la fusion
lisosomal mediante un mecanismo activo. El mecanismo de evitacién no
estd claro, pero existe la hipétesis de que el contenido exosomal (como
Rab7) podria determinar el destino de los MVB [27-29]. Luego, los MVB son
transportados a lo largo del citoesqueleto hasta la membrana plasmatica
por motores moleculares que consisten en kinesinas, dineina y sus GTPasas
adaptadoras [1]. El paso final de la biosintesis de exosomas implica la fusién
de MVB con la membrana plasmaética y la liberacién de exosomas al espacio
extracelular. Este proceso se lleva a cabo mediante GTPasas Rab, v-SNARE
(como la proteina de membrana asociada a vesiculas 7 y el homélogo de
sinaptobrevina YKT6) [30], proteinas de anclaje (como el antigeno
endosémico temprano 1) y sinaptotagminas [31]. La administracién dirigida
a las células designadas se logra mediante diferentes composiciones de la
envoltura exosomal [32], como las proteinas integrinas [33]. Los exosomas
pueden interactuar con las células receptoras a través de diversos
mecanismos, como la unién de las proteinas de la superficie exosomal a los
receptores de la membrana de la célula receptora, la fusién con la
membrana plasmaética celular y la endocitacién o fagocitacion. Si se
endocitan y fagocitan, los exosomas internalizados daran lugar a
endosomas. Los exosomas escapardn una vez mas de la via endosémica/
lisosomal, lo que dard lugar a la liberacién de la carga exosomal y sus
funciones en el citosol [34,35].

AISLAMIENTO Y DETECCION DE EXOSOMAS

Aislamiento de exosomas

Los exosomas se pueden extraer de multiples fuentes, incluidos medios de
cultivo celular, fluidos corporales y tejidos tumorales. Los métodos para
recolectar exosomas incluyen ultracentrifugacién diferencial (UC),
fraccionamiento por gradiente de densidad, precipitacién polimérica,
ultrafiltracién, cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) y aislamiento por
inmunoafinidad [36]. El medio de cultivo celular es el material mas utilizado, y el
UC es el método de aislamiento mas utilizado. El UC generalmente produce
exosomas altamente purificados. La precipitacién polimérica produce los
rendimientos mas altos, pero también la contaminacién mas pesada. Otros
métodos como la ultrafiltracién y SEC pueden atrapar o separar particulas
mediante barreras fisicas. Ademas, el aislamiento por inmunoafinidad basado en
las proteinas de superficie caracteristicas se utiliza para estudiar subgrupos
especificos de exosomas. Los anticuerpos conjugados con perlas pueden
seleccionar los exosomas deseados (inmunoenriquecimiento) o atrapar
exosomas no deseados (inmunodeplecién). Este proceso de seleccién permite
aclarar la poblacién Unica de exosomas, mientras que, sin duda, conduce a
rendimientos mas bajos [37]. Dado que cada método tiene sus inconvenientes,
también se utilizan combinaciones de diferentes métodos para mejorar los
rendimientos y la pureza de los exosomas. Por ejemplo, la UC separa las
particulas segun el tamafio; un paso adicional de fraccionamiento por gradiente
de densidad puede separar los componentes en funcién de la densidad,
eliminando asi las particulas no vesiculares co-aisladas. De manera similar, la
ultrafiltracién y la SEC normalmente se combinan con la UC u otros métodos para
purificar y enriquecer los exosomas [38,39].

Deteccién de exosomas

Ademas del Western blotting, el inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) también se
utiliza ampliamente para la deteccién de proteinas exosomales. Hasta la fecha, se han
desarrollado multiples técnicas nuevas para detectar proteinas exosomales. Por
ejemplo, el ensayo inmunoabsorbente asistido por nanoenzimas (NAISA) captura
exosomas mediante proteinas de superficie especificas y obtiene la sefial catalizando
una reaccién colorimétrica [40]. Ademas de la deteccién colorimétrica, la
espectrofotometria de fluorescencia también se utiliza ampliamente para
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Identificacion de sustancias y determinacién de contenido. Wei et. al.
desarrollaron recientemente inmunoensayos de exosomas utilizando la
tecnologia de matriz de molécula Unica (SiMoa) y descubrieron que los ensayos
SiMoa CD9-CD63 y Epcam-CD63 detectan especificamente los exosomas con alta
sensibilidad y distinguen las muestras de plasma cancerosas de las no cancerosas
[41]. Recientemente, se han desarrollado biosensores electroquimicos, ya que los
cambios en las sefiales electroquimicas pueden cuantificar elementos como los
anticuerpos que pueden reconocer exosomas [42,43]. Yoshioka et al.
desarrollaron un método analitico para perfilar los exosomas circulantes
directamente de muestras de sangre de pacientes con cancer colorrectal. Los
exosomas fueron capturados por dos tipos de anticuerpos y detectados por
perlas fotosensibilizadoras, lo que permitié detectar exosomas derivados del
cancer directamente sin un paso de purificacion. El sistema permitié la detecciéon
de EV doblemente positivas CD147 y CD9, que se secretaban abundantemente de
pacientes con cancer colorrectal [44]. Recientemente, la citometria de flujo esta
surgiendo como una herramienta prometedora para la deteccién y clasificacion
de exosomas [45]. En comparacién con la citometria de flujo convencional basada
en perlas de latex de aldehido/sulfato, el desarrollo de la citometria de flujo nano,
que permite el andlisis de particulas individuales, proporciona una nueva opcién
para determinar la heterogeneidad de los exosomas en los fluidos corporales [46
1.

Las formas tradicionales de detectar y cuantificar el 4cido nucleico exosomal
incluyen la PCR cuantitativa en tiempo real (reaccién en cadena de la polimerasa),
la micromatriz y la secuenciacién de ARN o ADN. Sin embargo, los acidos
nucleicos exosomales suelen ser de baja abundancia, lo que afecta en gran
medida la sensibilidad y la precisién de la deteccién. Para abordar estos
problemas, la PCR digital de gotas, una técnica de reciente invencién, implica la
particién de mezclas de PCR en abundantes gotas de agua en aceite y la medicién
de cada reaccién de forma independiente [47]. Otra nueva técnica, la baliza
molecular conjugada con fluorocromo en forma de horquilla, puede hibridarse
selectivamente con la secuencia diana exosomal y liberar la supresién del
fluorocromo, lo que da como resultado la emisién de una sefial de fluorescencia.
Cuando se combina con la técnica de deteccién de nanoporos, los 4cidos
nucleicos exosomales se pueden detectar sin amplificacién adicional. Ademas, al
combinar la baliza molecular con el sistema de imagenes basado en la
fluorescencia de reflexién interna total, el 4cido nucleico exosomal se puede
cuantificar en un solo nivel de exosoma, y los resultados podrian proporcionar
informacioén sobre la heterogeneidad exosomal [48]. Ademas, sin la necesidad de
amplificacién o aislamiento de exosomas mientras se utiliza un volumen
extremadamente pequefio de muestras, la deteccién termoforética del aptdmero
especifico de secuencia modificado con nanoflare puede proporcionar una
deteccién altamente sensible de 4cidos nucleicos exosomales [49]. A pesar de
que todos los métodos de deteccion de acidos nucleicos exosomales
mencionados anteriormente, varios estudios han demostrado que son capaces
de distinguir a los pacientes con cancer de los sujetos sanos utilizando muestras
de plasma, aunque tienen un coste elevado y requieren un conocimiento previo
de los objetivos exosomales asociados a los tumores, el sistema de deteccién
basado en balizas moleculares y la plataforma de deteccién asistida por
termoforesis podrian tener enormes aplicaciones en la clinica [50].

EXOSOMAS EN LOS CANCERES Y SUS FUNCIONES

En el TME, las células tumorales, las células del estroma'y las células inmunes
estan estrechamente relacionadas y se influyen mutuamente de forma constante.
La interaccién entre estas células a través de los exosomas remodela las células
tumorales y reprograma el TME durante la progresién del cancer (Fig.2).

Exosomas derivados de células del estroma

Las células del estroma constituyen el tejido de sostén de los érganos y estan
formadas principalmente por fibroblastos y células endoteliales. Los fibroblastos
dentro del tumor se denominan fibroblastos asociados al cancer (CAF), cuyos
exosomas han demostrado regular el comportamiento de las células tumorales,
inducir la diferenciacién y migracién de fibroblastos ingenuos y educar a las
células inmunitarias. Por ejemplo, en comparacién con los de los fibroblastos
paracancerosos, los exosomas secretados por CAF pueden contener un nivel
reducido de miR-320a, y esta reduccién puede dar lugar a la supresién de su
objetivo descendente PBX3 en las células receptoras, lo que provoca la activacién
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Figura 2La interaccién entre células del estroma, células inmunes y células tumorales en el TME.Los exosomas derivados de células tumorales transfieren caracteristicas
malignas a las células receptoras, induciendo las funciones protumorales de las células del estromay un TME inmunosupresor. Los exosomas derivados de células del
estroma mejoran las propiedades malignas de las células tumorales en un ciclo de retroalimentacién. Diferentes tipos de células inmunes desempefian funciones
multifacéticas a través de los exosomas. Macréfago asociado a tumores TAM, célula T reguladora Treg, célula dendritica DC, célula asesina natural NK, célula supresora
derivada de mieloides MDSC, macréfago M2 M2, neutrdfilo asociado a tumores TAN, fibroblasto asociado a cancer CAF.

de la sefializacién ERK1/2 y la induccién fenotipica de EMT [2]. Ademas, se ha
informado que los exosomas derivados de fibroblastos intestinales transfieren el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) para apoyar la supervivencia de los
organoides y la formacién del nicho de células madre intestinales [3]. Ademas de
actuar sobre las células tumorales, los exosomas derivados de CAF también
pueden actuar sobre las células endoteliales para facilitar la formacién de vasos
sanguineos. Por ejemplo, se descubrié que los exosomas derivados de CAF
contienen factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que se une a VEGFR2,
activando la sefializacién descendente y promoviendo la formacién de tubos de
células HUVEC [51]. El miR-10a-5p exosomal de los CAF también facilita la
angiogénesis y el crecimiento de células tumorales [52]. Curiosamente, los
exosomas derivados de CAF también envian sefiales de retroalimentacién a los
fibroblastos ingenuos adyacentes para dirigir su diferenciacién [53]. Por ejemplo,
el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) puede estimular la
produccién de exosomas de las células estrelladas hepéticas, y estos exosomas
mejoran la migracién de las células estrelladas hepéticas receptoras para ejercer
sus funciones fibrogénicas [54]. En condiciones de hipoxia o deficiencia de
nutrientes, las células estromales mesenquimales y los CAF pueden secretar
exosomas que ejercen funciones protumorigénicas mediante la regulacién de la
proliferacién tumoral y la apoptosis [6,55]. Los exosomas derivados de astrocitos
pueden provocar una pérdida reversible de PTEN en las células tumorales
cerebrales, lo que da lugar al crecimiento de células tumorales metastasicas a
través de la activacion de NF-kB y la produccién de CCL2 [56]. En comparacién
con los fibroblastos, los exosomas derivados de células endoteliales son menos
estudiados. En consonancia con el papel de apoyo de sus células parentales, se
ha demostrado que los exosomas derivados de células endoteliales aumentan la
densidad microvascular, la deposicién de coldgeno y la infiltracién de macréfagos
[57]y promover la migracién de células estrelladas hepaticas [58].

Exosomas derivados de células inmunes

Las células inmunitarias del TME residen en los sitios del tumor
primario o se reclutan desde la médula 6sea o la circulacién.
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desemperian papeles cruciales en el reconocimiento y eliminacién de células tumorales
durante el desarrollo del cancer; sin embargo, las células tumorales pueden hacer que
sus células inmunes circundantes sean inmunosupresoras para escapar de la vigilancia
inmunoldgica, lo que provoca la progresién de la enfermedad. Por lo tanto, las células
inmunes tienen funciones tanto antitumorales como protumorales. Los exosomas
liberados de esas células inmunes también pueden presentar caracteristicas
multifacéticas. Las APC, incluidas las células dendriticas (CD) y los macréfagos, son
mediadores criticos para el procesamiento y la presentacién de antigenos. Los
exosomas derivados de las CD albergan antigenos unidos al MHC y moléculas
coestimulantes, CD80/CD86 [59]. Como tal, los exosomas derivados de DC podrian
activar parcial o totalmente las células T auxiliares y citoliticas para matar células
tumorales [60,61]. Ademas, también podrian inducir la diferenciacién de monocitos a
células dendriticas y estimular su maduracion y liberacién de exosomas funcionales [62,
63]. Ademads, los exosomas derivados de DC también pueden aumentar la actividad de
las células asesinas naturales (NK) para inducir la apoptosis de las células tumorales [9,
10]. Por lo tanto, los exosomas derivados de las células dendriticas pueden inhibir la
progresién tumoral, ya sea directamente induciendo la respuesta de las células T o
indirectamente reclutando y reprogramando otras células inmunes para combatir las
células tumorales. Hasta ahora, los exosomas derivados de las células dendriticas se
aplican en ensayos clinicos para pacientes con CPNM avanzado [64], y las aplicaciones
terapéuticas de los exosomas se discutirdn en una seccién posterior.

Los macréfagos asociados a tumores (MAT) son otro componente celular
importante del TME. Los MAT incluyen fenotipos M1 antitumorales y M2
protumorales. Los exosomas derivados de M2 pueden influir en mdltiples
funciones de las células tumorales, incluida la resistencia a los farmacos [65
1, proliferacién [66] y metéstasis [67]. Por lo tanto, bloquear los exosomas
derivados de M2-TAM es un método racional para la terapia del cancer. En
el adenocarcinoma ductal pancreatico, se ha informado que la hipoxia
indujo una regulacién positiva de miR-501a-3p en los exosomas M2-TAM y,
tras la captacion de estos exosomas, las células tumorales mostraron una
proliferacién, migraciény
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invasion y disminucién de la apoptosis subyacente a la activacion de la
sefializacién de TGF-f3 [66]. Ademds de las células tumorales, los TAM M1y M2
también pueden desempefiar funciones contrastantes en las células endoteliales.
Los exosomas M2-TAM podrian mejorar la angiogénesis para apoyar la
progresién tumoral [66,67]. Los exosomas derivados de los macréfagos THP-1
pueden suprimir la migracion de células endoteliales a través de la
internalizacién y degradacién de la integrinaP1 a través de Rab11.+endosomas [
68]. Ademas de los TAM, los exosomas derivados de los neutréfilos asociados a
tumores (TAN) también se biosintetizan y liberan segun las “necesidades” y su
composicién molecular se adapta para cumplir con las condiciones existentes.
Los exosomas derivados de TAN activan la sefializacién oncogénica de las células
tumorales a través de la transferencia de mieloperoxidasa y elastasa de
neutrdfilos [69].

A diferencia de las células APC, las células asesinas funcionales, las células T
citotoxicas y las células NK, atacan directamente a las células tumorales a través de la
citotoxicidad dependiente del contacto o la liberacién de citocinas. Se ha demostrado
que los exosomas de estas células logran la eliminacién de tumores a través de modos
de accién similares [70]. En los canceres asociados al VEB, los exosomas derivados de
V&82-T podrian suprimir significativamente el crecimiento del tumor al inducir la
expresion de CD4.+y CD8:Inmunidad antitumoral mediada por células T [71].

También hay dos tipos de células inmunosupresoras, a saber, las células
supresoras derivadas de mieloides (MDSC) y las células T reguladoras (Tregs), y
ambas estan involucradas en la progresién tumoral parcialmente a través de
exosomas. Los exosomas derivados de MDSC pueden reclutar MDSC a los sitios
tumorales a través del heterodimero exosomal S100A8/A9, que luego activa la via
NF-kB. De manera similar a los exosomas derivados de MDSC que mejoran las
funciones inmunosupresoras y refuerzan el desarrollo tumoral [72], los exosomas
derivados de células Treg naturales pueden inhibir el CD8+Respuestas de células
T e inmunidad antitumoral [73].

Exosomas derivados de células tumorales (TEX)

Los exosomas de diferentes modelos de cancer recapitulan la especificidad
organica de su célula de origen. Los exosomas derivados de células tumorales
heredan las propiedades oncogénicas o protumorales y las transfieren a las
células receptoras. Se ha demostrado que la fibronectina exosomal y la
transglutaminasa tisular (tTG) son cruciales para la transformacién oncogénica de
las células normales [74]. Ademas, las células tumorales con alto potencial
metastdsico podrian mejorar la capacidad migratoria de aquellas con bajo
potencial metastasico, por ejemplo, a través del miR92a-3p exosomal [75].
Ademés de intercambiar mensajes localmente, los exosomas también transfieren
rasgos esenciales a 6rganos distantes.

Los TEX no solo transfieren moléculas a células normales/tumorales
isogénicas, sino que también actlian sobre las células inmunes para
distorsionar su polarizacién y maduracién y formar un TME
inmunosupresor. Los TEX cargados con el extremo N-terminal de HMGN1
(NIND) podrian activar las células dendriticas; estas células dendriticas
pulsadas suprimieron significativamente el crecimiento tumoral a través de
la elevacion de CD8+Células Ty reduccion de células Treg en multiples tipos
de cancer, incluidos el carcinoma hepatocelular (CHC), el cancer de
pancreasy el cdncer de mama [7]. Exosomas con mayor expresion de
fosfatidilserina [76], factor inhibidor de la migracién [4] y miRNA183-5p [8]
son capaces de convertir los fagocitos circundantes en TAM y aumentar la
produccién de citocinas inflamatorias. Ademaés, los TEX no solo provocan
efectos en las células inmunitarias circundantes, sino que también influyen
en su reclutamiento y maduracién.

Es importante destacar que la interaccién tumor-estroma a través de los
exosomas también implica la remodelacién del TME. Los TEX afectan la
diferenciacién y proliferacion de células del estroma tanto en sitios primarios
como secundarios. Por ejemplo, los exosomas de las células tumorales en
condiciones de hipoxia pueden aumentar la expresién de caveolina-1 (CAV1), que
es responsable de la diferenciacién similar a la CAF [77]. Ademas, los exosomas
empaquetados con TGF-B podrian transformar fibroblastos normales en CAF
mediante la regulacion positiva de la expresion de fibronectina [78] o a través de
la sefializacién de Erk1/2 y Akt [79]. Ademads, las células tumorales con
propiedades de células madre y alto potencial metastasico muestran efectos mas
fuertes sobre los fibroblastos adyacentes y distantes. Se ha informado que CD44+
Las células de cancer colorrectal pudieron secretar mas exosomas que CD44-
células sin afectar el contenido de miRNA. Estos TEX del cancer
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Las células madre podrian activar los fibroblastos y favorecer su proliferacién.
Por lo tanto, el nimero de exosomas podria ser importante en la activacién de
los fibroblastos en el contexto del cancer colorrectal [80]. Funcionalmente, estos
CAF polarizados por TEX podrian alterar ain mas las células tumorales hacia
propiedades mas malignas en un ciclo de retroalimentacién. Los TEX también
contribuyen a la angiogénesis mediante el reclutamiento y la activacién de
células endoteliales [81]. En el carcinoma hepatocelular (CHC), los exosomas
derivados de células metastasicas contenian niveles mas altos de Nidogen 1y
factor del complemento H y promovian la progresién tumoral mediante el
desarrollo de un comportamiento tumoral mas agresivo y angiogénesis, asi como
la metdstasis pulmonar a través de una mayor permeabilidad endotelial
pulmonar y fibroblastos activados [82,83]. En conjunto, estos hallazgos subrayan
la interaccién estroma-tumor a través de los exosomas en la progresién tumoral.

USO POTENCIAL DE EXOSOMAS COMO BIOPSIA LfQUIDA EN CANCERES
Tradicionalmente, las muestras de tejido se utilizan de forma rutinaria para
proporcionar diagndstico clinico, pronéstico y evaluacién de cambios
moleculares. Sin embargo, los tejidos tumorales obtenidos estan sujetos a sesgo
de muestreo debido a la heterogeneidad intratumoral. Las muestras de tejido
también pueden ser dificiles de obtener debido a muchas razones. En
comparacién, ha surgido la biopsia liquida y puede superar las deficiencias de la
biopsia de tejido tradicional [84-86]. Las biopsias liquidas no son invasivas, se
pueden obtener en serie y pueden facilitar la deteccién temprana del cancer.
Mientras tanto, los exosomas son secretados por todos los tipos de células y
existen en fluidos biolégicos, particularmente en la sangre, lo que los convierte
en biomarcadores potenciales para diagnosticar el cdncer y monitorear la
respuesta al tratamiento. Los exosomas derivados del cdncer como
biomarcadores para la deteccién temprana del cdncer son prometedores ya que
los exosomas podrian revelar alteraciones genéticas o fenotipicas en las células
cancerosas de origen [11,12,87].

Proteinas exosomales como posibles biomarcadores del cancer Se ha informado
que la secrecién de exosomas aumenta en pacientes con cancer; por lo tanto, los
marcadores exosomales estan surgiendo como objetivos atractivos para la
deteccion del cancer [88-90]. Para ello, se han realizado estudios que han
analizado la relacién entre la cantidad de exosomas plasmaéticos y la carga
tumoral [91-94]. Un estudio sobre pacientes con carcinoma escamocelular oral
en estadio IV mostré que los niveles de exosomas CD63 positivos y caveolina 1
(CAV1) positivos estaban regulados positivamente en los pacientes y se asociaban
con un peor prondstico [95]. En el cancer de préstata, se observaron niveles mas
altos de CD81 exosomal y antigeno prostatico especifico, lo que podria distinguir
a los pacientes con cancer de préstata de la hiperplasia prostética benignay de
los sujetos sanos [96]. Jakobsen et al. desarrollaron una matriz extracelular para
evaluar el nivel de 37 proteinas relacionadas con el cancer de pulmoén en los
exosomas. Se informd que el ensayo tenia una precisién del 75 % para distinguir
a los pacientes con CPCNP de los individuos sanos, utilizando solo 10 pL de
muestra de plasma [97].

Se ha informado que las proteinas exosomales derivadas de tumores son
importantes funcionalmente y pronésticamente en el desarrollo del cancer y las
respuestas inmunes [4,98,99]. Los analisis de espectrometria de masas se aplican
principalmente para la identificacion de diferentes proteinas en exosomas
sanguineos derivados de pacientes con cancer y sujetos sanos. La investigacién
sobre las proteinas de superficie de los exosomas del adenocarcinoma ductal
pancredtico revelé multiples candidatos a biomarcadores especificos (CLDN4,
EPCAM, CD151, LGALS3BP, HIST2H2BE y HIST2H2BF) [100]. El glipicano 1 (GPC1)
es uno de los marcadores de superficie mas investigados de los exosomas
derivados del cancer de pancreas y de colon [11,101] El nivel de GPC1+Se ha
demostrado que los exosomas circulantes distinguen a los sujetos sanos y a los
pacientes con enfermedad pancreatica benigna de los pacientes con cancer de
pancreas en etapa temprana y avanzada. Los niveles de GPC1+Los exosomas
estan asociados con la carga tumoral y la supervivencia del paciente después de
la cirugia, lo que permite la deteccién del cancer de pancreas y posiblemente la
respuesta a la terapia [11]. Hay estudios que sugieren que GPC1+Los exosomas
en combinacién con el CA19-9 sérico podrian servir como marcador diagnéstico
para el cancer de pancreas [102,103].
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La evaluacién de las fosfoproteinas en los exosomas fue de interés, ya
que la fosforilaciéon de proteinas es una maquinaria reguladora celular
comun en el control de las funciones proteicas [104]. Chen et al.
identificaron mas de 100 fosfoproteinas en exosomas plasmaticos que son
significativamente mas altos en pacientes con cancer de mama en
comparacién con individuos sanos [105]. Este estudio indica que la
deteccién de fosfoproteinas en exosomas puede facilitar la deteccién y el
seguimiento del cancer.

Recientemente, se desarrollé un sistema de purificacién de EV basado en
cocteles de anticuerpos multimarcadores para HCC, que puede allanar el camino
para su deteccién temprana. En el estudio, se aplicaron anticuerpos EpCAM,
ASGPR1y CD147 conjugados con trans-cicloocteno en los cécteles para la
purificacién de exosomas de HCC [106]. Sin embargo, una limitacién de este
enfoque es que la preparacién de estos cocteles de anticuerpos multimarcadores
depende de un conocimiento sélido de los marcadores exosomales especificos
del cancer. Los estudios emergentes se han centrado en los marcadores
proteicos circulantes pancancerosos, como EpCAM y el antigeno
carcinoembrionario (CEA); se descubrié que ambas proteinas estaban altamente
enriquecidas en exosomas derivados de adenomas y canceres colorrectales [15,
107]. Ademds, CD24 y EGFR también se han caracterizado en exosomas derivados
de pacientes con cancer de ovario y se ha propuesto que sean biomarcadores
potenciales para el cdncer de ovario [108]. En el cancer de proéstata, se informd
que el antigeno especifico de la membrana de la préstata, que se ha utilizado
para detectar exosomas especificos de la préstata, aumenta en pacientes con
cancer de préstata [109,110].

Para clasificar mejor las EV derivadas de tejido y plasma, incluidos los
exosomas, Hoshin et al. compararon el perfil proteédmico de las EV
derivadas de tejido tumoral y plasma para identificar las firmas proteicas
especificas del cancer de las EV. Como resultado, descubrieron que las
proteinas en las EV, como VCAN, TNC y THBS2, podian distinguir los
tumores de los tejidos normales. Ademas, definieron un panel de proteinas
especificas del tipo de tumor en las EV derivadas de tejido tumoral y
plasma, que podrian ayudar a clasificar los tumores de origen primario
desconocido. El estudio indica que las proteinas EV pueden servir como
biomarcadores confiables para la deteccién del cancer y el diagnéstico del
tipo de cancer [111].

Ademads del diagndstico y pronéstico tempranos, las proteinas exosomales
son candidatas atractivas para el tratamiento personalizado y el seguimiento de
la enfermedad posterior al tratamiento. Recientemente, la evidencia emergente
ha revelado que la PD-L1 exosomal contribuye a la inmunosupresién, que es un
predictor potencial para la terapia anti-PD-1 en el melanomay el CPCNP [19,20,
112-114]. En contraste con la expresién heterogénea de PD-L1 en los tejidos
tumorales y la naturaleza invasiva de la biopsia tumoral, el PD-L1 exosomal como
biomarcador basado en la sangre es una opcién atractiva.

Aunque el potencial de las proteinas exosomales como biomarcadores
del cédncer es prometedor, la identificacién y cuantificacién de los exosomas
en muestras clinicas sigue siendo un desafio. Como se mencioné
anteriormente, Yoshioka et al. desarrollaron un método analitico que
perfila los exosomas circulantes directamente de las muestras de sangre de
pacientes con cancer colorrectal sin un paso de purificacién. Esta nueva
técnica de biopsia liquida que detecta con sensibilidad los exosomas
especificos del cadncer facilitara el diagnéstico del cancer [44].

Los microARN exosomales como posibles biomarcadores del cancer

Como se han descrito niveles desregulados de miRNA en muchas neoplasias
malignas humanas, y como los exosomas derivados de tumores reflejan la
expresion de miRNA de las células tumorales originarias, se han evaluado
diferentes miRNA de exosomas relacionados con tumores como biomarcadores
en el plasma de pacientes con tumores, con el objetivo de mejorar el diagndstico
y el tratamiento del cancer.

Se ha informado que el miR-21 elevado en los exosomas circulantes es un
biomarcador potencial en varias neoplasias malignas, como el cancer de higado,
gastrico, de mama, colorrectal, de ovario y de esé6fago, y el aumento del nivel de
miR-21 exosomal derivado de la orina se ha asociado con el cancer de vejiga 'y
préstata [115-120]. Aqui, tomamos el cancer de higado como ejemplo. El miR-21
exosomal puede distinguir a los pacientes con carcinoma hepatocelular de los
pacientes con hepatitis B crénica o cirrosis hepatica.

SPRINGER NATURE

Aungue ha habido resultados contradictorios [121,122]. Ademés, se ha
informado que se han encontrado muchos otros tipos de miRNA en
exosomas derivados del suero de pacientes con CHC y se informé que
algunos estaban asociados positivamente con la progresién del CHC y las
bajas tasas de supervivencia [122,123]. Por otra parte, se ha demostrado
que algunos miRNA como el miR-638 estan regulados a la baja en pacientes
con CHC y se asocian negativamente con un comportamiento tumoral mas
agresivo con un estadio TNM avanzado, tamafio del tumor e invasién
vascular [124-128]. La combinacién de multiples microARN puede mejorar
el potencial diagnéstico y pronéstico de los microARN exosomales.

Ademas de su utilidad para el diagnéstico y prondstico tempranos, también se
ha evaluado la capacidad de los microARN exosomales para predecir la respuesta
terapéutica y el resultado de los pacientes en una amplia variedad de neoplasias
malignas. Se ha informado de que un nivel elevado de miR-146a-5p exosomal fue
un potente predictor de la respuesta al cisplatino, mientras que un nivel elevado
de miR-425-3p y miR-96 exosomal fue predictivo de la resistencia al cisplatino en
el cancer de pulmén [129-131]. Ademas, los altos niveles de miR-155 y miR-301
en los exosomas circulantes se correlacionaron con la respuesta completa de los
pacientes con cancer de mama a la terapia neoadyuvante [132]. En los exosomas
séricos, se informé que la elevacién de los niveles de miR-155, junto con miR-301
y miR-339-5p, predecia la resistencia a la gemcitabina en el adenocarcinoma
ductal pancredtico, la respuesta a la terapia neoadyuvante en el cdncer de mama
y la radioterapia preoperatoria en el carcinoma escamocelular esofagico
localmente avanzado, respectivamente [132-134]. Ademas, el miR-718 exosomal
sérico se correlacioné negativamente con la tasa de recurrencia en pacientes con
CHC [127]. El uso de los niveles de miRNA exosomal como diagnéstico molecular
moderno es atractivo para el tratamiento personalizado individualizado y el
seguimiento de la enfermedad posterior al tratamiento.

Aunque la utilidad de los microARN exosomales circulantes como
marcadores de diagnoéstico y pronéstico del cancer esta en constante
evolucién, la aplicacién de las firmas de microARN exosomales en la sangre
debe ser prudente. Aunque es muy valiosa, la deteccién de ARN
exosomales en canceres en etapa temprana sigue siendo un desafio, ya
que esos ARN tienen niveles bajos de expresion. Con este fin, se ha
informado de un método que utiliza biochips basados en nanoparticulas
que pueden capturar EV circulantes sin aislamiento. Ilumina los ARN
encapsulados y amplifica las sefiales in situ en un solo paso, y esto deberia
ser ventajoso para la detecciéon temprana del cancer [135].

Otros componentes exosomales como posibles biomarcadores de

cancer

Nuevas evidencias han revelado que la expresién anormal de ARN largo no
codificante (IncRNA) contribuye a la tumorigénesis y la metéstasis, y los
IncRNA se clasifican selectivamente en exosomas cancerosos [136]. Dado
que la expresion de muchos IncRNA es especifica de tejido [137], el andlisis
de IncRNA exosomal puede facilitar el diagnéstico del cancer. Por ejemplo,
el IncRNA-ATB se identific6 como un marcador pronéstico en combinacion
con miR-21 en el carcinoma hepatocelular [138]. De manera similar, el
INcRNA-UCA1 exosomal sérico y el HOTTIP son biomarcadores diagndsticos
potenciales para el cdncer de vejiga y el cancer gastrico, respectivamente [
139,140].

El ARN circular (circARN) es un nuevo miembro del ARN no codificante
que se ha identificado en los exosomas [141]. Li et al. descubrieron que el
ARN circular exosomal sérico era capaz de distinguir a los pacientes con
cancer de colon de los controles sanos [142]. También se caracteriz6 el ADN
bicatenario (dsADN) en exosomas derivados de tumores; curiosamente, se
descubrié que el dsADN exosomal representaba el genoma completo y
reflejaba el estado mutacional de las células tumorales parentales [143,144
1.

Cada vez hay mas pruebas que respaldan que, a diferencia de las células
no tumorigenas, muchas células tumorales exponen fosfatidilserina en su
superficie [145-147]. Con ese fin, Sharma et al. desarrollaron un sistema
basado en ELISA que detecta cantidades de picogramos de fosfolipidos
exosomales en el plasma como biomarcador de cancer, que fue capaz de
discriminar entre ratones con cancer de mama y ratones de control
normales [148]. Un estudio similar encontré que los pacientes con
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El cancer de ovario exhibié niveles mucho més altos de exosomas PS
positivos en comparacién con los controles sanos [149].

Para el tratamiento de pacientes con cancer, la identificacién de nuevos
biomarcadores no invasivos que sirvan para orientar el diagndstico temprano y el
pronéstico de la enfermedad, apoyar la seleccién de tratamientos personalizados
y monitorear la progresién terapéutica es una prioridad. La posibilidad de
combinar proteinas, ARN y lipidos en exosomas podria aumentar potencialmente
la precisién y la sensibilidad de los exosomas para el diagnéstico y el pronéstico
del cancer.

TRATAMIENTO DEL CANCER RELACIONADO CON LOS EXOSOMAS

Al ser de doble capa, de tamafio nanométrico, libres de células y tener su
naturaleza derivada del huésped, los exosomas pueden transportar cargas a
células objetivo designadas con una biodistribucién altamente especifica y baja
inmunogenicidad [150]. Como resultado, los tratamientos asociados a exosomas
son potencialmente prometedores contra el cancer. En general, se utilizaron tres
enfoques relacionados con los exosomas: 1. reducciéon de exosomas derivados de
tumores mediante inhibidores de exosomas, 2. administracion de exosomas
derivados de tipos de células especificos y 3. ingenieria de exosomas como
vehiculo para transportar agentes antineopldsicos a sitios objetivo selectivos.

Reduccién de exosomas derivados de tumores mediante inhibidores de
exosomas

Como se menciond en secciones anteriores, se descubrié que los exosomas derivados
de células cancerosas facilitan las diversas etapas de la metastasis del cancer y
promueven la resistencia a los medicamentos contra el cancer. Por lo tanto, la
eliminacién de los exosomas derivados de células cancerosas tendria beneficios
terapéuticos en pacientes con cancer. Los inhibidores de exosomas establecidos
actualmente estan disefiados para dirigirse a las vias de biosintesis o trafico de
exosomas. Los ejemplos de medicamentos que inhiben la biogénesis de exosomas
incluyen el inhibidor de la sintesis de colesterol D-pantetina, el inhibidor de la
esfingomielinasa neutra GW4869 y el inhibidor de Rab27A tipifarnib. Los inhibidores del
trafico de exosomas incluyen el inhibidor de Ras manumicina A, el inhibidor de la
reorganizacion del citoesqueleto ROCK Y27632 y el inhibidor de la cisteina proteinasa
calpeptina. Se han realizado estudios sobre los efectos anticancerigenos de algunos de
los inhibidores de exosomas in vitro e in vivo [151,152]. Como ejemplo, se descubrié que
los exosomas derivados del cancer expresaban un alto nivel de PD-L1, lo que resultaba
en el agotamiento de la actividad de las células Ty la consiguiente resistencia tumoral
contra los inhibidores de los puntos de control inmunitarios. Utilizando modelos de
ratén, Wang et al. demostraron que la eliminacién de los exosomas derivados del cancer
utilizando GW4869, junto con el inductor de ferroptosis, inhibia significativamente la
inmunosupresién mediada por PD-L1 exosomal, restablecia la respuesta inmunitaria
antitumoral y reducia la metéstasis [153]. También se han probado otros compuestos
inhibidores de exosomas, como los inhibidores de Rab27A [151,154]. Sin embargo, se ha
descubierto que los inhibidores directos de exosomas antes mencionados son
demasiado téxicos para su uso clinico. Los inhibidores de la bomba de protones (IBP)
pueden inhibir indirectamente la secrecién de exosomas. Se ha demostrado que
perjudican la liberacién de exosomas y, al mismo tiempo, promueven la retencién de
farmacos quimioterapéuticos dentro de las células tumorales [155]. Ademas de los IBP,
la hemofiltracién extracorpérea también podria utilizarse para eliminar los exosomas
circulantes derivados de tumores. Se han realizado ensayos clinicos con la columna
Prosorba, menos selectiva, que es un dispositivo de filtrado de plasma que captura
complejos inmunes que contienen IgG, pero solo unos pocos pacientes demostraron
tener beneficios clinicos. Se estan desarrollando sistemas de filtracién mas avanzados
con mayor afinidad especifica por el objetivo, como la tecnologia de plataforma de
afinidad similar a la dialisis adaptativa, que parecen adecuados contra la metastasis del
cancer. Sin embargo, se requiere la optimizacién del régimen y pruebas de eficacia
antes de la aplicaciéon en el ambito clinico [155].

Administracién de exosomas derivados de tipos especificos de células Los
exosomas derivados de células no tumorales pueden utilizarse como agentes
terapéuticos contra los tumores. Se utilizaron células dendriticas (DC), células
madre mesenquimales y muchas otras células para producir los exosomas, cada
uno con funciones antitumorales Unicas. Los exosomas derivados de DC no solo
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expresan moléculas MHC presentadoras de antigenos tumorales, pero también son
resistentes a la inmunosupresién mediada por tumores [156]. Se han desarrollado dos
enfoques para mejorar ain mas la funcién estimulante de los exosomas derivados de
las células dendriticas. Las células dendriticas podrian estimularse con TNF-a, factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos o IL-4, y los exosomas liberados
expresarian varias proteinas de superficie inmunoestimulantes, como MHC y CD86 para
estimular las células T [157]. Las DC también podrian tratarse con anticuerpos de
proteinas de superficie especificas de DC acoplados a antigenos tumorales, y se ha
demostrado que los exosomas derivados de DC tratados han aumentado
significativamente la eficiencia de presentacion de antigenos [156]. El antigeno
especifico del tumor presentado en los exosomas derivados de las células DC puede
unirse directamente a los receptores de las células T o ser captado por las células
receptoras, que luego presentan los antigenos en sus membranas, con o sin
procesamiento [158]. Se han llevado a cabo muchos ensayos clinicos de fase Iy II para
probar la seguridad y eficacia de los exosomas derivados de células dendriticas
estimuladas o de aquellos pulsados con antigenos asociados a tumores. Las
administraciones de exosomas fueron bien toleradas, con pocos o ningin evento
adverso de hepatotoxicidad de grado 2 y solo 1 caso de grado 3 informado.
Curiosamente, se observo la activacién de las funciones de las células NK después de la
administracion de exosomas en mdltiples ensayos. En la mayoria de los ensayos, se
demostré que las respuestas inmunitarias de los pacientes se potenciaban después del
tratamiento con exosomas. Sin embargo, para evitar la tolerancia de las células Ty
mejorar la tasa de respuesta clinica, se requiere una mejor especificidad de la
focalizacién de los exosomas o la combinacién de tratamientos con exosomas con
farmacos bloqueadores de puntos de control inmunitarios [150,156,159,160].

Ademas de las DC, las células madre mesenquimales, debido a sus efectos
inmunomoduladores y su alta eficiencia en la produccién de exosomas, también
son opciones populares [161]. También se han realizado ensayos clinicos con
exosomas derivados de células madre mesenquimales, y se demostré que son
seguros y bien tolerados [160,162]. Los exosomas también pueden derivarse del
liquido ascitico. En un ensayo clinico sobre cancer colorrectal, se encontré que el
uso de exosomas en combinacién con el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos como terapia complementaria elevaba el nivel y la
funcién de los linfocitos T citotéxicos en los pacientes. Sin embargo, el efecto se
redujo en aquellos que recibieron exosomas Unicamente [163]. Como otro
ejemplo, aunque la mayoria de las investigaciones coincidieron en el efecto
inmunosupresor y promotor de metastasis de los exosomas derivados de TAM,
se encontré que los exosomas aislados de TAM de tumores de adenocarcinoma
de ratén promovieron la proliferacién, activaciéon y funciones de CD4+y CD8+

Células T in vivo [164]. Queda por investigar mas si los exosomas
derivados de TAM podrian estimular las células T antitumorales en el
TME. Se necesitan examenes mas exhaustivos y ensayos clinicos para
es0s exosomas.

Los exosomas como posibles vehiculos para farmacos

Recientemente, los exosomas parentales o exosomas modificados artificialmente
utilizados como vehiculo de administracién de farmacos han resultado atractivos
para los investigadores. Los farmacos quimioterapéuticos, o los ARN o proteinas
dirigidos a tumores, se empaquetan dentro de los exosomas para lograr una
biodistribucién mas efectiva. Los exosomas se sintetizan principalmente a partir
de células dendriticas, células madre mesenquimales, macréfagos, leche bovina o
incluso células cancerosas, ya que los exosomas liberados por esas células
pueden presentar antigenos asociados a tumores, modular la respuesta
inmunitaria, ser de alto rendimiento o ser biolégicamente mas estables o
penetrantes [165]. Luego, los medicamentos de quimioterapia o los ARN se
encapsulan en exosomas mediante mezcla, sequido de electroporacién o
sonicacién [165-167]. También se desarrollaron otros métodos de ingenieria de
membranas, como la hibridacién de exosomas concentrados con liposomas
modificados. Con este método, los exosomas hibridados mantuvieron sus
caracteristicas exosomales, obtuvieron una alta eficiencia de cargay liberacién
del farmaco y, al mismo tiempo, tuvieron un mayor rendimiento en comparacién
con la técnica de aislamiento de exosomas sola [22]. Se han realizado muchos
estudios in vitro, in vivo e incluso clinicos sobre exosomas derivados de MSC y
DC, mientras estaban cargados con anti-miRNA/miR-NA dirigidos al cancer; se
descubrié que esos exosomas eran eficaces para inhibir
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el crecimiento del cancer, la metastasis y la resistencia a los farmacos, asi como inducir
respuestas de células NKy T [160,161,168].

Uno de los beneficios cruciales propuestos para el uso de exosomas como vehiculos
de factores anticancerigenos es la especificidad de las células diana. Se descubrié que
las células tumorales internalizan mas exosomas que las células normales, y la
internalizacién de exosomas es mas eficiente que la de liposomas de tamario similar; sin
modificacién adicional, los exosomas tienen una alta selectividad para empezar [161].
Ademas, las células parentales podrian modificarse para que los exosomas secretados
pudieran expresar proteinas de superficie especificas y lograr una selectividad de
objetivo aiin mayor. Como ejemplo, Bellavia et al. [169] modificaron las células HEK293T
para secretar exosomas que expresaban proteinas con el dominio de ligando IL3R, que
unia IL3R a la membrana celular de la leucemia mieloide crénica (LMC). Dado que la
resistencia a los fdrmacos de la LMC se adquiere habitualmente por sobreexpresién o
mutacion de la tirosina quinasa BCR-ABL, los exosomas que expresaban IL3R derivados
de 293T se encapsularon con el inhibidor de BCR-ABL imatinib o ARNi de BCR-ABL, y se
demostré que inhibian el crecimiento de la LMC y la resistencia a los farmacos in vivo.
De manera similar, para revertir la resistencia potencial contra el 5-fluorouracilo en la
terapia del cancer colorrectal, Liang et al. [170] electroporaron tanto el 5-fluorouracilo
como el inhibidor de miR-21 en exosomas modificados que expresaban Her2-LAMP2
derivados de 293T. Se demostré que tanto los exosomas que contienen miR como los
que contienen 5-fluorouracilo se biodistribuian principalmente en el tumor objetivo,
suprimian el crecimiento del tumor y no tenian toxicidad renal o hepética significativa in
vivo. Recientemente, se han realizado mas estudios, en los que se han intentado
diferentes enfoques que podrian mejorar con éxito la selectividad de los exosomas,
expresando ligandos especificos del objetivo, anclando nanoparticulas
superparamagnéticas y mas [150]. También se han llevado a cabo varios ensayos
clinicos de fase II sobre agentes antineoplasicos cargados con exosomas para tratar el
cancer de pancreas metastasico o la ascitis maligna y el derrame pleural. Sin embargo,
los resultados de esos ensayos alin no estan disponibles [160].

En general, la terapia relacionada con exosomas podria ser beneficiosa en las
terapias contra el cancer, gracias a su baja inmunogenicidad, seguridad,
localizacién preferida en el tumor y focalizacién eficaz en las células receptoras.
Sin embargo, el uso de técnicas relacionadas con exosomas en las clinicas sigue
siendo un desafio. Es dificil estandarizar la separacién y produccién de exosomas,
ya que ningiin método de aislamiento actual puede lograr alto rendimiento, alta
recuperacion y especificidad, ahorro de tiempo y bajo costo, todo al mismo
tiempo, y, del mismo modo, los diferentes exosomas derivados de células tienen
sus caracteristicas y funciones Unicas [160,165,171]. Ademas, incluso después de
modificar el recubrimiento proteico exosomal para prolongar la vida media de los
exosomas (por ejemplo, mediante PEGilacion, expresién de CD55y CD59 y
recubrimiento de albumina), las tasas de eliminacién de los exosomas siguen
siendo altas [165,172], y esto genera una mayor demanda de rendimientos
elevados de exosomas. También existen otros desafios, como las dificultades
para desarrollar exosomas a partir de pacientes, la heterogeneidad de las
enfermedades malignas, la complejidad de la TME y los efectos mixtos de los
exosomas.

DISCUSION

Actualmente, la biologia de los exosomas se estudia en sistemas de cultivo
celular y modelos de ratén; sin embargo, existe la necesidad de realizar
experimentos para imitar condiciones fisiolégicamente relevantes. Los exosomas
aislados de sistemas de cultivo celular generalmente se obtienen de grandes
cantidades de células fuera del rango fisiol6gico [120]. Se necesitan modelos
animales relevantes que permitan estudiar la biogénesis, el tréfico y la entrada
celular de los exosomas. Como mediadores de la comunicacién intercelular, los
exosomas estan surgiendo como herramientas potenciales tanto para fines
diagndsticos como terapéuticos. Numerosos estudios han identificado multiples
miRNA y proteinas exosomales que tienen el potencial de ser biomarcadores
para el diagndstico del cancer, el prondstico y la prediccién de las respuestas a la
terapia. Sin embargo, actualmente, debido a los diferentes métodos de
aislamiento de exosomas, los datos de diferentes estudios no se pueden
comparar, lo que dificulta la evaluacién de su aplicabilidad clinica [119]. Por lo
tanto, es necesario estandarizar los métodos y procedimientos de aislamiento y
purificacion, que deben ser simples y reproducibles. Ademas, dado que las
células tumorales...
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Los exosomas derivados solo representan una pequefia fracciéon de todos
los exosomas en los fluidos corporales, por lo que se requiere la detecciéon
de exosomas con alta sensibilidad para el diagnéstico de cancer basado en
exosomas. Aunque se han desarrollado varios métodos para el aislamiento
y la deteccién de exosomas [50,173], que son superiores a los métodos
convencionales, las nuevas plataformas ain enfrentan los desafios de un
rendimiento limitado, una baja especificidad y sensibilidad, y una alta
heterogeneidad de diferentes subconjuntos de exosomas. La deteccién e
identificacion de un solo exosoma deberia mejorar nuestra comprensién de
los exosomas derivados de diferentes origenes, incluido el perfil molecular
Unico de los exosomas cancerosos. Todas estas técnicas promoverian el
desarrollo y la reproducibilidad del diagndstico y las terapias del cancer
relacionados con los exosomas. Por otro lado, la mejora en la tecnologia
para la deteccién de exosomas en un solo paso sin aislamiento haria
avanzar mucho el descubrimiento de biomarcadores de exosomas [44,135].

En el caso de los exosomas cargados con moléculas terapéuticas, como miRNA
especificos, siRNA y proteinas recombinantes, asi como farmacos sintéticos de
moléculas pequefias, pueden conferir una biodisponibilidad éptima y un rechazo
inmunolégico minimo. Sin embargo, la complicada composicién y actividad funcional de
los exosomas naturales puede limitar sus aplicaciones clinicas. También se necesita con
urgencia la estandarizacién de la carga de exosomas. Una alternativa prometedora es
desarrollar nanoparticulas artificiales o liposomas que puedan imitar las caracteristicas
de los exosomas naturales. Aunque se enfrentan a desafios similares a los de los
exosomas naturales, el desarrollo de exosomas artificiales tendra ventajas comerciales,
como un mayor rendimiento, un control de calidad més facil, mas reproducibilidad y
una productividad a mayor escala. Es importante destacar que es necesario aclarar los
componentes criticos de los exosomas para la administracion terapéutica y que es
necesario estandarizar las estrategias para obtener exosomas artificiales. Actualmente,
los exosomas naturales se estudian solo en ensayos clinicos preliminares, mientras que
los exosomas artificiales atin no se han traducido a aplicaciones clinicas [174]. El
desarrollo de la administracién de fArmacos relacionada con los exosomas necesita la
contribucién de un esfuerzo multidisciplinario.

En resumen, los exosomas derivados de células tumorales, estromales e
inmunitarias contribuyen a las multiples etapas de la progresién del cancer,
asi como a la resistencia a la terapia. Dado que los contenidos especificos
de los exosomas se originan en sus células de origen, esta propiedad
permite que los exosomas funcionen como valiosos biomarcadores de
diagnéstico y prondstico. Ademas, las aplicaciones de los exosomas como
dianas terapéuticas directas o vehiculos disefiados para farmacos pueden
abrir nuevas vias para la terapia. Una mejor comprensién de la biologia de
los exosomas sin duda ayudara a allanar el camino hacia las aplicaciones
clinicas basadas en exosomas.

DISPONIBILIDAD DE DATOS
El intercambio de datos no es aplicable a este articulo ya que no se generaron ni analizaron conjuntos de

datos durante el estudio actual.
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