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RESUMEN 

El cáncer de pulmón (CP) tiene la tasa de mortalidad más alta a nivel mundial. 

Su patogénesis es multifactorial y, aunque se recomiendan terapias dirigidas, 

muchos pacientes deben depender de tratamientos clásicos (por ejemplo, 

quimioterapia), los cuales presentan limitaciones (efectos adversos, resistencias 

al tratamiento, entre otros). Los extrusomas (EXT), o vesículas derivadas 

artificialmente de células (ACDVs), han surgido como una herramienta 

prometedora para superar las barreras de la traslación hacia la clínica que 

presentan actualmente los tratamientos acelulares basados en vesículas. 

Este estudio propone la generación de EXTs encapsulados con docetaxel (DTX) 

a partir de células Natural Killer (NK) humanas (DTX-EXTs) y evaluar su 

internalización en células de CP y su efecto citotóxico. También se realizaron 

análisis preliminares utilizando macrófagos polarizados a fenotipo M1 (EXTs-M1) 

para validar este método como una estrategia prometedora en la producción de 

ACDVs para la liberación de fármacos en el tratamiento del CP. 

Los EXTs se generaron por extrusión celular y se evaluaron su morfología, 

estabilidad y composición. Se midió su efecto citotóxico en células de cáncer de 

pulmón, y se investigaron los mecanismos de captación celular mediante 

inhibidores de diferentes vías de endocitosis. 

Los EXTs-NK y EXTs-M1 mostraron una morfología en forma de copa (tamaño 

medio <200 nm), los EXTs-NK tuvieron composición estable y su análisis 
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proteómico reveló proteínas presentes de manera diferencial asociadas con las 

características de las vesículas extracelulares (EV) y los marcadores de células 

NK, además de un patrón de enriquecimiento proteico distintivo. Se observó un 

efecto citotóxico significativo con los tratamientos EXT-DTX en comparación con 

los EXTs y EVs en ambas líneas celulares, con mayor eficacia en las células 

A549; la inducción de apoptosis corroboró estos hallazgos. Los estudios de 

internalización identificaron una localización perinuclear y la participación de la 

endocitosis mediada por clatrina como mecanismo principal en todos los grupos 

de vesículas. 

Similar fueron los hallazgos obtenidos para los EXTs-M1, en donde los DTX-

EXTs-M1 fueron más eficaces en la reducción de la viabilidad celular en las líneas 

de CP H1975 y H1299. Asimismo, se identificó preliminarmente, la endocitosis 

mediada por clatrina como principal mecanismo de internalización en células 

H1975. 

En conjunto, los resultados de este estudio sugieren que el uso de EXTs 

derivados de células inmunes, ofrece un enfoque prometedor para mejorar la 

entrega de quimioterapéuticos como el DTX, permitiendo reducir las dosis 

necesarias y, en consecuencia, minimizar los efectos adversos, lo que podría 

traducirse en una mejora en la calidad de vida de los pacientes con CP. 
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Figura 1. Resumen gráfico de los objetivos del proyecto de tesis. 
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INTRODUCCIÓN  

 

1.1. Cáncer de pulmón 

 

El cáncer representa una de las principales causas de muerte a nivel mundial, 

con un impacto significativo en la salud pública, la economía y la sociedad. Según 

el último reporte del observatorio global del cáncer, correspondiente al año 2022, 

esta enfermedad es responsable del 16.8% de las defunciones a nivel global y 

constituye una de las tres principales causas de muerte en la población entre 30 

y 69 años[1]. 

 

Específicamente el cáncer de pulmón (CP) sigue siendo un desafío importante 

para la salud mundial, ya que es una de las principales causas de mortalidad por 

cáncer. Según datos de la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer, 

en 2020 se reportaron aproximadamente 2.2 millones de nuevos casos de cáncer 

de pulmón y 1.8 millones de muertes, lo que lo convierte en el cáncer más letal[2]. 

El CP a nivel mundial presenta una tasa de incidencia ajustada de 22.4 por cada 

100.000 personas, pero es el cáncer que tiene la mayor tasa de mortalidad 

ajustada (18 muertes por cada 100.000 personas), por año en ambos sexos[3]. 

CP es más frecuente en hombres que en mujeres, aunque la incidencia en 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/ituS
https://paperpile.com/c/ixKjpP/REr1
https://paperpile.com/c/ixKjpP/lODz
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mujeres ha ido en aumento debido al aumento del tabaquismo. La mayor carga 

de esta enfermedad se encuentra en los países de ingresos bajos y medios, 

donde el control del tabaco es menos efectivo y las políticas de salud pública son 

limitadas[4].  

 

En Chile, el CP también representa una preocupación significativa de salud 

pública, siendo el problema AUGE N°81 en personas de 15 años y más[4,5]. De 

acuerdo a datos del año 2022, el CP se encuentra en el quinto lugar con mayor 

incidencia (12.7 por cada 100.000 personas) dentro de todos los cánceres y es 

el segundo cáncer con mayor mortalidad (11.3 muertes por cada 100.000 

personas) en la población[3]. Un análisis epidemiológico mas profundo, indican 

que la mortalidad se incrementa significativamente con la edad, siendo los 

mayores de 75 años el grupo más vulnerable. Los hombres presentan un riesgo 

de fallecimiento 1.81 veces mayor que las mujeres, una diferencia que se 

mantiene constante a lo largo de los años 2010-2018, y solo las mujeres 

experimentaron un aumento gradual en sus tasas de mortalidad[6]. 

Aunque la patogénesis del CP es multifactorial, tradicionalmente se ha 

considerado el consumo y exposición al tabaco como el principal factor de riesgo, 

y en efecto, más del 80% de los pacientes con CP son fumadores[7]. El riesgo 

de desarrollar CP en personas que no fuman pero que conviven con fumadores 

es un 24% mayor[8]. Además, se han descrito otros factores de riesgo, tales 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/cPyi
https://paperpile.com/c/ixKjpP/cPyi+nDo8
https://paperpile.com/c/ixKjpP/lODz
https://paperpile.com/c/ixKjpP/kTSH
https://paperpile.com/c/ixKjpP/qxRd
https://paperpile.com/c/ixKjpP/ZG1v
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como, las exposiciones ambientales a elementos como el uranio, radio, radón y 

la polución del aire, entre otros. También las exposiciones ocupacionales como 

los subproductos de la combustión de biomasa, la exposición a asbestos, 

además de los factores genéticos[7].  

 

Aunque las políticas de control del tabaco en Chile y en el continente, han 

comenzado a mostrar un impacto positivo[9], el envejecimiento de la población y 

la exposición a otros factores de riesgo continúan siendo desafíos. 

 

1.1.1. Clasificación 

 

El CP se inicia cuando células sanas de los pulmones, especialmente las que 

recubren los bronquios (epitelio bronquial), adquieren mutaciones genéticas 

debido a factores ambientales, como el tabaco. Estas mutaciones alteran el 

funcionamiento normal de las células, haciendo que se multipliquen de manera 

descontrolada y formen tumores. Con el tiempo, estos tumores pueden invadir 

otros tejidos pulmonares y diseminarse a otras partes del cuerpo[10,11].  

El CP por definición es una enfermedad heterogénea, de acuerdo con su 

clasificación histopatológica abarca varios subtipos. Existen dos grandes grupos 

de CP de acuerdo a su clasificación histológica: el carcinoma de células 

pequeñas de pulmón (CCP) (10-15% de los casos) y el carcinoma de pulmón de 

células no pequeñas (CNCP) (80-85% de los casos). El CNCP se subdivide a su 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/qxRd
https://paperpile.com/c/ixKjpP/P9VS
https://paperpile.com/c/ixKjpP/4nB5+pFN3


 

4 
 

vez en tres grupos: i) adenocarcinoma (38.5%) ii) carcinoma de células 

escamosas (20%); y iii) carcinoma de pulmón de células grandes (2.9%)(Figura 

1)[12,13].  

 

Figura 2. Esquema Clasificación Histológica del Cáncer de Pulmón. 

Diagrama esquemático que muestra las dos principales categorías de cáncer de 

pulmón: Cáncer de Pulmón de Células No Pequeñas (CNCP) y Cáncer de 

Pulmón de Células Pequeñas (CPCP). 

En conjunto a la clasificación histológica, también se realiza una clasificación 

anatómica para establecer la extensión que abarca el cáncer en el paciente, para 

ello la clasificación estándar internacional es la clasificación “TNM”: Tumor 

primario (sitio), Nódulos linfáticos regionales involucrados y Metástasis[13]. 

Asimismo, cada una de estas categorías presenta subclasificaciones y es el 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/6unY+gC0Q
https://paperpile.com/c/ixKjpP/gC0Q
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conjunto de la combinación específica de estas tres categorías las que indica cuál 

de las cuatro etapas o estadios del CP manifiesta el paciente (Figura 3; Tabla 3; 

Tabla 4)[13]. 

 

Figura 3. Estadios del Cáncer de Pulmón. Esquema que ilustra los cuatro 

estadios del cáncer de pulmón. 

 

Adicionalmente, otro factor a considerar dentro de la complejidad de la 

clasificación de CP es la heterogeneidad intratumoral. Dentro de la composición 

del tumor, se identifica un subgrupo llamado “células madres cancerosas” (cancer 

stem cell (CSCs) del inglés), que son las más tumorigénicas[14]. Estas células 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/gC0Q
https://paperpile.com/c/ixKjpP/5A9V
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son capaces de autorrenovarse y no perder sus capacidades proliferativas en 

cada división celular, además de participar en procesos claves como la iniciación, 

progresión y metástasis, lo que las hace únicas. De hecho, se ha descrito [15]que 

la presencia de CSCs tras los tratamientos de quimio y/o radioterapia en 

pacientes con cáncer de ovario[16], mama[15], CP[17], entre otros, podría ser la 

causa de la alta tasa de reincidencia de esta patología con un fenotipo 

resistente[16]. 

De acuerdo con esto, las investigaciones del desarrollo de nuevos tratamientos 

apunten directamente a la erradicación de esta subpoblación para mejorar la 

eficacia terapéutica y reducir las tasas de reincidencia. Esto incluye enfoques 

como inhibidores de señales específicas de las CSCs, además del resto de las 

de la población tumoral. 

 

En el CNCP se han descrito diversas inestabilidades genómicas o mutaciones, 

estas afectan principalmente a genes supresores de tumores y oncogenes, 

dentro de los cuales se destacan las alteraciones presentes en los genes de 

Homólogo del oncogén viral del sarcoma de rata de Kirsten  (KRAS; 29.1-29.9%), 

Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR; 14.2-30.3%), Oncogén 

v-Raf  viral del sarcoma murino homólogo B1 (BRAF; 7.2-5.5), quinasa de linfoma 

anaplásico (ALK; 0.8-4.4%) y el receptor de oncogén de supervivencia 1 (ROS1; 

0.9-1.9%). Además, la frecuencia de estas alteraciones determina si el tumor se 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/rYFm
https://paperpile.com/c/ixKjpP/Eaqm
https://paperpile.com/c/ixKjpP/rYFm
https://paperpile.com/c/ixKjpP/q2zW
https://paperpile.com/c/ixKjpP/Eaqm
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encuentra en etapas tempranas del desarrollo tumoral o en etapa 

metastásica[18].  

Las mutaciones más comunes en el gen KRAS suelen ocurrir en el codón 12 

(G12C, G12D, G12V), pero también pueden afectar los codones 13 y 61. La 

consecuencia de estas mutaciones son que activan de manera constitutiva la vía 

de señalización de KRAS, promoviendo la proliferación celular descontrolada, 

resistencia a la apoptosis y una mayor capacidad invasiva, lo que se traduce con 

un pronóstico desfavorable, la resistencia a las terapias dirigidas convencionales 

y una limitada respuesta a la quimioterapia tradicional[19].  

 

En EGFR, las mutaciones que presenta generalmente ocurren en el exón 19 

(deleciones) o en el exón 21 (mutación L858R), lo que provoca la activación 

constitutiva del receptor y una señalización continua a través de la vía de 

señalización tirosina-quinasa. Las mutaciones activadoras en EGFR conducen a 

la proliferación celular, inhibición de la apoptosis, angiogénesis y la capacidad de 

invasión tumoral[20].  

 

Por otro lado, la mutación más común en BRAF es la V600E, que resulta en una 

activación continua e independiente de señales extracelulares, lo que promueve 

la proliferación celular y resistencia a la apoptosis. Adicionalmente, existen otras 

mutaciones no-V600E, como las V600K, G469A, K601E, entre otras, que 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/oH6b
https://paperpile.com/c/ixKjpP/NWua
https://paperpile.com/c/ixKjpP/se6w
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generan variabilidad en las señalizaciones involucradas en la promoción del 

crecimiento tumoral y que en conjunto pueden tener diferentes consecuencias 

biológicas y respuestas a los tratamientos[21].  

 

En ALK, las alteraciones génicas más comunes son las translocaciones o 

fusiones, en las que el gen ALK se fusiona con otro gen, lo que lleva a la 

producción de una proteína quimérica que desencadena una señalización 

oncogénica constante. La fusión más común es EML4-ALK, donde ALK se une 

al gen EML4 (Proteína 4 similar a la asociada a microtúbulos de equinodermos). 

Esta fusión provoca una activación constitutiva de la actividad quinasa de ALK, 

lo que promueve la proliferación celular descontrolada, la inhibición de la 

apoptosis y la angiogénesis[22].  

Finalmente, ROS1 por su parte, presenta fusiones génicas con otros genes, 

como CD74, SLC34A2 o TPM3, entre otros, generando quinasas de fusión 

oncogénicas que activan la proliferación celular de manera incontrolada. Las 

fusiones de ROS1 son muy similares en su mecanismo a las alteraciones 

observadas en ALK, ya que ambas activan vías de señalización clave como la 

PI3K/AKT, MAPK/ERK, y JAK/STAT, lo que conduce al crecimiento tumoral, 

supervivencia y, en muchos casos, resistencia a la apoptosis[23].  

Todas estas alteraciones genéticas activan diversas vías de señalización que 

promueven el crecimiento, la proliferación y la supervivencia descontrolada de 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/BFqd
https://paperpile.com/c/ixKjpP/7uPB
https://paperpile.com/c/ixKjpP/WhZG
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las células tumorales, lo que contribuye significativamente a la progresión y 

agresividad de la enfermedad. Adicionalmente, cada una de estas alteraciones 

representa un blanco terapéutico específico para la generación de tratamientos 

personalizados, en función de las características moleculares del tumor de cada 

paciente[24].  

 

1.2. Tratamientos 

 

El tratamiento que debe recibir un paciente con CP dependerá de múltiples 

parámetros como el estado general de salud, tipo de CP, mutaciones presentes, 

tamaño de los tumores, locación de tumor/es y la etapa/estadio de CP. Por lo 

general, se recomienda la citorreducción para pacientes CNCP que se 

encuentren en estadios IA a IIB, sin embargo, menos del 20% del total de los 

casos de CP son candidatos a cirugía, ya que la mayoría de los pacientes al 

momento del diagnóstico presenta la enfermedad en etapas más avanzadas[25]. 

Otros tratamientos que pueden complementarse o no a la cirugía son la 

radioterapia, terapia dirigida (o terapias biológicas), inmunoterapia y 

quimioterapia. La Red Nacional Integral del Cáncer de EE.UU., describe de 

manera detallada los principales tratamientos, estas terapias se basan en la 

terapia dirigida como primera línea y/o combinación con quimioterapia[26]. En 

Chile la Guía de Práctica Clínica Cáncer de Pulmón del año 2018 detalla los 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/U0J6
https://paperpile.com/c/ixKjpP/ha29
https://paperpile.com/c/ixKjpP/iaJ7
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tratamientos que se recomiendan para cada tipo de CP de acuerdo con las 

características de los pacientes[27].  

Sin embargo, no todos los pacientes cumplen con las condiciones necesarias 

para que las terapias dirigidas sean una opción, en tales casos es necesario 

recurrir a la quimioterapia como tratamiento neoadyuvante o adyuvante y en 

ocasiones en combinación con otras terapias. Dentro de los quimioterápicos más 

utilizados, se encuentran los que son en base a platino, estos tipos de fármacos 

son los que presentan mayor actividad anticancerígena[28].  

 

1.2.1. Terapias clásicas 

 

Los tratamientos clásicos para el CP suelen incluir cirugía, radioterapia y 

quimioterapia, cuya elección se basa en el tipo y estadio del tumor, y el estado 

de salud del paciente[29].  

Se ha descrito que dentro de los quimioterápicos ampliamente utilizados en el 

CP se encuentra la familia de los taxanos, de la cual destaca el docetaxel (DTX), 

un fármaco altamente liposoluble. Se utiliza tanto en monoterapia como en 

combinación para el CP y otros cánceres como el de ovario, mama, próstata, 

gástrico, y el de cuello y cabeza[30–32].  

Debido a la baja solubilidad del fármaco en agua, este debe administrarse en 

formulaciones con el surfactante no iónico polisorbato 80 o también llamado 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/l9AI
https://paperpile.com/c/ixKjpP/bJF9
https://paperpile.com/c/ixKjpP/r2oj
https://paperpile.com/c/ixKjpP/z4Fv+Qb3c+lYgH
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Tween-80[33], agente solubilizante para mejorar la biodisponibilidad del DTX[34]. 

Debido al riesgo de reacciones alérgicas o hipersensibilidad al polisorbato 80, los 

pacientes suelen recibir premedicación con corticosteroides. Sin embargo, se ha 

descrito que el polisorbato 80 por si solo contribuye a la manifestación de 

reacciones de hipersensibilidad y efectos secundarios[34].  

El tratamiento con DTX es recomendado para pacientes con CP ya sea local, 

avanzado o metastásico. Por lo general su administración se recomienda en 

pacientes que ya hayan presentado resistencia previa a los tratamientos con 

cisplatino (CIS) o carboplatino[35].  

El DTX tiene múltiples blancos para ejercer su función antitumoral, el más 

reconocido es la inhibición de la proliferación mediante la estabilización del 

ensamblaje de los microtúbulos, inhibiendo la despolimerización, induciendo el 

arresto del ciclo celular en fase G1/M y con ello, la muerte celular[36]. El 

mecanismo principal de resistencia está dado por el aumento de la expresión y 

mutaciones en los genes que codifican para transportadores de eflujo de 

fármacos dependientes de ATP, tales como, ABCB4 y ABCC1[37]. Aunque 

también se ha descrito que en presencia del fármaco se inducen mutaciones en 

el gen de β-tubulina de la célula tumoral, induciendo la mayor expresión de otros 

isotipos de tubulina, como el III y IV, además de modificaciones 

postraduccionales en esta proteína. Todos estos mecanismos en conjunto 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/XwQO
https://paperpile.com/c/ixKjpP/04ox
https://paperpile.com/c/ixKjpP/04ox
https://paperpile.com/c/ixKjpP/lOZH
https://paperpile.com/c/ixKjpP/cyTS
https://paperpile.com/c/ixKjpP/az7s
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generan una pérdida de la afinidad del DTX por la tubulina, gatillando así la 

resistencia a este fármaco (Figura 4)[38].  

 

Figura 4. Mecanismos de Acción del Docetaxel. Esquema ilustrativo que 

muestra los principales mecanismos de acción del docetaxel. 

La gran limitante del tratamiento con DTX es la baja solubilidad en agua que 

presenta el fármaco, por lo que se debe acompañar la formulación con 

surfactantes no iónicos que permitan aumentar su biodisponibilidad además de 

la generación de serios efectos adversos, como reacciones de hipersensibilidad, 

neutropenia, toxicidad musculoesquelética, neuropatía periférica y estenosis del 

conducto nasolagrimal, entre otros[39].  

 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/CGMb
https://paperpile.com/c/ixKjpP/RYQ1
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Se han descrito varios mecanismos que confieren resistencia al tratamiento con 

DTX. El principal mecanismo parece ser la actividad de transportadores de eflujo 

de fármacos dependientes de ATP, específicamente ABCB4 y ABCC1. Se ha 

informado que el aumento en la expresión y las mutaciones en las P-

glicoproteínas presentes en estos transportadores están relacionadas con la 

resistencia al DTX[31,40].Otro mecanismo clave son las mutaciones en los genes 

de la β-tubulina que ocurren en las células tumorales, así como la sobreexpresión 

de los isotipos III o IV de esta proteína. Estas alteraciones, en conjunto con las 

modificaciones postraduccionales, generan cambios en la polimerización de los 

microtúbulos, lo que contribuye a la resistencia al DTX[41]. Además, se ha 

descrito una relación en la resistencia al DTX relacionada con el receptor de 

andrógenos (RA), ya que la sobreexpresión de variantes del RA, como AR-v7, 

que son constitutivamente activas y promueven la progresión del cáncer al 

impulsar la transcripción de genes blancos del RA. Estas variantes no requieren 

la asistencia de microtúbulos para su translocación, lo que las hace 

independientes del efecto del DTX sobre la dinámica microtubular. Además, el 

aumento en la expresión del RA en células tumorales circulantes ha sido 

asociado con un peor pronóstico, sugiriendo que la señalización del RA juega un 

papel crítico en la resistencia al tratamiento con DTX[42]. Asimismo, la resistencia 

también puede deberse a la disminución en la entrega del fármaco ocasionada 

por la deficiente red vascular en los tumores, lo que limita la difusión y penetración 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/Qb3c+CiX7
https://paperpile.com/c/ixKjpP/50OJ
https://paperpile.com/c/ixKjpP/k2cf
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del DTX en toda la masa tumoral. En este contexto, el microambiente tumoral 

juega un papel crucial. Por lo general, estos microambientes son más ácidos 

debido a la acumulación de metabolitos, lo que dificulta la absorción del DTX por 

las células tumorales. Componentes como el estroma y las células tumorales 

pueden sobreexpresar y secretar factores de crecimiento y citoquinas, como 

interleuquina 6 (IL-6) y el factor nuclear kappa de cadena ligera de los linfocitos 

B activados (NF-κB), promoviendo la resistencia al DTX[41]. 

Finalmente, un mecanismo importante es el desarrollo de CSC. Cuando las 

células tumorales se exponen al DTX, el ciclo celular puede detenerse sin inducir 

la muerte de toda la población tumoral. Debido a la heterogeneidad de las células 

cancerosas, una pequeña subpoblación altamente resistente sobrevive, se 

replica y expande, lo que agrava la resistencia al tratamiento[43].  

 

Otros quimioterapéuticos de amplio uso son los en base a platino como el 

cisplatino (CIS), este fármaco se utiliza tanto en tratamientos para el CCP y el 

CNCP, además de otros tipos de cáncer como el de ovario, cerebro y mama[44]. 

Su efecto antitumoral se basa en su capacidad para reaccionar con el ADN e 

inducir la formación de aductos intracadena, específicamente, el CIS reacciona 

con el nitrógeno reactivo en posición 7 del heterociclo de las purinas y como 

consecuencia causa el daño en las moléculas de ADN lo que provoca la inhibición 

de la replicación y transcripción y dificulta enormemente todos los mecanismos 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/50OJ
https://paperpile.com/c/ixKjpP/FWlX
https://paperpile.com/c/ixKjpP/Sjux
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de reparación al ADN, por lo tanto se genera la inhibición de la división en las 

células tumorales e induce la apoptosis[28]. Esta capacidad es en mayor parte la 

responsable del efecto citotóxico del CIS, más que al daño generado en el ADN 

por la formación de aductos. Lamentablemente, la respuesta de los pacientes al 

tratamiento con CIS es variable y un factor crucial es la resistencia que 

desarrollan las células tumorales a este fármaco.  

 

Figura 5. Mecanismos de Acción del Cisplatino. Esquema ilustrativo que 

muestra los principales mecanismos de acción del cisplatino. 

 

Se han descrito distintos mecanismos que le confieren a la célula resistencia a 

CIS, uno de ellos, es la inducción de los transportadores de membrana de para 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/bJF9
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CIS a la degradación. CIS puede ingresar a las células a través de análogos a 

MDR1 como lo son ATPasas de eflujo (MRPs, ATP7A/B) y los importadores de 

solutos (CTR1, los SLCs, AQP2 y AQP9), de estos últimos se ha reportado que 

CIS induce la degradación del transportador de membrana de cobre (CTR1), lo 

que desencadena la disminución de la entrada del fármaco generando la 

resistencia[45].  

Otros mecanismos descritos de resistencia a CIS son cambios epigenéticos en 

la célula tumoral que induzcan el secuestro/secreción activa de los compuestos 

de platino, disminuyendo la concentración del fármaco en el citoplasma. También 

las células son capaces de desintoxicarse gracias a la acción de conjugados de 

GSH, metalotioneínas y otros antioxidantes. Además de la sobreexpresión de 

microRNAs como miRNA1 y factores de transcripción[28]. Incluso se han 

reportado aumentos en los mecanismos de reparación del daño inducido por CIS 

al ADN como reparación por escisión de nucleótidos, siendo este último uno de 

los principales mecanismos de resistencia del CIS[46]. 

 

Sin embargo, la administración sistémica del CIS tiene como limitante la 

manifestación de efectos adversos. El CIS se conoce como uno de los 

quimioterapéuticos más eméticos, los pacientes también pueden manifestar 

ototoxicidad, neurotoxicidad, hemolisis y nefrotoxicidad, esta última es el efecto 

adverso que más limita la dosis a administrar[47].  

https://paperpile.com/c/ixKjpP/snjY
https://paperpile.com/c/ixKjpP/bJF9
https://paperpile.com/c/ixKjpP/8c7J
https://paperpile.com/c/ixKjpP/zHKi
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A pesar de la potente capacidad antitumoral de estos fármacos que permite que 

se sigan utilizando hoy en día en el tratamiento de una gran variedad de 

cánceres, sus limitaciones como los efectos adversos y la generación de 

resistencia han impulsado la continua búsqueda de alternativas terapéuticas 

capaces de superar estos obstáculos. 

 

1.2.2. Inmunoterapia 

 

Uno de los tratamientos que se han desarrollado exponencialmente los últimos 

años ha sido la inmunoterapia[48]. Este tipo de tratamiento tiene como objetivo 

principal el aprovechar y potenciar el sistema inmunológico del paciente para 

combatir contra las células tumorales y, a diferencia de los tratamientos clásicos, 

que actúan directamente sobre estas células, la inmunoterapia busca activar o 

restaurar las células inmunes y sus funciones para lograr la identificación y 

eliminación de las células cancerígenas[49].  

 

La clasificación tradicional de las inmunoterapias basada en sus mecanismos de 

acción, corresponde a dos grupos; i) pasivas, en donde se encuentran los 

tratamientos en base a anticuerpos monoclonales, transferencia celular adoptiva 

(TCA) y viroterapia oncolítica; mientras que en las ii) activas se encuentran la 

formulación de vacunas en base a ADN y ARN contra células tumorales, terapia 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/cDip
https://paperpile.com/c/ixKjpP/Pes6
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en base a células dendríticas, inhibidores de puntos de control inmunológico y 

citoquinas inmunoestimuladoras[50]. 

 

 

Figura 6. Clasificación de inmunoterapias: esquema representativo de 

inmunoterapias pasivas y activas. 

En el contexto de CP, la inmunoterapia ha emergido como una opción 

prometedora, especialmente para los pacientes CNCP en etapas avanzadas o 

metastásicas. Las terapias inmunológicas más utilizadas incluyen los inhibidores 

de puntos de control inmunitario, tales como los anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra PD-1 (programmed cell death protein 1), PD-L1 (programmed 

death-ligand 1) y CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4). Estos 

inhibidores funcionan al bloquear los mecanismos que las células cancerosas 

utilizan para evadir el sistema inmunológico, permitiendo así que las células T 

reconozcan y ataquen el tumor[51].  

https://paperpile.com/c/ixKjpP/sOrk
https://paperpile.com/c/ixKjpP/G6XG
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La transferencia celular adoptiva es una estrategia emergente que consiste en 

modificar y expandir células inmunes del paciente de manera ex vivo para luego 

amplificarlas modificando y mejorando su capacidad anticancerosa. Este enfoque 

personalizado ha mostrado resultados prometedores, especialmente en casos de 

cánceres que son resistentes a tratamientos convencionales[52].  

Además, entre este tipo de terapias, se han destacado las basadas en linfocitos 

T, (CAR-T: Chimeric Antigen Receptor T cells), y la terapia con células NK 

(Natural Killer; descrito en más detalle en punto 1.2.3). En los últimos años, ha 

crecido el interés en utilizar monocitos y macrófagos debido a su capacidad 

intrínseca para modular la respuesta inmune y su rol en el microambiente 

tumoral[53]. En el microambiente tumoral, los macrófagos pueden adoptar un 

fenotipo M1 (proinflamatorios, antitumorales) o M2 (antiinflamatorios, asociados 

a la progresión tumoral), por lo que una de las estrategias innovadoras ha 

consistido en reprogramar o modificar macrófagos M2, transformándolos hacia 

un fenotipo más proinflamatorio (M1) para así poder gatillar mecanismos de 

reconocimiento selectivos contra las células tumorales[54,55].  

 

La elección de la inmunoterapia depende de la expresión de biomarcadores 

específicos como del perfil genético del tumor, lo que permite una mayor 

personalización del tratamiento. Aunque la inmunoterapia no es efectiva para 

todos los pacientes y puede tener efectos secundarios significativos[56], 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/AvI5
https://paperpile.com/c/ixKjpP/y2zb
https://paperpile.com/c/ixKjpP/jNP9+pPHS
https://paperpile.com/c/ixKjpP/V76U
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representa un avance importante hacia un tratamiento más dirigido y con un 

enfoque más integrado en contra el CP. 

 

1.2.3. Terapia celular con células Natural Killer 

 

Las células NK son linfocitos innatos esenciales en la defensa contra patógenos 

y células tumorales, participando en su eliminación y regulando la respuesta 

inmune[57]. Las células NK tienen la capacidad única de activación directa al 

encontrarse con células cancerosas, induciendo la muerte celular a través de 

gránulos citotóxicos o receptores de muerte[58–60].  

Las células NK secretan citoquinas como interferón γ (IFN-γ) y factor tumoral de 

necrosis ɑ (TNF-ɑ), los cuales son cruciales para la activación de otras células 

inmunitarias, como la estimulación de la maduración de las células dendríticas, 

activación de linfocitos T citotóxicos y monocitos[61], y la regulación de la 

respuesta inmune a través de la activación de JAK1, JAK2 y STAT1, influyendo 

en la expresión génica relacionada con la inmunidad[62]. Además, las células NK 

responden a citoquinas como interleucina 2 (IL-2), las que son indispensables 

para la homeostasis inmunitaria, la capacidad de potenciar la actividad citotóxica 

y la funcionalidad prolongada de las células NK[63]. 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/azby
https://paperpile.com/c/ixKjpP/PN7r+s4Q3+HtAl
https://paperpile.com/c/ixKjpP/MBka
https://paperpile.com/c/ixKjpP/5bl9
https://paperpile.com/c/ixKjpP/X4EE
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Figura 7.  Efecto Antitumoral de células Natural Killer: Esquema mecanismos 

mediados por enzimas proteolíticas, receptores y activación de células inmunes. 

 

La inmuno-vigilancia de las células NK en el contexto del cáncer es compleja, 

dado que las células tumorales pueden evadir la respuesta del sistema inmune a 

través de diversos mecanismos de escape inmunitario[64]. Varios estudios han 

demostrado que en muestras pulmonares de pacientes con CNCP que no han 

recibido tratamiento previo, las células tumorales son capaces de secretar 

citoquinas inmunosupresoras como interleuquina 10 (IL-10) y el factor de 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/je5g
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Crecimiento Transformante Beta (TGF-β). Estas citoquinas tienen un efecto 

supresor sobre las funciones de las células NK infiltradas en el tumor[65]. 

Además, se ha investigado el papel específico de la secreción de TGF-β1, 

demostrando que su presencia inhibe la actividad citotóxica antitumoral de las 

NK al disminuir la expresión de los receptores de citotoxicidad natural 3 (NKp30) 

y el receptor miembro D del grupo 2 de NK (NKG2D) en la superficie celular de 

las NK, receptores cruciales en la inmunidad tumoral[66]. 

 

No solo la expresión de receptores afecta las funciones de las NK. Hodge y 

colaboradores (2014) mostraron que en resecciones quirúrgicas de pulmón de 

pacientes con CNCP en estadios que iban desde IB hasta IIIA, las células NK 

infiltradas en el tumor presentan una disminución significativa en la producción 

de granzima B, perforina, IFN-γ y TNF-α en comparación con muestras de 

pacientes no diagnosticados con CP[67]. 

 

El rol de las células NK no se limita a la progresión tumoral; también hay evidencia 

clínica que indica que el número de células NK en sangre periférica después del 

tratamiento con inmunoterapia es un factor crucial para determinar quiénes tienen 

mayor probabilidad de remisión de la enfermedad. Se ha descrito una mayor 

probabilidad de remisión en pacientes con leucemia mieloide crónica que tienen 

un recuento elevado de NK en periferia (mayor a 162/mm³)[68]. 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/Qq1v
https://paperpile.com/c/ixKjpP/ZqiS
https://paperpile.com/c/ixKjpP/1Ugr
https://paperpile.com/c/ixKjpP/1Sp5
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Esta modulación directa de las señales entre las células NK y las células 

cancerosas también ocurre a través de mediadores como las vesículas 

extracelulares, lo que amplía la complejidad de la heterogeneidad tumoral y de 

los enfoques terapéuticos. 

Adicionalmente, los TCA basados en células NK presentan desafíos como las 

dificultades de obtención y expansión ex vivo, el limitado tiempo de vida útil una 

vez transferidas al paciente, dificultades en la capacidad de expandirse y 

mantenerse activas en el organismo del paciente. Evasión del reconocimiento 

antigénico con las células tumorales, efecto inmunosupresor de las NK 

transferidas producto del microambiente tumoral, variabilidad de la respuesta del 

tratamiento, inmunogenicidad, entre otros parámetros[69–72].      

 

Figura 8. Esquema ilustrativo de la interacción entre células Natural Killer y 

células de carcinoma pulmonar. 

 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/uypv+MiFk+2rdP+J4FS


 

24 
 

1.3. Vesículas extracelulares 

 

Esta modulación directa de las señales entre las células NK y las células 

tumorales también ocurre a través de mediadores como las vesículas 

extracelulares (VE), lo que amplía la complejidad de la heterogeneidad tumoral y 

de los enfoques terapéuticos[73].  

Las VE son estructuras que presentan tamaños desde 30 nm hasta 5 µm que las 

células secretan al espacio extracelular por múltiples tipos celulares como 

mecanismo homeostático y que juegan un papel clave en la comunicación 

intercelular. Estas vesículas transportan diversas biomoléculas, como proteínas, 

lípidos y ácidos nucleicos, lo que les permite participar en la transferencia de 

información entre células cercanas o distantes como también de manera 

autocrina y están presentes en todos los fluidos biológicos[74].  

Dependiendo de su tamaño y su mecanismo de biogénesis, estas se pueden 

clasificar principalmente en tres tipos: exosomas, microvesículas y vesículas 

apoptóticas[75].  

 

Los exosomas, han sido el grupo de VEs más ampliamente investigados y su 

mecanismo de biogénesis comienza cuando estímulos como señalización de 

receptores de membranas, ubiquitinación de proteínas, entre otros, inducen la 

endocitosis de la membrana plasmática, formando endosomas tempranas que 

maduran a cuerpos multivesiculares (CMVs). Dentro de estos CMVs, se generan 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/CG64
https://paperpile.com/c/ixKjpP/COXL
https://paperpile.com/c/ixKjpP/2mIr
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vesículas intraluminales (VILs) mediante la invaginación de la membrana, 

regulada por el complejo ESCRT (Complejo de Clasificación Endosomal 

Necesario para el Transporte) o vías independientes de ceramidas. Durante este 

proceso, se clasifican biomoléculas específicas, como proteínas y ARN, que 

serán incluidas en el cargo de los exosomas. Los CMV pueden fusionarse con 

los lisosomas para degradar su contenido (reciclaje de moléculas) o con la 

membrana plasmática, liberando las VILs como exosomas al espacio 

extracelular[74,76].  

Una vez secretados, el contenido de las vesículas puede liberarse de manera 

indirecta, a través de la difusión de señales solubles hacia la célula, o de manera 

directa mediante la internalización de la vesícula completa. Esta internalización 

se puede llevar a cabo mediante diversos mecanismos: 

Fusión de membranas: En este proceso, la membrana de la vesícula se fusiona 

con la membrana plasmática de la célula, permitiendo que el contenido del 

exosoma se incorpore directamente al citoplasma[77].  

Fagocitosis: Este mecanismo es principalmente realizado por células 

especializadas, como macrófagos y células dendríticas. La interacción entre los 

ligandos de las vesículas y receptores específicos, como los receptores del 

complemento o los receptores tipo Toll, induce la formación de pseudópodos a 

través de un mecanismo dependiente de actina. Esta interacción ligando-receptor 

facilita la internalización de la vesícula en fagosomas, los cuales pueden 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/7AxM+COXL
https://paperpile.com/c/ixKjpP/lfen
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fusionarse con lisosomas para degradar los componentes de la vesícula, 

permitiendo su reciclaje o presentación antigénica[78].  

Macropinocitosis: En este caso, también se produce una interacción ligando-

receptor, que puede ser mediada por células del sistema inmune y células 

epiteliales. Este proceso desencadena la prolongación de la membrana 

citoplasmática, formando "ruffles" que generan macropinosomas con la vesícula 

en su interior. Al igual que en el mecanismo anterior, se lleva a cabo la fusión del 

macropinosoma con el lisosoma para degradar y reciclar el contenido 

exosomal.[78] 

Fusión Mediadas por Clatrina o Caveolas: En la endocitosis mediada por clatrina, 

la unión del ligando al receptor provoca la invaginación de la membrana, donde 

se reclutan proteínas de clatrina y adaptadoras que, junto con la membrana 

plasmática, recubren la vesícula para su internalización. En la endocitosis 

mediada por caveolas, se forman pequeñas invaginaciones en la membrana, 

ricas en fosfolípidos y colesterol, además de proteínas específicas como 

caveolinas. El ensamblaje de caveolinas permite la reorganización del 

citoesqueleto y la invaginación de la vesícula[78]. 

Endocitosis Mediadas por Receptores o Balsas Lipídicas: Este mecanismo 

requiere la presencia de un ligando en la superficie exosomal para captar 

receptores específicos en la membrana plasmática celular, o la existencia de 

microdominios ricos en colesterol y esfingolípidos en la membrana plasmática, 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/bhph
https://paperpile.com/c/ixKjpP/bhph
https://paperpile.com/c/ixKjpP/bhph
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que facilitan la invaginación de la membrana y la internalización de la 

vesícula[79].  

 

El mecanismo de comunicación que utilice la vesícula con la célula resulta vital 

para poder definir el tipo de respuesta que o efecto que este mensaje tendrá en 

la célula, por ejemplo, definir si el contenido es trasladado solo a nivel 

citoplasmático o necesita de la traslocación al núcleo[80,81]. Adicionalmente, el 

mecanismo de internalización de una vesícula con la correspondiente célula 

receptora es específico y dependerá de las características de cada una de 

ellas[82], por ejemplo, las VE que no presentan la tetraspanina de grupo de 

diferenciación 63 (CD63) en su composición, son capaces de interaccionar 

exclusivamente con células dendríticas neuronales[83]. Mientras que la 

capacidad de internalización de vesículas también puede estar dado por el 

estado metabólico de la célula receptora[84,85].  

 

En la actualidad, se ha reemplazado el uso del término exosomas por VE 

pequeñas (small EVS sEVs), ya que en la práctica, el aislamiento específico de 

este grupo de vesículas es complejo, por lo que se ha recomendado el uso del 

término de VEs pequeñas para vesículas con tamaños menores a 200 nm[86,87].    

 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/dtlo
https://paperpile.com/c/ixKjpP/15oq+83dF
https://paperpile.com/c/ixKjpP/g84N
https://paperpile.com/c/ixKjpP/NTK3
https://paperpile.com/c/ixKjpP/2fGF+Ct1Z
https://paperpile.com/c/ixKjpP/w1sz+Tkxm
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En condiciones fisiológicas, las VE participan en una variedad de procesos, como 

la modulación del sistema inmunológico, la reparación y homeostasis de tejidos, 

permitiendo la transferencia de señales moleculares como mecanismo de 

interacción entre diferentes tipos celulares[88].  

 

En contextos patológicos, las VE juegan un papel importante en la progresión de 

diversas enfermedades, incluidas las inflamatorias, neurodegenerativas y cáncer, 

entre otras. En el cáncer, por ejemplo, las células tumorales secretan vesículas 

que pueden promover la invasión, la metástasis y la resistencia a terapias[88,89].  

 

 

Figura 9. Esquema ilustrativo de la clasificación de vesículas extracelulares 

según su tamaño y biogénesis. 

 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/ems1
https://paperpile.com/c/ixKjpP/ems1+Bw8j
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1.3.1. VEs en cáncer 

 

En cáncer, la comunicación basada en VEs secretadas por las células tumorales 

y las del microambiente tumoral tienen un impacto significativo en la progresión 

tumoral, la angiogénesis, la evasión del sistema inmune y la resistencia a 

tratamientos[90].  

 

Desde el punto de vista de la célula tumoral, las VEs que secretan pueden tener 

un efecto autocrino y paracrino, gatillando dos tipos de respuesta[91,92]. En 

primer lugar, las VEs con señalización autocrina pueden modular su 

comportamiento celular, aumentando su capacidad de proliferación, invasión, 

resistencia a la apoptosis y resistencia a tratamientos[91].   

De manera paracrina, las VEs secretadas por células cancerígenas pueden 

afectar a diferentes células del microambiente tumoral, reprogramándose para 

que favorezcan la progresión tumoral, fomentando la angiogénesis, preparando 

nichos metastásicos y suprimiendo la respuesta inmune antitumoral[93]. Por 

ejemplo, las VEs pueden inducir a los fibroblastos a convertirse en fibroblastos 

asociados al cáncer (CAF), que a su vez secretan factores que promueven el 

crecimiento tumoral[94].  

 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/vfo2
https://paperpile.com/c/ixKjpP/6XHk+pS81
https://paperpile.com/c/ixKjpP/6XHk
https://paperpile.com/c/ixKjpP/wfqk
https://paperpile.com/c/ixKjpP/nI6M
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Adicionalmente, se puede realizar una señalización cruzada mediada por todas 

las VEs secretadas por las diferentes células que componen el microambiente 

tumoral, favoreciendo en general los procesos de progresión tumoral, metástasis 

y resistencia a tratamientos, lo que las convierte en importantes blancos 

terapéuticos en la investigación oncológica[95].  

 

Estos blancos farmacológicos destacan el rol de las VEs como biomarcadores, 

ya que las VEs transportan un contenido representativo de su célula de origen, 

reflejando perfiles moleculares específicos del tumor. Además, su presencia en 

todos los fluidos biológicos las convierte en una fuente accesible para el análisis. 

Se ha observado que las células cancerosas secretan una mayor cantidad de 

VEs en comparación con las células normales, lo que refuerza su relevancia 

como indicadores de la actividad tumoral. Estas propiedades han impulsado 

investigaciones destinadas a su identificación, permitiendo su uso en la detección 

temprana, el pronóstico y el monitoreo del cáncer, con un enfoque especial en 

evaluar la respuesta a los tratamientos[96,97]. En CP por ejemplo, se ha 

reportado que fibronectina asociada a VEs tanto de líneas celulares como de 

plasma de pacientes, podría ser un potencial biomarcador de estadios tempranos 

y avanzados de CNCP[98].  

https://paperpile.com/c/ixKjpP/Bssz
https://paperpile.com/c/ixKjpP/6Uxm+wPBz
https://paperpile.com/c/ixKjpP/zviO
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Figura 10. Representación esquemática de la comunicación mediada por 

vesículas extracelulares en el microambiente tumoral. 

 

1.3.2. VEs derivadas de células inmunes. 

 

Entre las células del sistema inmune que secretan VEs, los monocitos, 

macrófagos y células NK son de especial interés debido a su rol en la vigilancia 

inmunológica y en la interacción con las células tumorales[99].  

 

Los monocitos y macrófagos, particularmente los macrófagos asociados a 

tumores (TAMs en inglés), secretan VEs que pueden tener efectos duales en el 

cáncer. Los TAMs suelen polarizarse hacia un fenotipo M2 como resultado de las 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/cCMP
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citoquinas secretadas por las células tumorales en el microambiente tumoral, 

favoreciendo la inmunosupresión, la angiogénesis y la progresión tumoral[100]. 

Las VEs secretadas por estos macrófagos contienen factores inmunosupresores, 

que facilitan la evasión inmune ya que se ha descrito que son capaces de suprimir 

la actividad de los linfocitos T, células dendríticas, entre otros[101]. Como 

también promueven el fenotipo de célula madre cancerosa (CSC del inglés)[102]. 

 

Las VEs derivadas de células NK por otro lado, tienen la función de eliminar las 

células tumorales. las células NK al activarse con citoquinas, también son 

capaces de secretar grandes cantidades de VEs, las que se ha descrito que 

pueden ejercer una función antitumoral gracias a que contienen moléculas como 

perforina, granzima, Fas ligando (FasL), TNF-α y microRNAs (miRNA), que son 

esenciales para inducir la muerte celular y la eliminación efectiva de las células 

tumorales[103,104]. Un ejemplo de ello son los exosomas derivados de la línea 

celular NK-92, que contienen perforina y FasL, y se ha demostrado que también 

liberan TNF-α. Estas vesículas han mostrado un significativo efecto citotóxico y 

un potencial rol antitumoral, especialmente en células de melanoma, donde han 

sido capaces de inducir su muerte celular[105]. 

 

Sin embargo, en ciertos contextos, las células tumorales pueden modificar el 

contenido de las VEs derivadas de células NK para evitar su actividad citotóxica, 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/C9B5
https://paperpile.com/c/ixKjpP/NpKz
https://paperpile.com/c/ixKjpP/JNcq
https://paperpile.com/c/ixKjpP/YoD3+N2pw
https://paperpile.com/c/ixKjpP/MrTJ
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lo que subraya la complejidad de la interacción entre las VEs del sistema 

inmunológico y el cáncer. Por ejemplo, se ha observado que las VEs secretadas 

por carcinomas pancreáticos pueden reducir la expresión de importantes 

proteínas de membrana en las células NK, como NKG2D y la proteína de 

membrana asociada a lisosomas 1 (LAMP-1), que son fundamentales para su 

actividad citotóxica[105]. 

Sin embargo, los desafíos para la traslación clínica que presentan las terapias en 

base a VEs están relacionadas a la diversidad de rendimientos de aislación, 

dificultades de producción en masa, alta heterogeneidad en su composición, 

seguridad e inmunogenicidad, por lo que se hace indispensable buscar 

estrategias que superen estas limitaciones[106,107]. 

 

1.3.3. Extrusomas – Vesículas artificiales derivadas de células 

 

Como una nueva alternativa para enfrentar algunos de los desafíos que 

presentan las VEs en la traslación, es que, en el año 2013, Jang y colaboradores 

fueron los primeros en describir una novedosa metodología para la generación 

de vesículas de manera artificial a partir de células[108]. Ellos los denominaron 

exosomas miméticos, ya que son diseñados para imitar la estructura, tamaño y 

función de los exosomas convencionales. A diferencia de las VES, que son 

secretados directamente desde células, los exosomas miméticos se fabrican 

utilizando diversas técnicas de ingeniería que permiten un control más preciso 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/MrTJ
https://paperpile.com/c/ixKjpP/nK3T+t71d
https://paperpile.com/c/ixKjpP/EK6P
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sobre su composición, tamaño y contenido. Además, pueden ser diseñados para 

evitar la inmunogenicidad y mejorar su biodistribución y estabilidad in vivo. Esto 

los convierte en una herramienta prometedora para aplicaciones terapéuticas, 

diagnósticas y de administración de fármacos[109]. 

La fabricación de estas vesículas se realiza mediante extrusión celular que 

consiste básicamente en pasar suspensiones celulares a través de una serie de 

membranas de policarbonato con tamaños de poro decreciente, logrando 

mediante la ruptura y formación en serie, nanovesiculas con producciones del 

orden de 10 a 1000 veces mayores a las VEs convencionales, y una 

representación de todos los componentes de las células de origen en el cargo, 

permitiendo modificar el contenido de las vesículas con la modificación previa de 

las células[110,111].   

En mayo de este año (2024), por primera vez la sociedad internacional de 

vesículas extracelulares (ISEV) se pronunció respecto a esta nueva clase de 

vesículas, sugiriendo que la correcta denominación debe ser vesículas artificiales 

derivadas de células (ACDV)[112].  

 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/Cmrh
https://paperpile.com/c/ixKjpP/BXvG+dCFV
https://paperpile.com/c/ixKjpP/fozd
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Figura 11. Esquema ilustrativo de la generación de extrusomas. 

 

En la actualidad, se han publicado cerca de 160 artículos describiendo los 

potenciales roles que pueden tener las ACDVs como tratamiento,enfocados 

principalmente como sistemas de liberación de nanofármacos. Un ejemplo de ello 

son las ACDVs derivados de macrófagos en conjunto a la administración de 

anticuerpos anti-ligando de muerte programada 1 (PD-L1) para potenciar la 

eficacia del tratamiento en modelos de carcinoma de colon con resultados 

prometedores tanto in vitro como in vivo[113]. También se ha realizado el 

encapsulamiento del quimioterapéutico doxorrubicina en ACDVs de monocitos 

humanos (línea celular THP-1), demostrando mayor eficacia que el fármaco libre 

en modelos 2D y 3D de cáncer de ovario[110].  

 

Además, se ha reportado un trabajo de ACDVs derivados de células NK, en 

donde determinaron el efecto citotóxico en distintas líneas de cáncer tanto in vitro 

como in vivo, mostrando disminuciones significativas tanto en el número, 

volumen y peso tumoral con la administración de los EM derivados de NK[114].  

 

De acuerdo con los antecedentes previos, es que se propone determinar el efecto 

que tendrán los EM derivados de células NK con docetaxel como cargo sobre la 

viabilidad celular en cultivos de líneas celulares de cáncer de pulmón. 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/uCVq
https://paperpile.com/c/ixKjpP/BXvG
https://paperpile.com/c/ixKjpP/sLpx
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FORMULACIÓN DE HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

 Hipótesis 

 

Los extrusomas derivados de células Natural Killer cargados con docetaxel 

presentan una mayor eficacia citotóxica en comparación con los extrusomas no 

cargados y las vesículas extracelulares, siendo capaces de internalizarse para 

inducir apoptosis en cultivos celulares de carcinoma pulmonar de células no 

pequeñas. 

 

a. Objetivo General 

 

Evaluar la composición de los extrusomas derivados de células Natural Killer 

cargados con docetaxel en comparación con extrusomas no cargados y vesículas 

extracelulares, y determinar el papel de los mecanismos de internalización por 

fusión de membrana, macropinocitosis, endocitosis mediada por clatrina/caveola 

y Evaluar la eficacia citotóxica en conjunto a la inducción de apoptosis en cultivos 

celulares de carcinoma pulmonar de células no pequeñas. 
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b. Objetivos Específicos 

 

I. Generar y Caracterizar los extrusomas obtenidos de células Natural Killer 

cargados con docetaxel. 

II. Estudiar los mecanismos de internalización fusión de membrana, 

macropinocitosis, endocitosis mediada por clatrina/caveola en células de 

carcinoma pulmonar de células no pequeñas. 

III. Evaluar el efecto citotóxico de los extrusomas obtenidos de células Natural 

Killer cargados con docetaxel en cultivos celulares de carcinoma pulmonar 

de células no pequeñas. 

IV. Evaluar la inducción de la muerte celular por apoptosis de los extrusomas 

obtenidos de células Natural Killer cargados con docetaxel. 

 

 

  



 

38 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Aislamiento de vesículas extracelulares de NK y extrusomas 

3.1.1. Aislamiento de vesículas extracelulares 

La línea celular NK-92 (ATCC CRL-2407) se cultivó en medio avanzado de 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco cat#12633-012) 

suplementado con 1% de penicilina/estreptomicina (Biological Industries cat# 

DW101203-031), 1X glutamax (Gibco cat# A1286001), 10% de FBS inactivado 

por calor (Gibco cat# 12657029) y 50 ng/mL de de Interleucina-2 humana 

recombinante (rhIL-2, R&D system cat#BT-002). Este medio se denomina 

“medio-NK”. 

Para aislar las vesículas extracelulares de las células NK (denominadas en 

adelante "EVs"), se sembraron 1x10⁶ células/mL en medio sin suero AIM-V 

(Gibco cat#12055-083) suplementado con 50 ng/mL de rhIL-2 y se incubaron 

durante 48 horas. El medio acondicionado se recolectó y se centrifugó a 300xg 

durante 5 min, 2000xg durante 30 min a 4°C para eliminar los restos 

celulares[115]. Posteriormente, el medio condicionado se filtró (0.22 µm) y se 

ultracentrifugó a 100.000xg a 4°C durante 1h (Hanil 5, rotor fijo, Corea). El pellet 

resultante se lavó con solución salina tamponada con fosfato (PBS, Gibco 

cat#10010-023). Finalmente, el pellet se resuspendió en 100 μL de PBS y las 

muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso posterior. 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/n5Bz
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3.2. Generación de extrusomas NK 

Las extrusomas NK (denominados en adelante "EXTs") se generaron a partir de 

la línea celular NK-92 siguiendo el protocolo de Jang et al. 2013, con algunas 

modificaciones. Las células se recolectaron, centrifugaron y resuspendieron en 

PBS a 5x10⁶ células/mL. El docetaxel (Tocris, EE. UU. cat# TO.4056/10) se 

encapsuló añadiendo 100 µg/mL del fármaco antes de la extrusión (denominados 

en adelante "DTX-EXTs"). Posteriormente, las células se extruyeron 

secuencialmente (mini-extrusor Avanti) utilizando filtros de membrana de 

policarbonato con tamaños de poro de 10, 5 y 1 μm (Isopore cat# TCTP02500, 

Whatman cyclopore cat# WHA70602513, Avanti cat# 610010). Las muestras se 

pasaron siete veces por cada membrana. Los EXTs y DTX-EXTs se concentraron 

mediante ultracentrifugación a 100,000xg a 4°C durante 1h y las muestras se 

almacenaron a -80°C hasta su uso posterior [20]. 

 

3.3. Caracterización de vesículas extracelulares y extrusomas 

3.3.1. Análisis de Seguimiento de Nanopartículas (NTA) 

Para determinar el tamaño medio y modal de las vesículas, así como su 

concentración y distribución de tamaño, se realizó un análisis de seguimiento de 

nanopartículas (NTA). Las muestras de EVs, EXTs y DTX-EXTs se diluyeron en 

PBS fresco y filtrado 1X en proporciones de 1:100 a 1:3000 y se analizaron 

usando un instrumento NanoSight NS300 (Malvern Panalytical, Malvern, Reino 
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Unido) bajo condiciones de flujo constante (velocidad de flujo = 20) a 25 °C. Se 

capturaron cuatro videos de 60 s para cada muestra. El análisis de datos se 

realizó utilizando el software NTA con un umbral de detección de 5 y un nivel de 

cámara de 8.  

 

3.3.2 Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) 

La morfología de las vesículas se visualizó mediante Microscopía Electrónica de 

Transmisión (TEM), como se describió previamente [23]. Brevemente, se 

transfirieron 5µL de muestras de suspensión de vesículas (diluidas 1:10) a una 

rejilla de cobre de 300 mallas con película de formvar recubierta de carbono 

(FCF300-CU25, Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EE. UU.) y se dejó 

adsorber durante 60 s. El exceso de muestra se eliminó con papel de filtro y se 

tiñó con acetato de uranilo acuoso al 1% durante 60 s. Se eliminó el exceso de 

tinción y la muestra se dejó secar durante 24h a temperatura ambiente. Las 

imágenes se adquirieron con un microscopio Talos F200C G2 y se analizaron 

con el software Velox Imaging. 

 

3.3.3 Microscopía de fuerza atómica (AFM) 

Se realizó el análisis topológico de las EVs y EXTs mediante microscopía de 

fuerza atómica (AFM), de acuerdo con lo descrito previamente por Leiva-Sabadini 

C. y colaboradores[116].  Brevemente, las muestras se inmovilizaron en discos 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/IMs6
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de mica recién divididos (12 mm de diámetro; Electron Microscopy Sciences, EE. 

UU.) recubiertos con una solución de 0.1 M de poli-L-lisina (PLL, Sigma Aldrich, 

EE. UU.), Las muestras se montaron en un microscopio AFM Asylum MFP 3D-

SA (Asylum Research, EE. UU.) y se analizaron en modo de contacto intermitente 

(modo AC) con cantilevers TAP300GD-G (BudgetSensors, Bulgaria), obteniendo 

imágenes de altura, amplitud y fase de los sustratos bajo condiciones 

ambientales. 

 

3.4. Potencial Zeta 

El potencial Zeta de los EVs, EXTs y DTX-EXTs se analizó utilizando un Zetasizer 

(Malvern Panalytical, Malvern, Reino Unido. Modelo Pro Red) mediante análisis 

de dispersión de luz dinámica (DLS) a temperatura ambiente. Se resuspendieron 

20µL de cada muestra con 980µL de agua destilada, y luego se cargaron las 

muestras en una célula de Zeta Capilar Plegada (Malvern Panalytical, 

cat#DTS1070). El potencial Zeta se obtuvo utilizando el software ZS Xplorer 

(Malvern Panalytical). Las muestras se midieron por triplicado con un intervalo de 

estabilización inicial de 45 s e intervalos de medición de 1 min. 

 

3.5. Cuantificación de Proteínas 

La concentración de proteínas de EVs, EXTs y DTX-EXTs se midió con un 

ensayo de ácido bicinconínico (BCA assay; ThermoFisher Scientific cat#23225) 
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de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se sonificaron 10µL 

de cada muestra durante 15 min. Posteriormente, se añadieron 190µL de la 

solución de trabajo de BCA y las muestras se incubaron a 60°C durante 10 min 

después de vortexar. Finalmente, las muestras se transfirieron a una placa de 96 

pocillos y se midió la absorbancia a una longitud de onda de 560nm con un lector 

de microplacas (Multiskan Sky, Thermo). La cuantificación de proteínas se graficó 

como mg/mL de proteína normalizada a 1x10⁶ células. 

 

3.6. Cuantificación de Fosfolípidos 

El contenido de fosfolípidos de las muestras aisladas de EVs, EXTs y DTX-NK 

se cuantificó utilizando un “Kit de ensayo de fosfolípidos” (Sigma Aldrich, cat# 

MAK122) según las instrucciones del fabricante. Brevemente, todos los reactivos 

se calentaron a 20°C (RT). Los estándares se prepararon a 200µM, 150µM, 

100µM, 50µM, 20µM, 10µM, 5µM y 2.5µM. Se mezclaron 10µL de estándar o 

muestra con 90µL de la mezcla de reacción del ensayo y se incubaron a RT 

durante 30 min, protegidos de la luz. Posteriormente, los desechos se eliminaron 

centrifugando las muestras a 14.000xg y las muestras se transfirieron a una placa 

de 96 pocillos para la medición. La absorbancia se midió a 530nm con un lector 

de microplacas (Multiskan Sky, Thermo). La determinación total de fosfolípidos 

de cada grupo de vesículas se normalizó a 1x10⁶ células. 
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3.7. Análisis por Western Blot de los marcadores exosomales y de 

células NK 

Se realizó un análisis por Western Blot para verificar la presencia de proteínas 

conocidas de células NK, como Fas ligando (FasL) y perforina, proteínas 

asociadas con la biogénesis de EVs (Sintenina y  gen de susceptibilidad tumoral 

101 (TSG101)), proteínas citosólicas como la proteína de choque térmico 70 

(HSP70), 90 (HSP90) y Gliceraldehído-3-Fosfato Deshidrogenasa (GAPDH), y 

marcadores de EVs como el grupo de diferenciación 63 (CD63), el 9 (CD9) y 

Flotilina-1. La calnexina se utilizó como control negativo para la biogénesis de 

EVs. La información y diluciones de los anticuerpos se encuentra en el anexo. 

Las EVs y EXTs aisladas se compararon con el lisado de células NK. Para los 

lisados celulares, las células NK se lisaron con un buffer para ensayos de 

inmunoprecipitación radioactiva (RIPA) a 4°C durante 10 min, seguido de 

centrifugación a 10,000xg durante 10 min. Las proteínas se cuantificaron como 

se describió anteriormente. Para Western Blot en condiciones reductoras (Alix, 

TSG101, HSP70, HSP90, Flotilina-1, Calnexina, FasL, perforina y GAPDH), se 

mezclaron 10µg de cada muestra con el buffer Laemmli de muestra 4X (Biorad, 

cat#1610747) que contiene solución de ditiotreitol (Sigma Aldrich, cat#43816) a 

una concentración final de 50 mM, y se incubaron durante 10 min a 95°C. Para 

condiciones no reductoras (CD63 y CD9), se mezclaron 10µg de la muestra con 
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el buffer Laemmli de muestra 4X. Las proteínas se separaron en geles de SDS-

PAGE al 10% o 12% y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. 

Las membranas se bloquearon con una solución bloqueadora (5% de BSA en 

solución salina tamponada con tris (TBS) con 0.1% de Tween (TBS-T)) en un 

agitador orbital durante 1h. Los anticuerpos primarios se diluyeron en la solución 

bloqueadora y se incubaron durante la noche, seguidos de tres lavados con TBS-

T durante 10 min. Las membranas se incubaron con anticuerpos secundarios a 

temperatura ambiente durante 2h, se lavaron tres veces y finalmente se 

visualizaron usando un LICORbio Odyssey DLx Imager. El análisis de las 

imágenes se realizó con el software LICORbio Image Studio Digits versión 5.2.5. 

 

3.8. Determinación del encapsulamiento de docetaxel 

Se realizó un análisis por Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC) para 

cuantificar el docetaxel encapsulado en DTX-EXTs. En resumen, el docetaxel 

libre se midió utilizando un VWR Hitachi LaChromElite (Hitachi) equipado con un 

horno de columna, muestreador automático y detector UV-DAD configurado a 

una longitud de onda de 200 nm. Las corridas en fase inversa comprendieron una 

fase móvil de acetonitrilo con metanol (grado HPLC, Merck, EE. UU.) en una 

proporción de 70:30. La velocidad de flujo se mantuvo a 0.6 mL/min, y se 

inyectaron 5 µL de soluciones estándar o muestras en una columna Kromasil C18 

de 3.5 µm, 150 mm x 4.6 mm (Novus). La identificación y cuantificación se 
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realizaron mediante el tiempo de retención (4 min) y el área de los picos 

cromatográficos, respectivamente. La curva de calibración para docetaxel es 

lineal en el rango de 0.078 a 5 µg/ml (R² = 0.99). El docetaxel encapsulado se 

normalizó a 1x10⁶ células y se expresó en pmoles por µg de proteína de 

vesícula[117]. 

 

3.9. Análisis Proteómico 

Se realizó un análisis proteómico comparativo usando espectrometría de masas 

en tándem de cromatografía líquida de alta resolución (LC-MS/MS) en EVs, EXTs 

y DTX-EXTs para identificar diferencias en la composición. Se precipitaron 30µg 

de proteína de cada muestra en perlas de amina, como se describió previamente 

[25]. Las proteínas precipitadas en las perlas se disolvieron en 50mM de 

bicarbonato de amonio, se redujeron, se alquilaron y se digirieron con tripsina 

(proporción enzima: proteína 1:50; Promega) a 37°C durante la noche. Los 

péptidos resultantes se purificaron utilizando un disco de resina C18 antes del 

análisis LC-MS/MS con nanoElute acoplado a tims TOF PRO2 (Bruker). La 

identificación de proteínas y la cuantificación sin etiquetas se realizaron usando 

el software MaxQuant (versión 2.4.7.0) contra la base de datos humana de 

UniProt. Los criterios de presencia de proteínas se establecieron como detección 

en al menos 2 de 3 réplicas biológicas para EVs, EXTs y DTX-EXTs. La 

visualización de datos para el análisis diferencial de expresión de proteínas de 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/rffJ
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gránulos citolíticos, receptores de células NK y marcadores de proteínas de EVs 

se realizó utilizando el software HeatMapper. El análisis de enriquecimiento 

funcional para procesos biológicos, funciones moleculares y componentes 

celulares se llevó a cabo utilizando FunRich versión 3.1.4 y Graphpad Prism 

versión 8.0.1, con la información de proteínas obtenida de la base de datos 

UniProt. 

 

Tabla 1. Líneas celulares y medios de cultivo. 

Líneas 

celulares 

medios de cultivo 

NK-92 advanced RPMI 1640 suplementado con 1% de 

penicilina/estreptomicina, 1X glutamax, 10% de FBS 

inactivado y 50 ng/mL de IL-2 humana recombinante  

THP-1 RPMI 1640 suplementado con 1% de 

penicilina/estreptomicina 1X glutamax y 10% de FBS  A549 

H1975 

H1299 

 

Tabla 2. Clasificación histológica y mutaciones claves de los cultivos de cáncer 

de pulmón. 



 

47 
 

Líneas 

celulares 

clasificación mutaciones 

claves 

mecanismos de resistencia  

A549 CNCP KRAS: 

Mutación en 

KRAS G12S 

(activante). 

  

TP53: Sin 

mutaciones 

funcionales 

Resistencia a inhibidores de 

EGFR debido a la mutación 

activante en KRAS, que 

promueve la señalización 

independiente de EGFR. 

 

Mayor resistencia a 

quimioterapia basada en 

cisplatino. 

H1975 CNCP EGFR: 

Mutaciones 

en L858R 

(activante) y 

T790M. 

  

TP53: 

Mutación en 

TP53 R273H. 

Resistencia a inhibidores de 

EGFR como gefitinib y 

erlotinib debido a la mutación 

T790M. 

 

Resistencia asociada con la 

mutación en TP53, que 

disminuye la apoptosis 

inducida por tratamientos. 
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H1299 CNCP TP53: 

Deleción 

completa del 

gen TP53 

(pérdida total 

de función). 

Resistencia a la apoptosis por 

pérdida completa de TP53. 

 

Menor respuesta a la 

quimioterapia basada en 

agentes que inducen daño en 

el ADN. 

 

 

3.10. Condiciones de cultivo celular para líneas celulares de cáncer 

de pulmón 

Para evaluar el efecto citotóxico de EVs, EXTs y DTX-EXTs, se emplearon las 

líneas celulares de carcinoma de pulmón A549 y H1975. Estas células se 

cultivaron en medio RPMI 1640 (Capricorn Scientifica, cat# RPMI-A) 

suplementado con 1% de penicilina/estreptomicina (Biological Industries cat# 

DW101203-031), 1X glutamax (Gibco cat# A1286001), y 10% de FBS (Sigma 

Aldrich cat#F7524). Todas las líneas celulares se mantuvieron bajo condiciones 

estándar de cultivo celular (37°C, 5% de CO₂), y los experimentos se realizaron 

con células al 80% de confluencia. 
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3.11. Marcaje fluorescente de EVs, EXTs y EXT-DTXs 

Para rastrear las vesículas (EVs, EXTs y EXT-DTX) con microscopía confocal y 

citometría de flujo, todos los tipos de vesículas se tiñeron con éster succinimidil 

de carboxifluoresceína (Cell Trace CFSE; ThermoFisher Scientific cat#C34554). 

Se añadió CFSE a una concentración de 100µM, y las vesículas se incubaron a 

37°C durante 2h, protegiéndolas de la luz. Posteriormente, las vesículas se 

lavaron dos veces con PBS mediante ultracentrifugación, y el pellet se 

resuspendió en 100 µL de PBS. La concentración de partículas se midió con NTA, 

y las vesículas marcadas se almacenaron a -80°C. 

 

3.12. Visualización de la captación de vesículas con microscopía 

confocal 

Las células A549 y NCI-H1975 se sembraron en cubreobjetos de vidrio de 12 mm 

a una densidad de 1.5 x 10⁴ células/cm² y se dejaron adherir durante la noche. 

Las células se incubaron con vesículas marcadas con CFSE a una proporción 

célula-vesícula de 1:2.500 durante 4h a una temperatura de 37°C. 

Posteriormente, se retiró el medio de cultivo celular, y las células se lavaron tres 

veces con PBS 1X para eliminar todas las vesículas residuales. Las células se 

fijaron con paraformaldehído (PFA) al 4% a temperatura ambiente durante 10 min 

y se lavaron tres veces con PBS. Luego, las células se contratiñeron con Hoechst 

a 10 µg/ml (Thermo Fisher, cat#33342) durante 5 minutos a temperatura 
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ambiente. Después de un lavado final, los cubreobjetos se montaron con 

Fluorsave (Merck, cat#345789). Se tomaron imágenes confocales con un 

microscopio confocal Olympus Fluoview FV10i usando el software Olympus 

Fluoview V4.2b. Se adquirieron 5 imágenes por condición en tres experimentos 

independientes. Se adquirieron 40 Z-stacks por muestra con un tamaño de paso 

óptico de 0.5 µm. 

 

3.13. Ensayo de inhibición de la captación 

Se analizaron las rutas de captación de EVs, EXTs y DTX-EXTs según lo descrito 

anteriormente [26]. Las células A549 y NCI-H1975 se sembraron a una densidad 

de 5 x 10⁴ células por pocillo en una placa de 12 pocillos. Al día siguiente, las 

células se lavaron con PBS y se pretrataron con inhibidores para bloquear cada 

mecanismo de captación de vesículas (clorpromazina: endocitosis dependiente 

de clatrina; amilorida: macropinocitosis; omeprazol: fusión de membrana; Fillipin 

III: endocitosis dependiente de caveolas). Los inhibidores se añadieron a las 

siguientes concentraciones: clorpromazina (28μM, 1h; Sigma Aldrich cat #C904), 

amilorida (50μM, 1h; Sigma Aldrich PHR1839), omeprazol (1mM, 1h, Sigma 

Aldrich cat# PHR1059), y Fillipin III (7.5μM, 15 min; Sigma Aldrich cat# F4767). 

Las células se incubaron con 250 vesículas CFSE por célula durante 4 horas. Las 

células sin vesículas y las células con vesículas CFSE sirvieron como controles. 

Posteriormente, las células se desprendieron con accutase (Sigma Aldrich, 
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cat#A6964), se centrifugaron a 400xg durante 5 min y se descartó el 

sobrenadante. Las células se lavaron con 1 mL de PBS, se centrifugaron de 

nuevo y se resuspendieron en 300 µl de PBS. La incorporación de vesículas se 

evaluó mediante citometría de flujo (BD FACS Canto II), adquiriendo al menos 

10,000 eventos por muestra. Los datos se analizaron con el software FlowJo 

(TreeStar, versión 8.8.6), y los resultados se presentaron como un porcentaje del 

control de vesículas CFSE. 

 

3.14. Efectos citotóxicos de EVs, EXTs y DTX-EXTs 

3.14.1. Ensayo de MTT 

Se utilizó el ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (ensayo MTT, 

Sigma Aldrich cat#M5655) para evaluar la actividad metabólica, que es un 

indicador de viabilidad celular, para determinar los efectos citotóxicos de EVs, 

EXTs y DTX-EXTs se evaluaron midiendo la actividad metabólica en 2 líneas 

celulares diferentes de cáncer de pulmón (ATCC A549 y ATCC NCI-H1975) con 

el ensayo. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 

2.5x10⁴ (A549) o 3.3x10⁴ (H1975) células por cm² y se dejaron adherir durante la 

noche. Posteriormente, se añadieron EVs, EXTs y DTX-EXTs a concentraciones 

que variaron de 0.025 a 5 µg de proteína/pocillo. Después de 48h, se añadió MTT 

a cada pocillo a una concentración final de 0.5 mg/mL, y las células se incubaron 

a 37°C durante 2h. Los cristales de formazán resultantes se disolvieron en 40µL 
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de DMSO durante 15 min a 37°C. La absorbancia se midió a 570 nm utilizando 

un lector de microplacas (Multiskan Sky, Thermo Scientific, EE. UU.). Los datos 

se presentan como un porcentaje del control positivo (medio de cultivo y vehículo, 

en este caso, PBS), y se realizaron al menos tres experimentos independientes 

con duplicados biológicos. 

 

3.14.2. Apoptosis celular 

La apoptosis celular se evaluó con el ensayo de detección de Caspasa 3/7 

CellEvent (Invitrogen, cat#C10423), con algunas modificaciones. Las células 

A549 y H1975 se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 5 x 10⁴ 

células por pocillo y se dejaron adherir durante la noche. Se añadieron EVs, EXTs 

y DTX-EXTs a concentraciones que variaron de 0.025 a 5 µg/pocillo; los grupos 

de control incluyeron células no tratadas y células tratadas con 20% de DMSO 

como control positivo de apoptosis. Las células se incubaron con los tratamientos 

en combinación con la sonda de detección de caspasa 3/7 a una concentración 

final de 1.25 µM durante 24h protegidas de la luz. Después de los tratamientos, 

se recuperó el sobrenadante y las células se desprendieron usando 50μL de 

accutase durante 10 min, se neutralizó con 100μL de medio de cultivo y se 

centrifugó a 400xg durante 5 min. El pellet celular se resuspendió en 300μL de 

PBS que contenía 2% de FBS, y se añadió el sobrenadante previamente 

recuperado. Para detectar células muertas, las células se tiñeron con Ioduro de 
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Propidio (PI, Sigma Aldrich, cat#P4864) a una concentración final de 1 µg/mL 

durante 2 min a 4°C, protegidas de la luz. Las células apoptóticas y muertas se 

detectaron mediante citometría de flujo BD FACS Canto II, adquiriendo 5000 

eventos por muestra. El análisis de datos se realizó usando el software FlowJo 

versión 10.9.0. Las células se analizaron para apoptosis temprana (solo Caspasa 

3/7 positiva), tardía (Caspasa 3/7 y PI positivas), y total (suma de ambas) usando 

el método de cuadrantes. 

 

3.15. Análisis estadístico 

Todos los datos se expresan como diagramas de caja con valores mínimos y 

máximos, y se trazaron líneas en la media. La distribución normal se probó con 

la prueba de Shapiro-Wilk. Los datos con distribución normal se analizaron con 

pruebas paramétricas (prueba t de Student para 2 grupos y análisis de varianza 

de una vía (ANOVA) para grupos múltiples). Los datos con distribución no 

paramétrica se analizaron utilizando la prueba de Mann-Whitney para 

comparaciones por pares y Kruskal Wallis para comparaciones múltiples. Se 

realizó una prueba de identificación de valores atípicos con el método ROUT y 

con Q=0.01. Se consideraron estadísticamente significativos los valores de p < 

0.05. Todos los experimentos se realizaron en al menos tres experimentos 

independientes. 
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3.16. Metodología de experimentos adicionales. 

3.16.1. Incorporación de cisplatino  

El encapsulamiento de cisplatino (Sigma-Aldrich, cat#PHR1624) se realizó 

durante el proceso de extrusión, igual a lo descrito anteriormente para DTX. 

Se realizó un análisis por HPLC para cuantificar el CIS encapsulado en CIS-

EXTs. En resumen, el cisplatino libre se midió utilizando un VWR Hitachi 

LaChromElite (Hitachi) equipado con un horno de columna, muestreador 

automático y detector UV-DAD configurado a una longitud de onda de 227 nm. 

Las corridas en fase inversa comprendieron una fase móvil de acetonitrilo (grado 

HPLC, Merck, EE. UU.) se realizaron en primera instancia en una proporción de 

80:20 con ácido fórmico al 0.1%. La velocidad de flujo se mantuvo a 0.8 mL/min, 

y se inyectaron 10 µl de soluciones estándar en una columna Kromasil C18 de 

3.5 µm, 150 mm x 4.6 mm (Novus). Posteriormente, se realizaron corridas en 

fase inversa comprendieron una fase móvil de acetonitrilo se realizaron en 

primera instancia en una proporción de 45:55. La velocidad de flujo se mantuvo 

a 1 mL/min, y se inyectaron 10 µl de soluciones estándar en la columna C18 de 

acuerdo a lo descrito previamente por Zhang y colaboradores[118].  

 

3.16.2. Diferenciación de monocitos a macrofagos fenotipo M1 

A partir de cultivos de la línea celular THP-1 (ATCC TIB-202) correspondiente a 

monocitos humanos, se estimularon con medio de mantención suplementado con 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/MC3E
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añadió PMA (forbol 12-miristato 13-acetato; Sigma-Aldrich cat# P1585) a una 

concentración final de 25 nM/mL durante 48h para inducir la diferenciación a 

macrófagos M0. Posteriormente, se realizó el lavado de las células, ya que el 

cambio de fenotipo de monocitos a macrófagos cambia de cultivos en suspensión 

a cultivos adherentes, y se dejaron con medio de mantención por 24h. 

Posteriormente, se realizó la activación de los macrófagos hacia un fenotipo M1 

(pro-inflamatorio), para ello, las células fueron activadas con medio de 

mantención suplementado con LPS (lipopolisacárido; Sigma-Aldrich cat# L4391) 

a una concentración de 1 µg/mL durante 24h.  

 

3.16.3. Fenotipificación de macrófagos M0 y M1 por ELISA 

Para la cuantificación de la liberación de citoquinas pro-inflamatorias por parte de 

los monocitos, macrófagos M0 y macrófagos con polarización a fenotipo M1, se 

realizó el ensayo por inmunoadsorción ligada a enzimas (ELISA), siguiendo las 

indicaciones publicadas previamente[119]. Todos los ensayos se realizaron a 

temperatura ambiente utilizando ELISAs tipo sándwich Duoset de R&D Systems, 

para la determinación de IL-1β (cat# DY201), IL-6 (cat# DY206) y TNF-α (cat# 

DY210). Brevemente, se sembraron 5x104 células de monocitos, macrófagos M0 

y macrófagos M1 en placas de 6 pocillos con 700µL de medio de cultivo por 24h 

para cuantificar la secreción de IL-1β, IL-6 y TNF- α. Por otro lado, se incubaron 

placas de 96 pocillos con 100 µl de anticuerpo de captura correspondiente 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/9WAj
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durante la noche a temperatura ambiente. Al día siguiente, las placas fueron 

lavadas con buffer de lavado (PBS al 0.5% Tween), se bloquearon los pocillos 

con PBS al 1% de albúmina sérica bovina durante 1h. Luego se incubaron con 

estándares (2000-15 pg/ml) y 75 µL de muestras, por duplicado, durante 2 horas. 

Tras la incubación, se retiraron las muestras y se realizaron varios lavados, para 

posteriormente añadir 100 µL de un anticuerpo de detección biotinilado durante 

2h, seguido de 100 µL estreptavidina-HRP durante 20 min en oscuridad para 

finalizar con 100 µL de sustrato (R&D Systems, cat# DY999). La reacción se 

detuvo luego de 20 min y se midió la absorción a 450 nm con un lector de 

microplacas (Multiskan Sky, Thermo). Los resultados obtenidos se normalizaron 

según la cuantificación del número de células en cada grupo y se analizaron 

utilizando la herramienta de análisis ELISA de Arigobio 

(https://www.arigobio.com/elisa-analysis). 

 

3.16.4. Aislamiento de EVs derivadas de macrófagos M1 

Para aislar los EVs de las células macrófagos M1, se sembraron 5x105 

células/mL en medio RPMI 1640 (Gibco cat# 12633-012) suplementado con 1% 

de penicilina/estreptomicina (Biological Industries cat# DW101203-031), 1X 

glutamax (Gibco cat# A1286001), 10% de FBS inactivado por calor (Gibco cat# 

12657029) previamente depletados de EVs (ultracentrifugado a 100.000xg a 4°C 

durante 16h) y se incubaron durante 48 horas. El medio condicionado se 
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recolectó y se centrifugó a 300xg durante 5 min, 2000xg durante 30 min a 4°C 

para eliminar los restos celulares. Posteriormente, el medio condicionado se filtró 

(0.22 µm) y se ultracentrifugó a 100.000xg a 4°C durante 1h (Hanil 5, rotor fijo, 

Corea). El pellet resultante se lavó con solución salina tamponada con fosfato 

(PBS, Gibco cat#10010-023). Finalmente, el pellet se resuspendió en 100 μL de 

PBS y las muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso posterior. 

 

3.16.5. Determinación del encapsulamiento de docetaxel de 

manera indirecta en EVs-M1 

Se realizó un análisis por HPLC para cuantificar el docetaxel encapsulado en 

DTX-EXTs-M1 utilizando el protocolo descrito anteriormente con algunas 

modificaciones. En resumen, la determinación de DTX se hizo de manera 

indirecta analizando los sobrenadantes de los DTX-EXTs-M1 antes y después de 

su aislamiento por utracentrifugación. Se recolectaron 500µL de la dilución de 

DTX-EXTs-M1 posterior al proceso de extrusión y 500µL del sobrenadante 

posterior al aislamiento por ultracentrifugación, de tal forma que el porcentaje de 

encapsulamiento de DTX de manera indirecta se calculó de la siguiente forma:  

%𝐸𝐸 = (
𝐶𝑖 − 𝐶𝑓

𝐶𝑖
) 𝑥 100 
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3.17. Cultivos en esferoides (3D) 

Para la generación de cultivos de esferas de células tumorales de las líneas 

celulares H1975 y H1299, primero se debe realizar un ensayo de formación de 

esferas. Se utilizaron células que previamente crecieron en monocapa a un 80% 

de confluencia, se sembraron cantidades crecientes de células (1x103 a 1.2x104 

por pocillo) en placas de ultra-baja adherencia de 96 pocillos que se pre-tratadas 

con un recubrimiento con 5 mg/mL de poli(2-hidroxietil metacrilato) (Poli-(HEMA); 

Sigma-Aldrich cat#P3932) disuelto en etanol al 95% de acuerdo a lo descrito por 

K.  Lawrenson y colaboradores[120]. Las células se incubaron por 24h y se midió 

el diámetro de las esferas estableciendo como condición de experimentación, 

esferas de tamaños entre 300 a 400 µm de diámetro. 

  

https://paperpile.com/c/ixKjpP/dOjJ
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RESULTADOS 

4.1. Caracterización Extrusomas NK 

4.1.1. Caracterización morfológica 

Las células NK-92 se extruyeron a través de filtros de membrana de policarbonato 

(EXTs) o se extruyeron en presencia de docetaxel (DTX-EXTs) y, posteriormente, 

se concentraron mediante ultracentrifugación. Las vesículas extracelulares (EVs) 

derivadas de medios condicionados sirvieron como control. Para la 

caracterización morfológica inicial (Figura 12), se utilizó microscopía electrónica 

de transmisión (TEM) y reveló estructuras vesiculares redondas, bien definidas y 

cerradas en todos los grupos. Todas las poblaciones de vesículas mostraron 

tamaños dentro del rango esperado para EVs (<200 nm), con DTX-EXTs 

presentando un diámetro promedio 81 nm mayor que EXTs (Figura 12). 

Adicionalmente, se utilizó microscopía de fuerza atómica (AFM) para caracterizar 

la ultraestructura y topología de los EVs y EXTs inmovilizadas en mica, 

confirmando la forma e integridad de las vesículas a escala nanométrica tanto en 

las imágenes de altura como en las de amplitud (
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Figura 13). Además, se realizó la reconstrucción 3D y se encontró que las EXTs 

presentaban una altura media de 9.1 ± 2.8 nm y un tamaño promedio de 59.7 ± 

12.2 nm, consistentes con la morfología esperada de las EVs unidas a mica 

/Figura 13). 
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Figura 12. Caracterización morfológica de EVs, EXTs y DTX-EXTs derivadas 

de células NK-92. Imágenes representativas de EVs-NK, EXTs y DTX-EXTs 

obtenidas mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM), barra de 

escala 200 nm, n=3. 
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Figura 13. Análisis de topología y estructura de EVs, EXTs y DTX-EXTs 

derivadas de células NK-92. (A) Análisis basado en microscopía de fuerza 

atómica (AFM) de la forma de las EVs; (izquierda) altura, (derecha) amplitud, las 

vesículas fueron inmovilizadas sobre mica recubierta con PLL; (B) Análisis 

basado en AFM de la forma de EXTs; (izquierda) altura, (derecha) amplitud, las 

vesículas fueron inmovilizadas sobre mica recubierta con PLL; (C) Análisis 

basado en AFM de la forma de EXTs; reconstrucción 3D de la altura (izquierda), 

análisis de la altura de una sola EXT (centro), y cuantificación de la altura (z máx) 

y diámetro (derecha). Barra de escala 400 nm. 
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4.1.2. Cuantificación, perfiles de distribución de tamaño y 

rendimientos 

 

Los hallazgos morfológicos fueron corroborados por el análisis de seguimiento 

de nanopartículas (NTA), que demostró tamaños modales de 82 ± 22.8 nm, 66.83 

± 13.2 nm y 151.9 ± 17.3 nm para EVs, EXTs y DTX-EXTs, respectivamente (

 

Figura 14). Todas las muestras presentaron distribuciones polimodales, con el 
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peak en la mayor concentración a tamaños menores de 200 nm, lo que es 

esperado para vesículas derivadas de células NK.  

El rendimiento de producción de EXTs y DTX-EXTs se evaluó cuantificando el 

número de partículas y la concentración de proteínas normalizadas por 1x106 

células. Todos los grupos de vesículas presentaron concentraciones del orden 

1x1010 vesículas/mL Las EXTs exhibieron un aumento de 64.76 veces en el 

número de partículas en comparación con las EVs. Al mismo tiempo, las DTX-

EXTs mostraron un aumento de 183.15 veces en relación con las EVs y un 

aumento de 2.82 veces en comparación con las EXTs (
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Figura 14), Sin ser significativas.  

La concentración de proteínas, medida mediante el ensayo BCA, reveló un 

aumento de 1.71 veces en las EXTs y un aumento de 2.26 veces en las DTX-

EXTs en comparación con las EVs, el cual resultó significativo (
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Figura 14). 
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Figura 14. Análisis de perfiles de distribución poblacional y rendimiento de 

aislamiento de EVs, EXTs y DTX-EXTs derivados de células NK-92. (A) 

Distribución del tamaño y concentración de partículas mediante análisis de 

seguimiento de nanopartículas (NTA). N=3; (B) Rendimiento de la concentración 

total de partículas determinada por NTA; n=4; (C) Rendimiento de la 

concentración total de proteínas determinada por el ensayo BCA; n=17; (La 

significancia estadística se evaluó con la prueba de Kruskal-Wallis con 

comparación múltiple y la prueba post-hoc de Dunn. Se utilizó la prueba de 
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Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de la distribución de los datos, *p < 

0.05; **p <0.01. 

 

4.1.3. Caracterización molecular de marcadores 

 

Se utilizó el análisis de inmunodetección por western blot para evaluar la 

composición proteica de las vesículas en comparación con el lisado de células 

NK. Mientras que el enriquecimiento de TSG101 se observó exclusivamente en 

las EVs, tanto los EXTs como las EVs exhibieron CD63 y CD9, aunque a niveles 

más bajos en las EVs. Los marcadores citosólicos HSP70 y HSP90 se detectaron 

en baja abundancia tanto en las EVs como en los EXTs, en contraste con su 

abundancia en el lisado celular. Por otro lado, flotilina-1, un marcador asociado 

con la endocitosis y el tráfico celular, se enriqueció en los EXTs y el lisado celular. 

Se confirmó la ausencia de calnexina (un marcador exosomal negativo) y GAPDH 

en las muestras de EVs. Notablemente, las proteínas relacionadas con las 

células NK, como perforina y FasL, se enriquecieron en los EXTs (Figura 15). 
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Figura 15. Detección de marcadores proteicos en EVs, EXTs y DTX-EXTs 

derivados de células NK-92. Imagen representativa de los marcadores de 

vesículas extracelulares y células NK mediante inmunoblot en lisado completo de 

células NK-92, vesículas extracelulares y extrusomas de células NK-92; n=3. 
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4.1.4. Estabilidad coloidal 

 

Para evaluar la estabilidad coloidal de las formulaciones de vesículas, se 

realizaron mediciones del potencial zeta. Todos los grupos mostraron valores 

entre -21 y -35 mV, con diferencias significativas observadas solo entre las EVs 

(-21.34 ± 2.57 mV) y las DTX-EXTs (-35.78 ± 1.29 mV) (Figura 16). 

 

4.1.5. Composición fosfolipídica 

 

Adicionalmente, el análisis del contenido de fosfolípidos demostró un aumento 

significativo de 11.4 veces en las EXTs en comparación con las EVs (0.38 y 4.35 

µM, respectivamente) (Figura 16). lo que no fue observado en la comparación 

con DTX-EXTs. 
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Figura 16. Análisis de composición fosfolipídica y estabilidad coloidal de 

EVs, EXTs y DTX-EXTs derivados de células NK-92. (A) Potencial zeta; n=5; 

(B) Contenido total de fosfolípidos; n=4; Los datos se presentan como diagramas 

de caja con mínimo, máximo y media. La significancia estadística se evaluó con 

la prueba de Kruskal-Wallis con comparación múltiple y la prueba post-hoc de 

Dunn. Se utilizó la prueba de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de la 

distribución de los datos, *p < 0.05; **p <0.01. 

 

4.1.6. Determinación Encapsulamiento de Docetaxel 

 

La eficiencia de encapsulación de docetaxel (DTX) (%EE) dentro de los EXTs se 

determinó mediante HPLC. La identificación y cuantificación de DTX se basaron 
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en el tiempo de retención y el área del peak (Figura 17). Un cromatograma 

representativo ilustra la detección de DTX a un tiempo de retención de 

aproximadamente 4.18 min, distinto del peak del disolvente DMSO (1.8-2.5 min). 

Se generó una curva de calibración lineal para DTX en el rango de 0.625-100 

µg/mL (R² = 0.99; y = 323160X - 823.68), lo que permitió una determinación 

precisa de la concentración de DTX. El %EE calculado fue de 1.31 ± 1.17%, lo 

que corresponde a una concentración de DTX de 14.06 ± 9.12 pM por µg de 

proteína de DTX-EXT. 
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Figura 17.  Encapsulación de docetaxel en extrusomas (A) Cromatografía 

representativa para la determinación de docetaxel. (B) Curva de calibración para 

la determinación de docetaxel libre. Los datos se presentan como un gráfico lineal 

con la media y el error ± SD de 3 experimentos independientes en duplicado. (C) 

Porcentaje de encapsulación de docetaxel en DTX-EXTs. Los datos se presentan 

como diagramas de caja con mínimo, máximo y media; n=7. 
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4.1.7. Análisis proteómico 

 

Se identificaron un total de 4045 proteínas con al menos dos valores Tasa de 

Falsos Descubrimientos (del inglés FDR) válidos, de las cuales el 51.1% mostró 

expresión diferencial en todas las condiciones. El análisis de componentes 

principales (PCA) diferenció a las EVs de los EXTs y DTX-EXTs según sus 

perfiles proteicos. El análisis del diagrama de Venn reveló 2423 proteínas 

compartidas entre todos los tipos de vesículas, con 1287 específicamente 

compartidas entre los EXTs y DTX-EXTs. La comparación con Vesiclepedia 

identificó 2211 proteínas comunes a todos los grupos que eran conocidas como 

proteínas de EVs. Sin embargo, 231 proteínas en el grupo de EVs, 472 en el 

grupo de EXTs, y 471 en el grupo de DTX-EXTs no habían sido reportadas 

previamente como proteínas de EVs (Figura 18). 
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Figura 18. Perfil proteómico comparativo de EVs, EXTs y DTX-EXTs 

derivados de células NK-92. (A) Análisis de componentes principales (PCA) de 

EVs, EXTs y DTX-EXTs. (B) Diagrama de Venn que muestra las diferencias en 

los perfiles de proteínas entre todas las proteínas identificadas en EVs, EXTs y 

DTX-EXTs, con análisis verificado mediante comparación con la base de datos 

Uniprot. (C) Diagrama de Venn de cuatro vías que muestra las diferencias en los 
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perfiles de proteínas entre todas las proteínas identificadas en EVs, EXTs y DTX-

EXTs, y comparación con proteínas reportadas en Vesiclepedia; N=3. 

 

Adicionalmente, 12 proteínas de EVs, 24 de EXTs y 23 de DTX-EXTs no han sido 

reportadas previamente en el repositorio de vesiclepedia (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Genes y proteínas exclusivas de EVs, EXTs y DTX-EXTs no reportados 

en Vesiclepedia. 

EVs EXTs DTX-EXTs 

Gen Proteína Gen Proteína Gen Proteína 

CYP4V

2 

Enzima 

involucrada 

en la 

metabolizac

ión de 

ácidos 

grasos. 

SH2D1B SH2 

domain-

containing 

protein 1B 

NAXE N-

acetylserot

onin O-

methyltrans

ferase 

EIF2S3

B 

Eukaryotic 

translation 

initiation 

H3-3A Histone 

H3.3 

MTG2 MTG2 

protein 
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factor 2 

subunit 3B 

NTRK2 Neurotrophi

c tyrosine 

kinase 

receptor 

type 2 

PAXBP1 PAX-binding 

protein 1 

UQCC5 Ubiquinone

-

cytochrome 

c reductase 

complex 

assembly 

factor 5 

LILRA3 Leukocyte 

immunoglo

bulin-like 

receptor A3 

MT-ND3 Mitochondri

al NADH 

dehydrogen

ase subunit 

3 

ODR4 Odorant 

receptor 4 

TNXA Tumor 

necrosis 

factor 

alpha-

induced 

protein 6 

BIRC8 Baculoviral 

IAP repeat-

containing 

protein 8 

COX10 Cytochrom

e c oxidase 

assembly 

factor 10 
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ADGRF

5 

Adhesion G 

protein-

coupled 

receptor F5 

OGA O-

GlcNAcase 

ATP5IF1 ATP 

synthase 

F1 subunit 

epsilon 

ADGRG

6 

Adhesion G 

protein-

coupled 

receptor G6 

LCMT2 Leucine 

carboxyl 

methyltransf

erase 2 

PRR11 Proline-rich 

11 

BUD23 Bud23 

ribosome 

biogenesis 

factor 

HGH1 Growth 

hormone 1 

NADK2 NAD kinase 

2 

STK31 Serine/thre

onine-

protein 

kinase 31 

ZCCHC10 Zinc finger 

CCHC 

domain-

containing 

protein 10 

TRAFD1 TRAF 

family 

member-

associated 

NF-kB 

activator 1 

SERPIN

A11 

Serpin 

peptidase 

inhibitor, 

DNAAF10 Dynein 

axonemal 

NOL10 Nucleolar 

protein 10 
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clade A, 

member 11 

assembly 

factor 10 

SIKE1 Stress-

induced 

protein 

kinase 1 

UTP25 Utp25 

ribosome 

biogenesis 

factor 

SHARPIN SH3-

domain and 

ITAM motif-

containing 

protein 

HDGFL

3 

Heterogene

ous nuclear 

ribonucleop

rotein D-like 

protein 3 

CTU1 Cytoplasmic 

translation 

upregulator 

1 

SLC30A9 Zinc 

transporter 

9 

  HYPK Hypoxia-

inducible 

factor 

1alpha-

interacting 

protein 

SMIM11 Small 

integral 

membrane 

protein 11 

  DPH2 Diphosphoin

ositol 

AGO_2 Argonaute-

2 
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pentakispho

sphate 2 

  AIRIM Autoimmune 

regulator-

interacting 

molecule 

TYSND1 Tyrosine-

sulfated 

neuropeptid

e 1 

  TMEM14A Transmembr

ane protein 

14A 

SCFD2 Sec1/Munc

18-like 

protein 

  RINT1 Regulator of 

interaction 

between 

cyclin A and 

CDK2 

CLIP4 CLIP-170 

(cytoplasmi

c linker 

protein) 

  ZNRD2 Zinc-finger, 

RING-type 

domain 

protein 2 

BSCL2 Berardinelli-

Seip 

congenital 

lipodystrop

hy 2 
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  FAM8A1 Family with 

sequence 

similarity 8, 

member A1 

SLMO2-

ATP5E 

Small 

integral 

membrane 

protein 2-

ATP 

synthase 

F0 subunit 

E 

  RCBTB1 RCBTB1 

protein 

NOL7 Nucleolar 

protein 7 

  SEPTIN11 Septin 11 CAAP1 Calcium-

binding and 

AP1-

associated 

protein 1 

  BCL2A1 B-cell 

lymphoma 

2-related 

protein A1 

CEP131 Centrosom

al protein 

131 
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  APOL3 Apolipoprote

in L3 

SMIM20 Small 

membrane 

protein 20 

  SKA1 Spindle and 

kinetochore-

associated 

protein 1 

  

 

 

En los gráficos de volcano, se identificaron las 5 proteínas más diferencialmente 

expresadas entre los tres grupos de vesículas. En el análisis de EVs, se 

observaron 4 proteínas con las diferencias más significativas en comparación con 

EXTs (Figura 19). Estas proteínas destacaron por su  magnitud de cambio en la 

expresión y su relevancia estadística en la comparación con EXTs. Un patrón 

similar se evidenció en la comparación entre EVs y DTX-EXTs, donde las 4 

proteínas más diferencialmente expresadas en EVs también mostraron 

diferencias significativas respecto a DTX-EXTs. Al comparar EXTs con DTX-

EXTs, se encontró que EXTs contenía 4 de las 5 proteínas más diferencialmente 

expresadas entre los dos grupos (Figura 19).  
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Figura 19.  Comparación de perfiles proteómicos diferenciales de EVs, EXTs 

y DTX-EXTs derivados de células NK-92. (A) Volcanograma de proteínas para 

EVs versus EXTs. (B) Volcanograma de proteínas para EVs versus DTX-EXTs. 

(C) Volcanograma de proteínas para DTX-EXTs versus EXTs; N=3. 

 

El análisis de enriquecimiento de procesos biológicos indicó que las proteínas de 

transducción de señales fueron las más abundantes, particularmente en las EVs 

(6.57%), mientras que las proteínas de transporte fueron las menos prevalentes 
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en todos los grupos (3.45-3.75%). En cuanto a funciones moleculares, las 

proteínas de unión al ARN estuvieron enriquecidas en las EVs (24.21-23.48%), y 

las proteínas citosólicas constituyeron el principal componente celular en todos 

los tipos de vesículas (52.54-46.28%) (Figura 20). 

 

Se evaluó la abundancia de proteínas de gránulos citolíticos y receptores de 

células NK para investigar posibles mecanismos de inducción de apoptosis 

celular. Las proteínas de gránulos citolíticos fueron significativamente más altas 

en los EXTs y DTX-EXTs que en las EVs al igual que los receptores de membrana 

de células NK, excepto FCGR3A, que estuvo enriquecido en las EVs  

 

Centrando la atención en 30 proteínas marcadoras de EVs, el análisis de 

clústeres utilizando distancia euclidiana reveló que CD82 es un marcador 

específico para las EVs, mientras que otras proteínas estuvieron 

predominantemente enriquecidas en los EXTs y DTX-EXTs.  
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Figura 20. Análisis de proteínas diferencialmente expresadas identificadas 

en EVs, EXTs y DTX-EXTs derivados de células NK-92. (A) Enriquecimiento 

de proteínas involucradas en procesos biológicos, funciones moleculares y 

componentes celulares, identificadas en EVs, EXTs y DTX-EXTs; los datos se 
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muestran como porcentaje de enriquecimiento. (B) Mapa de calor de proteínas 

de gránulos citotóxicos diferencialmente expresadas. (C) Mapa de calor de 

proteínas receptoras de células NK diferencialmente expresadas. (D) Mapa de 

calor de marcadores proteicos diferencialmente expresados en EVs. N=3. 

 

4.2. Interacción Extrusomas de NK y células de carcinoma pulmonar 

4.2.1. Internalización  

 

La internalización de EVs, EXTs y DTX-EXTs se evaluó mediante microscopía 

confocal para dilucidar la colocalización entre los extrusomas y las células de 

carcinoma de pulmón. Las vesículas se etiquetaron con CFSE y se incubaron con 

las células durante 4 horas. Las células A549 y H1975 mostraron localización 

perinuclear de las vesículas, con una mayor intensidad de fluorescencia en las 

células expuestas a EXTs y DTX-EXTs. El análisis de la pila z confirmó la 

internalización de las vesículas (Figura 21,Figura 22). 

 

4.2.2. Mecanismos de internalización 

 

Para delinear los mecanismos subyacentes a la captación de vesículas, las 

células fueron pretratadas con clorpromazina, amilorida, omeprazol y fillipin III 

para inhibir la endocitosis dependiente de clatrina, la macropinocitosis, la fusión 
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de membranas y la endocitosis dependiente de caveolas, respectivamente. En 

las células A549, las cuatro vías endocíticas contribuyeron significativamente a 

la internalización de vesículas, excepto por un aumento no significativo en la 

captación con EVs + amilorida y una tendencia hacia una disminución en la 

internalización con EXTs + fillipin III (Figura 21). Por el contrario, en las células 

H1975, solo la endocitosis dependiente de clatrina estuvo significativamente 

involucrada en la internalización de todos los tipos de vesículas. La endocitosis 

dependiente de caveolas desempeña un papel significativo solo en la 

internalización de EXTs y DTX-EXTs (Figura 22). 
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Figura 21. Mecanismos de internalización de EVs, EXTs y DTX-EXTs 

derivados de células NK-92 en células de cáncer de pulmón humano. (A) 

Imágenes de microscopía confocal de células A549 después de 4 horas de 

incubación con EVs, EXTs y DTX-EXTs marcados con CFSE (verde), comparado 

con el control sin tinción. Los núcleos están teñidos con Hoechst (azul). N=3; (B) 

Análisis cuantitativo por citometría de flujo de la inhibición de la captación de EVs, 

EXTs y DTX-EXTs en células A549, utilizando clorpromazina, amilorida, 

omeprazol y fillipin III como inhibidores. Los datos se presentan como gráficos de 

caja con valores mínimos, máximos y promedio; n=3; la significancia estadística 

se evaluó con prueba t múltiple, *p < 0.05. 
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Figura 22. Mecanismos de internalización de EVs, EXTs y DTX-EXTs 

derivados de células NK-92 en células de cáncer de pulmón humano. (A) 

Imágenes de microscopía confocal de células H1975 después de 4 horas de 

incubación con EVs, EXTs y DTX-EXTs marcados con CFSE (verde), comparado 

con el control sin tinción. Los núcleos están teñidos con Hoechst (azul). N=3; (B) 

Análisis cuantitativo por citometría de flujo de la inhibición de la captación de EVs, 

EXTs y DTX-EXTs en células H1975, utilizando clorpromazina, amilorida, 

omeprazol y fillipin III como inhibidores. Los datos se presentan como gráficos de 

caja con valores mínimos, máximos y promedio; n=3; la significancia estadística 

se evaluó con prueba t múltiple, *p < 0.05. 

 

4.3. Efectos citotóxicos  

4.3.1. Viabilidad celular 

 

Se evaluaron los efectos citotóxicos de EVs, EXTs y DTX-EXTs en las líneas 

celulares de carcinoma de pulmón A549 y NCI-H1975. El DTX libre mostró 

valores de IC50 de 8.86 nM y 21.13 nM en células A549 y H1975 después de un 

tratamiento de 48 horas (Figura 23). 
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Figura 23. Valores de IC50 de docetaxel a las 48 horas y efectos citotóxicos 

de EVs, EXTs y DTX-EXTs derivados de células NK-92 en células de cáncer 
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de pulmón humano. (A) Células A549 y (B) células H1975 después de 48 horas 

de tratamiento con concentraciones crecientes de docetaxel. Los valores de IC50 

se determinaron a partir de la viabilidad celular mediante el ensayo MTT. Los 

datos se presentan como curvas de inhibición de dosis-respuesta con regresión 

no lineal, mostrando el promedio y ± SD de triplicados de 3 experimentos 

independientes; n=3-4. (C/D) Efectos citotóxicos en células A549 (C) y células 

H1975 (D) después de 48 horas de tratamiento con concentraciones crecientes 

de proteínas de EVs, EXTs y DTX-EXTs, determinados por el ensayo MTT. n=3-

4; (E/F) Curva de dosis-respuesta (regresión no linear de modelo log-logístico de 

cuatro parámetros) de los efectos citotóxicos en células A549 (E) y células H1975 

(F) después de 48 horas de tratamiento con concentraciones crecientes de 

proteínas de EVs, EXTs y DTX-EXTs, determinados por el ensayo MTT. n=3-4; 

La significancia estadística se determinó mediante ANOVA de una vía, *p < 0.05; 

**p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001. 

 

La citotoxicidad mediada por vesículas se evaluó mediante el ensayo MTT 

después de 48 horas de tratamiento con concentraciones crecientes de proteína 

(0.025-5 μg/pocillo). EXTs y DTX-EXTs demostraron una citotoxicidad 

significativamente mayor que los EVs en la mayoría de las condiciones, excepto 

a 0.05 μg/pocillo. Aunque se observó una diferencia significativa entre DTX-EXTs 

y EXTs en el rango de 0.25-2.5 μg/pocillo, las células H1975 mostraron menor 
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sensibilidad a todos los tratamientos, con solo una tendencia no significativa 

hacia un aumento de la citotoxicidad a concentraciones más altas (Figura 23). 

 

4.3.2. Inducción de apoptosis 

 

Para evaluar los efectos apoptóticos, se cuantificó la apoptosis temprana, tardía 

y total en ambas líneas celulares tras el tratamiento con vesículas en 

concentraciones de 0.025 a 5 µg/pocillo. La apoptosis temprana se indica por 

células positivas para Caspasa 3/7, mientras que la apoptosis tardía se marca 

por células positivas tanto para Caspasa 3/7 como para PI. La apoptosis total se 

define como la suma de células en apoptosis temprana y tardía. Se observó un 

aumento significativo en la apoptosis total a las concentraciones más altas, pero 

con respuestas distintas entre las dos líneas celulares (Figura 25). En las células 

A549, los DTX-EXTs indujeron un aumento marcado en la apoptosis temprana 

en comparación con EXTs y EVs, especialmente a la concentración más alta (38 

± 7.8% vs. 27 ± 6.9% y 3 ± 1.4%, respectivamente). Se observó una tendencia 

similar para la apoptosis tardía (52 ± 10.4% vs. 46 ± 19.3% y 16 ± 1.8% para 

DTX-EXTs, EXTs y EVs, respectivamente). 

 

Por el contrario, las células H1975 mostraron una respuesta diferente. No se 

observaron diferencias significativas en la apoptosis temprana entre los tres tipos 
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de vesículas, mientras que la apoptosis tardía aumentó significativamente a la 

concentración más alta de DTX-EXTs. Estos hallazgos sugieren una mayor 

resistencia a la apoptosis en las células H1975. 

 

 

Figura 24. Selección representativa para el análisis de apoptosis. Análisis por 

citometría de flujo de los efectos apoptóticos en células A549. Las células fueron 

tratadas durante 24 horas con concentraciones crecientes de proteínas (0.025 – 

5 µg) de EVs, EXTs y DTX-EXTs, y la apoptosis fue detectada mediante tinción 

de caspasa 3/7 y PI. En la primera selección, la población celular fue 

seleccionada por FSC vs. SSC, luego se realizó la selección para PI-PerCP y 

caspasa 3/7-FITC. La apoptosis temprana corresponde a las células positivas 

para caspasa 3/7, la apoptosis tardía a las células positivas para caspasa 3/7 y 
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PI, y la apoptosis total es la suma de ambas. Los datos se presentan como un 

diagrama de puntos. 

 

 

Figura 25. Efectos citotóxicos y apoptóticos de EVs, EXTs y DTX-EXTs 

derivados de células NK-92 en células de cáncer de pulmón humano. 
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Análisis por citometría de flujo de los efectos apoptóticos en células A549 (A) y 

células H1975 (B). Las células fueron tratadas durante 24 horas con 

concentraciones crecientes de proteínas de EVs, EXTs y DTX-EXTs, y la 

apoptosis se detectó mediante tinción de caspasa 3/7 y PI. La apoptosis 

temprana corresponde a las células positivas para caspasa 3/7, la apoptosis 

tardía a las células positivas para caspasa 3/7 y PI, la suma de ambas columnas 

corresponde a la apoptosis total de cada tratamiento. Los datos se presentan en 

gráficos apilados con el valor promedio más la desviación estándar; n=3-5; La 

significancia estadística se determinó mediante ANOVA de una vía, *p < 0.05; **p 

< 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001. 

 

4.4. Cisplatino como otra alternativa de encapsulamiento farmacológico 

4.4.1. Efectos citotóxicos e identificación de encapsulamiento 

 

Se consideró el uso de cisplatino como un quimioterapéutico alternativo para su 

encapsulamiento en EXTs, dado su amplio uso en el tratamiento del cáncer de 

pulmón y otros tipos de cáncer. Inicialmente, se evaluó el efecto del fármaco libre 

a las 48 y 72 horas en las líneas celulares H1975 y H1299. Se obtuvieron valores 

de IC50 de entre 108.2 y 39.8 µM para la línea H1975, y de 79.9 y 44.7 µM para 

las células H1299, a las 48 y 72 horas respectivamente (Figura 26). 
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Posteriormente, se intentó encapsular 100µg de cisplatino durante el proceso de 

extrusión, de manera similar al docetaxel. Sin embargo, al realizar la curva de 

calibración del fármaco libre, no se logró detectar la señal correspondiente a la 

molécula de cisplatino mediante HPLC, siguiendo el protocolo descrito 

previamente por Zhang y colaboradores[118], como se muestra en el 

cromatograma representativo (Figura 26). Ante estos resultados, se modificaron 

las condiciones de la fase móvil y la longitud de onda para la detección, sin 

obtener resultados favorables, descartándose el uso de este fármaco para el 

encapsulamiento en EXTs. 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/MC3E
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Figura 26. Valores de IC50 de cisplatino a las 48h y 72h en células de cáncer 

de pulmón humano y determinación de cisplatino por HPLC. (A) Células 
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A549 y (B) células H1975 después de 48 horas de tratamiento con 

concentraciones crecientes de cisplatino. (C) Células A549 y (D) células H1975 

después de 72 horas de tratamiento con concentraciones crecientes de 

cisplatino. Los valores de IC50 se determinaron a partir de la viabilidad celular 

mediante el ensayo MTT. Los datos se presentan como curvas de inhibición de 

dosis-respuesta con regresión no lineal, mostrando el promedio y ± SD de 

triplicados de 3 experimentos independientes; n=3-4. (E) Resumen en tabla con 

los valores de IC50 a 48 y 72 horas en células H1975 y (F) células H1299. (G) 

Cromatografía representativa de la determinación de la curva de calibración de 

cisplatino a una concentración de 50µg de cisplatino libre. 

 

4.5. Caracterización EXT de macrófagos con polarización a fenotipo M1 

4.5.1. Caracterización fenotipo M1 

 

Para evaluar el potencial citotóxico y la capacidad de los EXTs generados a partir 

de células del sistema inmune como sistemas de liberación de nanofármacos, se 

utilizó un modelo celular basado en macrófagos con fenotipo M1. Para ello, se 

empleó la línea celular THP-1, derivada de monocitos humanos, los cuales fueron 

tratados con PMA durante 48 horas para inducir su diferenciación a macrófagos 

(M0). Posteriormente, se promovió la polarización hacia el fenotipo M1 mediante 

tratamiento con LPS. La generación del fenotipo M1 se corroboró cuantificando 
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las citoquinas proinflamatorias IL-1β, IL-6 y TNF-α en monocitos, macrófagos M0 

y macrófagos M1 mediante ELISA, mostrando una secreción significativamente 

mayor en el fenotipo M1 en comparación con el fenotipo M0 (Figura 27). 

 

 

Figura 27. Análisis de ELISA de la secreción de IL-1β, IL-6 y TNF-α en 

monocitos, macrófagos M0 y macrófagos con polarización M1. Análisis de 

ELISA de la secreción de IL-1β, IL-6 y TNF-α en monocitos (células THP-1), 

macrófagos y macrófagos con polarización M1; N=4 experimentos 

independientes. La significancia estadística se evaluó con ANOVA de una vía, *p 

< 0.05; **p < 0.01. 
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4.5.2. Caracterización morfológica 

 

Los macrófagos M1 se extruyeron a través de filtros de membrana de 

policarbonato (EXTs) o se extruyeron en presencia de docetaxel (DTX-EXTs) y, 

posteriormente, se concentraron mediante ultracentrifugación. Las vesículas 

extracelulares (EVs) derivadas de medios condicionados sirvieron como control, 

al igual que lo realizado previamente para células NK-92. Para la caracterización 

(Figura 28), se utilizó microscopía electrónica de transmisión (TEM) y reveló 

estructuras vesiculares redondeadas, bien definidas y cerradas en todos los 

grupos con la clásica morfología de forma de copa, esperado para este tipo de 

vesículas. Todas las poblaciones de vesículas mostraron tamaños dentro del 

rango esperado para EVs (cercano y menos a 200 nm).  

 

Figura 28. Caracterización morfológica de EVs, EXTs y DTX-EXTs derivados 

de macrófagos con fenotipo M1. Imágenes representativas de EVs-M1, EXTs-

M1 y DTX-EXTs-M1 mediante Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM), 

escala 200 nm; n=3.  
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4.5.3. Cuantificación, perfiles de distribución de tamaño y 

rendimientos. 

 

Los hallazgos morfológicos fueron corroborados por el análisis de seguimiento 

de nanopartículas (NTA), que demostró tamaños modales de 169.1 ± 41.7 nm, 

144.8 ± 4.1 nm y 146.6 ± 12.3 nm para EVs-M1, EXT-M1 y DTX-EXTs-M1, 

respectivamente (Figura 29). No se observó una variación de tamaños entre los 

grupos de vesículas como en el caso de las generadas previamente por células 

NK. Todas las muestras presentaron distribuciones polimodales, con el peak en 

la mayor concentración a tamaños menores de 200 nm. 

  

El rendimiento de producción de EXTs y DTX-EXTs se evaluó cuantificando el 

número de partículas y la concentración de proteínas normalizadas por 1x106 

células. Todos los grupos de vesículas presentaron concentraciones del orden 

1x1010 vesículas/mL Los EXTs-M1 exhibieron un aumento de 11.7 veces en el 

número de partículas en comparación con las EVs-M1. Al mismo tiempo, las DTX-

EXTs*M1 mostraron un aumento de 35.2 veces en relación con las EVs y un 

aumento de 1.75 veces en comparación con las EXTs (Figura 29). Todas estas 

diferencias no presentaron significancia estadística. 
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Por otro lado, los rendimientos de producción de vesículas en base a la cantidad 

de proteínas normalizadas por 1x106 células mostró que los EXTs-M1 exhibieron 

un aumento de 16.9 veces en cantidad de proteínas en comparación con las EVs-

M1. Al mismo tiempo, las DTX-EXTs-M1 mostraron un aumento de 16.4 veces 

en relación con las EVs y no mostraron un aumento en comparación a los EXTs, 

al contrario, se observó una reducción en la cantidad de proteínas del 3.05%. 

Todas estas diferencias no presentaron significancia estadística. 
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Figura 29. Análisis de perfiles de distribución poblacional y rendimiento de 

aislamiento de EVs, EXTs y DTX-EXTs derivados de macrófagos con 

fenotipo M1. (A) Distribución de tamaño y concentración de partículas mediante 

análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA); N=3; (B) Rendimiento de la 

concentración total de partículas determinado por NTA; n=3; (C) Rendimiento de 

la concentración total de proteínas determinado por ensayo BCA; n=4-5; Los 

datos se presentan como diagramas de caja con valores mínimos, máximos y 

promedio. La significancia estadística se evaluó con la prueba de Kruskal-Wallis 

con comparaciones múltiples y la prueba post-hoc de Dunn. La prueba de 

Shapiro-Wilk se utilizó para determinar la normalidad de la distribución de los 

datos, *p < 0.05; **p < 0.01. 

 

4.5.4. Determinación Encapsulamiento de Docetaxel 

 

La eficiencia de encapsulación de DTX se realizó de manera indirecta (%IEE), 

para esto se recolectaron muestras de la dilución de los DTX-EXTs-M1 previo al 

aislamiento por ultracentrifugación y del sobrenadante posterior al aislamiento, 

obteniendo una concentración inicial (Ci) y final (Cf) del %IEE (Figura 30).  

La identificación y cuantificación de DTX se basaron en el tiempo de retención y 

el área del peak del cromatograma de la Ci y Cf como se observa en los 

cromatogramas representativos ilustra la detección de DTX a un tiempo de 
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retención de aproximadamente 4.18 min, distinto del peak del disolvente DMSO 

(1.8-2.5 min). Se generó una curva de calibración lineal para DTX en el rango de 

0.625-100 µg/mL (R² = 0.99; y = 638024X + 319512). El %IEE calculado fue de 

71.57 ± 41.2%, siendo 54.6 veces superior a lo obtenido previamente en DTX-

EXT-NK. 

 

Figura 30.  Porcentaje de eficiencia de encapsulación indirecta de docetaxel 

en DTX-EXTs-M1. (A) Flujo de trabajo para la determinación indirecta de 

docetaxel en DTX-EXTs-M1 mediante Cromatografía Líquida de Alta Resolución 

(HPLC) (B) Cromatografía representativa de la determinación de docetaxel en 
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muestras antes y después de la separación por ultracentrifugación (C) Curva de 

calibración de la determinación de docetaxel libre. Los datos se presentan en un 

gráfico lineal. (D) Porcentaje de encapsulación de docetaxel en DTX-EXTs-M1. 

Los datos se presentan como diagramas de caja con valores mínimos, máximos 

y promedio; n=3. 

 

4.5.5. Mecanismos de internalización de Extrusomas de macrófagos 

M1 

 

De manera preliminar, se investigaron los mecanismos subyacentes en la 

captación de vesículas derivadas de macrófagos M1. Para ello, se pretrataron las 

células H1975 con diferentes inhibidores: clorpromazina, amilorida, omeprazol y 

fillipin III, dirigidos a bloquear la endocitosis mediada por clatrina, la 

macropinocitosis, la fusión de membranas y la endocitosis mediada por caveolas, 

respectivamente. Este enfoque fue similar al utilizado en estudios con EXTs 

derivadas de células NK (Figura 31). 

 

Los resultados sugieren que la endocitosis mediada por caveolas no está 

involucrada en la internalización de ninguno de los tres tipos de vesículas 

evaluadas (EVs-M1, EXTs-M1 y DTX-EXTs-M1), ya que no se observó inhibición 

significativa en presencia de fillipin III. Por otro lado, los EVs-M1 mostraron la 
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mayor susceptibilidad a la inhibición de los mecanismos de internalización 

evaluados, en contraste con los EXTs-M1 y DTX-EXTs-M1, que solo presentaron 

una disminución en su internalización en presencia de clorpromazina, lo que 

sugiere que estos tipos de vesículas dependen principalmente de la endocitosis 

mediada por clatrina(Figura 31). 
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Figura 31. Mecanismos de internalización de EVs, EXTs y DTX-EXTs del 

fenotipo M1 de macrófagos en células de cáncer de pulmón humano. (A) 

Análisis representativo por citometría de flujo de los efectos de inhibición de la 

captación en células H1975. En el primer gating, la población celular fue 

seleccionada mediante FSC vs. SSC, luego se realizó el gating para vesículas-

CFSE-FIT-C. Las células sin vesículas fueron el control negativo y las células con 

vesículas fueron el control positivo. Los datos se presentan en un histograma. (B) 

Análisis cuantitativo por citometría de flujo de la inhibición de la captación de EVs-

M1, EXTs-M1 y DTX-EXT-M1 en células H1975, utilizando clorpromazina, 

amilorida, omeprazol y fillipin III como inhibidores. Los datos se presentan en 

gráficos de cajas con valores mínimos, máximos y medios; n=2.  

 

4.5.6. Efectos citotóxicos  

4.5.6.1. Ensayo de MTT 

 

Inicialmente, se evaluó el efecto del fármaco libre a las 48 en las líneas celulares 

H1975 y H1299. Se obtuvieron valores de IC50 de entre 21.13 ± 1.91 nM para la 

línea H1975, y de 20.73 ± 8.90 nM para las células H1299. 

La citotoxicidad mediada por vesículas fue evaluada utilizando el ensayo de MTT 

tras 48 horas de tratamiento con concentraciones de proteínas de 2.5 y 5 

μg/pocillo en las líneas celulares H1975 y H1299. Los resultados mostraron que 
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las DTX-EXTs generaron una citotoxicidad mayor que los EVs en ambas 

concentraciones evaluadas, induciendo una disminución de la viabilidad celular 

cercana al 50% en ambas líneas. Por otro lado, los EXTs mostraron una 

citotoxicidad mayor que los EVs solo a la concentración más alta, lo que sugiere 

una mayor sensibilidad celular en este caso. Sin embargo, no se observó una 

clara relación dosis-respuesta, y solo se evidenció una tendencia no significativa 

hacia un aumento de la citotoxicidad a concentraciones más altas (Figura 32). 
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Figura 32. Efecto citotóxico de EVs, EXTs y DTX-EXTs derivados de 

macrófagos con fenotipo M1 en células de cáncer de pulmón humano. (A) 

Células H1975 y (B) células H1299 después de 48 horas de tratamiento con 

concentraciones crecientes de docetaxel. Los valores de IC50 fueron 

determinados a partir de la viabilidad celular medida mediante el ensayo MTT. 

Los datos se presentan como curvas de inhibición dosis-respuesta ajustadas por 

regresión no lineal, con media y desviación estándar de 3 experimentos 

independientes realizados por triplicado. (C) Resumen en tabla con los valores 

de IC50 a las 48 horas en células H1975 y (D) células H1299. (E/F) Efectos 

citotóxicos en células H1975 (E) y células H1299 (F) después de 48 horas de 

tratamiento con concentraciones crecientes de proteínas de EVs-M1, EXTs-M1 y 

DTX-EXTs-M1, determinados mediante el ensayo MTT. n=3. 

 

4.6. Proyecciones en aplicación de tratamientos a cultivos esferoidales 

4.6.1. Estandarización de condiciones para cultivos 3D de 

carcinoma pulmonar 

 

Como proyección futura en el uso de nanoformulaciones con docetaxel 

encapsulado en vesículas artificiales derivadas de células, es crucial que estas 

sean capaces de eliminar subpoblaciones celulares resistentes a los tratamientos 

convencionales. Con este objetivo, se estandarizaron las condiciones para 
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generar cultivos tridimensionales (3D) de las líneas celulares H1975 y H1299, 

que imitan mejor las condiciones tumorales in vivo. Se recubrieron pocillos de 

placas de 96 pocillos con una película de Poli-(HEMA), creando un entorno de 

cultivo libre de adherencia. A continuación, se sembraron cantidades crecientes 

de células (Figura 33Figura 34), y se midieron el área y los diámetros de los 

esferoides a las 24, 48, 72 y 96 horas. Las condiciones seleccionadas generaron 

esferoides con diámetros entre 100 y 500 micras, que fueron las consideradas 

óptimas para el análisis. 

 

Se observó que, en ambas líneas celulares, la siembra de 1x10³ células por 

pocillo producía esferoides que cumplían con las especificaciones mencionadas. 

Un hallazgo interesante fue el comportamiento diferencial en el crecimiento de 

las dos líneas celulares a lo largo del tiempo. La línea H1975 mostró un 

crecimiento sostenido, evidenciado por el aumento progresivo en el diámetro y 

área de los esferoides (Figura 35). En cambio, la línea H1299 no presentó 

crecimiento durante las primeras 72 horas, pero a las 96 horas se observó un 

aumento drástico, duplicando su diámetro y triplicando su área (Figura 36). Estos 

resultados destacan la variabilidad en el comportamiento de las líneas celulares 

y subrayan la importancia de estudiar su respuesta a las nanoformulaciones en 

un contexto tridimensional. 
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Figura 33. Estandarización para la generación de cultivos esferoidales de 

líneas celulares de cáncer de pulmón. (A) Microfotografía representativa de la 

formación de esferoides de la línea celular H1975 con concentraciones crecientes 
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de células por pocillo (1000 – 12000 células). (B) Análisis cuantitativo del tamaño 

de los esferoides en cada condición de cultivo (micras); la barra azul indica la 

condición seleccionada para experimentos posteriores. Los experimentos se 

realizaron por quintuplicado en tres experimentos independientes. La escala es 

de 400 µm. 
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Figura 34. Estandarización para la generación de cultivos esferoidales de 

líneas celulares de cáncer de pulmón. (A) Microfotografía representativa de la 

formación de esferoides de la línea celular H1299 con concentraciones crecientes 

de células por pocillo (1000 – 12000 células). (B) Análisis cuantitativo del tamaño 

de los esferoides en cada condición de cultivo (micras); la barra azul indica la 
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condición seleccionada para experimentos posteriores. Los experimentos se 

realizaron por quintuplicado en tres experimentos independientes. La escala es 

de 400 µm. 

 

Figura 35 Evaluación del crecimiento de cultivos esferoidales de líneas 

celulares de cáncer de pulmón. (A) Microfotografía representativa del 

crecimiento de esferoides de 24 a 96 horas de la línea celular H1975. (B) 

Cuantificación del tamaño y (C) diámetro de los esferoides a las 24, 48, 72 y 96 

horas de crecimiento. Los experimentos se realizaron por quintuplicado en tres 

experimentos independientes. La escala es de 400 µm. 
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Figura 36. Evaluación del crecimiento de cultivos esferoidales de líneas 

celulares de cáncer de pulmón. (A) Microfotografía representativa del 

crecimiento de esferoides de 24 a 96 horas de la línea celular H1299. (B) 

Cuantificación del tamaño y (C) diámetro de los esferoides a las 24, 48, 72 y 96 

horas de crecimiento. Los experimentos se realizaron por quintuplicado en tres 

experimentos independientes. La escala es de 400 µm. 
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DISCUSIÓN 

 

Las terapias contra el cáncer basadas en células presentan varios desafíos, 

como la capacidad de infiltrarse en los tumores[121], los prolongados tiempos de 

activación y expansión celular ex vivo[122]. o los pacientes no 

respondedores[117], entre otros. Por lo tanto, los productos celulares como las 

vesículas extracelulares derivadas de células inmunes pueden ser alternativas 

atractivas, ya que pueden superar varias limitaciones de las terapias celulares, 

como la infiltración tumoral y la durabilidad[123]. Además, pueden actuar como 

sistemas de administración de fármacos y ofrecer una amplia gama de opciones 

para modificaciones y carga de fármacos[124]. Las NK-EVs presentan otra 

ventaja, ya que transportan proteínas y miARN asociados con la citotoxicidad 

tumoral[121]. En los últimos años, se ha puesto un énfasis particular en la 

generación artificial de vesículas a partir de células[108]. Las vesículas 

artificiales, como los extrusomas y los liposomas, combinan las ventajas 

mencionadas de las vesículas extracelulares con la conservación de todas las 

biomoléculas presentes en la célula, lo que puede aumentar su eficacia 

antitumoral[110,114].  

 

En el presente trabajo, somos los primeros en reportar la encapsulación de 

docetaxel en vesículas artificiales mediante extrusión (EXT). El docetaxel es un 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/cTem
https://paperpile.com/c/ixKjpP/BOGd
https://paperpile.com/c/ixKjpP/rffJ
https://paperpile.com/c/ixKjpP/2EoE
https://paperpile.com/c/ixKjpP/HIhU
https://paperpile.com/c/ixKjpP/cTem
https://paperpile.com/c/ixKjpP/EK6P
https://paperpile.com/c/ixKjpP/sLpx+BXvG
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quimioterápico de primera línea que se utiliza como agente único o coadyuvante 

en varios tipos de cáncer con efectos notables[125], incluido el CNCP[126]. Sin 

embargo, presenta varias limitaciones importantes, como efectos adversos y baja 

solubilidad en agua y resistencias. Su naturaleza lipofílica requiere que las 

formulaciones comerciales contengan polisorbato 80, un tensioactivo no iónico y 

emulsionante[33,127]. El polisorbato 80 se consideraba un compuesto inerte, 

pero recientemente se ha asociado con reacciones alérgicas[128]. Estas 

limitaciones motivan la investigación para mejorar los vehículos de administración 

y aumentar la eficacia de la entrega para reducir las dosis de docetaxel para los 

pacientes y evitar la generación de mecanismos de resistencia. 

 

En este estudio, diseñamos un protocolo para aislar EXTs de células NK e 

incorporar el fármaco quimioterapéutico docetaxel (DTX-EXTs) durante el 

proceso de extrusión. Utilizando nuestro protocolo, EXTs y DTX-EXTs exhibieron, 

en promedio, un mayor rendimiento de partículas y proteínas que los EVs, similar 

a estudios previos sobre extrusomas de NK. Sin embargo, el contenido de 

proteínas fue menor que el observado por Zhu et al., y el rendimiento de 

partículas fue ligeramente superior[114]. Los tres grupos demostraron una 

morfología de vesícula conservada y estaban dentro del tamaño esperado para 

los EVs, aunque se observó un aumento de 81 nm en el tamaño promedio de los 

DTX-EXTs en comparación con los EXTs (Figura 12

https://paperpile.com/c/ixKjpP/EJXi
https://paperpile.com/c/ixKjpP/AlkV
https://paperpile.com/c/ixKjpP/PKjw+XwQO
https://paperpile.com/c/ixKjpP/3eKI
https://paperpile.com/c/ixKjpP/sLpx
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Figura 14). Se sabe que el DTX se incorpora a las membranas lipídicas 

(principalmente en grupos de 2 moléculas de DTX, aunque también se han 

observado 3-4 moléculas), interactuando con la cadena acilo de los 

fosfolípidos[129]. Los EXT-DTXs se crean fraccionando la membrana celular en 

partes más pequeñas para que estas partes puedan transformarse en formas 

energéticamente favorables (estructuras tipo liposoma)[130,131]. Por lo tanto, la 

integración de DTX en las membranas lipídicas puede cambiar la curvatura de la 

estructura tipo liposoma. Curiosamente, la cuantificación de fosfolípidos totales 

reveló que solo los EXTs mostraron un contenido de fosfolípidos 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/NyIy
https://paperpile.com/c/ixKjpP/2zxm+AKd7
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significativamente mayor que los EVs. Para los DTX-EXTs, con un mayor 

rendimiento de partículas y un tamaño más grande, se esperaba un contenido de 

fosfolípidos mayor que los EVs y EXTs. Sin embargo, se observó que era menor 

que en los EXTs, lo que indica una mayor integración de DTX en la membrana 

de los DTX-EXTs. La cuantificación de DTX indica que aproximadamente 140.6 

± 91.2 pM de DTX se están integrando en 10 µg de EXTs (Figura 17). Esto 

confirma lo que han informado otros autores, sobre las limitaciones de encapsular 

una molécula con las propiedades lipofílicas del DTX [132]..  

 

El análisis del contenido de proteínas de las diferentes vesículas de células NK 

mediante Western blotting (Figura 15) mostró que los EXTs estaban enriquecidos 

en perforina y FasL en comparación con informes previos de Zhu et al.[114] , lo 

que sugiere un mayor potencial citotóxico. El análisis proteómico reveló 

diferencias sustanciales en la composición de proteínas entre los tipos de 

vesículas, con EXTs y DTX-EXTs exhibiendo un perfil proteico compartido y 

único. 

 

En primer lugar, se observó que las muestras de EVs presentan una mayor 

variabilidad respecto a los EXTs y DTX-EXTs que se agruparon en conjunto en 

el análisis de componente principal (Figura 18). 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/gHMr
https://paperpile.com/c/ixKjpP/sLpx
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Se identificaron 2,423 proteínas comunes en los tres grupos de vesículas 

estudiados. Sin embargo, se observaron 81 proteínas exclusivas de las EVs, 84 

en las EXTs y 95 en las DTX-EXTs. (Figura 18) 

 

Entre las EVs, destaca la presencia de la CDH13, también conocida como T-

caderina, una proteína que actúa como supresor tumoral regulando la adhesión 

celular. Su baja expresión en células tumorales ha sido asociada con un aumento 

del crecimiento tumoral y la metástasis[133]. Además, se detectó la proteína 

inducida por el factor de crecimiento transformante β Ig-h3 (TGFBI), una proteína 

de la matriz extracelular con función de supresor tumoral. Su expresión 

aumentada ha demostrado inducir la muerte celular en el cáncer de ovario[134]. 

En las EXTs, la presencia de IRF3, un factor de transcripción clave en la 

respuesta inmune innata, es notable. La disminución de su expresión se ha 

relacionado con una mayor proliferación celular en modelos como el cáncer 

colorrectal, sugiriendo que su regulación podría ser crítica en la inmunovigilancia 

contra el cáncer[135]. Finalmente, en los DTX-EXTs, destaca la IFI30, una 

proteína cuya sobreexpresión ha sido asociada con procesos tumorales y 

resistencia a quimioterapias. Esto sugiere que su presencia en las vesículas 

podría influir negativamente en la respuesta tumoral a los tratamientos[135]. 

 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/7u5k
https://paperpile.com/c/ixKjpP/hfVm
https://paperpile.com/c/ixKjpP/qeFc
https://paperpile.com/c/ixKjpP/qeFc
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La presencia de estas proteínas en las vesículas extracelulares es de suma 

importancia, ya que podrían ejercer un rol dual en las células receptoras, 

resaltando la complejidad de las interacciones. 

 

Los volcano plots permitieron identificar de manera clara las proteínas 

diferencialmente abundantes entre los EVs, EXTs y DTX-EXTs (Figura 19). Las 

comparaciones entre EVs y los otros grupos mostraron un mayor número de 

proteínas con diferencias significativas en su expresión. En contraste, la 

comparación entre EXTs y DTX-EXTs reveló un conjunto más reducido de 

proteínas diferenciadas (solo 40 proteínas). Entre las proteínas de interés común 

a todas las comparaciones, destaca el receptor A3 similar a la inmunoglobulina 

leucocitaria (LILRA3), conocido por su papel en la regulación de la respuesta 

inmunitaria innata y su asociación con la supresión tumoral, sugiere una posible 

función de los DTX-EXTs en la modulación de la respuesta inmune[136].  

Notablemente, tanto los receptores de células NK como las proteínas de gránulos 

citolíticos eran altamente abundantes en la carga de EXTs y DTX-EXTs. Entre 

las proteínas receptoras de células NK, el receptor de baja afinidad de la región 

Fc de la inmunoglobulina gamma III-A (FCGR3A) fue el más prevalente en el 

grupo EV, un hallazgo significativo dado su papel en la mediación de la 

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos tras la activación[137]. Además, 

entre todas las proteínas marcadoras de EV, el CD82 se encontró en la mayor 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/CZVp
https://paperpile.com/c/ixKjpP/fF20
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abundancia dentro de los EVs. Esta observación corrobora los hallazgos de 

estudios previos[138,139]. Nuestros hallazgos sugieren que la extrusión altera el 

proteoma de las vesículas, lo que potencialmente impacta sus propiedades 

funcionales (Figura 20). 

 

Estudios previos han reportado la internalización exitosa de EXTs de diversas 

fuentes, similar a las EVs, en periodos de 3-24 horas[114,140,141]. Sin embargo, 

somos los primeros en analizar la ruta de internalización, que es clave para 

entender los efectos posteriores que las vesículas pueden tener en las células. 

Las cuatro rutas principales incluyen: i) la endocitosis mediada por clatrina, donde 

las vesículas se transportan al lisosoma para su degradación; ii) la endocitosis 

mediada por caveolina o balsas lipídicas, donde las vesículas se transportan 

hacia el aparato de Golgi y la carga se libera en el citoplasma; iii) la 

macropinocitosis, un proceso inespecífico donde las vesículas se transportan al 

lisosoma para su degradación o se liberan en el citoplasma; iv) la fusión de 

membrana, donde las vesículas se fusionan e integran en la membrana de la 

célula objetivo, liberando la carga en el citoplasma[78]. Para las células A549, se 

observaron dos mecanismos principales de internalización de vesículas: la 

endocitosis dependiente de clatrina y la fusión de membrana, con una 

participación menor de las balsas lipídicas y la macropinocitosis. Curiosamente, 

en general, se observaron patrones similares para EVs, EXTs y DTX-EXTs, 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/mvHf+zX8h
https://paperpile.com/c/ixKjpP/sLpx+7w7V+Aowm
https://paperpile.com/c/ixKjpP/bhph


 

125 
 

excepto en la macropinocitosis, donde EXTs y DTX-EXTs mostraron un patrón 

diferente en comparación con EVs (Figura 21). El principal mecanismo para 

H1975 fue la endocitosis dependiente de clatrina, con la fillipin III promoviendo 

significativamente la captación de vesículas (Figura 22). La diferencia en la 

internalización de vesículas entre los tipos de células es digna de mención, ya 

que brinda información importante para comprender los mecanismos de acción 

posteriores. Como se mencionó anteriormente, las células H1975 son CNCP, 

mientras que las A549 son células de adenocarcinoma. Las células H1975 

sobreexpresan el receptor del factor de crecimiento endotelial (EGFR)[142], que 

se encuentra principalmente alrededor de las balsas lipídicas. Se ha descrito que 

las membranas celulares que son ricas en balsas lipídicas son menos fluidas, 

debido a la mayor cantidad de colesterol, esfingolípidos y gangliósidos.[143,144]. 

Esto puede tener varios efectos: por un lado, una membrana menos fluida puede 

ser menos susceptible a la fusión de membrana. Por otro lado, se observó un 

aumento significativo en la captación de vesículas con el agente bloqueador de 

colesterol fillipin III. EGFR, las balsas lipídicas y la endocitosis mediada por 

clatrina están estrechamente interconectados. La interrupción de las balsas 

lipídicas en una célula que sobreexpresa EGFR, podría en realidad aumentar la 

endocitosis mediada por clatrina y conducir a una tasa general de captación más 

alta[145,146].   

 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/95iz
https://paperpile.com/c/ixKjpP/6Mza+PoxI
https://paperpile.com/c/ixKjpP/SeVm+bXtR
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Se evaluaron la viabilidad celular y la apoptosis tras el tratamiento con diferentes 

concentraciones de EVs de células NK, EXTs y DTX-EXTs en ambas líneas 

celulares. La apoptosis se midió con Caspasa 3/7 y PI, permitiendo diferenciar 

entre apoptosis temprana y tardía. En la línea celular de adenocarcinoma A549, 

los EXTs y DTX-EXTs tuvieron un efecto significativamente mayor que los EVs a 

la concentración de 5 µg, observado en la apoptosis temprana, tardía y total. Los 

DTX-EXTs produjeron significativamente más apoptosis que los EXTs (Figura 

25). En todas las concentraciones, los EXTs y DTX-EXTs mostraron una menor 

viabilidad celular que los EVs. Se identificó TNFRSF10B en ambos, EXTs y DTX-

EXTs. Informes previos sugieren que los tratamientos que elevan TNFRSF10B 

pueden inducir apoptosis y causar arresto del ciclo celular en CNCP[147]. Para 

las células H1975 de CNCP, no se observaron diferencias entre los grupos en la 

viabilidad celular y apoptosis temprana. Sin embargo, los DTX-EXTs mostraron 

una tasa significativamente mayor de apoptosis tardía y total a 2.5 µg y 5 µg, lo 

que indica que el tratamiento con DTX-EXTs induce un daño más rápido en las 

células H1975 con menor impacto en su viabilidad(Figura 25). 

 

Es notable el efecto del DTX administrado con extrusomas: para las células 

H1975, la concentración IC50 de DTX es de 21.3 nM, y para las células A549, de 

8.86 nM. El DTX administrado dentro de vesículas es de 70 pM para la 

concentración de vesícula de 5 µg y 35 pM para la concentración de vesícula de 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/fI76
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2.5 µg, entre 300 a 600 veces menor que el DTX libre. Estudios previos han 

mostrado que el DTX puede aumentar la permeabilidad de la membrana 

lisosomal y, posteriormente, afectar a las mitocondrias[148]. En los DTX-EXT 

solo se encontró otra proteína potencialmente citotóxica, la Peptidasa 

Caseinolítica P, que tiene la capacidad de afectar la actividad mitocondrial al 

reducir el metabolismo oxidativo e inducir disfunción mitocondrial[149].  

Nuestro estudio mostró que la principal vía involucrada en la captación de 

vesículas para ambos tipos celulares es la endocitosis dependiente de clatrina, 

que transporta las vesículas al lisosoma. El transporte directo de los DTX-EXTs 

al lisosoma aparentemente conduce a un efecto de "caballo de Troya", 

aumentando el efecto tanto de los EXTs como del DTX. 

 

El CIS por otro lado, Se consideró como una alternativa de quimioterapéutico 

para el encapsulamiento en EXTs debido a que es un agente quimioterapéutico 

ampliamente utilizado para el tratamiento de diversos tipos de cáncer, incluido el 

CP, debido a su capacidad para inducir la apoptosis a través de la formación de 

aductos intracadena en el ADN. No obstante, la eficacia del CIS en su forma libre 

está limitada por efectos secundarios debido a su toxicidad sistémica y 

resistencia adquirida en algunas líneas celulares de cáncer, lo que motiva la 

búsqueda de sistemas de liberación más eficientes, como el encapsulamiento en 

vesículas extracelulares[150–152].  

https://paperpile.com/c/ixKjpP/YB8p
https://paperpile.com/c/ixKjpP/ylxi
https://paperpile.com/c/ixKjpP/E1tf+y3pC+c6YE
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Los valores de IC50 obtenidos en las líneas celulares H1975 y H1299 muestran 

que el CIS libre tiene mayor potencia citotóxica en células H1299, en 

comparación con H1975, lo que sugiere mayor sensibilidad (Figura 26). Esto es 

coherente con estudios previos que indican que diferentes líneas celulares de CP 

pueden tener respuestas variables a los quimioterapéuticos dependiendo de su 

perfil genético y molecular como se detalla en la Tabla 2[153,154].  

Por ejemplo, las células H1975 además de la mutación en el gen EGFR, que 

aumenta la actividad quinasa del EGFR, promoviendo la activación continua de 

vías de señalización como PI3K/Akt y RAS/RAF/MEK/ERK. Promoviendo la 

sobrevida y resistencia a la apoptosis, lo que dificulta la efectividad del CIS. 

También presenta mayor expresión de proteínas de reparación del ADN (proteína 

NER) lo que le permite mayor capacidad reparativa del ADN, a diferencia de las 

células H1299 que las hace más sensible al tratamiento con CIS[155].  

Aunque el protocolo seguido fue el propuesto por Zhang y colaboradores[118], la 

técnica HPLC puede no haber sido la óptima para la detección del cisplatino 

encapsulado, lo que sugiere que una optimización más exhaustiva de los 

parámetros podría haber ayudado a su determinación, aunque análisis 

comparativos para la determinación de quimioterapéuticos en base a platino 

indicaron que la LC-MS/MS presentó mejores características analíticas (Figura 

26)[156].  

 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/mlpg+A6YE
https://paperpile.com/c/ixKjpP/xNe2
https://paperpile.com/c/ixKjpP/MC3E
https://paperpile.com/c/ixKjpP/RinS
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Aunque como se ha mencionado anteriormente, las células NK son las únicas en 

ejercer su función antitumoral sin activación previa, resulta importante evaluar el 

rol que pueden tener otras células del sistema inmune como lo son los 

macrófagos con polarización a fenotipo M1 para la generación de vesículas 

artificiales derivadas de estas células, ya que en primer lugar, la inmunovigilancia 

in vivo funciona como respuestas orquestadas en donde todas las células inmune 

interaccionan, e influyen unas en otras para lograr la ejecución de su función 

especializada[157].  

Por otro lado, los macrófagos con fenotipo M1 son capaces de secretar altas 

cantidades de citoquinas como IL-1β, IL-6 y TNF-α (Figura 27). Estas citoquinas 

pueden activar y reclutar otras células inmunes al microambiente tumoral, 

potenciando así la respuesta inmunitaria contra las células cancerosas[158]. 

Adicionalmente pueden inducir apoptosis en células tumorales mediante la 

producción de óxido nítrico (NO) y especies reactivas de oxígeno (ROS)[159]. 

Además, pueden hacer presentación antigénica a linfocitos T, promoviendo la 

activación de la respuesta inmune adaptativa[160].  

Como también, los macrófagos M1 pueden contribuir a la inhibición de la 

angiogénesis al secretar factores que limitan el crecimiento de vasos sanguíneos 

en el tumor[161]. 

 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/SPvM
https://paperpile.com/c/ixKjpP/Swn2
https://paperpile.com/c/ixKjpP/ri39
https://paperpile.com/c/ixKjpP/iYMv
https://paperpile.com/c/ixKjpP/7hHr
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Los EVs-M1, EXTs-M1 y DTX-EXTs-M1, presentaron morfologías de vesículas 

con forma de copa, con membrana íntegra y tamaños menores a 200 nm (Figura 

28), observándose un tamaño promedio 4.7 y 12.8 nm menor en los EXTs-M1 y 

DTX-EXTs-M1 en comparación a los EVs-M1, respectivamente (Figura 29). Y 

aunque se observaron mayores rendimientos en el aislamiento de, EXTs-M1 y 

DTX-EXTs-M1 en comparación a los EVs-M1, estos no fueron significativos. 

Interesante es el resultado al comparar los rendimientos entre las vesículas 

derivadas de células NK y de macrófagos M1, ya que las primeras presentaron 

5.5 veces mayor rendimiento en cuanto al número de vesículas, pero 5.9 veces 

menor rendimiento en cantidad de proteínas. Esto podría estar relacionado 

directamente con que los EXTs-M1 son casi el doble en tamaño que los EXTs-

NK (203 ± 2.1 nm vs 97.8 ± 7.9 nm), lo que podría sugerir que hay menos número 

de vesículas pero de mayor tamaño y en consecuencia, mayor abundancia de 

proteínas en el cargo cuando son normalizadas por 1x106 células en ambos 

casos (Figura 29). 

 

La eficiencia de encapsulación de DTX en DTX-EXTs-M1 se midió indirectamente 

al evaluar los sobrenadantes antes y después del aislamiento, a diferencia de lo 

realizado en DTX-EXTs-NK, en donde se midió directamente en las vesículas. 

Esto sugiere que la metodología de medición podría estar influyendo en los %EE. 

En el caso de las EXTs-M1, el valor del 71.57 ± 41.2% podría estar afectado por 
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la cantidad de DTX libre que no fue encapsulado, lo que podría llevar a una 

sobreestimación de la %EE, sobre todo considerando que previamente se ha 

reportado que la determinación directa de docetaxel en exosomas de macrófagos 

ha sido entre el 15 y 17%[132]. Mientras que la medición directa en EXTs-NK, 

aunque resultó en un bajo porcentaje de encapsulación del 1.31 ± 1.17%, 

proporciona un valor más específico sobre la cantidad de DTX que realmente 

está presente en las vesículas (Figura 30). Por otro lado, la composición de las 

vesículas puede estar influenciando en la capacidad de interacción con el DTX, 

ya que se ha descrito que, dependiendo del estímulo en los macrófagos, estos 

pueden cambiar su composición de lípidos neutros, fosfolípidos y 

esfingolípidos[162]. No obstante, se requieren más experimentos para corroborar 

este fenómeno. 

 

Aunque de manera preliminar, el análisis de los mecanismos de internalización 

de las vesículas reveló que la dependencia de la endocitosis mediada por clatrina 

para la internalización de EXTs y DTX-EXTs destaca un mecanismo 

predominante para la internalización de vesículas.  Interesante fue que, en 

presencia de amilorida y omeprazol, que inhiben la macropinocitosis y la fusión 

de membranas, respectivamente, la internalización de EXTs-M1 y DTX-EXTs-M1 

aumentó (Figura 31). Este comportamiento opuesto sugiere que, en lugar de 

bloquear la entrada de las vesículas, estos inhibidores podrían estar alterando la 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/gHMr
https://paperpile.com/c/ixKjpP/7eAA
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dinámica de la membrana de tal forma que faciliten la captación de las vesículas 

en ciertas condiciones. Por ejemplo, amilorida bloquea las vías conductoras de 

sodio de la membrana celular, lo que altera el potencial electroquímico de la 

membrana y con ello su carga[163]. 

 

Al igual que en los DTX-EXTs-NK, los DTX-EXTs-M1 mostraron el mayor impacto 

en la actividad mitocondrial en ambas concentraciones analizadas y en ambas 

líneas celulares, reduciendo la viabilidad celular en aproximadamente un 50%. 

En comparación, los EXTs y EVs tuvieron un efecto significativamente menor, 

con una disminución del 25-30% en la actividad mitocondrial (Figura 32). Este 

resultado es consistente con estudios previos que indican que los exosomas 

derivados de macrófagos M1 pueden reducir la viabilidad celular en un 20%[164].  

 

Al analizar las concentraciones, se observó que 5 µg de proteínas de DTX-EXTs-

M1 contenían 3.84 ± 2.21 nM de docetaxel encapsulado, lo que sugiere que se 

requiere entre 5.4 y 5.5 veces menos docetaxel para lograr un efecto citotóxico 

similar al del fármaco libre en las células H1975 y H1299, respectivamente. Esto 

se basa en una eficiencia de encapsulación (%IEE) del 71.57% (Figura 30). Sin 

embargo, el efecto fue menor al esperado, ya que las vesículas derivadas de 

células M1 tienen un 70% más de encapsulación en comparación con las 

originadas por células NK, lo que sugiere que deberían haber mostrado una 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/gPBD
https://paperpile.com/c/ixKjpP/CwkD
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eficacia similar o mayor. Este resultado indica que, aunque diferentes células 

inmunes pueden ser utilizadas para formular vesículas sintéticas como sistemas 

de liberación de fármacos, las propiedades intrínsecas de las células donadoras 

juegan un papel clave en la eficacia final del tratamiento (Figura 32). 

 

A pesar de esto, es importante destacar que reducir 5.5 veces la dosis de 

docetaxel necesaria para lograr un efecto similar al del fármaco libre podría tener 

un impacto significativo en la disminución de los efectos adversos asociados con 

dosis terapéuticas altas, mejorando así el estado de salud del paciente[165,166].  

 

Por otro lado, el comportamiento diferencial observado entre las líneas H1975 y 

H1299 en cultivos 3D resalta la heterogeneidad celular presente en el cáncer. 

Mientras que H1975 mostró un crecimiento sostenido desde el inicio (Figura 35), 

H1299 experimentó un crecimiento retardado pero acelerado a las 96 horas, lo 

que sugiere una adaptación más lenta seguida de una proliferación significativa 

en el entorno tridimensional (Figura 36). Estas diferencias reflejan las 

particularidades de los tumores derivados de distintos tipos de carcinoma 

pulmonar, subrayando la importancia de los modelos esferoidales para evaluar 

la eficacia de nuevas formulaciones farmacológicas[167].  

 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/Nqry+8YK7
https://paperpile.com/c/ixKjpP/Ub04
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Finalmente, aunque el objetivo principal de este estudio fue comprender cómo la 

composición, morfología, estabilidad coloidal y la cantidad de docetaxel en las 

vesículas influyen en su interacción con las células cancerígenas y, en 

consecuencia, en su viabilidad, y que también se observó que estas interacciones 

varían según el tipo de célula de origen de la extrusión. Es importante destacar 

que las características intrínsecas de cada línea celular también juegan un papel 

fundamental en cómo interactúan con las vesículas, más aún si consideramos 

que el crecimiento tumoral es en conglomerados e independiente de anclaje. Por 

lo tanto, la respuesta final es el resultado de una combinación entre las 

propiedades de las vesículas y las características de las células receptoras, por 

lo que se hace crucial que, para el desarrollo de futuros tratamientos similares, 

se considere el análisis de la célula cancerígena considerando su capacidad para 

recibir vesículas. 

 

CONCLUSIONES 

 

En conclusión, este estudio proporciona una caracterización integral de los EVs, 

EXTs y DTX-EXTs derivados de células NK, demostrando sus propiedades 

distintas y diferencias funcionales. Identificamos la endocitosis dependiente de 

clatrina como el principal mecanismo de captación para las células A549 y H1975 

y encontramos efectos diferenciales entre los EVs, EXTs y DTX-EXTs.  
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La encapsulación de DTX en EXTs durante el proceso de extrusión da lugar a 

vesículas que contienen las principales proteínas citotóxicas de las células NK, 

así como un rango bajo de DTX en el orden de concentraciones picomolares por 

µg de vesículas, mostrando un potencial citotóxico significativamente mayor. Por 

lo tanto, los DTX-EXTs podrían aumentar la eficacia del DTX al evitar los 

mecanismos de resistencia celular al DTX y actuar directamente sobre el 

lisosoma.  

Por otro lado, el uso alternativo de otra fuente celular del sistema inmune, como 

los macrófagos M1 para la generación de extrusomas debido a su rol clave en la 

respuesta antitumoral, promoviendo apoptosis y limitando la angiogénesis, 

mostraron una alta eficiencia de encapsulación de docetaxel en EXTs-M1 y una 

reducción de cinco veces en la dosis necesaria de docetaxel para obtener efectos 

citotóxicos. Adicionalmente, y al igual que en las vesículas generadas a partir de 

células NK, de manera preliminar se identificó que la endocitosis mediada por 

clatrina sería el principal mecanismo de internalización para las células H1975 y 

H1299. 

Finalmente, estos resultados sugieren que las propiedades de las células 

donadoras juegan un papel crucial en la eficacia citotóxica frente a células de CP.  

 

En estudios futuros, es necesario evaluar la eficacia en cultivos 3D para luego 

pasar a modelos in vivo y los posibles efectos secundarios para comprender 
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completamente el potencial de una nueva terapia y cómo estas propiedades 

cambiarían con el uso de otros fármacos en el encapsulamiento. 
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ANEXOS 

Tabla 4. Subcategorías de los parámetros T, N y M. Fuente: Tabla 3 de 

Detterbeck y cols[13] (modificado). 

T (tumor primario) Nivel 

T0 Sin tumor primario   

Tis Carcinoma in situ (escamoso o adenocarcinoma) Tis 

T1 Tumor ≤ 3 cm   

T1a(

mi) Adenocarcinoma mínimamente invasivo T1a(mi)  

T1a Tumor superficial diseminado en vías respiratorias centrales T1aSS  

T1a Tumor ≤ 1 cm T1a≤1 

T1b Tumor > 1 cm pero ≤ 2 cm T1b> 1-2 

T1c Tumor > 2 cm pero ≤ 3 cm T1c> 2-3 

T2 Tumor > 3 cm pero ≤ 5 cm o tumor que involucra:   

  Pleura visceral T2 visc Pl 

  bronquios principales (sin carina) atelectasia a hilio T2Centr 

T2a Tumor > 3 cm pero ≤ 4 cm T2a> 3-4 

T2b Tumor > 4 cm pero ≤ 5 cm T2b> 4-5 

T3 Tumor > 5 cm pero ≤ 7 cm T3> 5-7 

  O invade la pared torácica, pericardio, nervio frénico T3 Inv 

  O nódulo(s) tumoral separado en el mismo lóbulo T3 Satell 

T4 Tumor > 7 cm T4> 7 

  

O invade: mediastino, diafragma, corazón, vasos grandes, 

carina, 
T4 Inv 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/gC0Q


 

162 
 

nervio laríngeo recurrente, tráquea, esófago, columna vertebral 

  O tumor en nódulo(s) de diferentes lóbulos ipsilaterales T4 Ipsi Nod 

N (nodos linfáticos regionales)   

N0 Sin metástasis en los nódulos regionales 

N1 metástasis en el pulmón ipsilateral o nódulos hiliares 

N2 metástasis en el mediastino ipsilateral/nódulos subcarinales 

N3 metástasis contralateral mediastinal/hiliar o nódulos supraclaviculares 

M (metástasis distante)   

M0 Sin metástasis distante   

M1a 

Crecimiento maligno en pleura/efusión pericardial  M1a Pl 

Dissem 

  

O en nódulos en pleura/pericardio M1a Contr 

Nod 

M1b metástasis extratorácica única M1b Single 

M1c múltiples metástasis extratorácicas (1 o > 1 órgano) M1c Multi 
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Tabla 5. Clasificación de subgrupos de estadios del cáncer de pulmón. 

Fuente: Tabla 5 de Detterbeck y cols[13]  (modificado). 

T/M NIVEL N0 N1 N2 N3 

T1 

T1a≤1 IA1 IIB IIIA IIIB 

T1b> 1-2 IA2 IIB IIIA IIIB 

T1c> 2-3 IA3 IIB IIIA IIIB 

T2 

T2 Central 

Visc Pl IB IIB IIIA IIIB 

T2a> 3-4 IB IIB IIIA IIIB 

T2b> 4-5 IIA IIB IIIA IIIB 

T3 

T3> 5-7 IIB IIIA IIIB IIIC 

T3 Inv IIB IIIA IIIB IIIC 

T3 Satell IIB IIIA IIIB IIIC 

T4 

T4> 7 IIIA IIIA IIIB IIIC 

T4 Inv IIIA IIIA IIIB IIIC 

T4 Ipsi Nod IIIA IIIA IIIB IIIC 

M1 

M1a Pl 

Dissem IVA IVA IVA IVA 

M1a Contr 

Nod IVA IVA IVA IVA 

M1b Single IVA IVA IVA IVA 

M1c Multi IVB IVB IVB IVB 

 

https://paperpile.com/c/ixKjpP/gC0Q
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Tabla 6. Especificaciones de los anticuerpos y detalles de las condiciones para 

el análisis por Western Blot. 

Anticuerpo Peso 

molecular 

(KDa) 

Dilución Especie 

husesped 

Duente cat# Marca 

anti-TSG101 45 1:500 

 

 

goat polyclonal sc6037 

 

Santa 

Cruz 

Biotechnol

ogy 

anti-Syntenin 32 1:1000 rabbit monoclonal ab19903 Abcam 

anti-CD63 30-60 1:1000 mouse monoclonal ab59479 Abcam 

anti-CD9 22,24,35 1:500 rabbit monoclonal 13174 Cell 

Signaling 

Technolog

y 

anti-HSP70 60 y 70 1:1000 rat monoclonal 4873 Cell 

Signaling 

Technolog

y 

anti-HSP90 90 1:1000 rabbit polyclonal 4875 Cell 

Signaling 

Technolog

y 
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anti-Flotilin-I 70 1:1000 rabbit monoclonal 18634 Cell 

Signaling 

Technolog

y 

anti-Calnexin 90 1:1000 rabbit polyclonal 2433 Cell 

Signaling 

Technolog

y 

anti-Perforin 70-75 1:1000 rabbit monoclonal 62550 Cell 

Signaling 

Technolog

y 

anti-FasL 40 1:1000 rabbit monoclonal 68405 Cell 

Signaling 

Technolog

y 

anti-GAPDH 37 1:1000 rabbit monoclonal 2118 Cell 

Signaling 

Technolog

y 

IRDye® 800

CW Goat 

anti-Mouse 

IgG 

N/A 1:15000 goat N/A 926-

32210 

LICORbio 
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Secondary 

Antibody 

IRDye® 680

RD Goat 

anti-Rabbit 

IgG Seconda

ry Antibody 

N/A 1:15000 goat N/A 926-

68071 

LICORbio 

IRDye® 800

CW Goat 

anti-Rat IgG 

Secondary 

Antibody 

N/A 1:15000 goat N/A 926-

32219 

LICORbio 

 

 


