Diagnostico in vitro

LOS EXOSOMAS COMO HERRAMIENTA

EN BIOPSIA LIQUIDA

Los exososomas son un conjunto de vesiculas extracelulares que, liberados en los
biofluidos corporales, transportan componentes (proteinas, ADN, ARN, lipidos, etc.)
de la célula de la que provienen. Se trata de una prometedora herramienta en biopsia
liquida para el diagnostico, prondstico y seguimiento de diferentes patologias.

La biopsia liquida (LB) representa una alternativa a las
biopsias de tejido y ofrece la oportunidad de detectar y
sequir la evolucién del cancer a través del analisis de un
fluido bioldgico, como por ejemplo la sangre, la saliva, la
orina o el liquido cefalorraquideo. Las ventajas que ofrece
son un andlisis rapido, mas sencillo y minimamente inva-
sivo de la muestra, que ademas puede llevarse a cabo de
manera repetida, proporcionando informacién a tiempo
real de la evolucion de la enfermedad.

Desde que la FDA (Food and Drug Administration) aprobase
el método CellSearch™ de enumeracion de células tumorales
circulantes (CTC) en la sangre, para predecir el prondstico de
pacientes con cancer colorrectal, de mama, y de prostata, el
numero de aplicaciones de la LB ha aumentado rapidamente.
Al andlisis de estas CTC se han sumado otros elementos que
derivan del tumor como el ADN tumoral circulante (ctDNA), el
ARN circulante libre de células (mRNA, miRNA), las plaquetas
"educadas por el tumor” o las vesiculas extracelulares.

Las vesiculas extracelulares (extracellular vesicles, EVS)
son unas particulas de tamafo nanométrico que son
secretadas por todos los tipos celulares. Transportan dife-
rentes componentes de la célula de la que provienen, como
proteinas, lipidos y acidos nucleicos protegidos de las
enzimas del exterior a través de una doble bicapa lipidica.
Las EVs median procesos de comunicacion célula-cé-
lula, tanto fisiolégicos como patoldgicos. Actualmente se
han descrito diferentes subtipos de EVs, como exosomas,
microvesiculas, ectosomas, oncosomas y cuerpos apop-
téticos, que se diferencian por su tamafio, contenido, bio-
génesis y su funcion.

Los exosomas son un tipo clave de EVs, con un tamafo
de entre 30-160 nm, cuya biogénesis implica a la mem-
brana plasmatica endosomal y posteriores interacciones
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con otras vesiculas y organulos intracelulares que generan
el contenido final de los exosomas. Estan enriquecidos en
una serie de proteinas que se emplean para su caracteri-
zacion, como las tetraspaninas (CD9, CD63, CD81, CD82),
las proteinas de choque térmico (HSP70, HSP30) o las pro-
tefnas implicadas en la liberacion de los exososmas (Alix,
TSG101). Sin embargo, la poblacién de exosomas presen-
tes en un biofluido es heterogénea, presentando diferentes
perfiles de expresion de estos marcadores y reflejando asi
un origen celular y una funcion diferentes. Los exosomas
ejercen su funcion a través de la interaccion con la célula
receptora, mediante la fusion directa de sus membranas,
la interaccion ligando-receptor o mediante endocitosis.

La investigacion en el campo de las EVs, y en concreto
delos exosomas, se estd viendo impulsada por el potencial
diagndstico vy terapéutico de estas estructuras, con apli-
caciones no solo en el campo de la salud humana, como
el area de la oncologia, las enfermedades neurodegene-
rativas, cardiovasculares, los trastornos del embarazo o
el trasplante de 6rganos, entre otras, sino también en el
campo de la veterinaria.

Los exosomas muestran ventajas significativas sobre
otras fuentes de LB. En primer lugar, se ha descrito su pre-
sencia en la mayoria de fluidos biolégicos, incluyendo la
sangre, orina, saliva, liquido cefalorraquideo, leche materna,
semen, fluido amnidtico y ascitis. Se trata de estructuras
muy estables, debido a la bicapa lipidica, que conserva en
su interior el material protegido y que permite su almace-
namiento a -80°C por largos periodos de tiempo. Ademas,



son secretados por células vivas y en mayores cantidades
que, por ejemplo, las CTC. Asimismo, se ha descrito que el
ADN contenido en los exosomas (exoDNA) presenta mayor
sensibilidad y especificidad en la deteccion de alteraciones
que el ctDNA, incluso se ha descrito que muestran supe-
rioridad a los biomarcadores convencionales basados en
suero, como el antigeno carcinoembrionario, en cuanto a
precision diagnostica. Sin embargo, una de las principales
ventajas reside en la estabilidad conferida al ARN que por-
tan en su interior. Por todo ello, los exosomas presentan
un gran potencial como herramientas para el diagnéstico,
pronostico y seguimiento de la evolucién de los pacientes.
Sin embargo, su traslacion a la practica clinica esta limi-
tada por la falta de un método de aislamiento estandari-
zado, que sea sencillo, eficiente y reproducible.

Actualmente las principales aplicaciones de los exoso-
mas son como biomarcadores, sistemas de administra-
cion de farmacos, terapias y las vacunas contra el cancer.
Si realizamos una busqueda en la base de datos de ensa-
yos clinicos Clinicaltrials.gov, mas del 50% de los mismos
se centran en aplicaciones relacionadas con la busqueda
de biomarcadores exosomales.

Actualmente se emplean diferentes métodos de aisla-
miento de exosomas que presentan ventajas y limitacio-
nes, considerandose la ultracentrifugacion diferencial
(UC) el método de referencia. Esta técnica se basa en la
separacion secuencial de particulas por sedimentacion en
funcion de su tamafio y densidad. Se trata de un método
relativamente sencillo y econdmico, pero presenta la des-
ventaja de que requiere grandes volimenes iniciales de
muestra y los exosomas recuperados suelen presentar
contaminacion por proteinas co-precipitadas. Ademas,
la ultracentrifugadora es un equipamiento costoso y con
grandes dimensiones que no esta disponible en todas las
instalaciones. Por ello, recientemente, esta técnica de ais-
lamiento esta dejando paso a otras tecnologias que con-
sumen menos tiempo y son mas accesibles.

El aislamiento por inmunoafinidad se basa en la presencia
de proteinas de superficie o antigenos en la membrana de los
exosomas. Se emplean anticuerpos que pueden estar unidos
a diferentes soportes como placas de cultivo, beads magné-
ticas, sistemas de microfluidica, etc. Esta tecnologia permite
aislar exosomas a partir de pequefas cantidades de muestra,
pero tiene la limitacion, afiadida al coste, de aislar subpobla-
ciones de exosomas especificas, en funcion del anticuerpo
empleado, lo que también lleva asociado un bajo rendimiento.

El aislamiento mediante ultrafiltracion (UF) se basa
en el uso de membranas semipermeables con rangos de
poros especificos que descartan primero las particulas mas
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grandes y los exosomas se recuperan en un eluido. En este
caso, el rendimiento es inferior al de la UC, los filtros pueden
obstruirse y también se ha descrito la presencia de proteinas
contaminantes.

La cromatografia de exclusion por tamaiio (SEC) esta
superando a otras técnicas de aislamiento de EVs por los
tiempos de procesamiento necesarios. Sin embargo, el
rendimiento de exosomas extraidos es bajo, por lo que se
requiere un gran volumen de partida. Aisla las diferentes
vesiculas ya que se ralentizan al entrar en los poros del
gel, y permite recoger las diferentes fracciones en los elui-
dos. Esta técnica puede preservar la estructura de las EVs
mejor que la UC y la UF, sin embargo, no puede separar-
las eficazmente de lipoproteinas o agregados proteicos de
tamafo similar.

El empleo de los exosomas como herramienta de diag-
nostico y seguimiento en clinica y en veterinaria presenta
un futuro muy prometedor. En base a las ventajas de la LB
en general y de las EVs, en particular, actualmente existen
diferentes kits comerciales de aien Nexotech hemos desa-
rrollado un kit comercial de purificacion de EVs llamado
EXoGAG. ExoGAG es un método rapido, tan sélo requiere
20 minutos, y sencillo, siendo necesaria una centrifugadora
de laboratorio convencional, para aislar exosomas a partir
de un pequefio volumen de muestra. La ventaja de esta
tecnologia es que el tipo y las caracteristicas de la matriz
no condicionan el rendimiento a la hora de aislar exoso-
mas, pudiendo emplearse en muestras de plasma, suero
y orina, pero también leche, saliva o medio de cultivo. Asi
mismo, una vez aislados los exosomas en formato pellet,
el rendimiento y la calidad de los mismos permite llevar
a multitud de aplicaciones posteriores para caracterizar
su contenido, tanto a nivel proteico (ELISA, WesternBlott,
citometria) como genético (GPCR, ddPCR, NGS). Se trata
de una tecnologia robusta y eficiente en el aislamiento de
EVs, con un rendimiento éptimo para la aplicacion clinica
y veterinaria.
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