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RESUMEN

Los exosomas son pequefias vesiculas extracelulares secretadas por la mayoria de tipos
celulares y que se encuentran en casi todos los fluidos corporales. Los exosomas contienen
una amplia variedad de moléculas bioactivas, como acidos nucleicos, lipidos y proteinas.
Dentro de sus funciones fisioldgicas destaca su papel en el intercambio de informacion y
transferencia de material intercelular.

El higado se encarga de desempefiar papeles fisioldgicos criticos en el metabolismo como la
desintoxicacién, sintesis, digestion y almacenamiento. Las enfermedades hepéticas tienen
una alta incidencia y mortalidad en todo el mundo, siendo la causa de aproximadamente el
3,5% de muertes anuales.

El objetivo del presente trabajo de fin de grado es hacer una revision bibliografica sobre los
exosomas hepaticos, explorando el gran potencial de los acidos nucleicos y las proteinas
transportadas por los exosomas como biomarcadores de gran precision y no invasivos para
el diagnostico temprano y pronéstico de las principales enfermedades hepdaticas. Entre los
principales biomarcadores destacan: miRNA-122, miRNA-155, miRNA-192 y CD81. A su vez,
también se explora el potencial uso terapéutico de los exosomas como portadores de
medicamentos.

En este trabajo también se analizan los diversos desafios aln pendientes que hay que
afrontar, como la ausencia de un método estandarizado de aislamiento de exosomas, asi
como la falta de conocimiento.
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ABSTRACT

Exosomes are small extracellular vesicles secreted by most cell types and are found in almost
all body fluids. Exosomes contain a wide variety of bioactive molecules, such as nucleic acids,
lipids and proteins. Their physiological functions include their role in the exchange of

information and transfer of intercellular material.

The liver is responsible for critical physiological roles in metabolism such as detoxification,
synthesis, digestion and storage. Liver diseases have a high incidence and mortality
worldwide, accounting for approximately 3.5% of deaths annually.

The aim of this work is to make a literature review on hepatic exosomes, exploring the great
potential of nucleic acids and proteins transported by exosomes as highly accurate and non-
invasive biomarkers for early diagnosis and prognosis of major liver diseases. The main
biomarkers include: miRNA-122, miRNA-155, miRNA-192 and CD81. The potential
therapeutic use of exosomes as drug carriers is also explored.

This work also discusses the various challenges still to be addressed, such as the absence of
a standardized method for exosome isolation as well as the lack of knowledge.

KEYWORDS

Exosomes, hepatocytes, liver, liver diseases,
exosomes as biomarkers, exosomes in
treatment, hepatocytes, miRNA, nucleic acids,
proteins, liver fibrosis, hepatocellular carcinoma,
hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, liver failure,
nonalcoholic fatty liver, alcoholic fatty liver, acute
liver injury.
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ABREVIATURAS

ALD: Enfermedad hepatica alcohdlica.
ALF: Insuficiencia hepéatica aguda.
ARNmM: ARN mensajero.

circRNA: ARN circular.

DILI: Lesién hepética aguda.

ESCRT: Complejos de clasificacion endosmaéticos necesarios para el transporte.
EV: Vesicula extracelular.

HCC: Carcinoma hepatocelular.

ILV: Vesiculas intraluminales.

HSC: Célula estelar hepatica.

LF: Fibrosis hepatica

IncRNA: RNA largos no codificantes.
LSEC: Células endoteliales sinusoidales.
MVB: Cuerpo multivesicular.

miRNA: Micro ARN

MCS: Célula madre mesenquimal.
NAFLD: Enfermedad del higado graso no alcohdélico.
NASH: Esteatohepatitis no alcohdlica.
TDA: Enfermedad hepatica alcohdlica.
VHA: Virus de la hepatitis A.

VHB: Virus de la hepatitis B.

VHC: Virus de la hepatitis C.



1.INTRODUCCION

Las células son capaces de liberar vesiculas extracelulares (EV), un grupo heterogéneo de
compartimentos membranosos rodeados de una bicapa lipidica. Estos pueden transportar en
su interior diversas moléculas con distintas funciones biolégicas (1). Las EV, en funcién de su
tamafio y origen, se pueden dividir principalmente en exosomas (30-100 nm), microvesiculas
(0,1-1 um) y cuerpos apoptoéticos (1-4 um) (2).

En este trabajo nos centraremos en los exosomas, el grupo de menor tamafio. Los exosomas
observados por microscopia electrénica suelen tener una forma circular o eliptica con una
superficie concava (3). Estos son secretados por una amplia gama de tipos celulares, entre
los que se encuentran las células dendriticas, células epiteliales, adipocitos, macréfagos,
hepatocitos y linfocitos T y B, asi como también las células tumorales (4). Los exosomas se
pueden encontrar en casi todos los fluidos corporales como la orina, el plasma, la saliva, la
leche materna, el semen y el liquido cefalorraquideo, entre otros (5).

malmolog
oY hnditions © s Cargo
o & NucLEic AciDS,
PROTEINS, LIPIDS

Cett Memapayg

—

[ Biogenesis
MicROVESICLES and Release

(100-1000 NAt)

> Diagnostic

[ F 1 and
5«"@ Therapeutic

Potential

Ecrocyrosis

Lysosome
Fusion
(oeomavanon) = *

[

‘\ MULTIVESICULAR
EnpOsomE

Exosomes Py

(50-100 Nat)
VESICLE (LV)

INTRALUMINAL
o INTRACELLULAR RECEPTOR AND.
& SIGNALING LIGAND COMPLEX

PATHWAY

Rapz7A

[
EnpDOSOME
(EE)

CerLutar
ResPONSE Ve
ExocyTosis

Figura 1: Estirpes celulares implicadas en la secreciébn de exosomas. Adaptada de la
referencia 6.

1.1 BIOGENESIS

Los exosomas se producen mediante intrincadas vias de biogénesis, las cuales son Unicas
en funcién de sus células de origen. El proceso de biogénesis del exosoma comienza cuando
la membrana celular se invagina para formar un endosoma temprano, el cual, gracias al
procesamiento en el reticulo endoplasmatico rugoso y el aparato de Golgi, se convierte en un
endosoma tardio, también conocido como cuerpo multivesicular (MVB), ricos en muchas
vesiculas intraluminales (ILV) (6, 7). El destino principal de los MVB en la mayoria de las
células es fusionarse con los lisosomas, compartimentos acidos ricos en enzimas hidroliticas
gue degradan su contenido. En base a los andlisis protedmicos, algunos MVB se transportan
al aparato de Golgi para su recuperacion, mientras que otros MVB se fusionan con la



membrana celular para liberar las diversas vesiculas intraluminales al exterior celular, que
ahora pasan a llamarse exosomas (1).

Hay muchas moléculas que tienen un papel fundamental en la biogénesis y abscision de los
exosomas. Por un lado, un componente central de la biogénesis del exosoma involucra al
complejo ESCRT (del inglés, endosomal sorting complex required for transport), que es la
principal maqguinaria molecular involucrada en la sintesis de MVB y consta de 4 complejos
(1). Finalmente, la unién de la proteina VPS4 con ESCRT-Ill desencadena la liberacién
exosomal (8). El complejo ESCRT, junto con sus proteinas accesorias TSG101 (Tumor
susceptibility gene 101 protein) y ALIX (ALG-2 interacting protein), que se localizan en el lado
citoplasmético de la membrana endosomal, estan relacionadas con la clasificacion de la carga
del exosoma (1). Por otro lado, existe una via independiente de ESCRT que se basa en las
balsas lipidicas de la membrana endos6mica asi como en las tetraspaninas CD9, CD63,
CD81 y CD82, una familia de proteinas altamente conservadas que funcionan como
moléculas organizadoras en las membranas biolégicas y controlan funciones celulares
fundamentales, incluyendo la adhesién, migracion y proliferacion (1).

Cabe destacar la importancia de la familia Rab-GTP (proteinas reguladoras de la guanosina
trifosfatasa de Rab), que es la encargada de guiar los MVB hacia la periferia celular, donde
se fusionan con la membrana celular para liberar los exosomas. (1,8). Dentro de esta familia
destaca la implicacién de RAB27, RAB11 y RAB35 (9). Ademas, los SNAREs (soluble N-
ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptors), dentro de los que se
encuentran SNAP23 (familia T-SNARE), asi como VAMP7 y VAMP8 (V-SNARE), estan
también relacionados con la liberacién de los exosomas. (9)

Pero, pese a todas las investigaciones, la tasa de biogénesis de los exosomas es en gran
medida aun desconocida y difiere entre diferentes tipos de células y depende igualmente de
su estado fisioldgico o patolégico.

EXOSOMAS
(30-100 nm)
== — ==
ENDOSOMA
TEMPRANO

Figura 2: Biogénesis de los exosomas. Elaboracion propia con Biorender.

1.2 COMPONENTES

La composicion entre los distintos tipos de exosomas permite identificar su origen celular,
condicion fisiologica y estado de la enfermedad. Pero, pese a las diferencias, hay una serie
de caracteristicas en comdn con respecto a su composiciébn que comparten todos los
exosomas.



Componentes Carga exosomica Referencias

Proteinas de transporte: Anexinas, Rab 5, Rab7, flotilina.
Proteinas choque térmico: HSP60, HSP70, HSP90, HSPAS5, CCT2.
Enzimas metabdlicas: G3P-deshidrogenasa, ATPasa, GADPH,
PKM2, PGK1, PDIA3.

Factores transduccién de sefiales: ARF1, CDC42. 1,4,12,13,
Proteinas Proteinas citoesqueléticas: Actina, Miosina, Tubulina, Vimentina. 16
Proteinas productoras MVB: Alix, TSG101, Clatrina.

Proteinas especificas de las células/inmunitarias: MHC-I, MHC-II,
EGFR.

Tetraspaninas: CD9, CD10, CD26, CD53, CD63, CD81, CD82.
Factores adhesién: MFGES8, CAM, Integrina.

Lipidos Colesterol, esfingomielina, ceramida, fosfatidilserina y acidos 13, 16
grasos saturados.
ARN ribosémico (ARNr), ARN no codificante largo (ARNnc), ARN 1,6,13, 16,
ARNSs mensajero (ARNm), ARN de transferencia (ARNt), ARN nuclear 26,
pequefio (snRNA), microARN (ej: miR-21, miR23, miR-122).
ADN ADN doble cadena (dsDNA), ADN mitocondrial. 4,12,13, 16

Tabla 1: Principales constituyentes de los exosomas.

Gracias a los andlisis prote6micos y gendmicos, se ha revelado que los exosomas contienen
una amplia variedad de moléculas bioactivas, dentro de las que encontramos &cidos
nucleicos, lipidos y proteinas, tal y como se ilustra en la tabla 1. El contenido exosomico
puede revelar el estado funcional de la célula parental.

Independientemente del origen celular del exosoma, todos tienen una bicapa lipidica que
contiene balsas lipidicas, las cuales estdn compuestas por colesterol, esfingolipidos,
ceramida y fosfoglicéridos (10). Los lipidos no solo tienen un papel estructural fundamental
en las membranas de los exosomas manteniendo la estabilidad morfoldgica, sino que ademas
también estan relacionados con la regulacion de la biogénesis del exosoma y la comunicacién
celular (6).

Las proteinas no especificas son aquellas que se encuentran en la mayoria de los exosomas
y son independientes del tipo de célula que los secreta. Dentro de este grupo encontramos
las proteinas de superficie, como las tetraspaninas (CD9, CD63, CD81, CD82) y las
integrinas, las proteinas de choque térmico, las proteinas involucradas en la fusion de
membranas (anexinas, Rab 5, Rab 7...), las proteinas del complejo ESCRT (Alix y TSG101)
y las proteinas citoesqueléticas. Por otro lado, las proteinas especificas dependen de las
células de origen de los exosomas (1, 7, 10, 11, 12, 13).

Ademas, los exosomas contienen gran cantidad de material genético, entre los que destacan
ARNm, miRNA y pequefio ARN no codificante, que facilitan la comunicaciéon celular y son
considerados como marcadores potenciales para el diagnéstico de enfermedades (10). Los
microRNA son moléculas de ARN de una sola cadena no codificante que han sido
ampliamente estudiadas en los exosomas, dada su relacion con el desarrollo, inmunidad y
diferenciacion de las células madre y el cancer (5, 1).



Cabe destacar la importancia de los glicanos, que se encuentran normalmente como parte de
las glicoproteinas y glicolipidos. Son moléculas complejas cruciales dada su implicacién en la
biogénesis, liberacion, absorcién e interaccion de los exosomas con las células diana. Los
diferentes tipos de glicano presentes en los exosomas pueden servir como potentes
biomarcadores de condiciones patol6gicas (6).

El contenido de los exosomas puede variar ampliamente en funcién de los tipos o condiciones
de las células donantes, de manera que un conjunto distinto de cargas especificas puede
influir en las células receptoras y alterar los microambientes circundantes (14). Esta alteracion
de los componentes de los exosomas puede proporcionar potentes biomarcadores de
enfermedad (15).

1.3 FUNCIONES FISIOLOGICAS

Gracias a la extensa investigacion realizada sobre los exosomas, se conoce gue son capaces
de llevar a cabo una extensa gama de funciones fisioldgicas, de entre las que destacan la
importancia de su papel en el intercambio de informacion y transferencia de material
intercelular (4, 16). Recientes estudios han revelado que los exosomas son capaces de
transportar informacion genética entre células y a través de tejidos mediante transferencia
horizontal de macromoléculas (10). Los exosomas son capaces de comunicarse con las
células mediante tres mecanismos: 1) fusionarse con las membranas de las células diana, 2)
unirse a los receptores y 3) entrar directamente mediante endocitosis dependiente de clatrina
(4). Dadas las caracteristicas de sus proteinas de superficie los exosomas muestran una
especificidad alta para las células receptoras (9). La mayoria de los exosomas pueden
persistir en el microambiente extracelular durante largos periodos de tiempo (17).

Por otro lado, el riesgo de aparicion y progresion de ciertas enfermedades, incluyendo céancer,
afecciones autoinmunes o trastornos neuroldgicos entre otras, se pueden predecir mediante
el estudio de la relacion entre el nimero, el tipo, el tamafio y el contenido de los exosomas.
(14) Ademas, los exosomas pueden ser utilizados como portadores de ciertos medicamentos,
siendo asi una potente esperanza para el tratamiento de mdultiples enfermedades, como las
enfermedades hepaticas, cardiovasculares, metabdlicas e inmunitarias (16).

1.4 AISLAMIENTO

Pese al desarrollo de numerosas técnicas para poder separar de manera eficaz a los
exosomas de los fluidos biolégicos, hasta la fecha no se ha establecido un método
estandarizado de aislamiento de exosomas (10). Las técnicas mas utilizadas son la
ultracentrifugacion, precipitacion de polimeros, cromatografia de exclusion de tamafio,
ultrafiltracion y captura de inmunoafinidad (18). La técnica de aislamiento debe seleccionarse
de manera meticulosa segun el tipo de muestra a analizar asi como el propésito del estudio.



Método de
aislamiento

Ventajas

Desventajas

Ultracentrifugacion

Alta capacidad de
procesamiento.

Idénea para preparacion de
grandes volumenes.
Rentable.

Aislamiento de alta pureza.
Facilidad de operacion.
Optimo para aislar particulas
pequefias bajo fuerzas
centrifugas.

Método mas popular.

Agregacion de proteinas.
Contaminacion con
lipoproteinas

Depende de la diferencia de
densidades (la diferenciacién
entre exosomas y
microvesiculas es casi
imposible).

Reduccién del tiempo de
procesamiento.
No hace falta equipo

Posibilidad de obstruccién
que reduzca la vida util de la
membrana y el rendimiento

inmunoafinidad

Aislamiento de subpoblacién
especifica de exosomas de
alta pureza.

Ultrafiltraciéon especializado. de separacion.
Baja pureza.
Actividad biolégica de los
exosomas disminuida.
Captura de + Alta especificidad. Técnica mas cara.

Precipitacion de
polimeros

Facil utilizacién.
Eficiente en el tiempo.
No requiere dispositivos
especiales.

Alto rendimiento.

Contaminacion de otras
sustancias solubles en agua.
Las impurezas afectan a los
resultados.

Cromatografia de
exclusion de
tamafo

Se pueden separar vesiculas
pequefas y grandes.

Se eliminan contaminaciones
de proteinas solubles.
Preservacion actividad
bioldgica del exosoma.

Alta pureza. Alta
reproducibilidad.

Eficiencia en el tiempo y el
trabajo.

La columna de aislamiento
es cara.

No se pueden diferenciar
exosomas y microvesiculas
del mismo tamano.

Referencias: 10, 18

Tabla 2: Perspectiva de los métodos utilizados para preparar exosomas.




Tal y como se muestra en la tabla 2, todos los métodos actuales de aislamiento de exosomas
presentan ciertas ventajas y desventajas, siendo las principales limitaciones el bajo
rendimiento, el largo tiempo de separacién, las contaminaciones y la escasa pureza de los
exosomas aislados (14, 19). Se ha sugerido combinar técnicas de aislamiento para aumentar
la pureza, lo cual lleva consigo también el aumento del costo asi como la disminucién del
rendimiento y fiabilidad (10).

Por ende, la investigacion futura debe dirigirse hacia el desarrollo de procesos estandarizados
gue permitan el aislamiento y la caracterizacion de exosomas de alta pureza, lo cual
beneficiard en gran medida a la investigacion cientifica enfocada en la comprensién del papel
de los exosomas.

2.0BJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es realizar una revision bibliografica acerca del estado
actual de investigacion en los exosomas del higado, centrandonos principalmente en su
potencial para contener valiosos biomarcadores no invasivos de diagnostico y pronéstico asi
como exhibir efectos terapéuticos en las condiciones experimentales y clinicas en diferentes
enfermedades hepaticas.

3.MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se realiz6 una revision bibliografica de los articulos disponibles en la literatura
cientifica sobre los exosomas derivados de células hepaticas y sus posibilidades diagnésticas
y terapéuticas en enfermedades hepaticas. Para la busqueda bibliografica se empleé el
programa EndNote X7. La busqueda inicial se realizé con las palabras clave “exosomes” y
“liver’. De las referencias elegibles, fueron descartadas aquellas que no aportaban

informacioén relevante. —
Referencias
exportadas a

EndNote X7
n=176 Gazones para la exclusién:\

\ J e Exosomas no
pertenecientes al
Cualquier higado.

campo e Duplicados.
Idioma distinto al inglés
o espanol.
Referencias e Disponibilidad de

elegibles acceso restringida.
n= 65 \ /

Referencias
seleccionadas
n= 37

Figura 3: Diagrama de flujo de las etapas seguidas durante la seleccion de las referencias
bibliogréaficas utilizadas.
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4.RESULTADOS

El higado, como 6rgano metabdlico esencial del cuerpo, se encarga de desempenfiar papeles
fisiologicos criticos en el metabolismo como la desintoxicacion, sintesis, digestion vy
almacenamiento (20). Las células parenquimales, mas conocidas como hepatocitos, forman
parte de aproximadamente un 80% del volumen del higado y son las encargadas de llevar a
cabo las principales funciones hepéticas (14). Los hepatocitos permanecen en estado de
reposo, pero cuando se produce algun dafio en el higado son capaces de entrar en el ciclo
celular y proliferar para poder repoblar las regiones lesionadas (7). En caso de que el dafo
hepatico sea mas grave, los hepatocitos liberan citoquinas y estimulan la participacion en la
reconstruccion del higado de las células no parenquimales entre las que se encuentran las
células estelares hepaticas (HCS), células de Kupffer, células madre hepéaticas adultas y
células endoteliales sinusoidales (LSEC) (3, 7, 9, 14).

Las enfermedades hepaticas tienen una alta incidencia y mortalidad en todo el mundo, siendo
la causa de aproximadamente el 3,5% de muertes anuales (3, 11). En la actualidad la biopsia
de higado sigue siendo un estandar de eleccion en el diagnéstico y prondstico de las
enfermedades hepaticas, pero se trata de un procedimiento con algunas limitaciones, como
Su costo, la invasividad, morbilidad asociada o los errores de muestreo que pueden ocurrir al
tomar muestras a una pequefia parte del tejido hepatico. Ademas, el diagndstico de las
enfermedades hepaticas cronicas puede ser complejo debido a las distintas etapas que se
dan durante su progresion.

El interés cientifico por el uso de exosomas como biomarcadores de las enfermedades
hepéticas esta en alza, ya que puede ser una alternativa de gran precision ademas de no
invasiva y que permita el diagndstico temprano, lo cual mejora la tasa de supervivencia. Pero
aln queda un largo camino por recorrer antes de que esta opcién se convierta en una
realidad, ya que hay mucho desconocimiento alrededor de cual es su implicacién en las
enfermedades hepaticas y como aislar y purificar los exosomas. Pocos estudios han sido
realizados acerca de los exosomas del higado debido a que la mayor parte de la investigacion
en este campo se ha centrado principalmente en los exosomas derivados de células madre
mesenquimales (14).

VENTAJAS DESVENTAJAS
e Errores de muestreo.
« Meétodo mas utilizado y « Dificil diagnosticar enfermedades
conocido. crénicas con precision.
BIOPSIA DE « Diagnéstico y prondstico. e Procedimiento invasivo.
HIGADO e Coste econémico elevado.

e Cierta tasa de morbilidad asociada.

No invasivo. e Poca informacion.
Preciso. e Meétodos de aislamiento y
EXOSOMAS e Permite el diagnéstico purificacion alin no estandarizados.
temprano. * No estan claros todos los
biomarcadores de cada
enfermedad.

Referencias: 2, 14, 16.

Tabla 3: Comparativa entre el uso de biopsia de higado y exosomas para diagnosticar
enfermedades hepaticas.
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4.1 FIBROSIS HEPATICA

La fibrosis hepatica es un grave problema de salud mundial causado por la produccion y
acumulacion excesiva de colageno insoluble tras sufrir una lesion hepatica crénica (1, 22). Es
uno de los principales factores de riesgo para la aparicion de carcinoma hepatocelular y puede
conducir a la necesidad de un trasplante de higado (21, 22). La gran mayoria de los estudios
consultados destacan el papel protector de los exosomas contra el desarrollo de la fibrosis
hepatica al ser capaces de regular la activacidén de las células estelares hepaticas a través de
ciertos micro ARN y proteinas. Pero, pese al papel beneficioso que presentan algunos
compuestos que transportan los exosomas excretados por las células hepaticas, hay otros
gue potencian la progresion de la enfermedad, lo que los convierte en candidatos interesantes
para seguir investigandolos como posibles biomarcadores.

CONTENIDO EXOSOMAS EN FIBROSIS HEPATICA

TIPO ORIGEN CONTENIDO FUNCIONES
EXOSOMAS
miR-122 Predictor prondstico y promueve fibrosis hepatica.
miR-155
miR-1297 Promueve fibrosis hepatica.
miR17-92

Hepatocitos miR-103-3p | Predictor prondstico.
miRNA-192 | Potencial biomarcador y predictor pronéstico.

miR-222 Biomarcador predictivo para la fibrosis hepatica
miR-19a inducida por VHC.
miR-574-5p | Promueve fibrosis hepatica.

circDIDO1 Alivia fibrosis hepatica.

Suero
ACIDOS miR-151-3p Inhibe expresion genes fibrogénicos en los HSC
NUCLEICOS miR-483-5p | activados.
miR-532-5p
miR-687
Células de miR-690 Inhibe activacion fibrogénica mediante la
Kupffer regulacion descendente de expresion de NADK.
miR-199-5p | Control activacion células esteladas hepaticas
vecinas e inhibe CCN2.
miR-30a Su disminucién contribuye a autofagia.
HSC miR-128-3p | Aumentan la expresion, proliferacion y migracion
de los genes profibrogénicos.
miR-214 Atenta funcion profibrética de HSC activados.

Colangiocitos | IncRNA-H19 | Promueven activacién células esteladas hepaticas
y promueve fibrosis hepatica.

TLR3 Promueve fibrosis hepatica.
. Citocromo Promueve apoptosis hepatocelular.
Hepatocitos | pg50
CcD81 Promueve fibrosis hepatica. Asociado con
ASKA1 gravedad.
PROTEINAS gg:-rjl ) Promueven fibrosis hepatica.
Twist1 Inhibe activacién células esteladas hepaticas
vecinas.
HCS CTGF Regula la activacién y migracién de HSC, asi como

la respuesta inmune.

Fibrina Predictor prondstico y tratamiento.
REFERENCIAS: 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 16, 20, 22, 30

Tabla 4: Contenido de exosomas liberados por higados con fibrosis hepatica.
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4.2 CARCINOMA HEPATOCELULAR

El carcinoma hepatocelular es el tipo mas comun de cancer de higado y se ha convertido,
dada su alta tasa de mortalidad y rapido desarrollo, en un grave peligro para la salud publica
mundial (11, 17, 19, 23). La supervivencia de pacientes con carcinoma hepatocelular
avanzado es baja debido a la resistencia a los medicamentos asi como la insuficiencia de
donantes para realizar trasplantes de higado (24).

CONTENIDO EXOSOMAS EN CARCINOMA HEPATICO
TIPO ORIGEN CONTENIDO FUNCIONES
EXOSOMAS
miRNA-210 Induce angiogenesis y promueve progresion tumoral. Potenciales
miR-378b biomarcadores.
miR-155
miR-146a Promueve progresion tumoral al promover polarizacion M2 e inhibir funcion
células T.
miR-1273F Mejora fenotipo maligno, proliferacion, migracion e invasion celulas HCC.
Célula MIRNA-21 Promueven progresion tumoral al activar el gen supresor de tumores PTEN.
cancerosa
miR-223 Promueve crecimiento tumoral y metastasis.
miR-103 Promueve metastasis del HCC.
miR-135a-5p Promueve metastasis hepatica colorrectal.
Circ-004277 Promueve progresion tumoral y metastasis.
AcIDOS miR-12
NUCLEICOS miR-16
miR-141
miR-146
miR-18a
miR-221
miR-222
m:gfg‘:' Biomarcadores y predictores prondstico HCC.
miR-106b
miR-122
Suero miR-195
miR-30d
miR-140
miR-29b
miR-92a
let-7miRNA
miR-638 Indicador del riesgo de recaida en condiciones clinicas. Inversamente
relacionado con el tamafio del tumor.
miR-718 Relacionado con la agresividad del tumor.
miR-21 Promueven la proliferacion y la metastasis de las células cancerosas. Pueden
miR-10b ser utilizados como biomarcadores prondsticos y obijetivos terapéuticos.
HSC miR-148a-3p Su descenso promueve HCC
HGF Promueve Resistencia tumoral
CLEC3B Promueve angiogénesis y progresion tumoral
ANGT2
AFP
g‘.ﬂma Promueve progresion tumoral. Potenciales biomarcadores
PROTEINAS | Células | ERK1/2 diagnésticos.
cancerosas | GSK3 §
Shh
RRAS
CLND3e
Caveolina-1
S100A4 Promueve metastasis.
TGF-B1
Suero HIFT « Promueve progresion tumoral
CPE
[ REFERENCIAS: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 11, 20, 24, 29, 31, 32

Tabla 5: Contenido de exosomas liberados por higados con carcinoma hepatico.
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Los exosomas tienen un papel crucial en la apariciéon, desarrollo y metastasis del carcinoma
hepatico, principalmente gracias a la interaccion en el microambiente a través de los
exosomas entre las células hepaticas cancerosas con las células circundantes (3, 17, 25).

Los acidos nucleicos miRNA-210, miRNA-378b, miRNA-718, miRNA-21 y miRNA-92a
destacan por encima del resto dado que han demostrado estar significativamente
sobreexpresados en el carcinoma hepatocelular, asocidndose asi con la progresion del
cancer (2). Otros estudios analizados destacan como otros miRNA presentes en los
exosomas aumentan (MiRNA-18a, miRNA-221, miRNA-222, miRNA-224) o disminuyen
(miRNA-101, miRNA-106, miRNA-122, miRNA-195) en pacientes con HCC, pero aln se
desconoce si la diferencia en sus valores con respecto al contenido de los exosomas sanos
es lo suficientemente significativa como para que estos puedan ser considerados como
potenciales biomarcadores. Ademas, miRNA-12, miRNA-141 y miRNA-146 se asocian a una
mala supervivencia (11).

Con respecto a las proteinas mencionadas en la tabla 5, todas aquellas que estan
involucradas en la progresion tumoral, como ANGT2 (recombinant angt2 protein), AFP (alpha
fetoprotein), Shh (sonic hedgehog protein) o CLEC3B (C-Type Lectin Domain Family 3
Member B), entre otras, pueden tener un importante papel como biomarcadores diagndsticos
y pronosticos al poder indiciar el estadio de la enfermedad. A su vez, también son importantes
las proteinas que promueven la metastasis, ya que son indicadoras de la gravedad del
carcinoma hepatocelular.

4.3 LESION HEPATICA AGUDA

La lesion hepética aguda, también conocida como DILI, es una disfuncion hepatica inducida
por medicamentos o drogas que puede derivar en insuficiencia hepatica aguda (11).
CONTENIDO EXOSOMAS EN DILI

TIPO ORIGEN CONTENIDO FUNCIONES

EXOSOMAS
miR-122 Potencial biomarcador. Permite la

Hepatocitos miR-192 deteccion temprana de hepatotoxicidad

de los medicamentos.
miRNAs-122a-5p Biomarcadores del dafio hepatico.
AciDos miRNAs-192-5p
NUCLEICOS miRNAs-193a-3p
Suero miR-155 Regulan la inflamacién en las células

miR-146a inmunitarias.
miR-125b

Catecolamina-
metiltransferasa
Arginasa 1
Citocromo P450 2E1
(CYP2d1)
Fibronectina
Hepatocitos | Fibrinbégenos Biomarcadores diagnésticos de DILI.
Integrina
PROTEINAS CcD81
Hpsa5
FRIL1
Rap1A
Allix
CES3 Biomarcadores de la evolucién del dano
SLC27A2 hepatico.

Suero HSP90
HSP70

REFERENCIAS: 2, 11, 33, 34

Tabla 6: Contenido de exosomas liberados por higados con DILI.
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Se ha postulado que DILI causa cambios en los exosomas y que por ende la deteccion y
andlisis de su contenido puede ser de gran utilidad para el diagnéstico temprano. Los
principales biomarcadores potenciales de DILI son miRNA-122 y miRNA-192, cuyos niveles
aumentan de manera significativa y esto se puede detectar antes que otros marcadores
tradicionales de lesion hepatica, lo cual permite una deteccién temprana (11). Por otro lado,
hay ciertas proteinas, como CES3 (Carboxylesterase 3), SLC27A2 (Solute Carrier Family 27
Member 2), HSP (Heat Shock Proteins), cuya concentracibn aumenta cuanto mayor es el
dafio hepatico. Otras proteinas, tal y como se sefialan en la tabla, podrian ser biomarcadores
diagnosticos de DILI, pero hace falta mas investigacion para conocer la implicacién de cada
una de ellas en la enfermedad y su potencial importancia en el diagnéstico.

4.4 HEPATITIS

La hepatitis viral incluye como las principales manifestaciones clinicas los siguientes cinco
virus: Hepatitis A, B, C, Dy E. El virus de la hepatitis B (VHB) es un virus de ADN circular que
puede progresar a hepatitis B crénica y acabar derivando en el desarrollo de cirrosis o
carcinoma hepético (1, 3, 24). El virus de la hepatitis C es un virus de ARN que se transmite
através de la sangre y puede progresar a hepatitis crénica, carcinoma hepatocelular o cirrosis
(3, 24). La infeccién por VHB y VHC se han convertido en un problema importante para la
salud mundial. Hasta la fecha se tiene poca o ninguna informacion acerca del papel de los
exosomas en el virus de la hepatitis A, Dy E.

CONTENIDO EXOSOMAS HEPATITIS B
TIPO ORIGEN CONTENIDO FUNCIONES
EXOSOMAS

miR-222 Potencial biomarcador.

NOX1 Correlacionado positivamente con los indices
inflamatorios de la progresion de la lesion
hepatica.

Hepatocitos | miR-506-3p Promueve fibrosis hepatica.
infectados miR-19a
miR-192
Células de miR-690 Promueve la fibrosis.
Kuffer
AcCIDOS hsa-miR-372-3p | Indicadores sensibles a la inflamacién hepatica.
NUCLEICOS hsa-miR-10a-5p

miR-21 Su elevacion sugiere cirrosis asociada a VHB.

miR-18a

miR-221

Suero miR-224 Potenciales biomarcadores.

miR-101

miR-106b

miR-122

miR-195

Hepatocitos | CD81 Regula apoptosis.
infectados
HSC Nur77 Promueve fibrosis hepatica.
PROTEINAS Ago2 Transmision virus a los hepatocitos.
HSP90
Suero CD63 Contribuye a ensamblaje eficiente del VHB e
infectividad.
REFERENCIAS: 3, 5, 11, 12, 16, 20, 26

Tabla 7: Contenido de exosomas liberados por higados con hepatitis B.
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Los exosomas séricos contienen componentes del virus de la hepatitis B que promueven la
replicacion y transmision del virus al inhibir la respuesta inmune del cuerpo, como por ejemplo
las proteinas Ago2 (Protein Argonaute 2 , HSP90 (Heat Shock Proteins) y CD63. El miRNA-
222 es un potencial biomarcador de la hepatitis B ya que aumenta de manera significativa en
los exosomas derivados de hepatocitos infectados, sobre todo en las etapas tempranas. Otros
acidos nucleicos, como miRNA-18a, miRNA-221 y miRNA-224, podrian ser de interés como
biomarcadores ya que su nivel de expresion también se ve aumentado. Los NOX1 son
complejos enzimaticos que constituyen las principales fuentes de especies reactivas de
oxigeno, por lo que la ROS derivada de NOX1 estd implicada en la desregulacién de la
activacion celular, la muerte celular y la carcinogénesis (26).

A su vez, hay acidos nucleicos y proteinas, como miRNA-506-3p, miRNA-19a, miRNA-192,
mMiRNA-690 y Nur77 (nuclear receptor 4Al1), cuya expresion aumentada esta fuertemente
correlacionada con el desarrollo de fibrosis hepatica asociada a VHB. El aumento de la
expresion génica de miRNA-21 esta relacionada con la cirrosis hepética. Es importante
controlar el aumento de estos componentes para poder controlar el riesgo de que la hepatitis
progrese a otras patologias y, en caso de darse la progresion, poder tratarlas de manera
temprana.

HEPATITIS C
TIPO ORIGEN CONTENIDO FUNCIONES
EXOSOMAS
Hepatocitos | miR-19a Comunicacioén de informacion entre hepatocitos y
infectados | miR-192 células no parenquimales.
ACIDOS miR-214
NUCLEICOS Células miR-690 Promueve la fibrosis.
Kuffer
Suero miR-122 Promueve la replicacién y la transmision.
miR-21 Su elevacion sugiere cirrosis asociada a VHC.
CD81 Mejoran estabilidad y promueven transmisién virus a
Ago2 los hepatocitos. Potenciales biomarcadores.
PROTEINAS | Hepatocitos | HSP90
HSP70
TIM-3/GAL-9 | Suprime respuesta inmunitaria del cuerpo.
REFERENCIAS: 2, 3, 4, 11, 16, 20, 24

Tabla 8: Contenido de exosomas liberados por higados con hepatitis C.

Hay ciertos acidos nucleicos y proteinas que mejoran la estabilidad del virus y promueven su
transmisién, como miRNA-19a, miRNA-192, miRNA-122, CD81, Ago2), HSP90 o HSP70. De
manera similar a lo que ocurre en la hepatitis B, la expresion elevada de miRNA-690 esta
relacionada con el desarrollo de fibrosis hepética asociada a VHC y el aumento de miRNA-
21 esta relacionado con la cirrosis hepatica.

Comparando la tabla 7 y 8 podemos observar como hay ciertos miRNA (miRNA-19a, miRNA-
192, miRNA-690, miRNA-21, miRNA-122) y proteinas (CD81, Ago2, HSP90), comunes en
ambas enfermedades, de manera que estos podrian ser potenciales indicadores diagnésticos
de la hepatitis, aunque no podriamos diferenciar su tipo. Para un diagnéstico mas preciso
deberemos recurrir a otras biomoléculas mas especificas. Por ejemplo, miRNA-222 es un
potencial biomarcador especifico de la hepatitis B y miR-214 de la hepatitis C.
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4.5 INSUFICIENCIA HEPATICA

La insuficiencia hepatica aguda (ALF) es un sindrome clinico que se caracteriza por la
necrosis externa de los hepatocitos y causa un grave dafo al higado (1).

CONTENIDO EXOSOMAS INSUFICIENCIA HEPATICA
TIPO ORIGEN CONTENIDO FUNCIONES
EXOSOMAS
Hepatocitos | miR-20a Potencial biomarcador diagndstico.
miR-92a-3p Biomarcador potencial para evaluar LF en
miR-146a-5p hepatitis B crénica.
miR-122
Nl?gllg%?)s IncRNA-H19
miR-574-5p Biomarcador diagnéstico potencial.
miR-500
Suero | iR-103-3p
miR-27 Biomarcador diagndstico potencial para el LF
asociado a NAFLD.
Hepatocitos | ALB Biomarcador diagndstico potencial.
CD63
PROTEINAS VEGF
Suero Circ-DIDO1 Biomarcador diagndstico potencial.
CD44
REFERENCIAS: 4, 11, 16

Tabla 9: Contenido de exosomas liberados por higados con insuficiencia hepatica.

Destacan como biomarcadores diagndsticos y pronosticos potenciales miRNA-122, cuyo nivel
de expresion es inversamente proporcional al avance de la insuficiencia hepética, y INCRNA-
H19, que esta correlacionado positivamente con la gravedad. Hay otros acidos nucleicos,
como miRNA-92a-3p 0 miRNA-146a-5p que pueden ser empleados en la evaluacion de ALF
asociada a hepatitis B crénica. miRNA-27 es un potencial biomarcador diagnéstico de ALF
asociada a NAFLD. miRNA-20a también es un interesante marcador diagnéstico a tener en
cuenta. Cabe destacar la importancia como biomarcadores de ciertas proteinas, como ALB
(albumin), CD63, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) o CD44, que se ven
aumentadas.

4.6 HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO

La enfermedad cronica del higado graso no alcohdlico (NAFLD) se caracteriza por una
excesiva acumulacién de grasa en el higado y resistencia a la insulina (1, 27, 28). Esta
enfermedad empieza con esteatosis, progresa a esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) vy
puede conducir a otras afecciones mas graves como cirrosis o cancer de higado (20, 29).

Se ha visto que miRNA-192 puede ser un potencial biomarcador no invasivo asociado a la
progresion de NAFLD, ya que sus niveles aumentan de manera significativa en los exosomas
circulantes del suero en los pacientes con NAFLD avanzada. miRNA-122-5p, miRNA-27a,
mMiRNA-199a-5p y miRNA-335-5p destacan ya que se cree gque tienen una estrecha relacion
con la apariciéon del higado graso, de manera que podrian ser detectores tempranos de la
enfermedad. Concretamente, miRNA-199a-5p promueve acumulacién de lipidos en el higado
y conduce a una inflamacién cronica. Otros acidos nucleicos, como miRNA-1297, miRNA-
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1792 y miRNA-192-5p aceleran y agravan la progresion de la NAFLD, de manera que seria
interesante estudiar su potencial como biomarcadores prondsticos.

Con respecto a las proteinas, las mas interesantes a tener en cuenta como biomarcadores
novedosos y eficaces para el diagnéstico y el pronéstico serian FZD7 (Frizzled Class
Receptor 7) y MLK3 (mixed lineage kinase 3), cuyo nivel de expresion se ve altamente
aumentado. Ademds, los exosomas enriguecidos con CD40L pueden actuar como
biomarcadores del dafio hepatico por inflamacion.

CONTENIDO EXOSOMAS HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO
TIPO ORIGEN CONTENIDO FUNCIONES
EXOSOMAS
Hepatocitos | miR-1297 Aceleran progresion NAFLD.
lipotoxicos | miR-1792
ADNmt Agravan la progresioén de la NAFLD.
miR-192-5p
miR-192
. miR-30a
ACIDOS miR-122-5p
NUCLEICOS miR-27a-3p
Suero miR27b-3p Biomarcador potencial de patogénesis NAFLD.
miR-335-5p
miR-34a
miR-122
miR-199a-5p
Células de | miR-690 Reduce fibrosis y esteatosis.
Kupffer
Proteina Promueve angiogénesis.
vascular no
Hepatocitos | inflamatoria-1
. lipotéxicos | MLK3 Potencial biomarcador.
PROTEINAS TNF Induce quimiotaxis de macréfagos y activacion del
fenotipo de la inflamacién.
Suero FZD7 Potencial biomarcador para diagnéstico y pronéstico
Ceramida NAFLD.
SP1
CD40L
REFERENCIAS: 1, 4, 5, 14, 16, 20, 24, 27, 29

Tabla 10: Contenido de exosomas liberados por el higado graso no alcohdlico.

4.7 HIGADO GRASO ALCOHOLICO

La enfermedad del higado graso alcohdlico esta relacionada con el consumo crénico de
alcohol que se caracteriza por el dafio hepatico y la infiltracién celular inflamatoria (20, 24).
Esta enfermedad puede derivar en fibrosis o cirrosis hepética (1).

Dentro de los principales biomarcadores potenciales destacan principalmente ALT, miRNA-
155, miRNA-122, miRNA-192 y miRNA-30a, ya que se ha demostrado que se encuentran
elevados en exosomas séricos de ratones alimentados con elevados niveles de alcohol (24).
Por tanto, estos compuestos pueden ser indicadores precoces del riesgo a desarrollar la
enfermedad del higado graso alcohdlico. Otros acidos nucleicos, como miRNA-19b pueden
ser importantes tenerlos en cuenta para poder controlar si existe riesgo de que la enfermedad
progrese a fibrosis hepatica.
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HIGADO GRASO ALCOHOLICO
TIPO ORIGEN CONTENIDO FUNCIONES
EXOSOMAS
miRNA-192
miRNA-122
miRNA-30a | Potenciales biomarcadores diagnostico de ALD.
miRNA-30b
Hepatocitos | miR-130a
miR-744
AciDos miR-1246
NUCLEICOS miR-309
pri-miR-1792 | Marcador profibrético.
miR-19b
miR-92
Suero miR-155 Promueve dano autofagico inducido por el alcohol
miR-146a
miR-125b
CCN2 Factor de crecimiento del tejido conectivo.
CD40L Promueve liberacién factores proinflamatorios
PROTEINAS | Hepatocitos
ITGp1 Promueve inflamacion y dafio hepatico.
Suero ALT Aumento después de abuso de alcohol o consumo
a largo plazo.
CYP2E1 Estimula via sefalizacion de la apoptosis.
REFERENCIAS: 1, 4, 5, 20, 24, 34, 36

Tabla 11: Contenido de exosomas liberados por higado graso alcohdlico.

4.8 TERAPIA

Actualmente se estan investigando y desarrollando nuevos potenciales enfoques para el uso
terapéutico de los exosomas para enfermedades hepaticas: 1) Entrega dirigida de
medicamentos; 2) Regular la liberacion de exosomas y estimular la eliminacién de exosomas
con moléculas dafiinas; y 3) Controlar la progresion de una enfermedad mediante el uso de
exosomas como biomarcadores moleculares (12, 23, 24).

Concretamente, el uso de los exosomas como medicamentos dirigidos esta en el punto de
mira de la investigacion dado que son una gran esperanza para mejorar el diagndstico y
tratamiento de multiples enfermedades, como el cancer de higado en estado avanzado, que
actualmente tienen prondésticos desfavorables.

Los exosomas presentan mudltiples ventajas de gran utilidad para su empleo como
medicamentos dirigidos. Comparados los exosomas con otros sistemas de administracion de
medicamentos, como los liposomas, son mas estables, eficientes y seguros, ademas de que
reducen la toxicidad y permiten la entrega dirigida a células diana. Ademas, son capaces de
atravesar barreras bioldgicas, asi como difundirse en el torrente sanguineo y penetrar en los
tejidos. También tienen buena biocompatibilidad y por ende una menor inmunogenicidad.
Pero, pese al potencial de los exosomas, también presentan ciertas limitaciones que han
complicado su aplicacién clinica, como los bajos rendimientos y altos costos. El aislamiento
de los exosomas, como ya se ha comentado anteriormente, sigue siendo un reto al no
disponer de un método eficaz estandarizado. Otro problema es que la composicién biolégica
propia de los exosomas limita la carga de medicamentos. Ademas, es dificil poder monitorizar
la eficacia en la administracion de medicamentos, asi como es un desafio el control de
calidad.
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VENTAIJAS DESVENTAIAS
e Estabilidad. e Bajo rendimiento.
e FEfectividad. ¢ Aislamiento no estandarizado.
e Seguridad. e Altos costos.
e Reducir la toxicidad. e Limitacion en la carga de
¢ Entrega dirigida. medicamentos.
e Alta transmisibilidad. ¢ Dificil control de calidad.
¢ Buena biocompatibilidad. ¢ Hacen falta mas estudios.
¢ Baja inmunogenicidad. ¢ Falta de conocimiento sobre
e Fécil accesibilidad. propiedades y fisiopatologia de
los exosomas.
Referencias: 16, 29, 32, 37

Tabla 12: Ventajas y desventajas del uso de exosomas como medicamentos dirigidos.

Es necesario continuar la investigacion para poder abordar estos significativos desafios que
aun se interponen en el éxito de la aplicacion clinica de los sistemas de administracién de
medicamentos basados en exosomas.

5.DISCUSION

Como hemos visto, los acidos nucleicos y las proteinas transportadas por los exosomas son
potenciales biomarcadores para el diagnéstico temprano y tratamiento de diversas
enfermedades hepéticas. Todavia hace falta resolver diversos desafios pendientes, como
los que se recogen en la tabla 13, para que el uso de los exosomas como biomarcadores, asi
como para el tratamiento de enfermedades se convierta en una realidad. Entre ellos hay que
mencionar la ausencia de métodos de aislamiento y purificacién estandarizados, asi como los
altos costos y la falta de conocimiento. Con respecto a las ventajas que presentan los
exosomas, como ya hemos comentado, destacan que permiten un diagnéstico temprano y no
invasivo, ademas de su potencial uso como medicamentos dirigidos y su baja
inmunogenicidad.

VENTAJAS DESVENTAJAS
e Procedimiento no invasivo e Poca informacion.
Preciso e Meétodos de aislamiento y
e Permite el diagndstico purificacion todavia en
DIAGNOSTICO temprano. desarrollo, aun no

estandarizados.

e Desconocimiento de todos los
biomarcadores de cada
enfermedad.

e Estabilidad. e Bajo rendimiento.

e Efectividad. e Aislamiento no estandarizado.

e Seguridad. e Altos costos.

e Baja toxicidad. e Limitacion en la carga de
TRATAMIENTO e Entrega dirigida de medicamentos que pueden

medicamentos. transportar.

e Alta transmisibilidad. e Dificil control de calidad.

e Buena biocompatibilidad. s Necesidad de mas estudios.

e Baja inmunogenicidad. e Falta de conocimiento.

® Facil accesibilidad.
Referencias: 2, 11, 14, 16, 24, 29, 32, 37

Tabla 13: Ventajas y desventajas del uso de los exosomas en el diagndstico y tratamiento de
enfermedades hepética.
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ENFERMEDAD HEPATICA
Componentes LF | HCC | DILI | VHB | VHC | ALF | NAFLD | TDA
miRNA-18a 7 v
miRNA-19a N4 4
miRNA-21 v
miRNA-30a Vv v
mMiRNA-101 v v
miRNA-103-3p 7 v
miRNA-106 v

MiRNA-122 v v
miRNA-125b
miRNA-146a v
Acipos mMIiRNA-155 7 | 7
NUCLEICOS [ RNA-1932 v;
miRNA-192-5p
MiRNA-195 v
miRNA-214 v v
mMiRNA-221
mMiRNA-222 <
miRNA-224
mMiRNA-690
mMiRNA-1297
mMiRNA-1792
INcRNA-H19
Ago2 v v
CD40L 7 v
CD63 v v
CD81
PROTEINAS [ Citocromo P450
CNN2

HIF1

HSP70 v v
HSP90 v v

v
v

|4
<
<
<
<

ANEN ENENEN EN
<

<

AYRNAN
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NENEN
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Tabla 14: Proteinas y acidos nucleicos transportados por los exosomas comunes en distintas
enfermedades hepaticas.

En esta tabla se han recopilado aquellos componentes de los exosomas recogidos en las
tablas 4-11 de los que hay evidencias de que aparecen en distintas enfermedades hepéticas
Por ejemplo, podemos observar dentro de los &cidos nucleicos como miRNA-122 se
encuentra presente en los exosomas de todas las enfermedades hepaticas estudiadas en
este trabajo, de manera que se posiciona como un potencial biomarcador, seguido por
miRNA-155 y miRNA-192, que pese a no aparecer en todas las enfermedades si son
comunes en muchas. Dentro de las proteinas destaca principalmente la presencia de CD81.

Es necesario obtener mas evidencias experimentales que apoyen una futura investigacion
clinica. Con una investigacién mas exhaustiva y tecnologia mejorada los exosomas pueden
convertirse en un futuro préximo en la opcion terapéutica para tratar a los pacientes con
enfermedades hepaticas.
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6.CONCLUSIONES

Las conclusiones que se pueden sacar acerca de este trabajo son las siguientes:

Los exosomas pueden llevar a cabo una extensa gama de funciones fisiologicas, de
entre las que destacan el intercambio de informacién y transferencia de material
intercelular.

Los mecanismos de comunicacion de los exosomas tienen gran potencial como
biomarcadores moleculares para el diagnéstico temprano no invasivo, pronéstico y
tratamiento de las enfermedades hepaticas en la practica clinica.

El estudio de la relacién entre el niumero, el tipo, el tamafio y el contenido de los
exosomas puede reflejar la progresién subyacente de las enfermedades hepaticas
cronicas.

Es necesario el desarrollo de procesos estandarizados que permitan la
caracterizaciéon y aislamiento de exosomas de alta pureza con el objetivo de estudiar
de manera exhaustiva los genes y la funcion de las proteinas que transportan.

Pese al potencial de los exosomas para ser usados como medicamentos dirigidos,
presentan ciertas limitaciones que complican su aplicacién clinica.

CONCLUSIONS:

The following conclusions could be drawn from the completion of this project:

Exosomes can perform a wide range of physiological functions including information
exchange and transfer of intercellular material.

Exosome communication mechanisms have a great potential as molecular biomarkers
for early non-invasive diagnosis, prognosis and treatment of liver diseases in clinical
practice.

The study of the relationship between the number, type, size and content of exosomes
may reflect the underlying progression of chronic liver diseases.

The development of standardized processes that allow the characterization and
isolation of high purity exosomes is necessary in order to comprehensively study the
genes and the function of the proteins they carry.

Despite the potential of exosomes to be used as targeted drugs, they present certain
limitations that complicate their clinical application.
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