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RESUMEN

Los exosomas pertenecen a uno de los tres tipos de vesiculas extracelulares (cuerpos
apoptdticos, ectosomas y exosomas), aunque no estan muy bien definidos y se cree que hay
subpoblaciones. Su funcion normal es la de desechar moléculas toxicas o moléculas
excedentes, tanto expulsandolas fuera de la células como destruyéndolas en los lisosomas. En
el cancer, sin embargo, dado su aumento cualitativo y cuantitativo, son capaces de ejercer
efectos en las células que los captan. Normalmente este efecto supone inmunosupresion,

progresion tumoral y metastasis.

Tras comprobar la gran importancia del sistema inmune en el cancer, se investigd el
papel que los exosomas tenian en esa relacion. Dicha investigacion permite entender un poco
mejor la relacion del sistema inmune con el cancer, asi como descubrir nuevas dianas

terapéutica y formas de diagnoéstico.

La gran variabilidad de los exosomas, su capacidad para ser captados por diversas
células o la facil modificacion de su contenido, los harian idoneos como coadyuvantes en la

terapia contra el cancer.
INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Los exosomas son unas vesiculas que se integran dentro de los cuerpos
multivesiculares, produciéndose en casi todas las células. La liberacion de los exosomas se
produce por medio de la fusion de dichos cuerpos con la membrana plasmatica, proceso en el
que intervienen las Rab GTPasas. Su tamano varia entre los 30-100nm [1], aunque hoy se
acepta que puedan llegar hasta los 150nm. La aparicion de técnicas fisicas de caracterizacion
mas sensibles, lo han hecho posible. Estas técnicas son la cryo-EM (microscopia electronica
en condiciones criogénicas) o el rastreo de nanoparticulas, llamado Nanosight. Las
mencionadas técnicas se usan después de aislar los exosomas, permitiendo su visualizacion y
caracterizacion fisica. La forma mds fiable de aislar los exosomas sigue siendo la
centrifugacion escalada (primero se quitan los cuerpos mas grandes), acabando en una
ultracentrifugacion a 100.000g en un medio con gradiente de densidad (medio de sacarosa,
por ejemplo). Su forma es esférica, aunque el procedimiento usado para aislarlas

normalmente, hace que adquieran forma de copa [2].

Los exosomas se diferencian del resto de vesiculas extracelulares (cuerpos apoptdticos

y ectosomas) por su tamafio, contenido, densidad y forma de liberacion. Su funcion en
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condiciones normales, es la de desechar moléculas excedentes o toxicas del interior celular
[1]. El contenido interno y de membrana de los exosomas es muy diverso, y varia entre tipos
celulares y estados celulares. Tienen algunos marcadores caracteristicos establecidos por
consenso, aunque no existen unos perfectos y exclusivos, tales como: CD81, CD63, Hsp70,
Alix, TSG101, Rabl11B, MHCII y CHMP2A [1][2]. También tienen moléculas como mRNA,
miRNA, ssDNA [2] y la maquinaria necesaria para producir los miRNA (complejo RISC,
Dicer, Drosha...) [3]. Poseen moléculas que son mas ubicuas del resto de vesiculas
extracelulares, como las tetraspaninas, flotilinas, anexinas, histonas, rafts lipidicos, proteinas
ribosomales, fosfatidilserina [2]... En condiciones normales, el miRNA de los exosomas no
causa ningun efecto en la célula que los endocita, porque suele degradarse en los lisosomas
[4]. Sin embargo, en situaciones como el cancer o el ateroma, la cantidad de exosomas
aumenta, pudiendo escapar el contenido de los lisosomas y ejercer su efecto [5][4]. En
condiciones tumorales su contenido cambia y pueden tener sintetinas, survivinas [2],

antigenos tumorales, citoquinas... [5].

Los exosomas interactian con otras células por medio de la endocitosis de los mismos,
por union a receptores o fusion de membrana. Pueden actuar de forma paracrina o endocrina
[1]. Los exosomas pueden tener actividad antitumoral [6] o protumoral [7]. Su
protumoralidad en céncer se ha demostrado en diversas ocasiones, y tienen medios muy
diversos para contribuir a ella. Es por ello, y porque los fabrican casi todos los tipos celulares,
que son unos buenos candidatos para diagndstico. Un ejemplo es el del cdncer ovarico, que se
suele detectar en estadios avanzados. Sin embargo, con la deteccion de exosomas con
fosfatidilserina se podria detectar la presencia de células tumorales en estadios iniciales [8].
Por otra parte, la deteccion de exosomas también puede servir para teracnostica [9],
seguimiento de tratamiento o factor pronostico [10][11]. Un ejemplo de molécula para la
teracnostica seria la Hsp60 en cancer colorrectal [9]. Hallar exosomas con la integrina
alfa2betal podria ser indicativo de metastasis, o de la posibilidad de desarrollarla [16]. El
problema de usar los exosomas para diagndstico, es la dificultad para aislarlo y la cantidad
que se consigue. Para ello se ha propuesto el uso de aptdmeros especificos para cada tumor
sujetos a nanotetraedros de DNA unidos a superficie de oro. Con ellos se aumenta mucho la

sensibilidad y especificidad [12].

Los exosomas tumorales pueden desencadenar el desarrollo de metastasis [11], asi
como también los derivados del estroma. En lo referente al estroma pueden inducir metastasis

de forma directa, por aumento de agresividad tumoral. Es el caso de los fibroblastos asociados
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a tumor (CAF, que son protumorales) en cancer de mama, cuyos exosomas aumentan la
agresividad de las células tumorales por miRNAs [13]. Los CAF también se ha visto que
pueden favorecer la progresion tumoral por la liberacion de exosomas, que tienen nutrientes y
la capacidad de generar una adaptacion metabdlica en tumor [14]. En el caso de la leucemia
de linfocitos T del adulto, son los propios linfocitos infectados por el virus HTLV1, los que
liberan exosomas que generan un fenotipo protumoral en las células madre mesenquimales de
la médula [19]. La metastasis también se puede inducir indirectamente por el favorecimiento
de la generacion del nicho premetastasico (se basa en la modelacion de la matriz extracelular,
asi como la expresion en el nicho de ciertas proteinas de adhesion. También se modifica la
arquitectura vascular y se polarizan ciertas células inmunes, ademas de reclutar células de la
médula oOsea con capacidad inmunosupresora. La hipoxia y la inflamacion son muy
importantes para la formacion del nicho premetastasico [15]). En el caso de los exosomas
derivados de células asciticas cancerigenas, estos generan la transicion de células de
mesotelio a CAF, induciendo asi la metastasis de forma indirecta [17]. En el caso de los
exosomas derivados de cancer de pancreas, hacen que se exprese TGFbeta en el estroma del
higado haciendo que se exprese fibronectina, por lo que se reclutan macrofagos que

favoreceran la metastasis [15].

Los exosomas no solo son capaces de favorecer y promover la metéstasis, hecho al que
ayuda la remodelacion vascular que permite a las células desprenderse del tumor y entrar en
la circulacién, sino que también son capaces de dirigir el sitio en el que se dé
(organotropismo) [15][16]. Ello se debe a la expresion de integrinas en los exosomas que
determinan su captacion por células del estroma de determinados 6rganos; ITGalfa6 con
ITGbetal e ITGbeta4 en pulmon, porque los captan fibroblastos y células epiteliales;
ITGbeta5 e ITGalfaV promoverian en higado, porque los captan células de Kupfler; y la
ITGbeta3 indica organotropismo a cerebro. Esas mismas integrinas también pueden favorecer
la formacion del nicho premetastdsico, como en el caso de ITGalfabbetad4, que puede
promover la expresion de genes proinflamatorios y promigratorios en células del estroma,
como son los fibroblastos en pulmén, a los cuales les hace expresar genes S100 [16] que
favorecen la progresion tumoral. Por lo que las ITG y S100 podrian ser buenas candidatas

como diana terapéutica.

Aunque no sélo estan implicadas las integrinas en el organotropismo o la captacion de
exosomas. Un ejemplo es el caso del mieloma multiple, en el cual el heparin sulfato de los

exosomas también contribuye a la internalizacion [18].

-4 -



S
S

=
D
D
s
D
S
~
=
s
NJ
-
N
=
S
Q
<
S
'O
=

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la in

El efecto protumoral de los exosomas (derivados de tumor o del estroma) puede ser
directo: en el caso del glioblastoma se vio que los exosomas derivados de células tumorales
transportaban TrkB, que aumenta la agresividad y proliferacion de otras células [19]. Otro
ejemplo es la transferencia de EGFR III por los exosomas derivados de glioblastoma. El
EGFRIII es una oncoproteina que favorece la transformacion celular de células sanas [7]. Dos
de los mecanismos por los que los exosomas pueden ser protumorales de forma indirecta es
por medio de la alteracion del sistema inmune [21] o por conferir resistencia a la

quimioterapia [27].

Sin embargo, gran parte de la contribucion a la progresion tumoral, o la metéstasis, por
parte de los exosomas se debe a su interaccion con las células inmunes del estroma o del resto
del cuerpo [5]: su capacidad para inhibir las células dendriticas (DC) [20], dar apoptosis de
algunos linfocitos T (LT), generar LT reguladores (LTreg) [21], dar fenotipo protumoral en
macréfagos [51], activar las células supresoras derivadas de linaje mieloide (MDSC) [22] y
suprimir a las NK (Natural Killer) [65]. Aunque sus acciones dependen del tipo de tumor y

del paciente.

Otro punto de gran interés es el posible uso de los exosomas contra el cancer: tanto por
su posibilidad de ser vehiculos de farmacos [24] biocompatibles, biodisponibles oralmente, y
atravesar la barrera hematoencefalica y la tumoral [23]. También tienen capacidades
organotropicas y pueden ser captados por células determinadas en funcion del origen de los
exosomas [16]. Los exosomas pueden ser antitumorales per se o por derivar de células con

diversos tratamientos que los hagan antitumorales [25][26].
OBJETIVOS

La importancia que ha cobrado la inmunologia y el estroma en el cancer, se debe tanto a
su capacidad para revertirlo como para promoverlo. A esto se le suma el descubrimiento del
papel inmunosupresor, metastasico y protumoral de los exosomas derivados de tumor, en
condiciones normales. Por ello, y por la posibilidad de usarlos en terapéutica como farmacos
per se (tras modificar o estimular diferentes células) o como portadores de principios activos,
me dispongo a hacer una revision de la implicacién de los exosomas en la progresion, o
regresion tumoral, a través de su interaccion con el sistema inmune. Asi como también revisar
los posibles usos de los exosomas en la terapéutica y dar algunos ejemplos de su implicacion

a la hora de desarrollar resistencias.
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METODOLOGIA

Se realiz6 una revision bibliografica en Pubmed y Google Académico usando palabras
clave y frases como: *"implications of exosomes in cancer’’, *“tumor derivade exosomes and
inmune system’’, 'DCs and exosomes in cancer’’, "'DC exosomes’’, "'LT exosomes

rrooanN

cancer’’, *'macrophages exosomes cancer’ ...

También se realizd una busqueda en la pagina de Annual Reviews con las palabras:

“"Exosomes and cancer”” y " Tumor derivade exosomes and inmune system””.

Tras ello se realizdo una buisqueda cada mes (restringida a los nuevos meses que se

cumplian) en Pubmed usando la frase: *'Exosomes and cancer .
RESULTADOS

Células Dendriticas

Las DCs son esenciales a la hora de desarrollar una respuesta antitumoral, por
presentacion de antigenos (Ag), secrecion de citoquinas y quimioquinas. Activan LB
(linfocitos B), LT CD4+ y LT CD8+ [6]. Son capaces de endocitar exosomas de otras DCs
por medio de LFA1/CD54 y lectina tipo C/CDR rico en manosa [28]. También son capaces
de endocitar exosomas tumorales [29], entre otros. Las terapias con DCs fracasaron por su
baja permanencia y su capacidad para ser inhibidas. Por el contrario, se ha visto que los
exosomas derivados de DCs superaban esos inconvenientes. Un estudio apunta a que los
exosomas de DCs, estimuladas ex vivo con células tumorales (introducen Ags, no péptidos),
necesitan de los LB para una buena activacion de los LTs. Se cree que los LB de la zona
marginal transportan los exosomas derivados de DCs via CD21 (porque los exosomas tienen
moléculas de complemento adheridas) a las DCs foliculares, las cuales los captan y activan a
LBs y LT CD4+. Aunque también se cree que los LB podrian activar a los LT CD4+ y éstos a
los LT CD8+ [6]. En un modelo de ratdn se vio que inclinaban el fenotipo de los LT a Thl
(antitumoral), que pueden generar cambio de isotipo en inmunoglobulinas de LB, diferenciar
LB a células plasmaticas y generar LB de memoria. Por ello, se especula que los exosomas
derivados de DC, cargados con Ag tumorales, pueden ser una mejor opcion a la alimina
como coadyuvantes, dado que la alimina puede inclinar el fenotipo de los LT hacia Th2

(protumoral) [34].

Se cree que los exosomas de DCs, cultivadas con células tumorales, también pueden

activar a los LT CD8+, por si mismos, dando una respuesta antitumoral. Para ello las DC
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inmaduras (mejor inmaduras, porque son mas capaces de captar Ag, procesarlo y presentarlo
[26]) se deben cultivar con células tumorales (para aportar Ag tumoral) y estimular con
IFNgamma para incrementar la expresion de moléculas coestimuladoras, como B7 o CD54.
Asi, los exosomas activarian a los LT CD8+ por medio de la interaccion TCR/pMHCII
(pMHCII se refiere al complejo mayor de histocompatibilidad dos, cargado de péptido) y
LFA1/CD54, ademas de coestimularse por medio de B7/CD28 [30]. Otra posibilidad, seria
que las DCs maduras de entorno tumoral, captasen el pMHCII de los exosomas derivados de
DCs inmaduras cultivadas con células tumorales y lo presentasen para activar a los LT CD8+

[31].

El problema es que en tumor suele haber DCs inmaduras, por el entorno
inmunosuprimido que genera el tumor, lo cual se puede deber, en parte, a la eferocitosis o a
los exosomas tumorales con fosfatidilserina [32]. Otro ejemplo de inmunosupresion es el de
los exosomas derivados de células tumorales de cancer de pancreas, los cuales transfieren
miR-212-13p que inhibe RFXAP, el cual media la expresion de MHCII, entre otras [20].
También transfieren miR-203 que downregula el TLR-4, impidiendo la activacion de las DCs
por medio de ¢l [33]. In vitro e in vivo (raton), se vio que los exosomos derivados de tumor
eran capaces de impedir la diferenciacion de DCs en médula 6sea, y las que conseguian

diferenciarse se quedaban en estado de inmadurez [29].

Con respecto al problema de las DCs inmaduras en tumor un estudio apunta a que el uso
de exosomas tumorales (proporcionan Ag tumoral a las DCs) unidos a alfa-galactosilceramida
(agonista de TLR) podria ser una solucion. Esto es asi porque la alfa-galactosilceramida
incrementa la expresion de MHC y activa a las células NKT, que son antitumorales [35]. En
la terapia con exosomas de DCs, cultivadas con células tumorales, se vio que el mejor ligando
de TLR para producir maduracion de DC, en estroma tumoral, era el poly(I:C) (ligando de
TLR-3 que emula al RNA viral). En el estudio concluyen que lo que mejor efectividad tiene,
en un modelo murino, es tratar a las DC con células tumorales apoptoticas y poly(I:C), frente
a lo mismo cambiando el poly(I:C) por CpG o LPS (ligandos alternativos de TLR). Dicho
tratamiento aumentaba la presencia de LT CD4+, NK activados y LT CD8+ no exhaustos
[36].

También se piensa que los exosomas de DCs pueden causar, per se, la apoptosis de

células tumorales por la presencia de TRAIL, FasL y TNFalfa en membrana [25].
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Linfocitos T

Un estudio realizado in vitro, demuestra que ningun LT es capaz de internalizar
exosomas (LB y monocitos si), por lo que cualquier efecto sobre ello debe de ser indirecto o

por interaccion con los receptores de membrana [37].

Se vio que los LT CD4+ activados eran capaces de generar exosomas y ser captados por
las DCs via LFA1/CD54 y TCR/MHC. En un modelo de raton se vio que los exosomas de LT
CD4+ activados producian la downregulacion del MHC de las DCs, posiblemente por la
transferencia de TCR. También eran capaces de mediar la apoptosis de DC por el FasL, en
parte. Esto deriva en un ambiente de inmunosupresion hacia el tumor, dado que los LT CD8+

se activan, principalmente, via DCs [38].

En el caso del carcinoma nasofaringeo (asociado a infeccion por EBV) sus exosomas
inhiben diferenciacion, proliferacion y secrecion de citoquinas de los LT CD4+ y CD8+,
seguramente via LMP-1 [10]. También inducen su apoptosis por la galectina-9 de los
exosomas via Tim3 en los L Thl. La galectina-9 también media la diferenciacion de LT en
LTreg [21], a lo cual también contribuye, probablemente, LMP1 (proteina que producen las

c¢lulas infectadas por EBV) por fosforilacion de STAT y ERK [10].

Un estudio in vitro, realizado con células de mesotelioma, apunta a que los exosomas
derivados de ellas son capaces de inhibir la actividad de los LT estimulados con IL-2. Esto es
asi salvo en los LTreg, cuya proliferacion y actividad se incrementa, siendo ellos
contribuidores de la inmunosupresion y progresion tumoral [39]. Ello apunta a un posible
mecanismo de resistencia a la terapia antitumoral con IL-2 [40], dejando de relieve la versatil

capacidad de los exosomas tumorales para contribuir a la supervivencia del mismo.

Otra sorprendente accion de los exosomas derivados de tumor se vio en un estudio
realizado in vitro, e in vivo, en un modelo de insulinoma. En ¢l se comprobd que los
exosomas derivados del insulinoma son proinflamatorios. También pueden llevar
autoantigenos que activen LT autoreactivos contra células pancreaticas o gliales [41]. Lo cual

podria desencadenar una diabetes tipo 1, entre otras patologias.

Linfocitos T reguladores

Los LTreg son un subtipo de LT (CD25+ y FoxP+, que es un factor de transcripcion)
que son inmusupresores y, por ende, protumorales por inhibicion de la actividad antitumoral.

Un estudio apunta a que los exosomas derivados de LTreg contribuyen a la inhibicion de los
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LT por medio de Let7d, que es un miRNA que downregula COX2. Los exosomas, cuya
liberacion es Rab27 dependiente (Foxp3 también podria estar implicado), también transportan
miR-155 que promueve la diferenciacion de LT CD4+ en LTreg [42]. Otro estudio in vivo, en
un modelo de melanoma en raton, comprobd que los exosomas derivados de LTreg CD8+
CD25+ FoxP+ contribuyen a la inhibicion de la respuesta antitumoral de los LT CD8+
activados [43]. En humanos, se cree que los exosomas derivados de tumores de cabeza y
cuello inducen la proliferacion, diferenciacion y activacion de LTreg. Ello podria deberse a la
IL-10 y TGFbeta de los exosomas [44]. En cancer de pulmdn se vio que sus exosomas tenian
mucho EGFR. Este, al ser captado por las DCs, producia inmunotolerancia por la expresion
de IDO (indolamina-2,3-dioxigenasa), la cual hace que se generen LTregs [45] y se dé
inmunosupresion. En céncer nasofaringeo también se vio que sus exosomas inducian
proliferacion, diferenciaciéon y activacidon de LTregs (LMP1 podria estar implicado). A
diferencia del resto de LTs en ellos la galectina-9 no causa apoptosis por su baja expresion de
Tim3. Ademas, los exosomas producen migraciéon y quimioatraccion por el CCL20 que

contienen [46].

Otro mecanismo de inmusupresion se debe al CD39 y CD73, que son ectonucleasas
(enzimas de membrana que degradan ATP a adenosina pasando por 5’AMP) presentes en los
exosomas secretados por ciertos tumores. Se necesitan las dos enzimas para producir
adenosina, la cual produce anergia en los LT, y ademas incrementa la proporcion de LTreg.
Los LTreg humanos son CD39+ y CD73 inducibles, pero en muy baja proporcion. Asi, los
LT, LB y exosomas derivados de tumores, expresan el CD73 suficiente para complementar a
los LTreg CD39+ [47], y asi producir un ambiente inmunosupresivo en tumor [48].

Por todo ello el papel protumoral, e inmunosupresivo, de los exosomas se debe, en gran

medida, a los LTregs.
Macrofagos

Los macréfagos son las células del sistema inmune mas abundantes en estroma, y son
capaces de promover progresion tumoral y metdstasis. Hay estudios que vinculan una mayor
densidad a un peor prondstico. También pueden tener actividad antitumoral (en cancer de
pancreas una mayor densidad es un indicador positivo) [49]. Todo depende de su fenotipo y
activacion. Asi el M1 seria antitumoral y el M2 protumoral, aunque hay moléculas de M1 que
son protumorales (como TNFalfa, CCL2, IL-6) y no hay fenotipos absolutos [50]. De esta

forma se podria llegar a hablar de fenotipo protumoral y antitumoral.
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En cuanto a los exosomas derivados de tumor, suelen promover un fenotipo protumoral
en los macrdofagos [52]. Al respecto hay tanto ejemplo de estudios realizados in vitro como in
vivo.

Un estudio realizado con células de céncer colorrectal mostraba que los exosomas
derivados de las células tumorales eran suficientes para generar macrofagos protumorales y
activados (CD80, CD86, MCP-1, TNFalfa, catepsinaB (es protumoral, causa inflamacion y
remodelacion de ECM)). Los exosomas derivados de las células tumorales transportaban
muchas moléculas relacionadas con el citoesquéleto (vimentina, por ejemplo) produciendo la
reorganizacion del mismo (se ve por F-actina) en los macrofagos, lo cual es uno de los puntos
clave en la transformacion de los mismos. El reconocimiento de los exosomas via FcR
ayudaba a la reorganizacion del citoesqueleto [51].

Los estudios realizados in vivo, que suelen ser mas fiables en cuanto a extrapolacion en
humanos, también apuntan a que los exosomas tumorales promueven un fenotipo protumoral
en los macréfagos. Un estudio in vivo (raton) comprobd que los exosomas derivados de
cancer de mama desencadenaban la produccion de citoquinas proinflamatorias en macréfagos
(activacion de NF-KB via TLR-2). Este tipo de citoquinas, como el IL-6 o el TNFalfa,
promueven la progresion tumoral y la metéstasis [54]. Otro estudio realizado con un modelo
murino comprobo6 que los exosomas de las células de cancer ovarico epitelial contenian miR-
222-3p. Este miRNA es capaz de polarizar los macréfagos hacia un fenotipo M2 (inhibe
SOCS3, por lo que se activa STAT3 y se transcriben los genes M2) con actividad protumoral
(proliferacion y migracion de células tumorales). También produce angiogénesis y
linfangiogénesis en el ambiente tumoral [55].

Los ligandos de los exosomas pueden servir para bloquear los receptores celulares por
inhibicion competitiva. Ello se deduce, entre otros, por un estudio in vivo realizado con
c¢lulas de adenocarcinoma HER2+. En ¢l se comprobo6 que los exosomas también portaban el
HER2 en membrana, siendo un posible mecanismo por el cual la terapia con trastuzumab
puede fallar. Haciendo posible que los exosomas inhiban la citotoxidad, o fagocitosis,
dependiente de anticuerpo, ademas de bloquear la accion terapéutica de los anticuerpos [56].

Por otro lado, también se puede usar la capacidad de los macrofagos para acabar con el
tumor. Esa hipotesis es la que explora un estudio que usa la proteina TWEAK
(antimetastasica y tumoral). Los macréfagos tratados con TWEAK secretan exosomas
cargados con miR-7. Estos exosomas, al ser captados por las células de céncer epitelial
ovarico, reducen la metastasis por inhibir la expresion de EGFR (se ha visto en ratdon con

células tumorales humanas) [57].
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Células supresoras derivados de linaje mieloide (MDSC)

Las MDSC son células inmunosupresoras (inhiben LT CD8+), y secretan citoquinas
proinflamatorias (TNFalfa, IL-6...), por lo que son protumorales [22]. Existen diversos
fenotipos que pueden adquirir las MDSC, pero se cree que el que mas promueven los
exosomas derivados de tumor es el inmunosupresivo y proinflamatorio (CD11b+ LysG bajo

LysC+ en raton) [58].

La accion de los exosomas derivados de tumor sobre las MDSC difiere en funcion del
tipo de tumor, el estado de las células que se use o incluso el tipo de estudio. De todas formas,

siempre implica aumento de la actividad inmusupresiva y protumoral de las MDSC.

Un estudio realizado en ratdn con células de cancer de mama sefiala que los exosomas
derivados de tumor son capaces de activar y aumentar proliferacion de MDSC. También
apuntan a que el efecto puede deberse, en parte, por el PGE2 y TGFbeta de los exosomas
[59]. Sin embargo, otro estudio in vivo con tumores humanizados en ratdon, y muestras de
paciente, sefialaba que los exosomas derivados de tumor eran capaces de activar las MDCS
(independiente de PGE2), pero no aumentar su proliferacion (los factores solubles si que

podian) [60].

Los estudios, con independencia a las lineas celulares y los modelos, ponen de relieve
que las MDSC se activan por la activacion de Myc88, el cual media la secrecion de IL-6 entre
otras, y hace que se active STAT3, dando inmunosupresion por inhibicion de LTs (por
diferentes mecanismos) [21][60][61][62]. Por otro lado, el estudio realizado en diversos
modelos murinos y con muestras de pacientes, demuestra que la activacion de TLR2 esta
implicada en la activacion de la via Myc88/IL-6/STAT3 (exosomas derivados de tumor con
Hsp72 como agonista) [60]. Dato que también comprueba un estudio realizado con un modelo
de cancer renal en raton, s6lo que con exosomas derivados de tumor que tienen Hsp70 como
agonista del TLR2 (este estudio dice que también se secreta VEGF con la activacion de
Myc88 y que al activarse STAT3 la inhibicion de los LT se debe a la induccion de la iNOS y
la Argl en las MDSC) [61]. En contraposicion, un estudio realizado por Zhang et al, en
diversos modelos murinos de cancer, ponia de manifiesto que la activacion de la via
Myc88/IL-6/STAT3 era independiente de los agonistas de TLR2 que puedan existir en
exosomas (al activarse Myc88 también se secretaba TNFalfa y CCL2). La activacion de las
MDSC favorece la formacion de metastasis, angiogénesis y progresion tumoral [22].

Apoyando ese estudio, otro realizado in vivo, en un modelo de mieloma multiple en raton,
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también comprobaba la falta de necesidad de exosomas derivados de tumor que contengan
Hsp70 para activar MDSC via activacion de STAT3 o STAT1 [58]. Zhang et al aportaban una
hipotesis a la discrepancia en cuanto al papel de TLR2, apuntando a que la verdadera deberia

ser la que implica una activacion de Myc88 independiente de TLR2.

El estudio realizado en mieloma multiple también comprobaba que los exosomas
derivados de células tumorales incrementaban la expresion de moléculas de adhesion de las
MDSC, permitiendo asi su acumulacion en organos linfaticos secundarios. Ello haria que se
generasen nichos premetastasicos [58]. Hecho que también apoya otro estudio realizado in
vivo, solo que en ese caso el nicho se generaba en higado y pulmén [22]. En melanoma se vio
que los exosomas derivados de tumor “‘educaban’’ la médula o6sea, produciendo la
proliferacion y diferenciacion de células C-KIT+Tie2+. Las cuales mediaban angiogénesis y
crecimiento tumoral, asi como influian en la creacion del nicho premetastasico. Todo ello se
debia a la transferencia de la oncoproteina MET en los exosomas tumorales [11]. Por ultimo,
sefalar otro estudio realizado en raton, que comprob6 que los ratones con cancer de mama
tratados con doxorrubicina eran propensos a tener metastasis de pulmon. Esto se debia a que
la doxorrubicina hacia que las MDSC produjeran miR-126a (posible indicador del éxito del
tratamiento con doxorrubicina y posible diana terapéutica en caso negativo) y lo secretaran en
exosomas. Este miR-126a produce la secrecion de IL-13 (proinflamatoria y protumoral) por
los Th2 de los pulmones, y activaba las células endoteliales dando angiogénesis. Ello

contribuye a formar el nicho premetastasico en pulmon [62].

Para finalizar este apartado diré que el estudio que usaba muestras de pacientes, también
propuso la posibilidad de usar fArmacos inhibidores de bombas (amilorida, que es inhibidor
de la bomba H+/Na+) para el tratamiento coadyuvante del céncer, por ser capaces de inhibir

la secrecion de exosomas y, por ende, la activacion de MDSC, parcialmente [60].

Células Natural Killer

La actividad de las NK tiene una gran trascendencia a la hora de eliminar los tumores.
Gran parte de su actividad se debe a los receptores NKG2D y DNAM-1 (como en el caso de
cancer ovarico epitelial). Los ligandos de estos receptores (en el caso de DNAM-1 son PVR y
nectina-2, que se expresan por estrés y condiciones adversas (células infectadas, sometidas a
mucho estrés, tumorales...)). Las NK ejercen su efecto citotoxico mediado por estos
receptores sin necesidad de coestimuladores o de MHC I (el cual es un inhibidor de la

actividad de NKG2D, entre otros, por ello no "‘atacan’” indiscriminadamente) [63]. Diversos
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estudios demuestras que el receptor NKG2D se puede downregular por el contacto
prolongado de ligandos de NKG2D (presentes en los exosomas, por ejemplo), como son los
MICA/B o los ULBP1-3 [64].

Sin embargo, un estudio realizado con los exosomas derivados del suero de pacientes
con leucemia mieloide aguda, comprueba que inhiben a las NK por la downregulacién del
NKG2D, via TGFbeta de los exosomas [65]. Con respecto al IL-15, otro estudio realizado en
humanos, y en raton, afirma que el tratamiento de pacientes (con melanoma) con exosomas
derivados de células dendriticas maduras (y tratadas con antigenos tumorales) que lleven
ligandos de NKG2D y IL-15Ralfa (se liga a IL-15 y puede unirse al receptor de otra célula
desencadenando una sefial) puede revertir el cancer. En los pacientes las células NK se
reactivaban y expresaban mas NKG2D (también los LT CD8+, aunque ellos necesitan
coestimuladores para su funcion citotéxica). También se incrementa la secrecion de IFNgama,
si los exosomas se tratan con IL-15 [66].

De todos modos, a pesar de la downregulacion de NKG2D por parte de los exosomas,
las células NK tienen otras alternativas. Ademas de la posibilidad, por parte de los exosomas

derivados de NKs, de ser antitumorales en ciertas circunstancias.

Terapéutica v Resistencias

Los exosomas son unos vehiculos idoneos para la terapéutica. No s6lo por su capacidad
para albergar contenidos muy dispares (incluso pueden actuar como pequenas *fabricas’” de
RNA, miRNA [3] y procesar proteinas [53]) y protegerlos, sino también por ser
biodisponibles oralmente [67] y atravesar, tanto la barrera hematoencefalica como la tumoral.
El problema es la poca rentabilidad de su extraccion, por lo que se tendera en el futuro a su
fabricacion artificial [23], aunque un estudio in vivo demostro la eficacia y seguridad de los

exosomas derivados de leche bovina cargados con paclitaxel [67].

No so6lo se puso de relieve la capacidad para transportar principios activos, sino también
la de modificar su contenido tras la quimioterapia. Es el caso de un estudio realizado en
cancer de mama. Este sugiere que, tras el tratamiento neoadyuvante (paclitaxel o epirrubicina)
los exosomas derivados de células endoteliales se enriquecen con miR-503 (en condiciones de
estrés las células endoteliales lo producen: radiacion, taxanes...). Esto afecta a las células

tumorales inhibiendo proliferacion e invasion [24].

Otra posible aplicacion seria la de aumentar la seguridad de las terapias con linfocitos
T-CAR. Estos linfocitos se extraen de los pacientes y se modifican genéticamente para que

reconozcan un determinado antigeno (CAR es un receptor derivado de Ig que se disefia “a
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medida”) dando citotoxicidad y liberando citoquinas (también se expanden in vivo). Estos
linfocitos dan muchos efectos adversos que se eliminan si se usan los exosomas derivados de
ellos [68]. En cuanto al uso de exosomas derivados de células del sistema inmune, un estudio
en pacientes con cancer de pulmon de células no pequefias (en estadio I1Ib/IV) apunta a que
los exosomas derivados de DCs, cultivadas con células tumorales y activadas con IFNgamma,

podrian ser utilidad.

El lado negativo de los exosomas es su capacidad para generar y/o propagar las
resistencias. Un ejemplo de ello nos lo da un estudio realizado con CAF sacados de tumor
pancreatico. Al tratar el tumor con gemtamicina, los CAF secretaban exosomas que mediaban

la expresion de Snail en células tumorales (produce resistencia a gentamicina) [27].
CONCLUSIONES

Desde el descubrimiento del papel de los exosomas en el cancer como mensajeros y
modificadores celulares, se ha puesto mucho interés en ellos. La capacidad de los exosomas
derivados de tumor para promover la progresion tumoral y dar metastasis, ha contribuido a la
busqueda de nuevas dianas terapéuticas en los exosomas, o en los mecanismos de generacion
y exocitosis de los mismos. También se ha buscado tratar el tumor para modificar el
contenido de los exosomas derivados del mismo, y asi dar un efecto antitumoral o al menos

frenar la protumoralidad.

El sistema inmune contribuye enormemente a la progresion y regresion tumoral, siendo
los exosomas derivados del tumor unos grandes modificadores de la respuesta tumoral. Con
sus exosomas el tumor consigue progresar, con la ayuda del sistema inmune en condiciones
normales. Por otro lado, el sistema inmune o el estroma, también pueden promover el
crecimiento tumoral y generar inmunosupresion. Pueden llegar a promover la generacion del
nicho premetastasico. También han permitido conocer, un poco mejor, hechos importantes

como el organotropismo en metéstasis o las resistencias quimioterapéuticas.

De todas formas, también hay exosomas cuyo contenido promueve la regresion tumoral.
Ellos derivan de un determinado tipo celular o de células estimuladas para que cambien su
contenido exosomal y sean antitumorales. Asi emergen como nuevas opciones a investigar

para la terapéutica.

Otro gran atractivo de los exosomas es su capacidad para transportar moléculas (muy
diversas y de baja biodisponibilidad por otros medios) y la capacidad artificial para modificar

el contenido in vitro, asi como el organotropismo (caracteristica que podria permitir dirigir la
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terapia hacia la alteracion de los nichos premetastasicos directamente), en funcion de la célula
que los genere. También su capacidad para ser captados y generados por la mayoria de tipos
celulares. Por ello, y por sus capacidades intrinsecas (biodisponibilidad oral, capacidad para
atravesar barreras biologicas...), han llamado la atencion para ser vehiculos de principios
activos y moléculas biologicas. No s6lo lo antedicho, sino también su capacidad para
transcribir RNA y traducir proteinas, podria revolucionar la terapéutica, asi como su uso para

diagnoéstico precoz, y aumentar la probabilidad de éxito de los tratamientos oncologicos.

Es por ello que podrian llegar a tener una importancia vital en diversas éareas de la

medicina y la farmacia.
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