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RESUMEN

La terapia celular basada en células mesenquimales/estromales se aplica ampliamente en la
medicina moderna, aun cuando no todos los mecanismos de supervivencia y diferenciacion
estan identificados. Sin embargo, hace pocos afios se comenzaron a encontrar elementos
extracelulares que generan nuevos paradigmas. En el presente trabajo se explican las
principales caracteristicas y funciones atribuidas a los exosomas, nanoparticulas
constituidas por microvesiculas secretadas por las células con efecto en la matriz
extracelular, y su repercusion como alternativa hacia una medicina regenerativa libre de
células. Estas estructuras participan de forma notoria y crucial en la comunicacion
intercelular, lo que ha supuesto un cambio en el concepto de las funciones y el papel que
desempefian estas vesiculas en los organismos vivos, en particular en la restauracion de
tejidos dafiados y la respuesta inflamatoria e inmunoldgica. Se comentan algunos ejemplos
de la repercusion biotecnolégica de los exosomas en empresas y el mercado
biofarmacedtico.

Palabras clave: exosomas; vesiculas extracelulares; nanoparticulas; células

mesenquimales.

ABSTRACT

Mesenchymal/stromal cell-based therapy is widely applied in modern medicine, even
though not all survival and differentiation mechanisms are identified. However, a few years
ago, extracellular elements began to be found that generate new paradigms. The present

work explains the main characteristics and functions attributed to exosomes, nanoparticles
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made up of microvesicles secreted by with an effect on the extracellular matrix, and their
impact as an alternative towards cell-free regenerative medicine. These structures
participate, notoriously and critically, in intercellular communication, which has led to a
change in the concept of the functions and role that these vesicles play within living
organisms, particularly in the restoration of damaged tissues and the inflammatory and
immunological response. Some examples of the exosomes’ biotechnological impact on
companies and the biopharmaceutical market are discussed.
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Introduccion

La medicina regenerativa basada en la terapia celular con el uso de las llamadas células
mesenguimales/estromales (MSCs) y otras células estromales se ha convertido en un tema
recurrente de investigacion y ensayos clinicos en humanos a escala internacional durante
los ultimos afios. Esta terapia presenta opciones terapéuticas que van desde el implante de
todo el tejido como en el trasplante de médula dsea o la inyeccion de células autélogas
aisladas o en mezclas, o de MSCs alogénicas derivadas de diversos tejidos como adiposo,
sangre, huesos y cerebro.

De esta manera el paso del laboratorio a la clinica se desarroll6 tanto a través de miles de
ensayos clinicos a escala global como de indicaciones que abarcan varias especialidades
médicas y, por lo general, con muy buenos resultados practicos.® Sin embargo, algunos
atribuyen los efectos de estas células a factores paracrinos emitidos por ellas con
propiedades antinflamatorias, de reprogramacion inmunoldgica y de activacion de vias
regenerativas por diversos mecanismos debido a pequefias moléculas, como factores de
crecimiento, citocinas y quimiocinas, que son secretadas a muy bajas concentraciones en el
entorno celular y que contribuyen al efecto terapéutico.

Actualmente se reconoce que ademas de elementos solubles, estas células también liberan
vesiculas extracelulares (VES) que abarcan un grupo de estructuras muy heterogéneas tanto
por su tamafio y forma, como por su contenido y las funciones que desempefian.®% La

hipétesis paracrina inspir6 a muchos a desarrollar sus investigaciones en medicina
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regenerativa para sustituir las MSCs por las VEs aisladas del medio extracelular y aplicarlas.
Es importante sefialar que por el descubrimiento del sistema de control del transporte y
liberacion de contenidos celulares, se le otorgd el Premio Nobel de Medicina 2013 a los
doctores E. Rothman, R.W. Schekmany T. C. Siidhof.

Generalmente se distinguen tres tipos principales de VEs segun su diametro y funciones:
cuerpos apoptéticos (1-5 pum), microvesiculas (MVs) (100 nm-1um) y los exosomas (30-
100 nm), estos con una actividad biologica similar a las células; se distinguen de las
anteriores estructuras por su morfologia y tamafio.) Los exosomas son nanoparticulas
constituidas por microvesiculas secretadas por las células con efecto en la matriz
extracelular. En maltiples publicaciones se plantea que constituyen elementos claves en la
comunicacion intercelular®®” y en la modulacion de la inmunidad celular® con efectos
terapéuticos; esto ha sido un avance revolucionario para la medicina regenerativa al logarse
resultados alentadores sin la aplicacion directa de las células que los generan.® En esta
comunicacion, se ofrece informacion sobre los mecanismos que estan involucrados en las
aplicaciones de los exosomas derivados de MSCs (MSCs-exo) en terapias libre de células;
es decir, se explican las principales caracteristicas y funciones atribuidas a los exosomas, y

su repercusion como alternativa hacia una medicina regenerativa libre de células

Analisis y sintesis de la informacion

¢ Queé son los exosomas?

Los exosomas son secretados por los cuerpos multivesiculares (MVBs) de las células a
través de la fusion de ellos con la membrana celular.®® Se vieron por primera vez como
elementos secretados por los reticulocitos de carnero hace casi 50 afios,*™" pero hoy se
conoce que son secretados por varios tipos de células que incluye los linfocitos B, células
dendriticas, mastocitos, linfocitos T, plaquetas, células de Schwann, tumorales y
esperma.®? Sin embargo, se considera que los exosomas son el grupo de vesiculas de mas
reciente descubrimiento en cuanto a su potencial.*¥

A diferencia del resto de las VEs, los exosomas estan directamente implicados en la
comunicacion intercelular y ganan protagonismo en todo tipo de procesos tanto fisioldgicos
como patoldgicos. Se caracterizan por contener una bicapa lipidica con un diametro entre
40-120 nm, densidad en sacarosa entre 1,13-1,19 g/mL, y pueden sedimentar a la alta

velocidad de 100 000 g.* Se detectan en la mayoria de los liquidos bioldgicos que incluye

(@) ev-rc | 3

Esta obra esté bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




eCiMED

/@  EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

sangre, orina, liquido cefalorraquideo, linfa, liquido sinovial, leche materna, salivay otros,®
con una funcion principal de mensajeros intercelulares.®1%)
Se reconoce también que son muy diversos en la composicion de su bicapa lipidica y en su
contenido, lo que les confiere una alta selectividad de interaccion con la célula diana y
capacidad de modificacion del metabolismo celular, gracias a las proteinas y los acidos
nucleicos que transportan, ya que son ricos en muchas moléculas bioactivas como lipidos,
proteinas, MRNAs, RNA de transferencia (tRNA), RNA no codificado largo (IncRNAS),
microRNAs (miRNAs) y DNA mitocondrial (mtDNA).*®
La mayoria de los exosomas poseen un grupo de proteinas evolutivamente conservadas
como las tetraspaninas (CD81, CD63, y CD?9), proteinas del shock térmico (HSP60, HSP70
y HSP90), ALIX y el gen 101 tumor-susceptible (TSG101), asi como proteinas especificas
y Unicas segun el tipo de tejido que refleja las células de su origen.*” Como resultado de su
alta selectividad y su capacidad de llevar mensajes entre distintos tipos celulares, junto con
su pequefio diametro y su baja inmunogenicidad, se han convertido en objeto de estudio
como agentes terapéuticos en enfermedades cardiovasculares, musculo-esqueléticas,
broncopulmonares, dermatoldgicas, neurodegenerativas y oncoldgicas, entre otras.
También actian como posibles vectores endogenos para el transporte de medicamentos por
su accion inmunomoduladora,®y se valora su posible aplicacion en terapia génica.? Otro
aspecto es que se detectan alteraciones en sus caracteristicas en muchas enfermedades, como
en el cancer, lo que sugiere su importancia no es solo terapéutica sino también diagnostica.
¢, Coémo se obtienen?

Se conoce que las MSCs, en respuesta a condiciones de cultivo primario que mimetizan el
nicho del microambiente celular in vivo, modulan de forma importante el intercambio de
sefiales intercelulares e incrementan de forma significativa la secrecion de exosomas; se
plantea que esto se debe a una reprogramacion glicolitica que homogeniza el perfil
metabolico de las MSCs.?% 2D Se informa que los exosomas pueden ser liberados por
multiples tipos de células, incluye a las células dendriticas, T y B,?? células tumorales® y
MSCs.?¥ La formacion, liberacion y funcion de exosomas a partir del MSCs se ha
identificado y aislado del sobrenadante de cultivo de varios tipos de estas celulas que ya
tienen potencial terapéutico.

¢ Como interacttan con las células diana en los tejidos dafiados?
El abundante contenido de la carga identificada en los MSCs-exo hacen que funcionen

principalmente mediante la constante transferencia de miRNAs y de proteinas, > 150
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miRNAs y > 850 proteina unica. Resulta en la alteracion de varios tipos de actividades en
las células diana por diferentes vias, ya que muchos miRNA de esos exosomas se han
encontrado involucrados en procesos fisiologicos pero también patoldgicos, tales como
desarrollo de organismos, regulacion epigenética e inmunoregulacion. 52627
Asimismo, interactian con las células diana por adhesion a su superficie mediante los
receptores que actian como ligandos a lipidos, internalizacion via captura endocitica o por
fusién directa de estas vesiculas con la membrana celular, lo que da lugar a la liberacion del
contenido o carga del exosoma dentro de la célula diana, y asi modulan en la fisiologia de
la célula diana e influyen en la biologia del tejido y del organismo como un todo.®®
Los MSCs-exo pueden transportar material antigénico y expresar antigenos funcionales del
sistema principal de histocompatibilidad (SPH), lo que da como resultado que ellos tienen
el potencial de mediar en la respuesta inmunoldgica a través de la presentacion de
antigenos.®® Lo que explica sus potentes propiedades inmunomoduladoras y se dice que
desempefian un destacado rol en transportar y presentar los complejos funcionales de
antigenos del SPH unidos a péptidos, por ejemplo para modular la activacion de células T
especificas anti-tumorales.®% Se encontré que los MSCs-exo de médula 6sea son efectivos
en amortiguar la enfermedad injerto contra huésped (cGVHD) en ratones por inhibicion de
la activacion e infiltracion de linfocitos T CD4+. Se logra asi la reduccién de la secrecion
de linfocinas pro-inflamatorias y mejora la generacion células T reguladoras (Treg) con
expresion de 1L-10 e inhibicion de células TH17.G132 Las EVs derivadas de células
multipotentesestromales humanas suprimen la autoinmunidad en un modelo animal de
diabetes tipo 1 (T1D) y de la uveorinitis experimental auntoinmune.®? Los MSC-exo de
médula 6sea humana promueven la proliferacion de células Treg y la capacidad
inmunosupresora mediante la accion sobre las citosinas IL-10 y el factor de crecimiento
tumoral (TGF-B1) en células mononucleares aisladas de sangre periférica en pacientes
asmaticos.®®

Ventajas y desventajas en aplicaciones clinico/terapéuticas
Entre las ventajas potenciales del uso humano de MSCs-exo se sefiala que evitaria la
transferencia de células en situaciones en las que podrian ocurrir efectos adversos, como la
existencia de ADN mutado o dafiado, o un potencial embolismo pulmonar debido al
implante celular.®? Ademas, se puede emplear en aplicaciones sistémicas, los exosomas al
ser nanoparticulas circulan facilmente por el organismo y pasan la barrera hemato-

encefalica con facilidad, mientras que las MSCs son demasiado grandes para circular a
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través de los capilares, por lo que quedan retenidas en gran parte en la red capilar pulmonar.
Por otra parte, la dosis de MSCs infundidas disminuye rapidamente después de su
administracion, por lo que seria posible que la administracion de exosomas pueda lograr una
“dosis” que circule por el organismo en mayor medida en comparacion con su contraparte
celular.

No obstante, se considera que la principal desventaja de usar exosomas derivados de MSCs
es que la dosis seria fija e incapaz de reproducirse in vivo a diferencia de las células. A su
vez, la utilidad y eficacia de los exosomas depende de ciertos pardmetros criticos que
incluyen el desarrollo de procesos productivos robustos y de alta reproducibilidad para su
produccién y almacenamiento estandarizado, asi como de estudios clinicos que permitan
evaluar su efecto terapéutico.®

En el portal https://clinicaltrials.gov/ aparecen 133 ensayos clinicos en diferentes fases

relacionados directa o indirectamente con exosomas, de los cuales 55 emplean directamente

estos nano elementos en diferentes evaluaciones, en su mayoria relacionados a cancer.

Repercusion de las investigaciones sobre exosomas en la industria

biofarmacéutica y biotecnoldgica

En la industria de exosomas, actualmente se definen principalmente tres usos:©®

a) como herramienta de diagndstico a través de biopsias liquidas;

b) terapéutico de exosomas producidos en forma natural;

c) terapéutico de exosomas modificados (aproximadamente 34 empresas trabajan en
esta area, con un foco principal en cancer, enfermedades neurodegenerativas y

produccion e ingenieria de exosomas).

En el area de diagnostico destaca el caso de la empresa Exosome Diagnostics Inc.(EEUU),
que cuenta con 23 solicitudes internacionales de patentes publicadas a partir del afio 2015;
recientemente fue adquirida por Bio-Techne Corp. en $250 millones USD por sus
desarrollos para el diagnostico de cancer de pulmén y prostata.®

Actualmente hay tres empresas destacadas que estan trabajando en la produccion de

exosomas a gran escala:®

1. Evox therapeutics Ltd. (Reino Unido-Suecia) formada por la asociacion entre la
Universidad de Oxford y el Instituto Karolinska, con 15 solicitudes de patente
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publicadas desde el afio 2017; esta enfocada en el desarrollo de terapias basadas en
exosomas para desordenes metabolicos.

2. Asociacion entre Rooster Bio Inc. & Exopharm Pty. Ltd. (EE.UU.-Australia), la
primera dedicada a la comercializacion de MSCs y productos asociados para su
expansioén a nivel de Investigacién+Desarrollo y clinico, y la segunda propietaria del
proceso para la produccidn de exosomas a gran escala y bajo costo con foco en
enfermedades musculo-esqueléticas.

3. Codiak Bio Sciences (EE.UU.) ha creado lineas celulares inmortalizadas para
homogenizar la produccion de exosomas y modificar su contenido, posee 5

solicitudes internacionales de patente desde 2017.

En los dltimos 10 afios, las empresas relacionadas a exosomas han alcanzado un monto
global de $660 millones USD que comprenden principalmente levantamientos de capital y
subsidios publicos.®®

En Chile, las empresas Cells for Cells y Consorcio Regenero desarrollan dos lineas de

trabajo en exosomas: >

a) Produccion de exosomas en sistema de biorreactor con medio de cultivo sin
componente animal y acoplado a sistema de ultrafiltracién tangencial, para reducir
el costo de produccion.

b) Efecto antiangiogenico de MSCs-exoderivado de fluido menstrual (MenSC) para el
tratamiento de cancer; posee 2 solicitudes de patente para demostrar el efecto

terapéutico a nivel pre-clinico.
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