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DESCRIPCIÓN 
 
Un nuevo método para medir y caracterizar microvesículas en los fluidos corporales humanos 
 
Campo técnico 5 
 
La presente invención se refiere en general al campo de diagnóstico de cáncer. Más específicamente, la invención 
se refiere a un método para cuantificar y calificar exosomas en los fluidos corporales humanos. 
 
Técnica antecedente 10 
 
Los exosomas son microvesículas de un tamaño que oscila entre 30-120 nm, secretados activamente a través de 
una ruta de exocitosis usada normalmente para la descarga de receptores y comunicación intercelular. Los 
exosomas pueden detectarse en sobrenadantes de cultivos celulares y algunos fluidos corporales, tras una 
ultracentrifugación de múltiples etapas. Además de las proteínas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH I, 15 
CMH II) y proteínas implicadas en la presentación de antígeno, los exosomas pueden transportar proteínas 
citosólicas y de membrana implicadas en muchas funciones celulares. Los exosomas se secretan en condiciones 
fisiológicas específicas a partir de diferentes tipos de células tales como células dendríticas (CD), linfocitos, 
mastocitos y células epiteliales. Este proceso conduce a la formación de depósitos celulares de tipo cesta que 
contienen estas microvesículas derivadas de multifusión, también denominadas cuerpos multivesiculares (CMV). Se 20 
ha resuelto este proceso a través de observaciones de la ultraestructura, particularmente en células normales. Sin 
embargo, a través de microscopía inmunoelectrónica y análisis de inmunotransferencia de tipo Western de 
preparaciones de exosomas se ha mostrado que estas microvesículas coexpresan marcadores de diferentes 
vacuolas intracelulares, tales como endosomas tempranos (por ejemplo Rab5), lisosomas (por ejemplo CD63, CD81, 
LAMP-1) y fagosomas tardíos (Rab7), pero también algunas otras proteínas más específicas de células (por ejemplo 25 
antígenos de CMH de clase III). 
 
La liberación de exosomas a partir de células tumorales es drásticamente mayor que a partir de células normales, y 
está asociada a menudo con efectos inmunosupresores. Los exosomas derivados de tumores son en muchos 
aspectos comparables a los exosomas de células normales, excepto por la expresión de algunos marcadores 30 
tumorales, tales como CEA para carcinoma colónico, MART-1 o gp-100 para melanoma. Además, el origen de los 
exosomas tumorales parece ser en muchos aspectos distinto al de los exosomas normales. Esto es probablemente 
porque las células malignas tienen un tráfico vesicular más dinámico desde el citoplasma hasta el espacio 
extracelular y viceversa. 
 35 
El papel de los exosomas tumorales en la progresión del cáncer es un área de investigación que acaba de surgir. 
Los datos iniciales sugieren que estos orgánulos actúan como portadores de material antigénico tumoral para la 
sensibilización cruzada de células T mediada por CD. Tales resultados apoyan los intentos clínicos de usar 
exosomas tumorales como vacunas contra el cáncer. Pruebas crecientes con respecto a un vasto conjunto de 
efectos supresores ejercidos por estas microvesículas sobre diferentes componentes del sistema inmunitario apoyan 40 
claramente la participación de los exosomas tumorales en la progresión de la enfermedad. En particular, se ha 
mostrado recientemente que los exosomas secretados por células tumorales humanas de diversos orígenes pueden 
inducir la apoptosis en células T activadas, a través de la expresión de ligandos de muerte (por ejemplo FasL, 
TRAIL), inhibir las funciones NK y promover la generación de células supresoras de origen mieloide a partir de 
monocitos normales. Estos datos, junto con la prueba reproducible de que los exosomas de probable origen tumoral 45 
pueden encontrarse abundantemente en el plasma y derrames neoplásicos de pacientes con cáncer, apoyan un 
papel de los exosomas tumorales en el moldeo del microentorno del huésped para permitir progresiones y 
crecimiento de células tumorales. 
 
Dado el entendimiento creciente del papel de los exosomas en la progresión del cáncer y el hecho de que existe la 50 
necesidad creciente de encontrar nuevas curas, mejorar diagnósticos y seguir la malignidad y el crecimiento de los 
tumores, existe por consiguiente la necesidad de métodos y herramientas para detectar y medir exosomas en fluidos 
humanos. Sin embargo, el hecho es que los métodos que se usan actualmente para detectar exosomas son o bien 
no cuantitativos (MET) o bien sólo escasamente cuantitativos (WB). Aunque se ha usado citometría de flujo para 
cuantificar exosomas, este método no permite la medición precisa que necesitan los investigadores. De hecho, 55 
mientras que el análisis de FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter, clasificación celular activada por 
fluorescencia) es un método adecuado para cuantificar células, incluso de pequeño tamaño, no es adecuado para 
cuantificar la cantidad de tales vesículas pequeñas (es decir 50-100 nm). Además, la medición aproximada de la 
fluorescencia media total no permite una cuantificación precisa de cuántas microvesículas están presentes en la 
muestra proporcionada. Además, el análisis de FACS no permite el análisis simultáneo de diferentes muestras. Por 60 
tanto, existe la necesidad de un método para detectar y cuantificar exosomas a partir de pequeñas cantidades de 
fluidos corporales. Además, dado el hecho de que el diagnóstico temprano del cáncer es esencial para el tratamiento 
de la enfermedad, existe la necesidad de posibles marcadores tumorales y factores de pronóstico. 
 
Sumario de la invención 65 
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Un problema central en la obtención de datos in vivo útiles sobre exosomas es el bajo nivel de eficacia de los 
métodos actualmente disponibles para obtener exosomas con el fin de cuantificar y caracterizarlos a partir de fluidos 
corporales humanos, particularmente a partir de plasma. Los fluidos corporales pueden ser también líquido ascítico, 
fluidos cerebrales, médula ósea, orina, heces o lavado broncoalveolar. Para proporcionar una solución a estos 
problemas afrontados actualmente, esta divulgación proporciona un método fiable y simple para detectar y 5 
cuantificar exosomas a partir de los fluidos corporales, especialmente a partir de plasma humano. 
 
Por consiguiente, un primer aspecto de la invención es un método para detectar y cuantificar exosomas en muestras 
derivadas de células humanas o en fluido corporal, tal como se define en la reivindicación 1 adjunta. Otro aspecto de 
la invención es un método no invasivo para monitorizar el crecimiento tumoral, tal como se define en la reivindicación 10 
6 adjunta. Un aspecto adicional de la invención es un kit de prueba para cuantificar y calificar exosomas en muestras 
derivadas de células humanas o en fluido corporal, tal como se define en la reivindicación 12 adjunta. 
 
Según esta divulgación una prueba basada en ELISA (denominada ExoTest) permite la cuantificación y 
caracterización de exosomas a partir de plasma humano de tanto donantes sanos como pacientes con tumores. A 15 
través de esta prueba es posible la caracterización de microvesículas de tipo exosoma a partir de plasma tanto de 
ratones SCID con injerto de células de carcinoma de colon o melanoma humano como de pacientes con tumores. 
Esta divulgación muestra que los niveles plasmáticos de exosomas están directamente relacionados con el tamaño 
del tumor y que la caveolina-1 puede detectarse exclusivamente a partir de los exosomas purificados del plasma de 
pacientes con tumores. 20 
 
Según esta divulgación la detección de exosomas tumorales en plasma de pacientes humanos es útil en el 
diagnóstico y seguimiento de tumores malignos humanos. 
 
La tecnología dada a conocer en el presente documento permite una prueba no invasiva útil en la práctica clínica 25 
para el diagnóstico, el seguimiento y la detección de tumores. La tecnología según esta divulgación puede usarse 
también en la investigación clínica de tumores. Además, esta invención proporciona herramientas para mejorar las 
pruebas clínicas existentes basadas en proteínas que se expresan en exosomas (por ejemplo marcadores 
tumorales). 
 30 
El razonamiento de esta invención se basa en dos puntos clave: 
 
1. No hay técnica anterior sobre un método que permita la cuantificación y caracterización de exosomas, 
particularmente en volúmenes pequeños, a menudo disponibles en muestras de plasma humano. 
 35 
2. Existe la necesidad no satisfecha de una prueba de pronóstico y/o diagnóstico no invasiva en muchos estados 
patológicos humanos, particularmente en cánceres. 
 
Por consiguiente, un objeto de esta invención es proporcionar un método para cuantificar y caracterizar exosomas, 
particularmente en pequeños volúmenes. 40 
 
Otro objeto de esta invención es proporcionar un método para cuantificar y caracterizar exosomas en muestras de 
plasma. 
 
Aún otro objeto de esta invención es proporcionar un método para medir los niveles de exosomas en menos de 2 ml 45 
de fluidos corporales, junto con una caracterización principalmente completa de la composición proteica de los 
exosomas. Además, un objeto de esta invención es proporcionar un método para cuantificar simultáneamente 
exosomas en varias muestras. 
 
Además, la prueba según esta divulgación muestra que la cantidad de exosomas plasmáticos está relacionada con 50 
el tamaño del tumor. Por consiguiente otro objeto de la invención es proporcionar un método para seguir y 
proporcionar un pronóstico de pacientes con cáncer. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 55 
Figura 1. Detección de exosomas purificados a partir de sobrenadantes de cultivos celulares de melanoma humano. 
 
A. Representación esquemática de ExoTest (ELISA) configurado para la detección y cuantificación de exosomas. 
 
B. Análisis aumento de la dosis de exosomas CD63+ purificados mediante ExoTest. La concentración inicial se 60 

correspondía con 5 ϕg de exosomas y se añadieron exosomas en diluciones de dos veces. 
 
C. Análisis de inmunotransferencia de tipo Western de la expresión de CD63, Rab5b y Lamp-1 en cantidades 
diferentes de exosomas purificados a partir de sobrenadantes de cultivo de células de melanoma humano (Me501). 
 65 
D. Análisis de FACS de la expresión de Rab5b y CD63 en exosomas derivados de melanoma purificados a partir de 
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las células Me501 del sobrenadante y recubiertas sobre perlas de látex. 
 
Figura 2. Detección de exosomas plasmáticos de ratones SCID con injerto de melanoma humano. 
 
A. Análisis de aumento de la dosis de exosomas tumorales purificados a partir de plasma de ratones SCID con 5 
injerto de células de melanoma humano mediante ExoTest. 
 
B. Análisis de FACS de la expresión de Rab-5b y CD63 en exosomas purificados a partir de plasma de ratones SCID 
con injerto de células de melanoma humano (Me501). 
 10 
C. Correlación del tamaño del tumor y los niveles de exosomas plasmáticos en ratones SCID con injerto de Me501 
analizada a diferentes tiempos durante el crecimiento tumoral. Se representaron grupos de ratones mediante 5 
animales para cada punto de tiempo. Los niveles de exosomas se expresan como DO450 x 1000. 
 
Figura 3. Caracterización de la expresión de caveolina-1 (Cav-1) en exosomas. 15 
 
A. Análisis de inmunotransferencia de tipo Western de Cav-1 en extractos celulares y exosomas de células de 
melanoma humano y macrófagos. 
 
B. Análisis de inmunotransferencia de tipo Western de CD64, Rab-5b y Cav-1 en exosomas purificados de células 20 
Me501, plasma de ratones SCID con injerto de Me501 y ratones SCID negativos para tumor. 
 
C. Análisis de FACS de la expresión de Cav-1 en exosomas purificados a partir de plasma de ratones SCID con 
injerto de Me501. 
 25 
D. Niveles en plasma de exosomas CD63+ y Cav1+ de ratones SCID que llevan melanoma sacrificados 5 semanas 
tras el injerto. 
 
Figura 4. Cuantificación de exosomas plasmáticos de pacientes con melanoma. 
 30 
Los exosomas purificados a partir de plasma de donantes sanos y pacientes con melanoma se cuantificaron 
mediante ExoTest usando CD63 (A) o caveolina-1 (B) como antígenos de detección. Los datos se expresan como 
representación de diagrama de cajas: las líneas verticales y horizontales en cada caja representan la mediana y los 
percentiles 25º y 75º, respectivamente. Los puntos negros representan valores de resultados atípicos. Los niveles de 
exosomas se expresan como DO450 x 10000. Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante la prueba de 35 
Mann-Whitney. 
 
Figura 5. ExoTest (Elisa) sobre muestras sin fraccionar. 
 

A. La cantidad de exosomas detectables se midió en exosomas purificados (5 O µg de proteínas) en comparación 40 
con sobrenadantes de cultivo sin fraccionar (50 ml) a partir de macrófagos humanos, células de melanoma y plasma 
de pacientes con melanoma. Los datos se expresan como medias +/-DE. 
 
B. Análisis de regresión de los niveles en plasma de exosomas CD63+ medidos en muestras de plasma sin 
fraccionar o purificadas tanto de pacientes (n=9, rombos negros) como de donantes sanos (n=4, rombos blancos). 45 
Los niveles de exosomas se expresan como DO450 x 1000. 
 
Figura 6. Cuantificación de exosomas plasmáticos de pacientes con melanoma. 
 
Los exosomas purificados a partir de plasma de pacientes con melanoma (MEL) y donantes sanos (DS) se 50 
cuantificaron mediante Exotest usando como antígenos de detección CD63 o proteínas de melanoma típicas tales 

como gplOO y MART-I. Los datos se expresan como medias ± DE. Los niveles de exosomas se expresan como 
DO450 x 1000. 
 
Descripción detallada de las invenciones 55 
 
Los exosomas son microvesículas de un tamaño que oscila entre 30-120 nm, secretados activamente en el entorno 
extracelular por células tumorales así como normales. Dado el entendimiento creciente del papel de los exosomas 
en la progresión del cáncer y el hecho de que existe la necesidad creciente de encontrar nuevas curas, mejorar 
diagnósticos y seguir la malignidad y el crecimiento de los tumores, existe por consiguiente la necesidad de métodos 60 
y herramientas para detectar y medir exosomas en fluidos humanos. Debido a la posible participación de los 
exosomas en la promoción de la progresión de la enfermedad a través de una serie de efectos perjudiciales sobre el 
microentorno tumoral, la posibilidad de cuantificar exosomas en plasma humano o suero a través de un ensayo 
viable, específico y sensible está convirtiéndose en un asunto crucial. Si un ensayo de este tipo estuviera disponible, 
podría convertirse en una herramienta fundamental para evaluar el posible papel de estas microvesículas en el 65 
pronóstico del cáncer y como factor de pronóstico novedoso o marcador para detectar o monitorizar la enfermedad 
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neoplásica. Sin embargo, los métodos usados actualmente, por ejemplo MET y WB, no son cuantitativos o son sólo 
escasamente cuantitativos, por lo cual existe la clara necesidad de un método para detectar y medir exosomas 
cuantitativamente en fluidos humanos. Por tanto el objetivo de esta divulgación es proporcionar una nueva 
herramienta para los oncólogos clínicos para diagnosticar y seguir los estudios de pacientes con cáncer. Además, un 
objetivo de esta divulgación es proporcionar un método novedoso que va a usarse para diagnosticar otras 5 
enfermedades humanas, tales como enfermedades víricas o priónicas, en las que las partículas se transmiten en 
microvesículas. 
 
La prueba cuantitativa novedosa que se da a conocer en el presente documento se basa en la detección mediada 
por ELISA de exosomas y es la primera prueba fiable, sensible y fácil para cuantificar exosomas. Las proteínas que 10 
se detectan mediante este método no son específicas de exosomas sino que se comparten exclusivamente con 
orgánulos citoplásmicos tales como endosomas y lisosomas, cuyas membranas no se reciclan como para 
estructuras de membrana plasmática. Esta característica excluye la posibilidad de detectar estas proteínas en 
residuos derivados de células tumorales necróticas, o en su forma soluble. El ensayo de esta divulgación incluye 
preferiblemente un marcador tumoral universal (caveolina-1) que permite la detección preferente de exosomas 15 
secretados por tumores. Una serie de estudios exhaustivos realizados mediante diferentes métodos comparativos 
(inmunotransferencia de tipo Western y citometría de flujo) y diferentes condiciones experimentales descritos a 
continuación en los ejemplos demuestran la fiabilidad de la prueba novedosa de esta divulgación. 
 
Koga et al. (Anticancer Res. 25, 3703-3727, 2005) dan a conocer un método para capturar exosomas a partir de 20 
muestras purificadas con perlas recubiertas frente a Her2/Neu. Admyre et al. (J Allegry Clim Imuunol 120, 1418-
1423,200) dan a conocer un ensayo Elisa por el cual se inmovilizan los exosomas con un anticuerpo anti-MHUC-II y 
se detectan por medio de un conjugado de peroxidasa del rábano. El documento CA 2453198 da a conocer un 
ensayo ELISA basado en la captura de exosomas con anticuerpo anti-CMH-I y la detección con un anticuerpo anti-
FAsL. 25 
 
El método novedoso de esta divulgación se basa en una prueba ELISA de tipo sándwich que se denomina ExoTest, 
para capturar y cuantificar exosomas plasmáticos basándose en la expresión de proteínas de mantenimiento (CD63 
y Rab-5) y el marcador caveolina-1 asociado a tumores. ExoTest usa un anticuerpo anti-Rab5 para capturar los 
exosomas presentes en preparaciones de exosomas purificadas. Como anticuerpo de detección, ExoTest usa un 30 
anticuerpo que reconoce o bien un antígeno de exosoma (CD63) o bien antígenos expresados por la fuente celular 
de exosomas como caveolina-1, una proteína asociada al comportamiento metastásico de tumores. En un primer 
conjunto de experimentos, se usó una preparación de exosomas a partir de medios de cultivo de líneas celulares 
tumorales humanas, comparando los resultados de ExoTest con los obtenidos mediante inmunotransferencia de tipo 
western y FACS. Los resultados mostraron que los antígenos de exosoma típicos eran detectables en preparaciones 35 
de exosomas usando los tres métodos. Sin embargo, ExoTest permitió un análisis cuantitativo de exosomas y un 
panel más amplio de proteínas en la misma preparación con cantidades más pequeñas de material de partida en 
comparación con el análisis de FACS o WB. Esta característica técnica es de importancia fundamental cuando el 
análisis se realiza en muestras de plasma. De hecho, el análisis de grupos de plasma de ratones SCID con injerto de 
células de carcinoma de colon o melanoma humano a menudo no era reproducible o al menos muy difícil cuando se 40 
usó WB mientras que ExoTest permitió un análisis cuantitativo de los niveles de exosomas en el plasma de ratones 
SCID con tumor humano. Un hallazgo importante y novedoso es que basándose en los resultados de ExoTest, los 
niveles de exosomas en el plasma se correlacionan significativamente con el tamaño del tumor y aumentaron con el 
tiempo tras el injerto. Además, los exosomas circulantes, junto con las proteínas típicas, presentaron marcadores 
tumorales expresados por los tumores humanos que crecen en los ratones (no mostrado). Por tanto, ExoTest, 45 
usando el CD63 como antígeno de detección pudo cuantificar exosomas en plasma de pacientes con melanoma y 
de sujetos sanos. Puesto que las células tumorales secretan una gran cantidad de exosomas, sorprendentemente 
no se encontró realmente una diferencia entre los niveles de exosomas positivos para CD63 en plasma de pacientes 
con melanoma y personas de control sanas. Con el objetivo de identificar posibles exosomas específicos de 
tumores, se realizó ExoTest usando caveolina-1 como antígeno de detección. Publicaciones recientes han notificado 50 
que los niveles en plasma de caveolina-1 circulante se correlacionan significativamente con adenocarcinoma de 
próstata metastásico. De manera interesante, la caveolina-1 se ha implicado en la patogénesis de la transformación 
celular oncogénica, tumorigénesis y metástasis. En primer lugar, se demostró mediante FACS y WB que la 
caveolina-1 está presente en exosomas derivados de tumores humanos, purificados a partir de plasma de ratones 
SCID con injerto de tumores y pacientes con tumores. Luego, usando ExoTest pudo observarse un aumento 55 
significativo en los niveles en plasma de exosomas positivos para caveolina-1 en pacientes con tumores en 
comparación con el plasma de individuos sanos, lo que sugiere que la caveolina-1 puede representar un marcador 
tumoral específico y que ExoTest es una prueba satisfactoria para cuantificar tal aumento. 
 
Conjuntamente, los resultados muestran que un ExoTest que detecta exosomas funciona y es útil para la detección 60 
y cuantificación de exosomas circulantes en humanos. Además, la prueba ofrece una posibilidad de detectar 
diferentes proteínas en preparaciones de exosomas plasmáticos, con una posible aplicación para tipos específicos 
de pacientes con tumores. Esta divulgación también proporciona una herramienta de pronóstico/diagnóstico 
novedosa para pacientes con tumores que se basa en la cuantificación y caracterización de exosomas plasmáticos. 
Esto es particularmente relevante para pacientes con melanoma, porque los marcadores séricos fiables y sensibles 65 
son todavía limitados y los niveles de LDH (lactato deshidrogenasa) siguen siendo el único factor sérico de 
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pronóstico para la evaluación del transcurso de la enfermedad y el pronóstico. 
 
La invención se describe en detalle a continuación. Los ejemplos y detalles experimentales se dan a conocer para 
proporcionar un entendimiento mejorado y una guía para los expertos en la técnica. El alcance de la invención se 
determina mediante las reivindicaciones adjuntas. 5 
 
Ejemplo 
 
EJEMPLO 1 
 10 
1. Fuentes de exosomas 
 
A. Sobrenadantes de cultivo celular 
 
Se usaron dos tipos de líneas celulares tumorales humanas, es decir melanoma y carcinoma de colon. Mel 501 y 15 
Mel BS son dos líneas celulares de melanoma metastásicas obtenidas de lesiones de melanoma de pacientes, 
extirpados quirúrgicamente (Istituto Nazionale dei Tumori, Milán, Italia). Se usaron también dos líneas celulares de 
carcinoma colorrectal Colo206 (generadas a partir de metástasis de hígado de un paciente con cáncer colorrectal) y 
1869 col (proporcionada por el Dr. Maccalli, Istituto Superiore di Sanita'). Todas las líneas celulares se cultivaron en 
medio RPMI 1640 complementado con penicilina 100 UI/ml, estreptomicina 100 ug/ml (Gibco), glutamina I 2 mM 20 
(Gibco) y suero de ternero fetal al el 10% (FCS) (Invitrogen, Milán, Italia). Los macrófagos derivados de monocitos 
humanos (MDM) se obtuvieron a partir de las capas leucocitarias de la sangre de donantes sanos usando perlas 
magnéticas CD 14 (Milteny Biotec, Alemania) y GM-CSF (500 U/ml) durante 5 días en cultivo. 
 
B. Plasma de ratón SCID con tumor humano 25 
 
Se usaron ratones hembra CB.17 SCID/SCID (Harlan, S. Pietro al Natisone, Italia) de 4-5 semanas de edad y se 
mantuvieron en condiciones específicas libres de patógenos. Todos los procedimientos con animales se llevaron a 
cabo según las directrices UKCCR. Los ratones SCID se alojaron en jaulas microaislantes y todo el alimento, agua y 
lechos se esterilizaron en autoclave antes de su uso. Se les inyectaron a los ratones por vía subcutánea en el 30 
costado derecho 2,5 x 10

6
 células/ratón de células de melanoma humano o carcinoma de colon. Se midió el 

crecimiento tumoral mediante un calibre y se estimó el peso del tumor con la fórmula: peso del tumor (mg) = longitud 
(mm) x anchura

2
 (mm)/2, tal como se describió previamente (Luciani L et al., J. Natl. Cancer Inst., 2004). Se permitió 

que los tumores injertados crecieran hasta un peso de 500 mg y se recogieron 500 µl de plasma de ratones con 
injerto de tumor de diferentes animales sacrificados a diferentes puntos de tiempo durante el crecimiento tumoral. 35 
 
C. Donantes humanos y plasma de pacientes con tumores 
 
Se recogieron muestras de plasma humano de sangre completa tratada con EDTA de pacientes con melanoma 
metastásico o primario y de donantes sanos de sexo y edad coincidente. Se almacenaron las muestras a -70ºC 40 
hasta su análisis. 
 
2. Preparaciones in vitro e in vivo de exosomas 
 
Se recogieron sobrenadantes de líneas celulares de carcinoma de colon y melanoma humano a partir de cultivos 45 
celulares confluentes de 72 h en frascos T-175 y se aislaron las microvesículas tal como se describió previamente 
(Andreola et al., J. Exp. Med. 2002) con modificaciones menores. Brevemente, tras la centrifugación a 300 x g 
durante 10 minutos para sedimentar las células, se centrifugó el sobrenadante a 1.200 x g durante 20 minutos 

seguido de 10.000 x g durante 30 minutos. Se filtró el sobrenadante usando un filtro de 0,22 µm (Stericup™, 
Millipore Corp., Bedford, Massachusetts, EE.UU.) y se centrifugaron luego a 100.000 g durante 1 h en una 50 
ultracentrifugadora Beckman (Beckman Coulter) con el fin de sedimentar los exosomas. Tras un lavado en un gran 
volumen de solución salina tamponada con fosfato (PBS), se suspendieron los exosomas en un pequeño volumen 
de PBS o en el tampón de lisis apropiado, y se almacenaron a -80ºC para su análisis experimental adicional. Con el 
fin de obtener exosomas a partir de muestras de plasma, se centrifugó sangre heparinizada de ratones SCID con 
injerto de tumores humanos o de pacientes con tumores y donantes sanos a 400 x g durante 20 minutos. Se recogió 55 
entonces el plasma, se repartió en alícuotas y se almacenó a -70ºC hasta su análisis. Se sometieron muestras de 
plasma al mismo procedimiento centrífugo descrito anteriormente para aislar exosomas usando un instrumento 
Beckman TL100 para ultracentrifugación de pequeños volúmenes. 
 
3. Análisis por citometría de flujo de exosomas 60 
 
La determinación de la expresión de antígeno en los exosomas se realizó mediante análisis por citometría de flujo en 

exosomas purificados unidos sobre perlas de látex. Se incubaron preparaciones de exosoma (5-10 µg) con 5 µl de 

perlas de látex de sulfato/aldehído de 4 µm de diámetro (Interfacial Dynamics, Portland, OR) y se resuspendieron en 

400 µl de PBS que contenía FCS al 2%. Se incubaron las perlas recubiertas con exosomas (20 µl) con los siguientes 65 
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anticuerpos: anti-Rab5 (Santa Cruz), anti-CD63-FITC (Pharmigen), anti-CD81-PE (Pharmingen), anti-caveolina-1 
(clon N-20, Santa Cruz) durante 30 minutos a 4ºC, seguido, cuando sea necesario, de incubación con anticuerpo 
secundario conjugado con FITC o con PE y se analizaron en un citómetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences). 
 
4. Análisis de inmunotransferencia de tipo Western de exosomas 5 
 
Se lisaron los exosomas purificados en tampón de lisis que contenía Triton X-100 al 1%, SDS al 0,1%, Tris-HCl 0,1 

M (pH 7) e inhibidores de proteasa (aprotinina 10 µg/ml, leupeptina 10 µg/ml y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 2 mM) 
(Sigma). Se determinó la concentración de proteínas de exosomas mediante el método de microensayo de Bradford 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Se resuspendieron un total de 50 µg de proteínas en tampón de muestra de 10 
SDS, se sometieron a ebullición durante 5 min, se separaron en gel de SDS-PAGE al 10% y se sometieron a 
electroinmunotransferencia en nitrocelulosa (Protran BA85, Schleicher y Schuell). Se sometieron las membranas a 
inmunotransferencia con anticuerpos frente a CD63 (diluido 1:50) y Rab-5b (diluido 1:50), se incubaron con los 
anticuerpos secundarios conjugados con HRP apropiados (Amersham Pharmacia) y se visualizaron mediante 
quimioluminiscencia potenciada (ECL, Pierce). 15 
 
5. Desarrollo de una prueba ELISA para exosomas (ExoTest) 
 
La prueba de ELISA novedosa (ExoTest) según esta divulgación se basa en la presencia de proteínas específicas 
en los exosomas. Estas proteínas se comparten con orgánulos citoplásmicos tales como endosomas y lisosomas 20 
(Rab-5 y CD63, respectivamente), cuyas membranas no se desprenden o reciclan como para estructuras de 
membrana plasmática, excluyendo por tanto la posible presencia de estructuras que se derivan de rotura de la 
membrana. 
 
Se recubrieron placas de noventa y seis pocillos (Nunc, Milán, Italia) con anticuerpo policlonal anti-Rab-5b (clon A-20 25 

Santa Cruz) en un volumen de 100 µl/pocillo de tampón carbonato a pH 9,6 a la concentración final de 4 µg/ml y se 

incubaron durante la noche a 4ºC. Tras 3 lavados con PBS, se añadieron 100 µl/pocillo de disolución de bloqueo 
(PBS que contenía BSA al 0,5%) y se dejó a temperatura ambiente durante 1 hora. Tras los tres lavados en PBS, se 

añadieron 50 µg de exosomas purificados (en un volumen final de 100 µl/pocillo) y se incubaron durante la noche a 
37ºC. Tras tres lavados con PBS, se diluyó el anticuerpo de detección apropiado (AcM anti-CD63 (clon H5C6 30 

Pharmingen) o AcM anti-caveolina-1 (clon 2297, Pharmingen)) a 4 µg/ml en disolución de bloqueo y se incubaron 

100 µl/pocillo durante 1 hora a 37ºC. Tras tres lavados con PBS, se incubó la placa con 1OQJI de anticuerpo 
secundario anti-peroxidasa de ratón conjugado con HRP (Pierce, Milán, Italia) diluido 1:50.000 en disolución de 
bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras los tres lavados finales con PBS, se reveló la reacción con 
POD (Roche Applied Science, Milán, Italia), se bloqueó con H2SO4 1 N y se registraron las densidades ópticas con 35 
un lector de ELISA usando un filtro de 450 nm (Biorad). 
 
EJEMPLO 2 
 
ExoTest proporciona una cuantificación de exosomas presentes en preparaciones de cultivos celulares y tiene una 40 
sensibilidad mayor para la detección de proteínas de exosomas que el análisis de inmunotransferencia de tipo 
Western. 
 
Se procesaron los sobrenadantes de cultivos de líneas celulares de melanoma y carcinoma de colon siguiendo el 
procedimiento convencional para obtener exosomas purificados tal como se describió anteriormente. Se realizó el 45 
ELISA tipo sándwich configurado para detectar exosomas (ExoTest, véase la figura 1A) en preparaciones de 
exosomas obtenidas a partir de sobrenadantes de cultivos celulares mediante centrifugación diferencial. ExoTest fue 
capaz de proporcionar una cuantificación de los exosomas presentes en los sobrenadantes de cultivos celulares, 
siendo los exosomas CD63+ detectables en una manera dependiente de la dosis (figura 1B). Los controles 
negativos, representados por fracciones derivadas del sedimento obtenido tras la centrifugación a 10000 g, 50 
exosomas purificados a partir de medio de cultivo celular solo y por anticuerpos secundarios sólo dieron como 
resultado una densidad óptica apenas medible (DO= 0,07 +/- 0,01). Se calculó la variabilidad dentro y entre la 
prueba en seis réplicas de la misma preparación ejecutadas en tres placas diferentes y fueron del 30% y del 35%, 
respectivamente. 
 55 
La inmunotransferencia de tipo western y el análisis de FACS de las mismas preparaciones de exosomas purificadas 
confirmaron los datos cualitativos obtenidos mediante ExoTest. De hecho, las proteínas Rab-5b, Lamp-1 y en una 
menor medida CD63 fueron detectables en las diversos preparaciones de exosomas ambas mediante WB en los 
lisados de exosoma (figura 1C) y tanto Rab-5b como CD63 se detectaron mediante FACS en exosomas unidos a 
perlas de látex (figura 1D). Sin embargo, la detección y cuantificación de exosomas mediante ExoTest mostraron 60 
una sensibilidad mayor para la detección de proteína CD63 con respecto al análisis de WB (figura 1C). De hecho, 

mientras que se necesitaban al menos 12,5 µg de proteínas de exosomas para detectar apropiadamente o bien 
CD63 o bien Rab-5b mediante WB, ExoTest pudo detectar claramente los exosomas partiendo de una cantidad 

mínima de 3 µg de preparaciones purificadas de exosomas. 
 65 
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EJEMPLO 3 
 
Comparación de los resultados de calificación y cuantificación de una preparación in vivo de exosomas de ratones 
SCID con injerto de tumores humanos mediante FACS, WB y ExoTest. 
 5 
Con el fin de verificar la posibilidad de detectar exosomas derivados de tumores humanos in vivo usando ExoTest, 
se realizaron en primer lugar experimentos en los que se inyectaron líneas celulares de carcinoma de colon y 
melanoma humano (Me501) por vía subcutánea en ratones SCID. En los primeros experimentos, se sometieron 
muestras de plasma obtenidas al sacrificar ratones SCID que llevaban tumores injertados (100-500 mg) al 
procedimiento de purificación de exosomas. En cuanto a los exosomas purificados a partir de sobrenadantes de 10 
cultivos celulares, los exosomas purificados a partir de plasma de ratones fueron también clara y específicamente 
detectables mediante ExoTest (figura 2A) y FACS (figura 2B). Las preparaciones de exosomas obtenidas a partir de 
plasma de ratones SCID de control (sin injerto de tumores humanos) dieron como resultado densidades ópticas de 

fondo comparables a las muestras de blanco (DO = 0,08 ± 0,03), sugiriendo por tanto la ausencia de exosomas en 
los animales inmunodeprimidos o que los exosomas murinos no reaccionan de forma cruzada con CD63 y Rab-5b 15 
humanas. De nuevo ExoTest necesitó una cantidad significativamente más pequeña de preparaciones de exosomas 
para obtener resultados comparables a aquellos usando análisis de WB. 
 
Tras demostrar que los exosomas humanos pueden recuperarse y detectarse mediante ExoTest, se realizaron 
experimentos de evolución temporal con el objetivo de evaluar si la cantidad de exosomas plasmáticos en ratones 20 
SCID con tumores humanos se correlacionaba con la carga tumoral. En estos experimentos, se dejó que los 
tumores de melanoma crecieran hasta cinco semanas tras el injerto temprano, y se purificaron los exosomas y se 
cuantificaron a partir de plasma de animales individuales empezando en el día 14 tras el injerto y durante las 
siguientes tres semanas. Los resultados mostraron que la cantidad de exosomas humanos detectados por ExoTest 
aumentaba con el tiempo en paralelo al aumento del tamaño del tumor (figura 2C); sugiriendo que la cuantificación 25 
de exosomas plasmáticos representa un método valioso para monitorizar el crecimiento tumoral. Se obtuvieron 
resultados similares con células MeBS (no mostrado). 
 
EJEMPLO 4 
 30 
Exosomas tumorales expresan caveolina-1 
 
Puesto que se conoce que los exosomas representan una ruta específica e importante de comunicación intercelular, 
se razona que los exosomas derivados de tumores pueden diferir de los exosomas circulantes en condiciones 
fisiológicas normales. Recientemente, se ha notificado que los prostasomas (vesículas de membrana secretadas por 35 
células de cáncer de próstata) aislados de la línea celular PC-3 de carcinoma de próstata contienen la proteína 
caveolina-1, el componente principal de las caveolas. También se conoce que los niveles en suero de caveolina-1 
son elevados en pacientes con cáncer de próstata en comparación con sujetos sanos (Tahir, 2003 #21). Sin 
embargo, no hay técnica anterior que sugiera la asociación de esta proteína con vesículas de membrana en la 
sangre. Por tanto, se evaluó la presencia de caveolina-1 en exosomas obtenidos a partir de plasma de ratones SCID 40 
con injerto de tumores de melanoma. Tal como se evidencia por los resultados de la figura 3A, la Cav1 se expresa 
fuertemente en exosomas secretados por células de melanoma humano in vitro, mientras que es indetectable tanto 
en extractos celulares como en exosomas de células humanas normales tales como por ejemplo macrófagos 
derivados de monocitos primarios (MDM). Estos resultados sugieren que Ca1 secretada en una forma incrustada en 
exosomas puede ser una característica específica de células de melanoma, representando por tanto un posible 45 
marcador para el análisis ex vivo de exosomas derivados de tumores. Se investigó por tanto la presencia de Cav1 
en exosomas obtenidos a partir de plasma de ratones SCID con injerto de tumores de melanoma. Se detectó Cav 1 
en preparaciones de exosomas derivados a partir de plasma de ratones SCID con injerto de tumores de melanoma 
mediante inmunotransferencia de tipo western (figura 3B), citometría de flujo (figura 3C) y ExoTest (figura 3D), 
mientras que Cav1 fue indetectable en exosomas derivados de plasma de animales de control (figuras 3B, 3D). De 50 
acuerdo con los resultados de pacientes con carcinoma colorrectal (CRC) y melanoma podrían usarse otros 
marcadores tumorales, tales como MelanA/Mart-1 para melanoma y CEA para CRC, para detectar la liberación in 

vivo de exosomas tumorales en ratones SCID que llevan tumores mediante ExoTest, con resultados comparables 
con aquellos obtenidos con Cavl. Sin embargo, puesto que el melanoma puede expresar una cantidad baja o 
heterogénea de MelanA/MART-1, especialmente a niveles metastásicos, y CEA está presente principalmente en 55 
forma soluble en el suero de pacientes con CRC, Cav1 es un marcador tumoral más fiable y reproducible. Por tanto, 
se desarrolla ExoTest con inclusión adicional de anticuerpos específicos anti-Cav1. 
 
EJEMPLO 5 
 60 
Cuantificación de una preparación de exosomas in vivo de plasma de pacientes con tumores mediante ExoTest: 
cantidad de exosomas en plasma como herramienta de pronóstico. 
 
Los datos obtenidos en el modelo de ratón SCID con tumores humanos impulsaron a investigar si ExoTest permitía 
también la detección y caracterización de exosomas purificados a partir de plasma humano. Si la calificación era 65 
posible, se aspiraba a verificar si los pacientes con tumores pueden tener exosomas plasmáticos circulantes que 
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difieren en cantidad y/o calidad de aquellos presentes en plasma de donantes sanos. Se purificaron los exosomas a 
partir de plasma de pacientes con tumores (n=62) y donantes sanos (n= 37) y se sometieron luego a ExoTest y 
análisis de inmunotransferencia de tipo Western para detectar la presencia de Rab5 y CD63. La cuantificación de 
exosomas basada en la expresión de CD63 y Cav1 mediante ExoTest se muestra en la tabla 1. 
 5 
Tabla 1. Exosomas plasmáticos y niveles de LDH en la población de estudio. CD63+ y Cav1+ exo son exosomas 
plasmáticos expresados como DO450 x 1000. Los valores de LDH plasmática se expresan como IVfL. Los datos se 
muestran como media (IC del 95%) 

  CD63+ Cav1+ exo LDH 

Pacientes con melanoma (n=62) 478 (de 390 a 566) 524 (de 458 a 590) 438 (de 321 a 555) 

Donantes sanos (n= 37) 236 (de 188 a 285) 213 (de 180 a 246) 360 (de 240 a 480) 

 
La prueba ExoTest permitió la detección de proteínas de exosomas en exosomas purificados en plasma tanto de 10 
pacientes con melanoma como de donantes sanos (figura 4A), con hasta 4 veces los niveles de exosomas en 
plasma de pacientes con melanoma en comparación con donantes sanos (p<0,001). Con el fin de determinar la 
sensibilidad y especificidad de ExoTest basándose en la detección de los dos marcadores de proteínas de exosoma, 
se calculó el punto de corte (media +/- 2DE en muestras de donantes sanos) para exosomas plasmáticos que 
expresan tanto CD63 como Cav1, que fue de 526 y 411 (DO450 x 1000), respectivamente. ExoTest que detecta 15 
exosomas CD63+ mostró una baja sensibilidad (36%) y buena especificidad (97,3%) mientras que el ExoTest para 
exosomas Cav1+ tenía una mayor sensibilidad (62%) y similar especificidad (97,3%). En consonancia con esta 
observación, los niveles en plasma de exosomas Cav1 + fueron significativamente mayores que los niveles de 
exosomas CD63+ en pacientes con melanoma (P=0,04). Estos resultados sugieren que: 
 20 
i) Cav1 circulante puede estar asociada a exosomas en pacientes con melanoma, y ii) la cuantificación de exosomas 
plasmáticos que llevan CaI puede considerarse un marcador tumoral útil. 
 
Además, se encontró que la LDH plasmática no se correlacionaba con los exosomas plasmáticos CD63+ ni Cav1+ 
mientras que se observó una correlación significativa entre los exosomas plasmáticos CD63+ y Cav1+ (coeficiente 25 
de Spearman 0,25, P=0,04) (figura 4C). Además, ExoTest reveló la presencia de antígenos tumorales, tales como 
MART-1 o CEA en el plasma de pacientes con melanoma o carcinoma (figura 6). 
 
La mayoría de los pacientes incluidos en el análisis (57/62) estaban afectados por enfermedad avanzada (estadios 
III-IV). Se detectó una amplia distribución de los niveles de exosomas plasmáticos mediante ExoTest en todos los 30 
estadios de la enfermedad, lo que sugiere que la variabilidad en la cantidad de exosomas presentes en la circulación 
periférica de diferentes pacientes pueden reflejar diversos niveles de agresividad tumoral y pueden por tanto 
convertirse en un factor de pronóstico independiente y novedoso para melanoma. Otros factores de pronóstico 
indicados por el American Joint Committee on Cancer (AJCC), incluyendo el grosor del melanoma primario y la 
ulceración, el número de ganglios linfáticos metastásicos, y los sitios y el número de metástasis distantes, también 35 
pueden correlacionarse con el contenido en suero de exosomas, tal como se sugiere por los resultados de esta 
divulgación. 
 
EJEMPLO 6 
 40 
Puede usarse plasma completo para la cuantificación de exosomas. 
 
La posible aplicación de ExoTest para fines clínicos impulsó a verificar si podría usarse ExoTest para la detección de 
exosomas en fluidos biológicos sin fraccionar, lo que permitiría un análisis reproducible y fácil evitando las etapas de 
ultracentrifugación. Por tanto, se comparó la detección y cuantificación de exosomas CD63+ a partir de muestras sin 45 
fraccionar (sobrenadantes de cultivos celulares de macrófagos humanos y células de melanoma, y plasma humano) 
y exosomas purificados de las mismas muestras. Con el fin de aumentar la sensibilidad de la prueba, para estos 
experimentos específicos se incubó AcM conjugado con HRP durante 30 minutos en vez de 15 minutos. Tal como se 
muestra en la figura 5A, la presencia de exosomas a partir de macrófagos sin fraccionar y sobrenadantes de cultivo 
de melanoma y plasma de nueve pacientes con melanoma fue detectable mediante ExoTest. Además, se realizó el 50 
mismo análisis de plasma a partir de 4 donantes sanos y el análisis de regresión sobre el número total de muestras 
analizadas (9 pacientes + 4 donantes sanos) mostró una correlación significativa entre los dos tipos de medidas 
(figura 5B). Estos resultados sugieren la posible aplicación de ExoTest en entornos clínicos usando plasma completo 
y evitando los procedimientos de purificación de exosomas complejos y que consumen mucho tiempo. 
 55 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Método para cuantificar y calificar exosomas en muestras derivadas de células humanas o en fluidos corporales, 
comprendiendo dicho método las etapas de: 
 5 
a) capturar exosomas de la muestra derivada de células humanas o de fluidos corporales con un anticuerpo primario 
anti-Rab 5b; 
 
b) detectar los exosomas unidos con un anticuerpo de detección, uniéndose dicho anticuerpo de detección a un 
antígeno de exosoma; 10 
 
c) permitir que un anticuerpo secundario unido a una enzima reaccione con el anticuerpo de detección; 
 
d) añadir sustrato; y 
 15 
e) detectar la reacción. 
 
2. Método según la reivindicación 1, en el que el anticuerpo de detección es anti-CD63 o anti-caveolina-1. 
 
3. Método según la reivindicación 1 ó 2, en el que el método incluye una etapa de purificar una preparación de 20 
exosomas a partir de la muestra derivada de células humanas o fluido corporal, y la etapa a) se realiza con 
exosomas purificados. 
 
4. Método según la reivindicación 1 ó 2, en el que el fluido corporal es una muestra de plasma humano, líquido 
ascítico, fluidos cerebrales, médula ósea, orina, heces o lavado broncoalveolar. 25 
 
5. Método según la reivindicación 4, en el que el volumen del fluido corporal usado es menor de 2 ml. 
 
6. Método no invasivo para monitorizar el crecimiento del tumor, comprendiendo dicho método las etapas de: 
 30 
a) analizar periódicamente una muestra de fluido corporal de un paciente; 
 
b) capturar exosomas de la muestra de fluido corporal con un anticuerpo primario, siendo dicho anticuerpo primario 
anti-Rab-5b; 
 35 
c) detectar los exosomas unidos con un anticuerpo de detección, siendo dicho anticuerpo de detección anti-CD63 o 
anti-caveolina-1; 
 
d) permitir que un anticuerpo secundario unido a una enzima reaccione con el anticuerpo de detección; 
 40 
e) añadir sustrato; 
 
f) detectar la reacción; y 
 
g) establecer una correlación entre la cantidad de exosomas detectados y el tamaño del tumor. 45 
 
7. Método según la reivindicación 6, en el que el método incluye la purificación de una preparación de exosomas a 
partir de la muestra de fluido corporal y la etapa c) se realiza con la preparación de exosomas purificada. 
 
8. Método según la reivindicación 6, en el que la muestra de fluido corporal es una muestra de plasma. 50 
 
9. Método según la reivindicación 6, en el que el tumor es un tumor de melanoma. 
 
10. Método para diagnosticar un tumor, mediante la detección de exosomas que llevan caveolina-1 usando el 
método según la reivindicación 1, en el que el anticuerpo de detección es anti-caveolina-1. 55 
 
11. Método según la reivindicación 10, en el que el tumor es un tumor de melanoma. 
 
12. Kit de prueba para cuantificar y calificar exosomas en muestras derivadas de células humanas o en fluidos 
corporales, comprendiendo dicho kit: 60 
 
a) una preparación de anticuerpo primario para capturar exosomas de las muestras derivadas de células, o el fluido 
corporal, siendo dicho anticuerpo primario anti-Rab 5b; 
 
b) una preparación de anticuerpo de detección para detectar los exosomas unidos, siendo dicho anticuerpo de 65 
detección anti-CD63 o anti-caveolina-1; 
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c) una preparación de anticuerpo secundario unido a una enzima para la reacción con el anticuerpo de detección; y 
 
d) un sustrato para la enzima. 
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