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RESUMEN

El cancer es un problema de salud a nivel mundial, siendo una de sus principales problematicas la deteccion
a tiempo. Es por eso, que se ha propuesto la determinacion de biomarcadores exosomales como posible he-
rramienta al momento de diagnosticar esta patologia, ya que, ademas de ser elementos importantes en la co-
municacioén intracelular al transportar biomoléculas celulares como lipidos, dcidos nucleicos, proteinas y me-
tabolitos asociados a su célula productora, actian como principales reguladores del microambiente tumoral,
encargado de la angiogénesis, progresion y desarrollo de metastasis. Para su aislamiento, existen diversas
técnicas relacionadas con la ultracentrifugacion, ultrafiltracion e inmunoafinidad que permiten su separacioén
de diferentes fuentes, ya sean, fluidos biologicos o medios de cultivo, facilitando su estudio en el contexto del
cancer.
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ABSTRACT

Cancer is a global health problem, and one of its main challenges is timely detection. Therefore, the determi-
nation of exosomal biomarkers has been proposed as a possible tool when diagnosing this pathology. In ad-
dition to being important elements in intracellular communication by transporting cellular biomolecules such
as lipids, nucleic acids, proteins, and metabolites associated with their producer cell, they act as main regula-
tors of the tumor microenvironment, responsible for angiogenesis, progression, and development of metasta-
sis. For their isolation, there are various techniques related to ultracentrifugation, ultrafiltration, and immu-
noaffinity that allow their separation from different sources, whether biological fluids or culture media, faci-
litating their study in the context of cancer.
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INTRODUCCION

El cancer es un problema de salud a nivel mundial, segtin la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), durante
el afio 2019, representd una de las principales causas de muerte en 135 paises. Ademas, la carga de cancer a
nivel global aumenta anualmente, lo que se evidencia en las estimaciones realizadas por el GLOBOCAN: en
el ailo 2020 se produjeron 19,3 millones de casos nuevos!, mientras que para el afio 2022, existieron 20,0
millones de casos nuevos?. Del total de casos de cancer del afio 2022, el 60% se asocian a 10 tipos de cancer
en especifico: pulmén, mama, colorrectal, prdstata, estbmago, higado, tiroides, cuello uterino, vejiga y Lin-
foma no Hodking?.

Se estima que durante los siguiente 42 afos, el cancer sea una de las principales enfermedades malignas no
transmisibles, es asi, que surge la necesidad de establecer y reforzar los métodos para la deteccion y diagnos-
tico temprano®. Actualmente, la deteccion del cancer se basa en pruebas de imagen y de laboratorio, asi como,
pruebas confirmatorias realizadas mediante biopsias*. Gracias a rigurosos estudios sobre los exosomas, se
reconoce que estas vesiculas juegan un papel importante dentro del microambiente tumoral y representan una
fuente de biomarcadores de diagndstico™®. Para comprender su potencial como biomarcadores se debe tomar
en cuenta los genes que propician el origen tumoral, ya que estos, determinardn la carga y funcion de los
exosomas, es asi, que aumenta la posibilidad de identificar biomarcadores con mayor especificidad y sensibi-
lidad al momento de diagnosticar®.

Algunas ventajas de los biomarcadores exosomales sobre los biomarcadores tumorales tradicionales, son su
presencia en la mayoria de los fluidos corporales como: sangre, orina, saliva, leche, liquido cefalorraquideo,
entre otros®’. Ademas, su carga muestra una heterogeneidad alta, siendo los principales protagonistas, como
herramientas de diagnostico, las proteinas y acidos nucleicos, principalmente los microARN (miARN), debido
a su elevada concentracion y su participacion en la regulacion de procesos patolégicos’. En esta revision se
analizaran varios biomarcadores identificados como posibles herramientas para la deteccion de diferentes ti-
pos de cancer.

DESARROLLO
Vesiculas extracelulares: Exosomas

Las vesiculas extracelulares son fragmentos de membrana con contenido citosolico, son secretadas por diver-
sas células, ya sean eucariotas o procariotas, siendo su funcion principal, la comunicacion intercelular. Estas
vesiculas se clasifican de acuerdo con su morfologia, origen y composicion en: exosomas, microvesiculas y
cuerpos apoptoticos®. Hoy en dia, los exosomas son el grupo més estudiado referente a temas oncoldgicos,
pues han demostrado su participacion sobre el microambiente tumoral representando piezas ttiles al momento
de diagnosticar y pronosticar estadios de esta afeccion’?®.

En un inicio, los exosomas eran considerados bolsas portadoras de productos desecho de las células, sin em-
bargo, se ha demostrado su amplia participacion en procesos bioldgicos como en la respuesta inmunitaria y la
reparacion de tejidos®. En procesos patologicos, como es el caso del cancer, los exosomas son reguladores
fundamentales del microambiente tumoral, ya que permiten la interaccion de células cancerosas y estromales
determinando asi, la proliferacion tumoral, angiogénesis e inhibicion de la apoptosis, propiciando un micro-
ambiente protumoral’.
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Composicion de los exosomas:

Los exosomas son vesiculas de origen endocitico, esto quiere decir que, se forman a partir de cuerpos multi-
vesiculares (MVB)®. Para su correcta identificacion es importante conocer sus caracteristicas estructurales, en
primer lugar, presentan un didmetro aproximado entre 30-100nm, se encuentran recubiertos por una membrana
fosfolipidica rica en colesterol, enfingomielina y ceramidas, eficaces no inicamente para su proteccion, si no
también durante su conformacion’. En segundo lugar, se deben tomar en cuenta las proteinas, mismas que
pueden ser comunes en todos los exosomas, tal es el caso de las tetraspaninas (CD9, CD63, CD81, CDS2),
proteinas de choque térmico, Alix, Tsg101 y flotillinas principalmente!®. Por otro lado, se encuentran las pro-
teinas especificas dependientes de la célula de origen como MHC 1 y II, proteinas de adhesion CAM e inte-
grinas®1°.

En cuanto a su contenido intraluminal, se encuentra altamente relacionado con la célula productora del exo-
soma, asi como, con su estado fisiologico, en este contexto, se pueden encontrar proteinas y acidos nucleicos
como ADN, ARN no codificante, ARN ribosomal (ARNr), ARN de transferencia (ARNt), ARN nuclear pe-
quefio (ARNsn) y microARN (miARN o miR)?, siendo estos tiltimos de secrecion activa en los exosomas y
los de mayor importancia al momento de identificar o detectar la presencia de células cancerigenas’.
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Figura 1. Composicion superficial e interna de un exosoma.
Biogénesis de los exosomas:

La formacion de los exosomas puede darse como resultado de multiples factores como la presencia de citoci-
nas y factores de crecimiento, clasificacion de proteinas y el tipo de célula de origen'®. En general, la biogé-
nesis de estas vesiculas inicia por la activacion de receptores dando paso a las vias de sefalizacion de forma
regulada, estos procesos promueven la endocitosis en la célula formando un endosoma temprano, con el ob-
jetivo de realizar una clasificacion primaria del contenido endocitado, a partir de este momento existen dos

posibles vias para la carga endosomal, que se explicaran a continuacion: %1
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En primer lugar, el endosoma temprano puede liberar su contenido hacia la membrana celular o fusionarse
con la membrana del aparato de Golgi, con el proposito de reciclar aquellas moléculas utiles para la célula’.
Por otro lado, la carga que no necesite ser reciclada se ubicard en vacuolas al interior del endosoma temprano,
preparado para su maduracion, dando lugar a la formacion del endosoma tardio, mismo que puede tener dos
destinos, ya sea su fusion con un lisosoma que provocaré su degradacion, o finalmente, tranformarse en un
exosoma®’.

Para la formacion como tal del exosoma, primero se lleva a cabo la invaginacion por parte de la membrana
del endosoma tardio, formando vesiculas intraluminales (ILV) que al agruparse conforman un cuerpo multi-
vesicular (MVB), estos deben fusionarse con la membrana celular para liberar los exosomas al espacio extra-
celular'®. Se debe tener en cuenta que el origen de las vesiculas intraluminales (ILV) puede ocurrir mediante
dos mecanismos, que se clasifican dependiendo de la participacion o no del complejo ESCRT (complejo de
clasificacion endosomal necesario para el transporte)®!°.

Biogénesis dependiente de ESCRT: Esta maquinaria multiproteica esta conformada por ESCRT-0, ESCRT-
I, ESCRT-II y ESCRTH-III y proteinas accesorias, mismas que llevan a cabo un proceso ordenado que permite
recolectar el contenido de las vesiculas intraluminales (generalmente proteinas ubiquitinadas) mediante la
gemacion interna de la membrana de los endosomas tardios formando vesiculas intraluminales'®’.
Biogénesis independiente de ESCRT: Ademas de la maquinaria ESCRT, existen componentes propios de
los exosomas que juegan un papel importante en su formacion, por ejemplo, las tetraspaninas participan en el
transporte vesicular y de la carga exosomal, los lipidos como ceramidas y esfingolipidos permiten la defor-
macion de la membrana endosomal para la formacion de vesiculas intraluminales, entre otras proteinas utiles
en la maduracion y secrecion final de los exosomas'!.
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Figura 2. Proceso de biogénesis de los exosomas
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Papel de los exosomas en el desarrollo de cancer

El microambiente tumoral (TME) hace referencia al entorno que rodea a las células cancerosas, en esto se
incluye células inmunitarias e inflamatorias circundantes, matriz extracelular, fibroblastos y moléculas de se-
fializacion'?, asi como, la interaccion entre cada elemento ya sean de tipo maligno o no maligno que impulsan
el desarrollo de esta patologia, se ha observado que las células no tumorales estimulan la proliferacion des-
controlada, mientras las células tumorales son las encargadas de afectar los tejidos sanos y diseminarse a través
del sistema sanguineo y linfatico’.

La interaccion y comportamiento del microambiente tumoral estd regulado gracias a la presencia de los exo-
somas, ya que, de acuerdo con su contenido pueden cambiar el comportamiento de células tumorales y estro-
males'’. Por ejemplo, se ha observado que la presencia de TGFB1 en los exosomas promueve el crecimiento
tumoral de células leucémicas e inhibe las vias apoptoticas’. Igualmente, Células Madre Cancerosas liberan
una concentracion elevada de vesiculas exosomales, contribuyendo a la plasticidad tumoral y promoviendo la
metastasis mediante procesos autocrinos, paracrinos y endocrinos'2.

Identificacion y aislamiento de exosomas:

Para la identificacion de los exosomas, asi como, de las biomoléculas que los conforman, es necesario realizar
una serie de procesos que van desde su aislamiento hasta su caracterizacion fisica y enriquecimiento'. Una
de las limitaciones al momento de su identificacion precisa, es la produccion de otras vesiculas extracelulares,
por lo que, se han desarrollado técnicas que permiten el uso de anticuerpos contra marcadores de superficie,
como las tetraspaninas (CD9, CD63, CD81, CDS82), al igual, que marcadores tumorales, por ejemplo, EGFR,
EpCAM, entre otros'>!*. Ademas, evitan los inconvenientes en cuanto a la superposicion de tamafios entre
exosomas y otras vesiculas extracelulares'®.

Algunas estrategias utilizadas para el aislamiento de exosomas en relacion con otros componentes presentes
en la muestra o cultivos celulares, son la ultracentrifugacion, filtracion, cromatografia de exclusion por tamafo
y técnicas basadas en microchip'®. Con referencia al reconocimiento de proteinas o acidos nucleicos presentes
en su estructura, estos se pueden detectar mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), PCR,
secuenciacion de ADN o microarrays'®.

Siendo el aislamiento, uno de los primeros pasos para el estudio de los exosomas, es fundamental su adecuado
procesamiento, ya que, contribuye al nivel de pureza y funcionalidad de las vesiculas extracelulares obtenidas.
Un método ideal para realizarlo es la cromatografia de exclusion por tamafio (SEC), que ademas de asegurar
la integridad de los exosomas, permite la modificacion y escalabilidad de voliimenes, asi como, el uso de
distintas fuentes: fluidos biolégicos, cultivos celulares y medios condicionados!. Como se describe, la ultra-
centrifugacion forma parte del procedimiento, esta técnica es la mas utilizada debido a su utilidad en la elimi-
nacion eficiente de restos celulares y cuerpos apoptoticos'. Sin embargo, esto no asegura la eliminacion com-
pleta de otras particulas, por lo que, SEC ayuda a separar moléculas restantes de la muestra'®.

Como se menciond anteriormente, existen técnicas relacionadas con la inmunoafinidad, mismas que se basan
en la captura de exosomas asegurando la pureza al momento de separarlos del medio. Una herramienta nove-
dosa son las perlas magnéticas, ya que, pueden modificarse para unirse especificamente a las proteinas de
superficie de membrana'>. Otra técnica importante es el inmunoensayo ELISA, aunque principalmente es
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utilizada para detectar la carga exosomal como tal, ademas, existen modificaciones como ELISA digital de
gotas (ddELISA) que ha revolucionado la cuantificacion de proteinas y acidos nucleicos'*.

Limitaciones metodologicas en el aislamiento de exosomas:

Pese a la actualizacion y adaptacion constante de los métodos utilizados para aislar exosomas, aiin existen

limitaciones en cuanto a la pureza final de los mismos. Tomando en cuenta la diversidad de fuentes que con-

tienen estas vesiculas, es posible encontrar moléculas que causen interferencia al momento de estudiarlas, por

ejemplo, las lipoproteinas en plasma, proteinas en suero y uromodulina en muestras de orina'’. Como se des-

cribe a continuacién en la Tabla 1, cada método presenta ventajas que pueden aprovecharse de acuerdo con
las necesidades y objetivos del estudio, ademas, combinarlos puede mejorar su eficiencia y los resultados

obtenidos.

METODO

Ultracentrifugacion
diferencial

Centrifugacion en
gradiente de
densidad

Cromatografia por

exclusion de tamaio

Precipitacion

Ultrafiltracion

VENTAJAS

Es una técnica relativamente sencilla de
bajo costo, muestra una alta eficiencia
cuando se utilizan muestras grandes.
Ademas, al aislar exosomas de muestras
plasmaticas muestran una pureza alta'”.

Gracias a la adicion de un medio de gra-
diente de densidad, se asegura la elimina-
cion de varias impurezas en comparacion
con la ultracentrifugacion. Los exosomas
obtenidos muestran una mejor integridad
fisica!”.

Su rendimiento es alto, ya que, permite el
uso de muestras relativamente pequefias.
Igualmente, los exosomas resultantes
muestran una estructura fisica y funcio-
nes biologicas mas completas 7.

Permite la eliminacién de contaminantes
grandes y mantiene la integridad fisica de
los exosomas, y puede ser aplicable para
volimenes desde 100 pL hasta varios mi-
lilitros 7.

Se utilizan equipos de manejo sencillo y
de alta eficiencia. Su procesamiento per-
mite el aislamiento de exosomas con un
tamafio inferior a 100nm !”.

DESVENTAJAS

Los exosomas pueden perder su integri-
dad por la fuerza externa de rotacion. En
cuanto a sus resultados, suelen ser difici-
les de controlar y reproducir, ademas,
puede verse mayor contaminacion al asi-
lar exosomas derivados de otros liquidos
biologicos!”.

Su operaciéon es relativamente compli-
cada, ademas, es necesario el uso de
equipos costosos !”.

No suele ser reproducible con muestras
de gran tamafio. Ademas, suele dificul-
tarse la eliminacion de lipoproteinas, es-
pecialmente cuando presentan tamafios
superpuestos 7.

Los polimeros utilizados para el procesa-
miento de las muestras suelen crear sus-
tancias coprecipitadas dificiles de elimi-
nar. De igual forma, los exosomas sepa-
rados pueden estar contaminados con li-
poproteinas !”.

La pureza final es relativamente baja,
principalmente por el dafio de los poros
de las membranas utilizadas, ademas, es
comun que la integridad de los exosomas
se vea afectada !”.
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Este método es util y eficiente para obte-
ner exosomas con una pureza alta porque

Captura por permite la eliminacién de contaminantes
inmunoafinidad y de subpoblaciones especificas. Es reco-

mendable utilizarlos después de procesos
de ultracentrifugacion y SEC V7.

Tabla 1. Ventajas y desventajas metodoldgicas del aislamiento de exosomas

CANCER

Cancer de
pulmon

Cancer de

mama

Cancer de
prostata

BIOMAR- MUESTRA

ESTUDIO CADORES  UTILIZADA

24 personas sanas
(Grupo control)

24 pacientes con F13A1 Plasma
Cancer de Pulmoén CFHR4 sanguineo
de Células Peque-

nas (CPCP).

Grupo control:
Personas sanas en-

N WASL
tre 19 a 79 anos (30 STK10 Orina
per§0nas). WNK1
44 pacientes con
Céncer de pulmon.
Lineas celulares:
MDA-MB-231
(Céncer metasta-
sico triple nega- GPC-1
tivo) GLUT-1 Sigaz?;zo
Control: MCF-10a  ADAMI10
(Tejido mamario
epitelial inmortali-
zado)
63 pacientes con
cancer de prostata. ERG
Grupo control: 61 PSMA Orina
personas sanas en- PCA3

tre 45 y 83 afos.

El rendimiento de exosomas totales es re-
lativamente bajo, ademas, la inmoviliza-
cidon de estas vesiculas es irreversible.
Igualmente, la funcionalidad bioldgica
puede alterarse !”.

CONCLUSIONES

La identificacion de estos posibles bio-
marcadores hasta el momento del estudio,
han sido unicamente detectados en CPCP.
Ademas de ayudar a su identificacion di-
ferencial son tutiles para comprender las
complicaciones de la coagulacion sangui-
nea (F13A1) y el crecimiento tumoral me-
diante la activacion del complemento
(CFHR4). '8

WASL se encuentra en concentraciones
bajas en pacientes con cancer pulmonar,
mientras STK10 y WNK1, se elevan pro-
gresivamente. Han demostrado regular de
manera negativa y positiva respectiva-
mente la migracion de linfocitos, sin em-
bargo, no se demostrd que participen en la
migracion de células tumorales. !°

Las proteinas se expresaron unicamente
en la linea celular MDA-MB-231. Estos
biomarcadores estdn relacionados a mal
pronostico, mayor actividad proliferativa
y tumores de alto grado. 2

La expresion de ERG, PSMA y PCA3
mostraron diferencias significativas entre
pacientes con cancer de prostata y perso-
nas sanas. Ademas, se propuso la combi-
nacion de PSMA+PCA3 para mejorar la
sensibilidad diagnostica. !
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Cancer
hepatico

Cancer
pancreatico

Cancer
colorrectal

Carcinoma
endometrial

Cancer
gastrico

Linea celular SK-
Hepl
Pacientes y Grupo
control

191 pacientes con
Céancer pancreatico
95 pacientes con
enfermedad pan-
creatica benigna
Grupo control: 90
personas saludables

112 pacientes con
cancer colorrectal
28 pacientes con
polipos
Grupo control: 60
personas sanas

25 pacientes con
Carcinoma Endo-
metrial.
Grupo Control:
31 personas

Cultivos celulares:
HPSEC (C¢lulas
epiteliales prima-
rias de estdbmago

humano)
GCC (Células de
cancer gastrico)
PACIENTES:
10 pacientes con
cancer gastrico.

Grupo Control: 5

personas sanas:

tRNA-Val-
TAC-3
tRNA-
GlyTCC-5
tRNA-Va-
IAAC-5
tRNA-Glu-
CTC-5

miR-451a

circPAR1

miR-15a-5p
miR-106b-50
miR-107

IncUEGC1

Plasma
sanguineo

Suero
sanguineo

Plasma
sanguineo

Plasma
sanguineo

Plasma
sanguineo

Los exosomas pequefios derivados de
ARNt demuestran una alta expresion en
pacientes con cancer de higado. Ademas,
han demostrado estar ampliamente regula-
dos por los por procesos cancerigenos. 2

El miR-451a mostr6 una expresion dife-
rencial entre pacientes con cancer pan-
creatico y los controles sanos, asi como,
aquellos con enfermedad pancreatica be-
nigna, por lo que, no representa una inter-
ferencia. De igual forma, sus concentra-
ciones altas, se asociaron a metastasis del
ganglio tumoral y a distancia. >}

Este ARN se encuentra regulado negativa-
mente, por lo que, su concentracion fue
negativa en pacientes con cancer colorrec-
tal en relacion con aquellos controles sa-
nos. Se observo un aumento significativo
de circPARI después de la reseccion de
tumores. 24

Los exomiRs se consideran como biomar-
cadores utiles debido a su alta expresion
en el plasma de pacientes con Carcinoma
Endometrial. miR-15a-5p mostr6 mayor
especificidad en relacién con otros tipos
de cancer, asi como, predictor de agresivi-
dad y estado de la mutacion p53.%

Este ARN largo no codificante muestra
una alta estabilidad en el plasma y frente a
ARNasas, ademas, se encuentra altamente
enriquecido en plasma sanguineo de pa-
cientes con cancer gastrico en etapa tem-
prana, asi como, en cultivos celulares. 2
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Neuroblas-
toma

Cancer
epitelial de
ovario

Carcinoma
de células

escamosas
de eséfago

70 pacientes con

cancer gastrico.
Grupo Control:
60 personas sanas.

24 pacientes con
neuroblastoma de
alto riesgo
24 pacientes con
neuroblastoma de
bajo riesgo
Grupo control: 24
personas sanas

166 pacientes con
cancer epitelial de
ovario.

34 pacientes con
enfermedades be-
nignas.
Grupo control:

173 personas sanas.

Cohorte piloto
3 pacientes con
carcinoma de célu-
las escamosas de
esofago
Grupo control: 3
personas sanas
Cohorte de descu-
brimiento
33 pacientes con
carcinoma de célu-
las escamosas de
esofago
Grupo control: 33
personas sanas

miR-1307-3p

piR-019308
piR-004918
piR-018569

NCAM,

NCL, LUM,

VASP

MYH9, FN1,

CALR,
AKAP12,
LTBP1

miR-320d
miR-4479

miR-6763-5p

ARNt-
GlyGCC-5
SRESE

Plasma
sanguineo

Plasma
sanguineo

Plasma
sanguineo

Saliva

Se demostrd que los ARN pequetios y re-
lacionados con PIWI son potenciales bio-
marcadores de diagnostico en compara-
cion con marcadores tradicionales como
CEA, CA19-9 y AFP. En cuanto a piR-
004918, piR-018569, han mostrado su im-
portancia para determinar estado metasta-
sico. ?’

De acuerdo con el anélisis ROC demostra-
ron ser herramientas utiles para el diag-
nostico diferencial entre personas con
Neuroblastomas y personas sanas. Ade-
mas, NCAM y NCL se asocian a un mal
pronostico.

Permiten la discriminacién entre neuro-
blastoma de alto y bajo riesgo. En neuro-
blastoma de alto riesgo se observa la regu-
lacion positiva de migracion celular y me-
tastasis por parte de MYH9, FNI1 vy
LTBPI1, mientras AKAP12 y CALR, se
asocian a efectos antitumorales. 2

Estos tres miARN demostraron una regu-
lacion negativa, al igual que concentracio-
nes diferenciales en comparacioén con el
grupo control y pacientes con enfermeda-
des benignas. Ademads, al combinar miR-
320d con CA125y HE4 se obtuvo una sen-
sibilidad de 53,8% y una especificidad de
85,2%. %

Estos ARN no codificantes son utiles para
la deteccion de este carcinoma, ya que,
permite diferenciarlas de personas sanas.
Ademés, se encontrd que estan correlacio-
nados a procesos de progresion e invasion
tumoral. Sus niveles de prediccion fueron
de 79% y 77% respectivamente en la
cohorte de descubrimiento. 3
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Lineas celulares:

Estas proteinas presentan una alta concen-

Tumor del = GIST-T1 (KIT sen- SPRY4 tracion en tejido de pacientes con GIST,

estroma sible a imatinib) PDE2A Cultivo sobre todo en aquellos que mostraron po-

gastrointesti- GISTS882 (GIST PROM1 celular sitividad para KIT oncologico. Ademas,

nal (GIST)  primario con muta- SURF4 son utiles para la valoracién del trata-
cion en exon 13) miento con Imatinib. 3!

Estas moléculas de micro ARN se encuen-

100 pacientes con tran regulados positivamente, mismos que

Carcinoma  carcinoma papilar miR-25-3p Suero demostraron ser ttiles en la diferenciacion

papilar de de tiroides miR-296-5p sanguineo entre pacientes con cancer y controles sa-

tiroides Grupo control: 96 miR-92a-3p nos, asi como, mostraron la capacidad de

personas sanas

diferenciarlos de aquellos pacientes con

bocio benigno. *

Tabla 2. Biomarcadores exosomales para el diagnostico de cancer

DISCUSION

Actualmente, existen diversas técnicas sofisticadas que permiten el aislamiento de vesiculas extracelulares
facilitando su estudio. No obstante, limitaciones como la heterogeneidad de su tamafio disminuyen su eficacia,
es asi que, durante un estudio de comparacion de exosomas obtenidos mediante ultracentrifugacion y utili-
zando un kit comercial, este Gltimo mostrd exosomas de un tamafo mayor, ademas de una concentracioén
menor de los mismos*. Otro factor que considerar, de acuerdo con Tian y colaboradores, es la preparacion y
tratamiento inicial de la muestra, tomando en cuenta si proviene de un fluido biolégico o de un cultivo celular,
ya que, cada componente extracelular puede representar una interferencia para su pureza y composicion final**.
En el caso de cultivos celulares, la cantidad y calidad de nutrientes, la presencia de microorganismos y la
cantidad de oxigeno en el medio, influyen en la concentracion de exosomas producidos, asi como, en su com-
posicion®*. Un ejemplo claro es el experimento de Palviainen et al., quienes compararon los exosomas deri-
vados de células de cancer de prostata entre un cultivo celular tradicional y un biorreactor, en este ultimo, se
vio una disminucién en la expresion de ciertos metabolitos de la via de los lipidos, probablemente por la
presencia de una membrana que permitia inicamente el paso de nutrientes con un peso menor a 10kDa*®. Por
el contrario, en fuentes bioldgicas como muestras sanguineas, orina, liquido cefalorraquideo, saliva, entre
otras, es importante la eliminacion de materiales no vesiculares como proteinas, lipidos y metabolitos celulares,
para esto, generalmente se utiliza la ultracentrifugacion o distintos métodos basados en la filtracion y espec-
trometria de masas'>3°.

Ademas, durante su procesamiento es importante tomar en cuenta la concentracion de los reactivos utilizados,
principalmente de aquellos que pueden alterar la estructura de estas vesiculas, como los detergentes, ya que,
una concentracion inadecuada puede destruir la membrana externa de los exosomas*. Estos inconvenientes
hacen necesaria la estandarizacion y mejora de los procesos actuales, asi como, la busqueda de nuevas técnicas,
por ejemplo, la microfluidica®’, aplicacion de modelos de deconvolucion de pureza®® o métodos de secado por
congelacion®®, mismas que han demostrado su funcionalidad para aislar y caracterizar moléculas con utilidad
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diagnostica, sin embargo, ampliar la investigacion en cuanto a su reproducibilidad y efectividad en diferentes
tipos de muestras y volumenes es fundamental para su aplicacion clinica.

Como se observa en la Tabla 2, las moléculas més prometedoras al momento de identificar células tumorales
son las proteinas y acidos nucleicos presentes en los exosomas. Todas estas biomoléculas han demostrado una
amplia utilidad clinica abarcando el diagnostico, monitoreo, prondstico y terapia de esta patologia. Una de sus
principales caracteristicas es que su concentracion es mayor en comparacion con Células Tumorales Circu-
lantes (CTC) y ADN tumoral circulante (tcADN)>’Asimismo, presentan una alta estabilidad en diferentes
liquidos, tal como, se observo en el estudio realizado por Lin et al., en este caso el ARN largo no codificante
IncUEGC1 se mantuvo intacto a pesar de la aplicacion de ARNasas en muestras plasmaticas, a diferencia de
IncUEGC?2, que evidencio su presencia a nivel exosomal y libre en plasma, ya que, su concentracion dismi-
nuyo al tratar las muestras con estas enzimas?®.

Igualmente, en varias investigaciones se ha determinado que la presencia de biomarcadores exosomales fun-
ciona como una herramienta diferencial, tanto entre pacientes con cdncer en comparacion con grupos control
18.19.20.25 " asi como, al comparar exosomas derivados de células tumorales con componentes celula-
res adyacentes, tal es el caso de la expresion de miR-15a-5p exosomal propuesto para el diagnostico temprano

saludables

de carcinoma endometrial, en donde su presencia fue siete veces mayor a nivel de tejido tumoral que en células
adyacentes®>. Tomando en cuenta estas caracteristicas diferenciales, lo ideal a nivel clinico es la creacion de
perfiles que contengan un conjunto de proteinas o 4cidos nucleicos con una expresion alta, especifica y sensi-
ble para cada tipo de cancer.

Por ejemplo, en un estudio sobre el cancer de pulmon, se demostrd que es posible realizar un perfil proteémico
con F13A1, CFHR4 y otras proteinas asociadas al estado hipercoagulante en estos pacientes.!® En otros casos
como en el cancer de mama, se incluyen proteinas de superficie exosomal como GPC-1, GLUT-1 y ADAM10,
mismas que permiten determinar aquellos pacientes con un mal pronostico, la presencia de tumores de mayor
grado y riesgo de desarrollar metastasis?’, mientras que en el neuroblastoma, proteinas como MYH9, FN1,
CALR, AKAPI12 y LTBPI son ttiles para diagnosticar pacientes con alto riesgo de desarrollar fenotipos tu-
morales agresivos?®. Otra funcionalidad valiosa, es su potencial para discriminar entre pacientes que presentan
enfermedades benignas con pacientes que realmente tienen cancer, como la expresion de miR-451a mismo
que mostré una especificidad de 89.47%, permitiendo determinar aquellos pacientes que tienen cancer de
péncreas y aquellos que presentan pancreatitis benigna®. En el cincer epitelial de ovario y cncer papilar de
tiroides, las especies descritas en la Tabla 2 en conjunto tienen una especificidad diagnostica de 72.0% y 62.2%
respectivamente ayudando a la discriminacién con otras afecciones a nivel de estos tejidos>%2.

A su vez, se ha encontrado que combinar los biomarcadores aumenta su especificidad al momento de diag-
nosticar, en particular en el cancer de prostata la expresion de ERG, PSMA y PCA3 muestran un Area Bajo
la Curva (AUC) superior a 0.75, sin embargo, al combinar ERG+PSMA, PCA3+PSMA y ERG+PCA3, este
aumenta a 0.85%!. Incluso, se pueden combinar con los biomarcadores tradicionales como son PSA y PI-RADS
con PCA3+PSMA obteniendo un AUC de 0.9145%!. Otro estudio similar, basado en el cancer de pulmén de
células no pequeiias, demostrdé que la combinacidon de las proteinas exosomales AHSG y ECM1 con CEA
aumentan la especificidad de este Gltimo como biomarcador tumoral, mostrando un AUC superior a 0.90 en
ambos casos*’. De esta manera, se evidencia que el aislamiento de moléculas exosomales funcionan también,
como herramienta de apoyo para los métodos existentes, facilitando de cierta manera su aplicacion a nivel
clinico.

8 clinicalBiotec



https://clinicalbiotec.com/

Bionatura Journal 10.70099/B]/2025.02.01.12

Ampliar la investigacion sobre los exosomas en cuanto a su participacion como modulares activos del micro-
ambiente tumoral, permitiria entender de mejor manera los diferentes mecanismos que conlleva el cancer®.
Particularmente en el cancer colorrectal, se ha observado que una alta concentracion miR-106b produce la
polarizacion de macréfagos a subtipo M2, induciendo la metastasis*'. En el caso del cancer pulmonar, la mi-
gracion de linfocitos esta asociada a las proteinas WASL, STK10 y WNKI, asimismo, se ha observado una
disminucién de la poblacion linfocitaria en relacion con el aumento del estadio tumoral, sin embargo, no se
conoce completamente si estos linfocitos se correlacionan con el desarrollo de metastasis'®. Del mismo modo,
en la investigacion realizada por Risha et al., acerca del perfil protedmico de los exosomas asociados al cancer
de mama, la expresion proteica de GPC-1, ADAM10 y GLUT-1 se asocidé a mecanismos de transporte y
adhesion?’.

De igual forma, se demostrd que los exosomas derivados de células de tumor del estroma gastrointestinal
(GIST) son transportadores del receptor de tirosin-quinasa oncongénco (KIT), provocando la activacion de
vias de senalizacion de fosfoquinasa, ademas de cambiar fenotipicamente otro tipo de células provocando la
secrecion de Metaloproteinasa de Matriz 1 (MMP1) aumentando el riesgo de invasion tumoral*?. Otro ele-
mento importante son los fibroblastos asociados al cancer (CAF), se ha evidenciado que la expresion de
ncARN contenidos en exosomas derivados de CAF es directamente proporcional con el riesgo potencial de
cancer de colon*. Como se evidencia en este tiltimo caso, la heterogeneidad de los componentes exosomales
debe ser explotada, pues existen biomoléculas ademés de proteinas y microARN ftiles para la deteccion del
cancer. Un ejemplo importante son los carbohidratos, especificamente los glucanos como el 4cido sidlico en
exosomas urinarios, cuya expresion se relaciona a un potencial negativo en pacientes con cncer de prostata*®,

Igualmente existen ciertos grupos de ARN como los microARN derivados de ARNt, mismos que a pesar de
representar entre un 0.2-2% de moléculas de miARN han demostrado su alta expresion en plasma de pacientes
con cancer 22, Otro de los ARN no codificantes son los ARN circulares (circARN), como circSIPA1L3, mismo
que participa en la reprogramacion de células tumorales predisponiendo a metastasis a pacientes con cancer
de mama triple negativo®. Similar a la desregulacion de ARN largos no codificantes (IncARN), en este caso
DLX6-AS1 es protagonista en la metastasis hacia ganglios linfaticos*®. Ademas, se ha observado que especies
como piR-019308 y piR-004918 pueden aumentar la sensibilidad y especificidad diagndstica de marcadores
tumorales como CEA y CA199 sobre el 70% y 90% respectivamente para la deteccion de cancer gastrico?’.
Lograr la validacion de otras especies de ARN no solo mejoran el diagnostico de los pacientes, si no que,
permiten conocer el tipo de tratamiento, ya sea farmacologico o de reseccion, optimo de acuerdo con las
caracteristicas tumorales y moleculares de manera personalizada®’.

Para lograr el aislamiento correcto de estas biomoléculas, es necesario que, durante el procesamiento de las
muestras, ya sea, directamente de tejido tumoral, de suero/orina de pacientes o cultivos celulares, se difiera
entre exosomas derivados de tumor y no derivados, dado que, en un estudio realizado por Ludwig et al., al
evaluar la expresion de TGF-f en carcinoma de cabeza y cuello sin diferenciarlos, no fue posible determinar
la significancia clinica en relacion con el tamafio de tumor o su estadio®®. Actualmente, existen varias técnicas
para el aislamiento de exosomas que pueden ser adaptadas a los objetivos de cada estudio'*!*!*, Por ejemplo,
se puede reemplazar la ultracentrifugacion por la ultrafiltracion para la preparacion de la muestra, utilizar
columnas o filtros adecuados al tamafio de particulas que representan contaminacion para el aislamiento, asi
como, enriquecer marcadores exosomales para su correcta identificacion, de esta manera es posible optimizar
tiempo y recursos al momento de realizar una investigacion*.
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A pesar de aplicar recomendaciones como almacenar la muestra a temperatura adecuada, tomar en cuenta el
lugar anatémico de la toma de muestra y evitar la contaminaciéon con microorganismo’’, es posible que los
modelos experimentales comprometan la pureza final del aislamiento, siendo una de las principales proble-
maticas en el estudio de los exosomas, pues hoy en dia, no existe un método que permita la eliminacion
completa de otras moléculas presentes en la muestra’!. Una de las alternativas mas funcionales es la cromato-
grafia por exclusion de tamafio, con la modificacién o adicion de pasos'®. Ademas, su reproducibilidad a nivel
clinico sigue representando un desafio, especialmente debido al limitado tamafio de muestra (participantes)
que se utiliza durante la mayoria de las investigaciones, pues esto dificulta la correlacion de la expresion de
biomarcadores con diferentes factores que influyen sobre los exosomas'’. Ademads, es importante tomar en
cuenta que la implementacion de los equipos necesarios y la adquisicion de los reactivos adecuados en un
laboratorio puede llegar a ser costoso, sin mencionar la precision que se necesita para mantener los equipos
calibrados adecuadamente para asegurar que los resultados obtenidos se correlacionan de manera especifica
con cada paciente.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS A FUTURO

Gracias a la asociacion de los exosomas con su célula de origen, el aislamiento e identificacion de biomarca-
dores tumorales derivados de estos representan un avance significativo en el pronostico, diagndstico y trata-
miento del cancer. El estudio de estos biomarcadores representa una herramienta ttil en el reconocimiento del
origen y estado tumoral, asi como, en la clasificacion de cada tipo de cancer en base a diferentes enfoques
desde el tipo de tejido afectado y el riesgo que representa para cada paciente. Sin embargo, la investigacion
continua es necesaria para encontrar nuevos métodos o realizar modificaciones de las técnicas actuales que
permitan la extraccion adecuada de los exosomas, ya sea, a partir de fluidos biolégicos como de cultivos
celulares; asegurando al mismo tiempo la validacion y estandarizacion de estas técnicas para su aplicacion en
escenarios clinicos. De esta manera, se facilitaria el establecimiento de puntos de corte y valores de referencia
utiles para la toma de decisiones por parte del personal médico. La actualizacion de las técnicas abre la opor-
tunidad de brindar un diagnostico precoz, claro y preciso, que en conjunto incrementa la esperanza de vida de
miles de personas alrededor del mundo, pues ademas, la administracion de tratamientos podria ser personali-
zado para cada paciente.
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