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RESUMEN

Los exosomas son pequefias vesiculas de membrana secretadas por la mayoria de
las células de organismo, incluidas las células tumorales. Aunque hasta hace poco solo se
les atribuia la funcién de eliminar sustancias de desecho celular, en los tltimos afios se
ha descubierto que estdn fuertemente implicadas en numerosos procesos de
comunicacién intercelular, ya que son capaces de transferir material genético a otras
células receptoras del organismo, produciendo en éstas cambios en su genotipo, y
promoviendo el desarrollo tumoral en numerosos tipos de cdnceres, como el de mama, el
de préstata, el de pancreas o el melanoma.

En el cdncer de mama, los exosomas desempefian un importante papel en la
tumorogénesis, en la angiogénesis y en el proceso de metdstasis tumoral. Dado que es
posible identificar la presencia de estas microvesiculas en sangre en los pacientes con
cancer, los exosomas podrian utilizarse como biomarcadores circulantes del céancer,
permitiendo un diagndstico mas precoz de la enfermedad y de sus metéstasis. Ademas,
debido a su capacidad de transportar moléculas biolégicamente activas en su interior, los
exosomas se proponen como prometedores vehiculos de fairmacos antineoplasicos en el
cancer de mama.

PALABRAS CLAVE

Exosomas, cdncer de mama, patogénesis del cdncer de mama, exosomas y cancer,
biopsia liquida, exosomas como biomarcadores, exosomas en el tratamiento del cancer
de mama.



ABSTRACT

Exosomes are small membrane vesicles secreted by the majority of the body cells,
including tumor cells. Although they had been only credited with the function of
eliminating cellular waste substances so far, in recent years it has been discovered that
they are strongly involved in numerous processes of intercellular communication, since
they are capable of transferring genetic material to other receptor cells in the organism,
producing changes in their genotype, and promoting the development of tumors in many
types of cancer, such as breast cancer, prostate, pancreas or melanoma.

In breast cancer, exosomes play an important role in tumorogenesis, angiogenesis
and metastasis. Since it is possible to identify the presence of these microvesicles in the
blood of cancer patients, exosomes could be used as circulating biomarkers of cancer,
allowing an earlier diagnosis of the disease and its metastases. Furthermore, due to their
ability to transport biologically active molecules within them, exosomes are proposed as
promising vehicles for antineoplastic drugs in breast cancer.

KEYWORDS

Exosomes, breast cancer, pathogenesis of breast cancer, exosomes and cancer, liquid
biopsy, exosomes as biomarkers, exosomes in breast cancer treatment.



ABREVIATURAS
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INTRODUCCION

El cdncer de mama es actualmente la principal causa de muerte por cdncer en mujeres en
Espafia. Si bien es cierto que la tasa de mortalidad ha disminuido notablemente en los
ultimos afios gracias al desarrollo de nuevas terapias antineopldsicas y a las técnicas de
cribado mediante la mamografia, su elevada incidencia y su mortalidad todavia suponen
un gran impacto sanitario en nuestra sociedad, y es por esto por lo que se siguen
requiriendo todavia mds esfuerzos para desarrollar técnicas de diagndstico mds precoces
y protocolos terapéuticos mas eficaces.

Los avances cientificos y tecnoldgicos de las dltimas décadas han sido decisivos
para abordar de una manera mds profunda el conocimiento de la biologia tumoral y del
comportamiento biolégico del cancer, y han permitido que en la actualidad se conozcan
numerosas moléculas implicadas en los diferentes tipos de canceres. En los tltimos afios
han cobrado especial importancia unas pequeflas microvesiculas secretadas por la
mayoria de las células del organismo que podrian tener un papel fundamental en la
tumorogénesis: los exosomas. Aunque su existencia ya se conocia con anterioridad, hasta
hace pocos afios la tinica funcién relevante que se les atribuia era la de la eliminacion de
sustancias de desecho celular. Cuando comenzaron a estudiarse mas profundamente, se
descubrié que estos exosomas desempefiaban un importante papel en los procesos de
comunicacion intercelular, ya que contenian en su interior moléculas biolégicamente

activas, que eran capaces de transmitir a otras células del organismo.

Siguiendo esta linea de investigacion, numerosos estudios en los ultimos afios han
demostrado la implicacion de los exosomas en el desarrollo del cdncer y en los procesos
de angiogénesis y metastasis. Debido a esto, en la actualidad se estan llevando a cabo
numerosos estudios en los que los exosomas se proponen como posibles biomarcadores
circulantes en sangre en el cancer de mama y en otros tipos de cénceres, como el de
pulmdn, el de pancreas o el melanoma. El andlisis de estas microvesiculas circulantes en
sangre podria permitir un diagndstico mds precoz de la enfermedad, o incluso predecir
posibles recaidas o metéastasis. Ademads, debido a su importante papel en la comunicacién
intercelular, los exosomas también se plantean como posibles vehiculos para transportar

farmacos antineopldsicos.



OBJETIVOS

El objetivo final de esta revision bibliografica serd tener un conocimiento renovado e

integro de la biologia del cadncer de mama y de la implicaciéon de los exosomas en el

mismo, centrdndonos en sus posibilidades tanto diagndsticas como terapéuticas.

Abordaremos este estudio de forma progresiva dando respuesta a los siguientes objetivos:

1.

Se revisard el conocimiento actual sobre la biologia del cAncer de mama, sus bases
moleculares y los factores patogénicos implicados en su desarrollo.

Se profundizara en el conocimiento de los exosomas, asi como en el estudio de su
composicion y sus funciones en el desarrollo tumoral.

Se valorard la implicacién de los exosomas en el cdncer de mama como
mediadores en la comunicacion entre las células cancerosas y el estroma, en la
progresion tumoral, en la angiogénesis y en los procesos de metéastasis.

Se destacara, de forma especial, el papel que los exosomas pueden desempenar
como biomarcadores diagnésticos de cancer, y el uso de los mismos como posibles

tratamientos antineoplasicos en el cancer de mama.



MATERIAL Y METODOS

En este trabajo se realiz6 una revisién bibliografica de los articulos disponibles en la
literatura cientifica sobre los exosomas, su implicacién en el cdncer de mama y sus
posibilidades diagndsticas y terapéuticas. Para esto se realizd una btisqueda bibliografica
empleando el motor de busqueda PubMed, que permite acceso a la base de datos
MEDLINE. La btusqueda inicial se realiz6 mediante la busqueda de la palabra clave
[exosomes and breast cancer], de la cual se obtuvieron 667 resultados. De estos, fueron
seleccionados unos 90 articulos que por su titulo coincidian con el objetivo de la revision.
Fueron leidos los abstract y fueron seleccionados 55 de ellos para una comprension
general. Posteriormente para completar la informaciéon de esta revision, se hicieron
diferentes busquedas de articulos en PubMed en diferentes fases. En la revision se pueden
distinguir tres bloques bien diferenciados de articulos:

1. Articulos que hacen referencia a la biologia del cancer de mama, mediante la
busqueda con las palabras clave [biology of breast cancer], [risk factors of breast
cancer], [biomarkers in breast cancer].

2. Articulos que hacen referencia a los exosomas, sus componentes y sus funciones,
mediante la busqueda con las palabras clave [exosomes], [exosomes composition
biogenesis and function], [exosomes in cancer].

3. Articulos especificos sobre los exosomas en el cancer de mama y sus posibilidades
diagnosticas y terapéuticas, mediante la busqueda con las palabras clave
[exosomes as breast cancer biomarker], [liquid biopsy], [exosomes and breast
cancer treatment].

En la mayoria de estas busquedas en PubMed, se filtraron articulos publicados en los
ultimos 5 afios (2015-2020), aunque en algunos articulos sobre la biologia general del
cancer de mama fueron utilizadas revisiones de los ultimos 10 anos. Ademas, se utilizaron

también los filtros solo revisiones y solo revisiones sistemadticas.

Finalmente, fueron seleccionados 33 articulos, que sustentan la base fundamental de
esta revision bibliogréfica. Algunos de estos articulos no fueron de libre acceso desde el
buscador PubMed, asi que fueron revisados desde la plataforma Alcorze, que proporciona
acceso libre a numerosos articulos desde la Biblioteca de la Universidad de Zaragoza.

A partir de los articulos seleccionados, se hizo una lectura comprensiva del articulo
completo, y se revisaron aquellos trabajos cuyas referencias bibliograficas podian
contener informacién relevante. Cuatro de estas referencias de otras revisiones fueron

revisadas e incluidas en esta revision por contener informacion relevante para el trabajo.

Para tener una base mdas completa sobre la patogénesis del cdncer de mama, su
diagndstico y su tratamiento, se utilizé un libro de Ginecologia General, que ha sido citado



en varias ocasiones en este articulo y queda referenciado en la bibliografia que se

encuentra al final de este trabajo.

Ademads, para revisar ciertos datos mds especificos del cancer de mama en Espafia y
su prevalencia y mortalidad en nuestro pais, se utilizé el buscador Google para revisar
archivos especificos, como Cifras del Cdncer en Espania en 2020, que fue encontrado en
la web de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM), y aparece citado en la
bibliografia.

Todos los articulos fueron descargados y almacenados en el gestor bibliogréfico
Mendeley de Elsevier, y fueron citados siguiendo las normas del estilo Vancouver.



RESULTADOS
1. CANCER DE MAMA

1.1  EPIDEMIOLOGIA

En Espafia, el cincer de mama es la primera causa de muerte por cancer en la mujer, y la
tercera causa de muerte por cancer en la poblacidon espafiola en general, después del
carcinoma de pulmoén y el colorrectal. En la actualidad, representa el 36.2% de todos los
canceres diagnosticados en mujeres en nuestro pais (Figura 1). A nivel mundial, en los
ultimos afios ha representado el 11.6% de los canceres diagnosticados en todo el mundo

para ambos sexos (1).
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Figura 1. Prevalencia de tumores en mujeres en Espafia. Extraida de: Las cifras del cancer
en Espafia. Sociedad Espafiola de Oncologia Médica. 2020 (1)

Desde los primeros registros disponibles, se ha evidenciado una tendencia
ascendente del cancer de mama con incrementos anuales del 1-4%, tanto en los paises
desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo. En Espafia, a partir del 2004, la
incidencia de cdncer de mama en mujeres de 45-64 afios comenzé a descender al 2,4%

anual, mientras que en las mujeres mayores de 64 afios se incrementd hasta el 3,3% (2)

(Figura 2).
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Figura 2. Evolucién temporal de los canceres diagnosticados en Espaiia entre los
afios 2003 y 2020. Extraida de: Las cifras del cancer en Espafia. Sociedad
Espafiola de Oncologia Médica. 2020 (1)

Respecto a la mortalidad por cdncer de mama, se experimentd un largo periodo
de crecimiento hasta los afios 1990, cuando empez6 a invertirse la tendencia en muchos
paises desarrollados, evidencidandose un incremento significativo de la supervivencia.
Seguin las estimaciones de EUROCARE-5, basandose en el andlisis de pacientes
diagnosticadas con cdncer de mama en 29 paises europeos entre el afio 2000-2007, la
tasa relativa de supervivencia se ha incrementado en toda Europa, presentando una media
de supervivencia a los 5 afios del 81,8%, alcanzando su pico méaximo en el grupo de 45-
54 afos, y disminuyendo progresivamente a partir de esa edad. En el ambito europeo,
Espafa tiene la tasa de mortalidad mds baja de cadncer de mama y una supervivencia
superior a la media, sin embargo, el cAncer de mama contintia siendo la principal causa
de muerte en las mujeres entre los 35-54 afios de edad (2).
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1.2 PATOGENESIS DEL. CANCER DE MAMA

La gldndula mamaria estd compuesta por tres tipos de lineas celulares, que comprenden
las células mioepiteliales, las células de epitelio ductual y las células del epitelio alveolar
(3) (Figura 3). El epitelio tipico de la glandula mamaria es el epitelio estratificado, que
estd rodeado por una membrana basal (4).
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— BN'! Unidad contréctil
9 fé& Célula

mioepitelial
Conductos galactéforos

Miisculo

pectoral
Areola

——+—Conductos colectores

PezoOn

Costilla —

Tejido glandular

Figura 3. Anatomia de la glandula mamaria. Modificada de una imagen extraida del sitio web
https://www.natalben.com/

El desarrollo y la remodelacion de la glandula mamaria durante la pubertad, el
embarazo, la lactancia y la involucién de la mama conllevan procesos de proliferacién
celular rdpida, diferenciacion y apoptosis. Las necesidades bioldgicas de proliferacién
celular y reemplazo celular son llevadas a cabo por las células madres progenitoras que
residen en la gldndula mamaria (3).

Como veremos a continuacion, en el cAncer de mama se produce una proliferacion
neopldsica de las células mioepiteliales o epiteliales de la gldandula mamaria, causada por
la asociacién de factores genéticos, cambios epigenéticos y factores ambientales (Tabla
1).
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FACTORES IMPLICADOS EN EL CANCER DE MAMA

FACTORES GENETICOS FACTORES FACTORES
Antioncogenes alterados Protooncogenes EPIGENETICOS S
que no pueden llevar a mutados que hacen Modifican la - Menarquia
cabo su funcién que se sobreexpresen e e o temprana
ﬁswloglca de reparar los fa_.ctores de crej:imier.l'to genes sin alterar Ia - Nuliparidad ,
dafos en el ADN: e inducen proliferacién secuencia del ADN - Embarazo después
. celular descontrolada de los 30 afios
Mutaciones en Exposicién fetal a: - Terapia de
BRCA 1y BRCA 2 Mutaciones en HER2 reemplazo hormonal
- Estradiol E2 o de anticonceptivos
- Leptina hormonales

Tabla 1. Relacién de los diferentes factores implicados en el cancer de mama. Elaboracién propia.

1.2.1 Factores genéticos

El estudio de la expresion génica es una parte imprescindible para el conocimiento sobre
origen del cancer, asi como el andlisis del origen de genes promotores de mutaciones
involucrados en el desarrollo del cdncer (3). Son numerosos los genes que se han
identificado en relacion con el cancer de mama. Las mutaciones inactivadoras en genes
supresores de tumores y la amplificacion anormal de los protooncogenes desempefian un
papel fundamental en los procesos de proliferacién celular y de progresién tumoral (5).

Como se desarrollara a continuacion, en el cdncer de mama existen fundamentalmente

dos tipos de genes que llevan a la proliferacién celular incontrolada:
BRCA1 y BRCA2

La mayoria de los cdnceres de mama se deben a mutaciones que se producen de forma
esporadica, mientras que so6lo un 5-10% de los canceres de mama son de cardcter
hereditario (5).

Dentro los canceres de mama hereditarios, destaca la importancia de dos genes:
BRCA1 y BRCA2, que son dos antioncogenes que se encuentran en los cromosomas 17q21
y 13q12 respectivamente, y ambos se heredan con caracter autosémico dominante (5).

Estos genes son los responsables de aproximadamente el 20-25% de los canceres de
mama hereditarios, y del 5-10% de canceres de mama a nivel general. Ambos intervienen
en la reparacién bioldgica de dafios en el ADN, y cuando se produce su mutacién, se
pierde su capacidad inhibidora tumoral, contribuyendo a aumentar el riesgo de

proliferacion celular, especialmente en la mama y el ovario.
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La prevalencia de cancer de mama en mujeres portadoras de las mutaciones de estos
genes es de 10-30 veces mayor que en las mujeres que no las han heredado. Siguiendo
esta linea, los ultimos estudios apuntan a que en las mujeres portadoras de mutaciones
en BRCA1, la prevalencia de cdncer de mama es del 65% a los 70 afios de edad, y de un
45% a la misma edad en las mujeres portadoras de mutaciones en BRCA2 (4).

Numerosos estudios demuestran que el riesgo de cdncer de mama hereditario
aumenta cuanto mas cercano es el familiar, mas numerosos son los casos en la familia y
mas temprana es la edad de aparicién. Ademds, se ha evidenciado una relacién
significativa entre la edad temprana al diagndstico y la frecuencia de mutaciones en los
genes BRCA (6).

Receptor HER2

En el cdncer de mama también se encuentran alteraciones en los genes que codifican para
receptores especificos. La existencia de un tipo de receptor en una célula hace que esta
sea sensible y responda a los efectos bioldgicos de la sustancia con la que tiene afinidad
el receptor. La presencia de estos receptores alterados en las células permite que
diferentes moléculas actien como mitégenos, activando genes que promueven la

tumorogénesis y la transformacion maligna de las células (3).

HER2, también conocido como erbB-2 o Neu, es un oncogén implicado en los canceres
no hereditarios de mama, y se encuentra en el cromosoma 17q12. Es un receptor del

factor de crecimiento epidérmico (EGRF) de la familia de tirosin-quinasa (5).

Se han identificado cuatro tipos de factor de crecimiento epidérmico: EGRF HERI1,
HER2, HER3 y HER4. La sobreexpresion de los receptores HER2 y/o del gen HER2 se ha
descrito en el 25% de las pacientes con cdncer de mama. Estos receptores activan diversas
vias de sefializacion intracelular promoviendo la diferenciacién y proliferacion de las
células tumorales. Ademads, recientes estudios han demostrado la existencia de una fuerte
relacion entre la expresion de receptores de estrogenos, receptores de progesterona y la
expresion de Her2 (3).

Junto a los receptores hormonales, HER2 es el marcador prondstico y predictivo mds
importante en el cancer de mama. Desde hace varias décadas, se sabe que los canceres de
mama con sobreexpresién de HER2 representan un subtipo biolédgico muy agresivo, por
lo que es necesario identificar si las pacientes sobreexpresan o no este receptor a la hora
de decidir el tratamiento. En el afio 1998 se aprob¢ el uso terapéutico de trastuzumab
(7), un anticuerpo monoclonal que bloquea especificamente al receptor HER2, y es en la
actualidad el tratamiento adyuvante de eleccién para los cdnceres de mama HER2
positivos (8). Su introduccién en la practica clinica supuso un gran cambio en la evolucion
de la enfermedad de estas pacientes, cuyo curso clinico mejor6 de manera muy
significativa (9).

14



Otros genes implicados en el cdncer de mama

Ademads de los genes citados anteriormente, existen otros genes, como p53 (gen
supresor de tumores cuya funcion es impedir la proliferacion de células con genomas
aberrantes), que también pueden encontrarse mutado en canceres de tipo hereditario (6).

En la patogénesis del cdner de mama también se encuentra implicada la mutacion de
C-myc. C-myc es un protooncogén se encuentra en el cromosoma 8q24 y codifica a la
proteina Myc, que es un importante factor de transcripcion genética. Algunos de los genes
regulados por C-myc (como MT1, HTERT o PEG10), desempefian funciones vitales en la
iniciacion y progresion del cdncer de mama. La sobreexpresién de C-myc se observa
predominantemente en la fase invasiva de los carcinomas de mama, mientras que no se
detecta esta amplificacion en los tejidos benignos (5).

Se ha verificado la existencia de diversos genes mutados asociados a determinados
subtipos clinicos de cdncer de mama, por ejemplo, las mutaciones en el gen TP53 suelen
estar relacionados con niveles altos en el biomarcador de proliferaciéon Ki67 (valor més
habitual para determinar el indice proliferativo) y tumores de alto grado histoldgico. Del
mismo modo en canceres con bajo indice de proliferacion Ki67 se han detectado
mutaciones en los genes MAP3K1 y MAP4K2 que estdn asociados a un buen pronostico.
Otros cambios genéticos que aumentan el riesgo de padecer cdncer de mama incluyen
mutaciones del gen PTEN (sindrome de Cowden), STK11 (sindrome de Peutz-Jeghers)
(10).

En uno de los trabajos mads extensos sobre los genes implicados en el cancer de mama,
se llevo a cabo la secuenciacién de 560 genomas de pacientes con cdncer de mama, y se
identificaron cinco nuevos genes cancerigenos (MED23, FOXP1, MLLT4, XBP1 y
ZFP36L1). Se establecieron un total de 93 genes mutados (31 dominantes, 60 recesivos
y 2 inciertos) que estdn implicados en la patogénesis de la enfermedad. Probablemente,
existan mds genes implicados en el cancer de mama, pero estos presentan una baja
frecuencia de presentacién. Podemos decir que en la actualidad se conocen los genes que
albergan la mayoria sustancial de las mutaciones conductoras de esta enfermedad (10).

1.2.2 Cambios epigenéticos

La epigenética es el conjunto de mecanismos que modifican la actividad y la expresién de
los genes sin alterar la secuencia del ADN. En el desarrollo del cdncer de mama estdn
involucrados diferentes mecanismos dependientes de ambiente hormonal fetal, con
informaciéon que se hereda de madres a hijas a través de las células somaticas. Estas
modificaciones epigenéticas pueden producir cambios en el desarrollo de la glandula
mamaria, asi como incrementar la vulnerabilidad del tejido epitelial para la
transformacién maligna (3).

Se ha propuesto que los cambios epigenéticos que consiguen modificar el
ambiente hormonal podrian ser la exposicion durante la vida fetal a estradiol E2 y a
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leptina, que modificarian las caracteristicas heredables de la glandula mamaria, y se
manifestarian durante la edad adulta mediante cambios en las unidades terminales
ductuales (3).

1.2.3 Factores ambientales

Dentro de los factores ambientales, se ha estudiado que las mujeres que han padecido
una menarquia temprana (aparicién del primer ciclo menstrual de manera precoz) tienen
riesgo aumentado de sufrir cdncer de mama. También la nuliparidad o el embarazo
después de los 30 afios son factores que han demostrado aumentar este riesgo. Por otro
lado, la toma ex6gena de hormonas, como la terapia hormonal sustitutiva (THS) o los
métodos anticonceptivos hormonales (ACH), se han relacionado con una mayor
incidencia de cancer de mama. Por ultimo, la dieta alta en grasas y baja en fibra, y la
obesidad, también se han demostrado como factores predisponentes para el desarrollo de

cancer de mama en los ultimos afos (4).

1.3 FACTORES PREDICTIVOS Y CLASIFICACION POR SUBTIPOS MOLECULARES

Todas las células poseen receptores en su membrana, en su citoplasma y en el ntcleo.
Diferentes moléculas, como las hormonas, se unen a dichos receptores provocando una
respuesta celular. Como se desarrollard a continuacién, en el cdncer de mama hay tres
receptores hormonales que son usados como marcadores tumorales: receptores de

estrogeno (RE), receptores de progesterona (RP) y receptor de leptina.

La expresién o no de estos receptores hormonales permite clasificar los tumores
de mama por subtipos moleculares. En la practica clinica se identifica la presencia de
estos receptores mediante estudios inmunohistoquimicos y genética molecular, antes de
iniciar el tratamiento (8).

Receptores de estrogenos (RE)

Los receptores de estrogenos pertenecen a la super familia de receptores nucleares, ya
que se encuentran y actian en el nucleo celular (3). Entre el 70-75% de los carcinomas
infiltrantes de mama expresan positividad para estos receptores (9).

Se conocen tres tipos de receptores de estrégenos: REa, RES y REm (membrana).
Los receptores REa y REB son los mas estudiados en cancer de mama, ya que actian en
la sobreactivaciéon de la transcripcién de genes oncogénicos (C-fos, C-myc) por los
estrogenos en las mujeres, que promueven el descontrol del ciclo celular y de la apoptosis.
Por lo tanto, los niveles elevados de estrégenos en el organismo, son actualmente
considerados un factor de riesgo en el desarrollo del cancer de mama (3).

La expresion de receptores de estrogeno constituye un factor prondstico favorable
y un potente factor predictivo a la hormonoterapia. Aproximadamente el 30-40% de las
mujeres con cancer de mama avanzado que expresan RE tendran una respuesta favorable

al tratamiento hormonal, a la vez que la respuesta al tratamiento hormonal en pacientes
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con cancer de mama precoz que expresan sobreexpresion de receptores de estrégenos, es
muy positiva en términos de supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad

).
Receptores de progesterona (RP)

Los receptores de progesterona son sintetizados en mayor cantidad en tejidos sensibles a
los estrogenos, como el tejido mamario (3). Los receptores de progesterona son
expresados en un 60-70% de los casos de carcinoma ductal infiltrante de mama (9). Se
ha estudiado que la expresion de estos receptores son resultado de la accion bioldgica de
los estrégenos, lo cual explica mayores niveles de receptores de progesterona en mujeres
premenopdausicas que en postmenopdausicas (3). Algunos estudios recientes sugieren que
un nivel bajo de expresiéon de RP, generalmente por debajo del 20%, podria tener
implicaciones prondsticas negativas (9).

En general, la correlacién entre la expresion de RE y RP positivos es buena (Tabla
2), y aproximadamente el 64% de los casos de cdncer de mama presentan perfil RE
positivo y RP positivo (3). Sin embargo, pueden observarse un 10% de casos RE positivos
y RP negativos en los que el riesgo de recaida es mayor que siendo ambos marcadores
positivos. En menos del 5% de las pacientes pueden observarse RP positivos y RE

negativos (9).

Receptores sobreexpresados Porcentaje de respuesta al tratamiento
hormonal
RE + /RP + 70-77 %
RE + /RP - 11-27 %
RE-/RP + 11-46 %
RE-/RP - 11-44 %

Tabla 2. Patrones de respuesta al tratamiento hormonal en diversos perfiles de receptores
hormonales. Extraida de: Santilldn-Benitez JG, et al. Expresion génica y receptores

hormonales en cancer mamario. Rev Med e Investig. 2013; 1(1):17-24. (3)

Receptores de leptina

La leptina es una hormona que se sintetiza y secreta principalmente en el tejido adiposo
y su funcidén principal en el organismo es regular el equilibrio energético. Acttia a través
del anclaje con el dominio extracelular de su receptor especifico de membrana, expresado
en tejidos como la placenta, pancreas o estémago. Diversos estudios han revelado que,
mediante la sobreexpresién de receptores de leptina en tejido mamario, se activan vias
de sefializacién JAK2/STAT3, que activan genes como C-myc, Cyclin D1, Erg-1 y Bcl-2,
entre otros, que promueven el crecimiento y la proliferacion celular descontrolada. Por
otro lado, los niveles de leptina se correlacionan positivamente con los valores de indice
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de masa corporal (IMC), por lo que a dia de hoy la obesidad se considera un factor de
riesgo mas en el desarrollo de cdncer de mama (3).

No todos los canceres de mama tienen el mismo comportamiento biolégico, por lo
que las pacientes pueden presentar respuestas diferentes al tratamiento en funcién de la
expresion positiva o negativa de los receptores hormonales y de la sobreexpresion de
HER2. Ademas de los criterios anatémicos cldsicos -tamafio del tumor, nédulos linfaticos
afectados y metéstasis- (TNM), se ha establecido una clasificacién molecular en subtipos
para establecer el prondstico y planificar el tratamiento de una forma individualizada (2)
(Tabla 3).

Luminal A Luminal B- Triple negativo o HER2
basal sobreexpresado

RE positivo RE positivo RE negativo RE negativo

RP <20 RP positivo o RP negativo RP negativo
negativo

HER2 negativo HER 2 negativo o HER2 negativo HER 2 positivo
positivo

Ki 67 bajo Ki 67 alto Ki 67 alto Ki 67 alto

Tabla 3. Clasificaciéon molecular del cdncer de mama por perfil inmunohistoquimico. Adaptada de:
Merino Bonilla JA et al. Breast Cancer in the 21st Century. 2017; 59(5):368-79. (2)

Luminal A: representan el 40% de los cidnceres de mama. Presentan alta expresion de
receptores hormonales y baja expresiéon de HER2. Tienen un indice de proliferacién bajo
y suelen tener buen prondstico (8).

Luminal B: representan el 20% de los tumores de mama. Presentan alta expresion de
receptores hormonales y expresion variable de HER2. Se caracterizan por tener un alto
indice de proliferacién, y por lo tanto presentan peor prondstico que los luminal A. Los
tumores luminales expresan receptores hormonales, por lo que suelen mostrar buena

respuesta al tratamiento con hormonoterapia (8).

Triple negativo o Basal: representan el 15-20% de los tumores de mama. Se denominan
triple negativo porque no expresan receptores hormonales ni sobreexpresion de HER2.
Tienen una alta expresion de genes de proliferacidon celular y presentan inestabilidad
genomica. Ademas, suelen presentarse en pacientes con mutaciones en BRCA-1. Son los
de peor prondstico, ya que solo son sensibles a la quimioterapia (8).

HER2 sobreexpresado: representan el 10-15% de todos los tumores. Presentan una alta
expresion de HER2 y no suelen expresar receptores hormonales. Se caracterizan por tener
un indice de proliferacion alto y por ser de peor prondstico que los tumores luminales.
Responden al tratamiento con trastuzumab, que actia bloqueando especificamente al
receptor HER2 (8).
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1.4  EL ESTROMA TUMORAL EN EL CANCER DE MAMA Y SU IMPORTANCIA EN
LA METASTASIS

Entre los diferentes tipos de células que forman el estroma del cancer de mama, se
encuentran los fibroblastos asociados al cancer (FAC), las células endoteliales de los vasos
sanguineos y los adipocitos. La mayoria de los fibroblastos asociados al cancer derivan de
los fibroblastos del propio tejido mamario, aunque también pueden derivar de las células
madre mesenquimales, células epiteliales, adipocitos o células endoteliales. Los FAC
promueven la progresion tumoral mediante varios mecanismos, ya que pueden ejercer
fuerzas contractiles que facilitan la invasién de las células cancerosas, son capaces de
degradar y remodelar la matriz extracelular y pueden promover la angiogénesis tumoral,
mediante la secrecién de factores de crecimiento y citoquinas (11).

Durante los ultimos afios, Eiro y su equipo (11) han contribuido a establecer una
caracterizacion funcional de los componentes del estroma tumoral de la mama. Entre
estos se encuentran las metaloproteasas de la matriz y sus inhibidores celulares TIMP
(Inhibidor Tisular de las Metalopeptidasas), las citoquinas y los receptores tol/ like (TLR,
del inglés toll like receptors) (11).

Metaloproteasas de matriz

Las metaloproteasas de la matriz son capaces de degradar la matriz extracelular y la
membrana basal de los tumores, facilitando asi la invasiéon tumoral y el desarrollo de
metdstasis (Figura 4). Ademads, son capaces de promover la angiogénesis, la activacién de
la proliferaciéon o la inhibicién de la apoptosis. En diferentes estudios se ha demostrado
que las pacientes con tumores de mama infiltrados por fibroblastos asociados al cdncer y
que muestran una alta expresiéon de metaloproteasas y de TIMP, presentan una
elevadisima tasa de desarrollo de metdastasis a distancia, en comparacién con las pacientes
con tumores con un bajo perfil de metaloproteasas y TIMP (11, 12).

Cancer metastasis

i _->v"";‘.' /
Figura 4. Metaloproteasas degradando la matriz extracelular del tumor. Mecanismo de invasién tumoral y
metdstasis. Extraida de: Shang S, Ji X, Zhang L et al. Macrophage ABHD5 suppresses matrix
metalloproteinase expression and cancer metastasis. Cancer Res. 2019; 79(21):5513-26. (12)
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Citoquinas

Las citoquinas son proteinas de bajo peso molecular que desempefian un importante papel
en los procesos inflamatorios. También intervienen en la comunicacién intercelular de
células inmunes con células del estroma tumoral, regulando procesos tales como la
proliferacion, la supervivencia y la migracién celular, asi como promoviendo la evasién
de las células cancerosas a la respuesta inmune. Varios estudios asocian los elevados
niveles séricos de citoquinas con la agresividad tumoral y la recurrencia en el cancer de
mama (11).

Receptores toll like

Los TLR son receptores que canalizan sefiales de activaciéon en una variedad de células
inflamatorias relacionadas con el sistema inmune. Las células cancerosas también
expresan TLR, y sus sefiales contribuyen a estimular la liberacion de citoquinas que, a su
vez, favorecen el reclutamiento de células inflamatorias. Por otro lado, los TLR estimulan
la proliferacion de las células cancerosas y su resistencia a la apoptosis, asi como su
capacidad invasiva y metastdsica mediante la regulacién de metaloproteasas e integrinas.
Eiro y su equipo (11) demostraron que la expresion de TLR-4 por las células
mononucleares inflamatorias se asoci6 a mayor incidencia de metdstasis por via
hematdgena, mientras que la expresién de TLR-9 por los fibroblastos asociados al cancer
se correlaciond con una menor incidencia de desarrollo de metdstasis. Este hecho, indica
que TLR-9 podria tener un papel protector frente a la progresién tumoral, ya que es capaz
de activar a los linfocitos B y a las células dendriticas induciendo una potente respuesta

inmune contra el tumor (11).

1.5 TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA

Las terapias sistémicas como la quimioterapia y la hormonoterapia adyuvante, junto con
el cribado mamogréfico, han sido factores decisivos en el descenso de la mortalidad por
cancer de mama que se observo a partir de los afios 1990. Un metaandlisis de numerosos
ensayos realizado con datos recopilados hasta el afio 2000, evidencié que estos
tratamientos reducian el riesgo de recidiva a los 5 afios y la tasa anual de mortalidad por
cancer de mama a los 15 afios (2). Otro de los cambios que se consolidé a finales del siglo
XX fue la posibilidad de administrar la quimioterapia antes del tratamiento quirurgico,
primero con intencién de rescatar casos inoperables, y posteriormente ampliando sus
indicaciones con la finalidad de disminuir el desarrollo de posibles metastasis tumorales
(13).

Por otro lado, otro de los nuevos avances terapéuticos que estan implicados
actualmente en la disminucion del impacto de la mortalidad por cdncer de mama es el
desarrollo de farmacos biolégicos como el trastuzumab, que ha demostrado mejorar
significativamente el intervalo libre de enfermedad y la supervivencia en las pacientes con
receptores HER2 positivos (2).
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Respecto al tratamiento quirurgico, la American Society of Breast Surgeons
recomienda la cirugia conservadora de la mama frente a la mastectomia radical siempre
que sea posible, y desaconseja la mastectomia contralateral profildctica en mujeres de
riesgo medio que presentan cdncer de mama unilateral. También, en las dltimas guias se
aconseja la biopsia selectiva del ganglio centinela preferiblemente al vaciamiento axilar,
ya que presenta menor iatrogenia y las tasas de supervivencia demostradas son
equivalentes (2).

1.6  NUEVAS PERSPECTIVAS

El conocimiento més profundo de la biologia tumoral y del comportamiento biolégico del
cancer de mama que ha tenido lugar en las tltimas décadas, han permitido un abordaje
mas especifico y eficiente de la enfermedad. Asi, la expresion de receptores hormonales y
la sobreexpresién de moléculas como HER2, resultan esenciales a dia de hoy para decidir
el tratamiento de eleccién, y han desplazado en gran manera el papel de la quimioterapia
tradicional (13).

Ademas de los biomarcadores cldsicos como los RE y HER2, en los ultimos afios
se estd investigando el prometedor papel de una serie microvesiculas especificas que
podrian actuar como vehiculo de transporte para modificar de forma selectiva el
comportamiento tumoral: los exosomas (7). Estos exosomas, pequefias vesiculas
derivadas de diferentes tipos de células, se han demostrado fuertemente implicadas en el
desarrollo de tumores y en la progresion a metastasis. Desde un punto de vista
diagnostico, la deteccion precoz de estas vesiculas en las pacientes podria acelerar su
diagndstico y permitir una deteccién precoz de recidivas o metastasis (13); y desde un
punto de vista terapéutico, podrian tener un potencial papel en el desarrollo de terapias
futuras contra el cancer de mama (14).
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2. EXOSOMAS: MICROVESICULAS IMPLICADAS EN EL CANCER

Los exosomas son pequeflas vesiculas de membrana de origen endosomial, que son
secretadas por la mayoria de las células del organismo, y que desempefian un importante
papel en las comunicaciones intercelulares (15).

2.1 DESCUBRIMIENTO DE LOS EXOSOMAS

Estas vesiculas fueron descritas por primera vez en 1983 cuando los grupos de Philip Stahl
en Estados Unidos y Johnstone en Canadd observaron, mediante la microscopia
electrénica, endosomas multivesiculares que podian fusionarse con la membrana
plasmadtica de los reticulocitos (glébulos rojos que no han alcanzado su total madurez) y
liberar en ellas sus contenidos, ademds de liberar numerosas vesiculas pequefias al
espacio extracelular (16, 17).

Finalmente, en 1987 se propuso el término “exosomas” para definirlas (15). En este
primer momento, solo se conocia su funcién como “basureros celulares” que utilizaban

determinadas células del organismo para eliminar sustancias de desecho celular (18).

A nivel de investigacién cientifica, los exosomas permanecieron olvidados durante los
siguientes 10 afios, hasta que Raposo en 1996 (19) demostré que los linfocitos B
transformados por el virus de Epstein-Barr secretaban exosomas que transportaban
moléculas esenciales para la respuesta inmune adaptativa, entre estas moléculas llevaban
antigenos pertenecientes al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), a células T
especificas. Dos afios después, se demostrd que las células dendriticas también secretaban
exosomas que llevaban estos mismos antigenos, por lo que se hipotetizd6 que podrian
promover la induccion de respuestas inmunes antitumorales en ratones in vivo. Estos
resultados fueron los primeros que indicaron que los exosomas podrian desempefiar un

papel activo en la comunicacion celular, al menos en el sistema inmune (15).

Durante los afios posteriores, el desarrollo de las técnicas de andlisis de proteinas
permitié demostrar que los exosomas no contenian un conjunto aleatorio de proteinas en
su interior, sino un conjunto especifico de ciertas familias de proteinas, provenientes de
la membrana plasmadtica, de la via endocitica y del citosol, (15) lo que demostrdé que los

exosomas eran secretados de manera activa por las células vivas (2).

El proximo avance en la investigacion sobre las funciones de los exosomas se produjo
en 2007, cuando el grupo de Jan Lotvall en Suecia describié la presencia de ARN
mensajero (ARNm) y microARN (miARN) dentro de estas vesiculas (15).

2.2  BIOGENESIS DE LOS EXOSOMAS Y UNION CON LA CELULA DIANA

Los exosomas son vesiculas de 30-100 nm de tamafio que se originan en el interior de la
célula a partir de los cuerpos multivesiculares (MVB), que son estructuras que a su vez
provienen de los endosomas tempranos (18). Los endosomas tempranos son saculos de
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membrana formados a partir de las vesiculas endociticas primarias procedentes de los

procesos de endocitosis (20). Estos endosomas tempranos pueden seguir dos vias:

a)

b)

En la mayoria de las células, el destino principal de los endosomas tempranos es
fusionarse con lisosomas, compartimentos &cidos que contienen hidrolasas
lisosémicas, que llevaran a cabo la degradacién su contenido (20) (funciéon de

“basureros celulares”).

Por otro lado, los endosomas tempranos pueden convertirse en endosomas tardios,
también llamados cuerpos multivesiculares (21) (Figura 5). Esta conversion a cuerpos
multivesiculares tiene lugar en la membrana del endosoma y estd regulada por dos
proteinas Rab25 con su efector VPS34/p150 (22). En los cuerpos multivesiculares, se
produce un proceso de gemacién de membranas hacia el interior del lumen,
formandose paquetes de vesiculas que llevan moléculas especificas tanto en su
membrana como en el interior, que contienen proteinas, ARN mensajero y microARN
del citoplasma (18). Posteriormente, los cuerpos multivesiculares son guiados hacia
la periferia celular, mediante un proceso regulado por Rab27b (22). Finalmente, con
la ayuda del complejo SNARE (del inglés, Complex Soluble NSF Attachment Protein)
se produce la fusion de los cuerpos multivesiculares con la membrana plasmatica de
la célula contenedora, para liberar los exosomas al espacio extracelular, y una vez
liberadas, estos viajan hasta la célula diana con la que se fusionaran para liberar su

contenido (8).
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Figura 5. Formacién de exosomas a partir de cuerpos multivesiculares en el interior celular.
Modificada de: Steinbichler TB, Dudds J, Riechelmann H, et al. The role of exosomes in
cancer metastasis. Semin Cancer Biol. 2017; 44:170-81. (21)
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Cuando llegan al espacio extracelular, los exosomas establecen diversos modos de
interaccion con las células diana (Figura 6): mediante la interaccion receptor-ligando, en
el que las proteinas de membrana de los exosomas interactian con los receptores de la
célula diana produciendo la activacién de diversas vias de sefializacion; mediante fusiéon
con la membrana plasmatica y liberacion directa de su contenido en el citoplasma celular;
o mediante incorporacion de vesiculas en la célula diana por procesos de endocitosis o
fagocitosis (18).
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Figura 6. Incorporacién de los exosomas a la célula diana mediante tres tipos de modos de interaccion:
endocitosis, interaccion receptor-ligando y fusiéon con la membrana. Modificada de: Steinbichler TB,
Dudas J, Riechelmann H, et al. The role of exosomes in cancer metastasis. Semin Cancer Biol. 2017;

44:170-81. (21)

2.3 COMPONENTES DE LOS EXOSOMAS

Los exosomas estdn compuestos por un conjunto de proteinas y acidos nucleicos
especificos que pueden servir para identificar su origen celular. Ademas, contienen en su
interior lipidos como el colesterol o la esfingomielina, que estdn implicados en su
diferenciacién hacia exosomas. Debido a su origen endosomial, todos los exosomas
contienen proteinas de transporte de membrana, proteinas de fusién y proteinas
implicadas en la biogénesis multivesicular (Figura 7) (23).
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Lipidos: Proteinas:
colesterol, tetraspaninas,
esfingomielina, integrinas, Hsp70,

fosfaditilcolina, Hsp90, actina,

miosina, anexinas,
Alix, integrinas

acido lisofosfatidico

Acidos nucleicos:

Receptores:
ARN mensajero EGFR, MHC I
Micro-ARN MHC II

Figura 7. Composicion de los exosomas. Modificada de: Vlassov A V, Magdaleno S, Setterquist R et al.
Exosomes: Current knowledge of their composition, biological functions, and diagnostic and
therapeutic potentials. Biochim Biophys Acta. 2012; 1820(7):940-8. (23)

Proteinas

Los exosomas contienen un subconjunto concreto de proteinas celulares que dependen
del tipo de célula que las secreta (proteinas especificas), mientras que otras se encuentran
en la mayoria de los exosomas independientemente del tipo de célula (proteinas no
especificas) (20). En la superficie de los exosomas se encuentran ademdas moléculas de
adhesion celular (CAM), integrinas, tetraspaninas, MHC clase I y clase dos II,
presentadoras en linfocitos B y células dendriticas junto con receptores de transferrina
(TfR) (8).

Por otro lado, se encontraron un grupo de proteinas no especificas de los
exosomas, en concreto, proteinas que intervienen en la transferencia y en la fusién de las
membranas de las vesiculas como Rab2, Rab7, proteinas de choque térmico como Hsc70
y Hsc90, proteinas del citoesqueleto (actina, miosina, tubulina) y la proteina Alix que
media en la formacion de los MVB (22).

Lipidos

La composicion lipidica de los exosomas es similar a la de sus células productoras. Los
lipidos tienen un papel importante en la proteccion del exosoma, y ademds participan en
su biogénesis y diferenciacion. Entre los lipidos implicados en la formacién del exosoma,
destaca el papel del 4cido lisofosfatidico (LPA), que se encuentra en la membrana interna
de los MVB. También la esfingomielina y la fosfatidilcolina ayudan a distinguir numerosos
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tipos de vesiculas, siendo el contenido de esfingomielina mayor que el de fosfatidilcolina
dentro de los exosomas (22).

Ademas, los estudios han demostrado que los exosomas en contacto con las células
diana podrian cambiar la composicion lipidica de las células receptoras, especialmente en
su composicion de colesterol y de esfingomielina, desempefiando un papel relevante en
la homeostasis celular (22).

Acidos nucleicos

En la dltima década, numerosos grupos de investigacién han analizado la presencia de
material genético en los exosomas. Jan Lotvall y su grupo en Suecia, descubrieron en
2007 la presencia de ARN mensajero y microARN dentro de estas vesiculas (18). La
mayoria de los estudios han demostrado la presencia de ARN pequefio, incluido ARNm y
microARN, con niveles bajos o indetectables de ARN ribosémico 18S y 28S (20). Hasta el
momento, se han descrito 1.639 microARN y 1.300 ARN mensajeros exosomiales, muchos
de los cuales estan ausentes en el citoplasma de las células de origen, lo que significa que
el conjunto de exosomas no refleja perfectamente el contenido de la célula de origen (8).

Los grupos de Ratajczak, Skog y Valadi, demostraron en 2008 que el ARNm no se
incorporaba al azar en los exosomas, y la comparacién especifica de microARN
intracelular y extracelular demostré que se producia una seleccién de secuencias
especificas de microARN para la exportacion extracelular. Se ha observado que los
exosomas portadores de microARN transportan diferentes subconjuntos de secuencias de
microARN, lo que sugiere la existencia de diferentes mecanismos de seleccién de carga
de los microARN. Un estudio reciente ha identificado una secuencia proteica especifica
unida al microARN, formando una ribonucleoproteina, que permite inducir el
direccionamiento a los exosomas en las células T (18, 22).

Se demostrd que los ARNm incluidos en las vesiculas pueden exportarse al exterior
de la célula, ser vertidos en la célula receptora y traducirse en proteinas dentro de estas,
lo que sugiere que los exosomas son capaces de transferir informacion genética (22).

Los exosomas se pueden formar a partir de una gran variedad de células: los
fibroblastos, las células intestinales, neuronas, adipocitos y células tumorales, y se
encuentran en muchos fluidos bioldgicos, como la leche materna, el liquido sinovial, la
sangre, la orina, el liquido amnidtico y los derrames asciticos. Ademds de su funcién como
vesiculas para la degradacion de sustancias de desecho, numerosos estudios han
demostrado que también juegan un importante papel en diversos procesos bioldgicos,
como la apoptosis celular, la angiogénesis, la coagulacion, la homeostasis y las vias de
sefializacion intracelular, por su capacidad de transmitir ARN, proteinas y lipidos a las
células diana con las que entran en contacto (24).

En la actualidad, existen una gran cantidad de datos que destacan sus posibles
funciones como mensajeros durante el desarrollo de diferentes tipos de tumores (25)
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(Figura 8). Aunque la investigacidn cientifica de las ultimas tres décadas ha permitido un
considerable aumento del conocimiento de los exosomas, demostrar sus funciones
fisiologicas in vivo sigue siendo actualmente un gran desafio en este campo (15).

Figura 8. Imagen de microscopia electrénica. A. Esferosomas liberados por células tumorales de un
tumor del estroma gastrointestinal (GIST) (flecha). B. Detalle de A. Desde el interior del esferosoma se
liberan exosomas que interaccionan con las células vecinas (puntas de flecha).

Extraida de: Junquera C, Castiella T, Mufioz G et al. Biogenesis of a new type of extracellular vesicles
in gastrointestinal stromal tumors: ultrastructural profiles of spheresomes. Histochem Cell Biol. 2016;
146(5):557-67. (25)
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3. EXOSOMAS Y SU PAPEL EN EL CANCER DE MAMA

Como se ha explicado anteriormente, los exosomas se consideran importantes mediadores
de la comunicaciéon intercelular, ya que son capaces de transferir moléculas
biolégicamente activas a otras células receptoras locales o distantes (26). De esta manera,
son capaces de transmitir informacién desde las células tumorales, transfiriendo su carga
biolégica de ARNm, microARN y ADN, asi como diversas proteinas celulares, acidos
nucleicos, citoquinas, enzimas y cofactores. Esta transferencia de material puede emitir
sefiales que produzcan la reprogramacion celular de la célula receptora (11). De esta
manera se ha identificado que los exosomas estdn implicados en el desarrollo de los
tumores, en la supresién del sistema inmune del organismo, la angiogénesis y en la
metastasis (27).

Se ha demostrado que los pacientes con cancer tienen un mayor numero de
exosomas circulantes en comparacion con los pacientes sanos, por lo tanto, la deteccién
de exosomas podria utilizarse para fines diagndsticos y prondsticos en el cadncer de mama
(28).

En la biologia del cancer, el estudio de los productos metabdlicos producidos por
las células tumorales es muy importante; a estos estudios, en la actualidad, se suman los
datos que estd aportando el conocimiento de las proteinas y los dcidos nucleicos que
transportan los exosomas en su interior (29). El estudio de los componentes de los
exosomas tumorales puede ayudar a estudiar el origen del tumor, su evolucién y a definir
terapias adecuadas (30).

3.1 INTERACCION DE LOS EXOSOMAS CON LAS CELULAS DEL ESTROMA
TUMORAL

Como se ha definido anteriormente, en el estroma de los tumores de mama se identifican
diferentes tipos de células: los fibroblastos asociados al cancer, las células endoteliales de
los vasos sanguineos y los adipocitos (11).

Se sabe que las células cancerosas son grandes productoras de exosomas, que
estan presentes en el medio tumoral y en los fluidos corporales de las pacientes con
cancer. Los exosomas del estroma tumoral pueden mediar sefiales paracrinas con células
no cancerosas del ambiente tumoral, y promover la supervivencia y la expansién de las
células cancerosas (11) (Figura 9).

Mediante la comunicacion mediada por exosomas, las células tumorales también
son capaces de activar a los fibroblastos asociados al cancer, lo que les lleva a adquirir
propiedades tumorogénicas (29).
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La exposicién de células sanas a exosomas derivados del estroma puede promover
la tumorogénesis y producir que diferentes lineas celulares de cancer de mama se vuelvan
resistentes a la terapia. Ademas, los exosomas derivados de los fibroblastos asociados al
cancer parecen favorecer la motilidad de las células del nicho tumoral en el cancer de
mama (31).

Nicho tumoral

[+]
’ Exosomas
[}

tumorales

FACs CMIs Células
endoteliales

Figura 9. Comunicacién paracrina mediante exosomas tumorales entre las células cancerosas y las células
del microambiente tumoral. Extraida de: Eiro N, Cid S, Fraile M, Vizoso FJ. Importancia de la investigacion
sobre el estroma tumoral en el cancer de mama. Rev Senol Patol Mamar. 2019; 32(1):17-25. (11)

3.2 MICROARN CONTENIDO EN EXOSOMAS

En los ultimos afios se ha estudiado que los microARN contenidos en los exosomas
liberados por las células tumorales pueden ser un factor importante en la formacién del
tumor y en su capacidad de metdstasis (18).

Los microARN son pequefios ARN no codificantes, de longitudes que varian entre
18 y 25 nucledtidos. Son capaces de modular la expresion genética a nivel
postranscripcional, uniéndose a los ARN mensajeros diana a través de secuencias
complementarias, bloqueando asi la expresién de ARNm y por tanto frenando la sintesis
de proteinas en varios tipos de canceres (32).

El descubrimiento de la presencia de estos microARN contenidos en los exosomas,
sugirio la posibilidad de que existiera una regulacion directa mediada por microARN en
las células tumorales receptoras, ya que estos microARN pueden bloquear los ARN de

genes supresores de tumores, favoreciendo la transformacion de las mismas. (28).

Los exosomas contienen en su interior la enzima Dicer (Figura 10) y la proteina
de unién a ARN en respuesta a trans-activacion (TRBP), que provocan la maduracion de
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los pre-microARN en microARN. En este proceso interviene la proteina Argonauta 2
(AGO2), que se une a un microARN y lo guia a su ARNm complementario (31, 33).
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Figura 10. Formacién de microARN, su incorporacién a los exosomas y liberacién al espacio extracelular.
Extraida de: Salido-Guadarrama I, Romero-Cordoba S, et al. MicroRNAs transported by exosomes in body
fluids as mediators of intercellular communication in cancer. Onco Targets Ther. 2014; 7(1):1327-38. (33)

Los conocimientos mas recientes sobre la biologia de los microARN exosdémicos
parecen indicar que estos pueden contener en su interior contenido molecular de
diferentes células cancerosas. Los microARN contenidos en los exosomas se han
demostrado implicados tanto en favorecer como en frenar el crecimiento tumoral, conferir

resistencia a los farmacos antitumorales y promover la metastasis (28).

Son varios los estudios en los que se han analizado los microARN exosémicos
circulantes en pacientes con cancer de mama. En 2014, Eichelser y su equipo (34)
llevaron a cabo un estudio con 50 casos con cancer de mama y 12 controles de mujeres
sanas. En este estudio, se demostré que los niveles de microARN-101, microARN-372 y
microARN-373 eran significativamente mds altos en los casos de cancer de mama que en
las mujeres sanas. Curiosamente, en el analisis por subgrupos basado en el estado de los
receptores de estrogenos y progesterona, se demostré que los niveles de microARN-373
eran mads altos en los tumores triple negativo, lo que apoya su implicacién en la expresiéon
de fenotipos mds agresivos (34). De esta manera, el analisis de los microARN exosémicos
en sangre podria ser util para la deteccidén precoz del cancer o para controlar la respuesta
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al tratamiento. Desde una perspectiva terapéutica, se estan investigando estrategias para
interferir en los niveles de microARN exosémicos promotores de tumores o para afiadir

microARN de genes supresores de tumores mediante el suministo exosédmico (28).

3.3 EXOSOMAS EN LA ANGIOGENESIS DEL TUMOR

Las células cancerosas requieren oxigeno y nutrientes adecuados para su crecimiento y
desarrollo. La angiogénesis inducida por tumores suministra el oxigeno y los nutrientes
necesarios al tumor, a la vez que sirve para eliminar los materiales de desecho de este
(24). Diferentes estudios han demostrado que los exosomas tumorales intervienen en la
angiogénesis tumoral mediante su capacidad para transportar factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), citoquinas
proinflamatorias y proteasas. Estas podrian modular la expresion de genes relacionados
con la angiogénesis como son los genes que codifican citoquinas, factor inhibidor de
migracion de macrofagos, y genes para el receptor del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), como el VEGF-R2 (7).

Se han descrito tetraspaninas de superficie en los exosomas liberados por tumores
que pueden activar, de forma remota, a las células endoteliales en reposo, produciendo
la germinacién de las células endoteliales y la maduracién de progenitores de células
endoteliales mediante la regulacion positiva de los genes relacionados con la
angiogénesis. Ademads, en estudios in vitro, en los que se trataron células endoteliales con
exosomas derivados de tumores, se observé una neovascularizacién como resultado de
aumentos en la expresion de la molécula de adhesién celular vascular-1 (VCAM-1) y la
molécula de adhesidén intercelular-1 (ICAM-1) (24).

3.4 EXOSOMAS Y DESARROLLO DE METASTASIS

La metéastasis tumoral es un proceso complejo en el que se requiere la interaccién entre
las células cancerosas y microambientes adecuados en organos especificos. Las células
cancerosas secretan moléculas bioactivas solubles o encerradas en los exosomas que
permiten la remodelacion de la matriz extracelular y la reprogramacion de diferentes
tipos de células en drganos distantes, hasta establecer los nichos premetastasicos
adecuados. Los exosomas derivados de tumores ayudan a preparar estos nichos mediante
la activacion de células progenitoras hematopoyéticas a través del intercambio de las
oncoproteinas mediada por exosomas (24) (Figura 11). También se ha demostrado que
la secrecion de factores solubles como el factor de crecimiento vascular A (VEGF-A), el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el factor de crecimiento transformante beta
(TGEF- B) inducen la expresion de las proteinas inflamatorias SI00A8 y S100A9 (35).

Se sabe que ciertos tipos de tumores tienden a generar metastasis en determinados
organos, proceso que se denomina “organotropismo metastasico”. La tendencia de los
tumores por determinados érganos es una de las mayores incégnitas de la oncologia
actual. Ademas de la existencia de determinados genes asociados a generar tumores con
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riesgo de metdstasis en ciertos 6rganos, recientemente se ha descubierto un mecanismo
que aporta nuevos datos a estas preferencias de las metdstasis: las células tumorales
tienen en su superficie integrinas, que funcionan a modo de “coédigos postales”. Estas
moléculas permiten dirigir los exosomas a tejidos u 6rganos especificos (35).

Centrdndonos en el cancer de mama, se sabe que este tiende a metastatizar
especialmente en pulmon, higado, cerebro y hueso. Se ha estudiado que las integrinas
contenidas en los exosomas de cdncer de mama guian los exosomas hacia determinados
organos. En concreto, la integrina G4 (ITGB4) se ha correlacionado positivamente con
el desarrollo de metdstasis pulmonares, mientras que la integrina G5 (ITGB5) exosémica

estaba altamente asociada a las metdstasis hepdticas (24).

Células cancerosas de
tumor mamario

° °
e P}
(3
e < Exosomas A
o ;
e 2 liberados a la
% ® circulacion
- c - .
; o Desarrollo de metastasis
ulmonares y hepiticas
ITGB4 o &ITGBS i yoop
o <
e e
2
e <
O3 3 € o
S
>
A A
Exosomas asentados en los Establecimiento del nicho
organos metastasicos premetastdsico

Figura 11. Fenémeno de organotropismo metastdsico guiado por integrinas en el cdncer de mama.
Modificada de: Steinbichler TB, Dudas J, Riechelmann H, Skvortsova II. The role of exosomes in
cancer metastasis. Semin Cancer Biol. 2017; 44:170-81 (21)

3.5 EXOSOMAS EN LA RESISTENCIA A FARMACOS ANTITUMORALES

Como se explicard a continuacidn, los exosomas derivados de las células tumorales son
capaces de provocar que el tumor desarrolle resistencia contra los tratamientos

antineopldsicos.

La resistencia terapéutica puede ser transferida a través de los cambios que
producen los microARN que contienen los exosomas y que posteriormente transfieren a
las células receptoras (18). En este sentido, se han identificado algunos microARN que

32



pueden conferir resistencia al tratamiento con tamoxifeno, que es junto con los
inhibidores de la aromatasa, el principal tratamiento antitumoral para los tumores con
receptores hormonales positivos. Sempere et al. (28) han demostrado que existen
microARN contenidos en exosomas, como microARN-221 y microARN-222, que pueden
conferir resistencia al tamoxifeno, ya que estos microARN regulan negativamente los
receptores de estrégeno a (REa). Ademds, es posible que células tumorales resistentes al
tratamiento con tamoxifeno puedan transferir estos microARN-221 y microARN-222 a
células que son sensibles al tamoxifeno, pudiendo aumentar asi su resistencia al
tratamiento antitumoral (28). Se ha demostrado que las células tumorales resistentes a
los fA&rmacos muestran una mayor liberacién de fAirmacos quimioterdpicos a través de los
exosomas (29).

Por otro lado, los exosomas tienen la capacidad de interferir en las vias de
circulacién del farmaco, de tal manera que los farmacos y sus correspondientes
metabolitos pueden ser encapsulados y expulsados en vesiculas (18). En el cancer de
mama HER2 positivo, los exosomas secretados por el tumor contienen en su superficie la
proteina HER2, y se ha demostrado que estos exosomas son capaces de unirse y secuestrar
al farmaco trastuzumab, disminuyendo de este modo su potencial terapéutico. La
secrecién de exosomas ricos en HER2 en cancer de mama podria ser un factor que
contribuyera al desarrollo de la resistencia a los tratamientos anti-HER2 en el cancer de

mama (7).

Debido a estas caracteristicas que confieren los exosomas tumorales en la
disminucion de la respuesta terapéutica, en la actualidad se plantea la posibilidad de
desarrollar inhibidores de exosomas para conseguir aumentar la sensibilidad de las
células tumorales a los tratamientos contra el cancer (18).

3.6 EXOSOMAS COMO BIOMARCADORES DE CANCER

Debido a la presencia de los exosomas liberados por células tumorales circulantes en
sangre, los exosomas podrian ser utilizados como biomarcadores en determinados tipos
de canceres, entre ellos el cancer de mama. El analisis de estos exosomas circulantes se
puede llevar a cabo mediante una novedosa técnica, conocida como biopsia liquida.

La biopsia liquida se ha convertido en una técnica revolucionaria que proporciona
nuevas perspectivas y dimensiones en el campo de la oncologia médica (36). Esta técnica
permite la deteccion de células tumorales circulantes (CTCs), ADN circulante libre
(cADN), ADN tumoral circulante (ctADN) y exosomas circulantes, y podria convertirse

en una fuente de informacion gendmica en los pacientes con cancer (36).

La biopsia liquida se puede obtener mediante la extraccién de la sangre, asi como
de otros fluidos organicos como son la saliva, la orina, el liquido pleural, el liquido
amniotico, la leche materna o el liquido cefalorraquideo (30).
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Las biopsias quirdrgicas se consideran a dia de hoy el gold standard para el
diagndstico y la eleccion del tratamiento, sin embargo, presentan deficiencias inherentes
a la propia técnica como la falta de accesibilidad en determinados canceres, la falta de
informacidén sobre la heterogeneidad espacial y temporal del tumor, el riesgo de efectos
adversos para el paciente por el propio procedimiento de la biopsia y el alto coste
econdémico (36).

Las ventajas principales (Tabla 4) que aporta en comparacién con la biopsia
quirdrgica es que es un método minimamente invasivo ya que puede realizarse mediante
una simple extraccién sanguinea. Por otro lado, puede realizarse cuando el acceso para
biopsiar el tejido tumoral no sea posible, superando las limitaciones de acceso a los tejidos
(36). Ademas, al ser incruenta y conllevar menor riesgo para los pacientes, permite el
control de una manera mds frecuente (37) y permite poder evaluar la respuesta al
tratamiento en tiempo real, sirviendo como marcador temprano de recurrencia,
resistencia o metdstasis, y permitiendo llevar a cabo una deteccién rdpida de las

mutaciones de novo. (38).

En cuanto a sus desventajas, uno de los mayores retos actuales radica en la
dificultad para obtener informacién tanto de ctADN como de CTC, ya que la presencia de
estas en sangre es limitada (37). Ademas, la falta de estandarizacion de la técnica hace
que todavia no exista una validacion clinica suficiente para la implantacién de este
método como protocolo rutinario en el diagndstico y seguimiento del cancer (36).

VENTAJAS DESVENTAJAS
¢ Es minimamente invasiva para el paciente e Cantidades limitadas de ctADN y de CTCs
e Requiere solo una pequefia extraccion de en circulacién sanguinea.
sangre e TFalta de estandarizacion de la técnica para la
e Puede realizarse cuando el acceso para la implantacién en la practica clinica

biopsia quirdrgica no sea posible

e Permite el control de los pacientes de
una manera mas frecuente

e Permite evaluar la respuesta al tratamiento
en tiempo real

e Permite detectar precozmente recurrencias,
metastasis o mutaciones de novo

Tabla 4. Exposicion de las ventajas y desventajas de la biopsia liquida. Tabla de elaboracion
propia.

La FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos aprobé la primera
prueba mediante biopsia liquida en junio de 2016 para analisis de mutaciones del
Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) en pacientes con carcinoma de
pulmén no microcitico estudiando la mutacién EGRF v2, para seleccionar a los pacientes
candidatos a tratamiento con inhibidores de EGRF (36).
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Métodos de andlisis en la biopsia liquida

A continuacion, se desarrollardn los diferentes métodos para el aislamiento y el posterior
andlisis del ADN circulante, las células tumorales circulantes y los exosomas circulantes
en la sangre, obtenidos mediante la técnica de biopsia liquida.

El ADN circulante puede ser aislado de la sangre mediante disolventes orgdnicos
como el fenol o el cloroformo. Posteriormente, se lleva a cabo la secuenciacion para la
deteccién, cuantificacién y caracterizacion molecular de estos ADN. Tras el aislamiento
(Figura 12), se realiza una amplificacion mediante PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa) y una secuenciacion NSG (del inglés, Next Generation Sequencing), que es
capaz de detectar cambios en el ADN, como la hipermetilacién, la hipometilacidn,

deleciones, amplificaciones, reordenamiento cromosémico y diferentes mutaciones (36).

Las células tumorales circulantes pueden aislarse mediante sistemas de filtracidn,
mientras que el aislamiento de los exosomas se lleva a cabo primero por centrifugacién y
posteriormente se analizan sus componentes mediante métodos convencionales como el
ELISA (Ensayo por Inmunoabsorcidon Ligado a Enzimas) o el Western Blot (método de

electrotransferencia) (36).
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Figura 12, Método de anélisis mediante biopsia liquida. Modificada de: Mathai R, Vidya R, Reddy B, et al.
Potential Utility of Liquid Biopsy as a Diagnostic and Prognostic Tool for the Assessment of Solid Tumors:
Implications in the Precision Oncology. J Clin Med. 2019; 8(3):373 (36)

35



Numerosos grupos de cientificos se estdn focalizando en el desarrollo de
biomarcadores mas eficientes y precisos de cancer. Ademéas de los biomarcadores
tumorales clésicos, estas moléculas circulantes en sangre se estdn convirtiendo en una
fuente muy accesible, que proporciona amplia informacién sobre las caracteristicas
biolédgicas del tumor obtenidas mediante biopsia liquida (32).

Las ultimas investigaciones han demostrado que mediante la biopsia liquida se
pueden identificar biomarcadores especificos de cancer como EGFR, KRAS, HER2, RET o
SEPT9 en los fluidos corporales de los pacientes con cdncer (36) (Tabla 5). El uso de estos
marcadores como deteccién temprana del cdncer permite una intervencion terapéutica, y
por lo tanto, podria mejorar la supervivencia de los pacientes con cancer (39).

Tipo de cédncer Genes detectados

Cancer colorrectal KRAS, BRAF, TP53, APC, CEA, SEPT9

Cancer de mama HER2, BRCA1

Cancer de pulmoén KRAS, EGRF, BRAF, ERBB2, PIK3CA, ALK, ROS1, RET, HER2,
MET

Cancer hepatocellular TP53, CTNNB1, PTEN, CDKN2A, ARID1A, MET, CDK6, EGRF,
MYC, BRAF, FGFR1, ERBB2

Cancer gastrico MUCI1, CK19, HER2, TERT, CEA

Tabla 5. Genes detectados mediante biopsia liquida en diferentes tipos de céncer.
Extraida de: Mathai R, Vidya R, Reddy B, et al. Potential Utility of Liquid Biopsy as a Diagnostic
and Prognostic Tool for the Assessment of Solid Tumors. J Clin Med. 2019; 8(3):373 (36)

Andlisis de ADN circulante

El ADN circulante es liberado a la circulaciéon sanguinea como fragmentos de
apoptosis y necrosis de las células del organismo (36). Se ha demostrado que la cantidad
de ADNc aumenta con el crecimiento tumoral. Asi, se estima que los pacientes con
tumores de aproximadamente 100 gramos de tamafio (=3x10 10 células neoplasicas)
liberan diariamente el 3.3% del ADN del tumor a la circulacién (36).

Las mutaciones, variaciones del nimero de copias, cambios de metilacién o
variaciones los nucleétidos que se encuentran en el ADNc se pueden analizar (36),
permitiendo identificar las alteraciones gendmicas de las células tumorales, la
heterogeneidad tumoral y las mutaciones metastdsicas (37).

En un estudio reciente realizado con pacientes con cdncer de mama precoz en
tratamiento con quimioterapia adyuvante, se demostré6 que la deteccién de ADN
circulante en sangre durante el seguimiento permitia pronosticar con bastante certeza

recaidas, resistencia al tratamiento y prediccidon de respuesta (9).
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Analisis de células tumorales circulantes

Las CTC son células tumorales que se liberan al sistema circulatorio tanto de los nichos
tumorales primarios como de las metéastasis (36). Aunque su abundancia en sangre es
muy baja (alrededor de 1 célula por cada millén de células sanguineas), se ha demostrado
que el numero de CTCs se correlaciona con la respuesta al tratamiento y la tasa de
supervivencia total (37).

Las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las CTC pueden cambiar durante el
curso de cancer debido a cambios microambientales y terapéuticos (18). Esta deteccidn
precoz de las caracteristicas de las CTC permitiria una detecciéon en tiempo real de
metastasis o resistencias al tratamiento (38).

En cuanto al cdncer de mama, se ha demostrado que las células tumorales
circulantes pueden ser un factor prondstico significativo. La presencia de las CTC podria
constituir un factor de riesgo de recaida de cancer de mama no inferior a los factores
prondsticos habituales (tamafio, grado, proliferaciéon o estado ganglionar). Se estd
estudiando que la caracterizacion molecular de estas CTC puede ser un ttil marcador
predictivo de enfermedad precoz o metastasica (9).

Andlisis de exosomas

Como se ha explicado anteriormente, los exosomas liberados por las células tumorales
contienen en su interior microARN especificos del tumor, que se pueden relacionar con
la fase y el grado de progresidén de este. Por esta razon, los exosomas podrian ser
importantes marcadores diagndsticos y prondsticos para determinados tumores (18).

El analisis del microARN contenido dentro de los exosomas puede indicar la
procedencia del origen celular del tumor (36). A su vez, también la identificacion de las
diferentes proteinas de la membrana del exosoma, puede facilitar la identificacion del
origen celular del tumor (18). Ademas, siguiendo la linea del organotropismo
metastasico, el andlisis de la composicion de las integrinas de los exosomas puede
proporcionar detalles sobre posibles metastasis e invasion de tejidos y érganos (35).

Varios estudios demuestran que, a mayor tamafio del tumor mamario, mayor es
la concentraciéon de exosomas circulantes en sangre. De la misma manera, se ha
demostrado una reduccion de los niveles de exosomas circulantes cuando disminuye el
tamafio tumoral. Este fendmeno también ha sido observado en otro tipo de tumores, como
en el glioblastoma multiforme y en el cadncer de pdancreas, en el que los niveles de
exosomas disminuyeron tras haber llevado a cabo la reseccién quirurgica del tumor (7).

Estudios recientes han demostrado que tanto la glucoproteina Del-1 (locus 1 de
desarrollo endotelial) como la proteina fibronectina encontrados en los exosomas
circulantes en plasma de pacientes con cdncer de mama podrian servir como

biomarcadores muy prometedores de diagndstico en etapas iniciales. Ademads, Del-1
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también es un marcador prometedor para distinguir el adenocarcinoma de mama de otros
tumores benignos de la mama (32).

Se ha observado que la expresién en los exosomas de Survivin-2B, que es una
proteina proapoptdtica, podria usarse como un marcador diagndstico en pacientes en con
cancer de mama en estadio temprano. En cuanto al cdncer en estadio avanzado
metastasico, se ha demostrado que la Anexina A2 (Anx A2) en los exosomas derivados de
células de cancer de mama también puede ser un marcador prometedor de metdstasis
especificas en cerebro y pulmones (32).

En cuanto a los microARN presentes en los exosomas de cdncer de mama, su
patron de expresion se correlaciona con el tipo molecular de cancer y por lo tanto con su
malignidad, por lo que el microARN contenido podria servir como un nuevo biomarcador
en el futuro (32). Eichelser et al (34) estudiaron que los microARN especificos de cancer
de mama se expresan en los exosomas séricos de las pacientes. Encontraron que el nivel
de microARN-373 y microARN-101 exosémico fue méas elevado en las pacientes con
cancer de mama que en las pacientes sanas. Ademas, como se ha explicado anteriormente,
los niveles de microARN-373 se encontraron significativamente mds elevados en las
pacientes con cancer triple negativo que en pacientes con canceres luminales o controles
sanos. Por lo tanto, estos dos microARN podrian utilizarse en el futuro como potenciales
marcadores de cdncer de mama, y microARN-373 en concreto, como indicador especifico
de fenotipo triple negativo (34).

Aunque todavia hay poca informacién al respecto, la posible implicacion clinica
de estos datos esta ya siendo valorada en diferentes ensayos clinicos. En Estados Unidos
se comenzd un ensayo clinico en 2014, en curso durante 6 afios, en el que participaron
pacientes con cancer de mama a las que se les realizaron determinaciones de exosomas
basales mensuales durante el tratamiento quimioterapico y tras la reseccion quirurgica
del tumor. Su objetivo principal es correlacionar los niveles de exosomas con la respuesta
tumoral (este ensayo clinico se ha documentado en https://clinicaltrials.gov, con el
identificador NCT01344109) (7).

Existen otros ensayos clinicos que también estan estudiando el papel patogénico
y metastasico del cdncer de pancreas, cdncer de pulmon o cancer de prostata, mediante
el uso de los exosomas como biomarcadores de cancer (estos ensayos clinicos han sido
documentados en el sitio https://clinicaltrials.gov, con el identificador NCT03108677
para cdncer de pulmén; NCT02702856 para cdncer de préstata; NCT02393703 para
cancer de pancreas) (32).

La deteccion temprana del cdncer y sus metdstasis mediante biomarcadores
analizados por biopsia liquida representa un campo de investigacion en amplio
crecimiento, ya que la cantidad de biomarcadores circulantes identificados en los tltimos
afios estd creciendo exponencialmente. Ademds, una gran cantidad de posibles

marcadores de cdncer circulantes proporciona una nueva perspectiva para la
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caracterizacion del cancer sin necesidad de biopsia quirtirgica (32). En la actualidad se
contindan estudiando estos nuevos biomarcadores y el siguiente paso serd comparar el
seguimiento del tratamiento guiado por biopsia liquida con el estdndar actual mediante
estudios prospectivos aleatorizados (39). Aunque todavia quedan muchas preguntas
abiertas, se espera que la secuenciacion de estas moléculas mediante biopsia liquida
pueda entrar en uso como método diagndstico para el cadncer en un futuro préximo (37).

3.7  POTENCIAL TERAPEUTICO DE LOS EXOSOMAS

En los tltimos afios, numerosos grupos de cientificos han comenzado a desarrollar nuevas
terapias antitumorales basadas en los exosomas. Entre estas estrategias, se encuentra la
eliminacién de los exosomas de la circulacién sanguinea y el uso de los exosomas como
vehiculos portadores de farmacos (18).

1. Eliminacién de los exosomas de la circulacién sanguinea

Como se ha explicado anteriormente, los exosomas liberados por las células tumorales de
mama positivas para HER2 tienen la capacidad de unirse a trastuzumab y secuestrarlo,
provocando la supresiéon de los efectos antiproliferativos del farmaco. Siguiendo esta
linea, han surgido diferentes estudios que proponen como nueva estrategia de
tratamiento la eliminacién de estos exosomas para aumentar la eficacia del tratamiento.
El laboratorio Aethlon Medical (California, Estados Unidos), ha introducido
HER2o0some™ como nueva estrategia terapéutica para inhibir la progresion del cancer de
mama HER2 positivo (26). Este nuevo farmaco, tiene como objetivo la eliminacion
selectiva de exosomas del volumen sanguineo dentro de plazos clinicamente relevantes.
HER2osome™, utilizado como complemento al tratamiento con trastuzumab, permitiria
aumentar los efectos de este, disminuyendo la toxicidad del farmaco y sus riesgos de
interaccion (40).

Otra de las estrategias de tratamiento mdas prometedoras en el cAncer de mama podria
ser la eliminacidén de estos exosomas de la circulaciéon sanguinea mediante hemofiltracion.
En otro estudio realizado por Aethlon Medical que comenz6 en 2011, se planteé un
enfoque terapéutico basado en la hemofiltracién, en la que la sangre de las pacientes
pasaba a través del dispositivo y los componentes del plasma con tamafio inferior a 200nm
(exosomas y viriones) eran absorbidos selectivamente por los poros de la membrana. De
esta manera, en el cdncer de mama con sobreexpresion de HER2, mediante esta
hemofiltraciéon, podrian eliminarse exosomas portadores de HER2 y HER2 soluble
escindido por protedlisis de la superficie celular tumoral, el cual participa en la resistencia
a la terapia con trastuzumab (7).

La hemofiltracion de pequefios componentes del plasma también permite capturar
exosomas liberados por otros canceres, incluidos el cancer colorrectal, el de ovario y el
melanoma. Anteriormente ya se habian realizado estudios en humanos en los que se
demostrd que la hemofiltracién proporcionaba reducciones de la carga viral en individuos
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infectados con hepatitis C (VHC) y virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).
Mediante la hemofiltracion se consiguieron unas reducciones medias de la carga viral de
mads del 50% en individuos infectados sin la administracién de medicamentos antivirales.
Actualmente, este dispositivo es objeto de un ensayo clinico en humanos para evaluar su
capacidad de acelerar la reduccién de la carga viral de VHC cuando se utiliza en
combinacién con la terapia farmacolégica estdndar del VHC. Tras estos resultados tan
prometedores, se esta estudiando en la actualidad si esta hemofiltraciéon también podria
ser eficaz en pacientes con canceres de diferentes tipos en estadio avanzado (40).

En otro estudio realizado por Lentz (41), se estudid la posibilidad de eliminar los
exosomas circulantes mediante la utilizaciéon de hemofiltracién extracorpdrea. En este
estudio, se eliminaron de la sangre proteinas de peso molecular inferior a 120.000 Da,
mediante la técnica de ultraaféresis continua de sangre en 16 pacientes con cancer. Los
resultados fueron prometedores, ya que, de las 16 pacientes, 6 de ellas presentaron una
reduccién de al menos un 50% del tamafio del tumor tras eliminar de la sangre los
exosomas circulantes. Las bases para este tratamiento son similares a los utilizados en la
terapia de inmunoadsorcion de proteinas plasmadticas en pacientes con artritis reumatoide
o purpura trombdtica trombocitopénica idiopatica, ya aprobados por la FDA (7).

2. Exosomas como medio de transporte de firmacos quimioterdpicos

Debido a su funcién en la comunicacién intercelular y a su capacidad de transferir
material con contenido biolégicamente activo a otras células, se estd estudiando la
posibilidad de utilizar los exosomas como vehiculo de fairmacos en el tratamiento del
cancer (18). Se ha demostrado que es posible, mediante la administracién por
nanotecnologia, cargar los exosomas con farmacos para que posteriormente sean
transportados y administrados especificamente a los tejidos tumorales. Siguiendo esta
linea, se esta estudiando que los exosomas pueden transportar quimioterdpicos
empleados en el cdncer de mama, como doxorrubicina, (26) que actiia inhibiendo la
biosintesis de acidos nucleicos. Para estudiar su eficacia potencial como sistema de
administracion terapéutica, se aislaron exosomas de ratén que se diseflaron para expresar
péptidos especificos de integrinas. Estos exosomas se purificaron y se cargaron con el
farmaco doxorrubicina. Se demostrd que las células cancerosas de mama de determinadas
lineas celulares inhibieron significativamente su proliferacién con el tratamiento
exosoma-doxorrubicina, en comparacién con las lineas celulares que no fueron sometidas
a este tratamiento (14).

Estas aplicaciones podrian elevar el valor terapéutico de ciertos quimioterapicos
y, ademds disminuir su toxicidad farmacoldgica sistémica al administrarse contenidos
dentro de exosomas (26). Aunque todavia no se han informado estudios de ensayos
clinicos en humanos mediante el uso de exosomas en el cdncer de mama, existen ya
ensayos clinicos precedentes para este enfoque en los canceres de colon, pulmoén y
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melanoma (estos ensayos clinicos han sido documentados en https://clinicaltrials.gov,
con los identificadores NCT01294072, NCT02310451 y NCT01159288) (14).

Aunque son necesarios todavia mas estudios in vivoy un andlisis mas extenso de
muestras de pacientes para investigar su efecto terapéutico, estos estudios respaldan una
amplia gama de roles importantes que desempefian los exosomas en el cdncer y resaltan
su papel potencial en el entorno terapéutico, lo que permite pensar que sea oportuno el
uso de los exosomas en la prdctica clinica del cdncer de mama asi como en otros tipos de
canceres, en un futuro no muy lejano (14, 26).
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CONCLUSIONES

Tras haber realizado una revisién sobre la biologia del cdncer de mama, la implicacién de
los exosomas en su patogénesis y las posibles oportunidades diagndsticas y terapéuticas
que estos nos ofrecen, los puntos mas importantes a destacar de esta revisién son:

1. Aunque la tasa de mortalidad por cancer de mama ha disminuido de manera
notable en los ultimos afios, este continda siendo la principal causa de muerte por
cancer en mujeres en Espafia, por lo que todavia son necesarios el desarrollo de
técnicas de diagndstico mas precoces y de tratamientos mas eficaces.

2. El estudio de la biologia tumoral y el conocimiento profundo del comportamiento
biolégico del cédncer de mama pueden ayudarnos a desarrollar un abordaje
diagndstico y terapéutico mas especifico de la enfermedad.

3. Los exosomas desempefian un papel fundamental en las funciones de
comunicacion intercelular, ya que son capaces de transferir informacion
biolégicamente activa de unas células a otras.

4. Cuando los exosomas son secretados por células tumorales, interfieren en la
comunicacion celular, promoviendo el desarrollo de tumores, la angiogénesis, la
metdstasis y la disminucion de respuesta al tratamiento antineopldsico en
determinados cdnceres.

5. Las células cancerosas son grandes productoras de exosomas, que estan presentes
en el medio tumoral y en los fluidos corporales de los pacientes con cancer. La
deteccidn los exosomas tumorales en sangre, analizados mediante biopsia liquida,
puede permitir un diagndstico méas precoz del cancer, de sus metdstasis y de sus
recidivas.

6. Desde un punto de vista terapéutico, la eliminacién de los exosomas de la
circulaciéon mediante hemofiltraciéon sanguinea o mediante farmacos inhibidores
de exosomas, puede mejorar el prondstico de las pacientes con cancer de mama.

7. El uso de exosomas como vehiculos de fArmacos antineopldsicos puede permitir
un aumento de la eficacia terapéutica de los quimioterapicos convencionales y la
disminucion de su toxicidad sistémica.

Aunque todavia son necesarios mds ensayos clinicos en pacientes para verificar la
eficacia de los exosomas en la practica clinica real, estas microvesiculas apuntan a ser
muy prometedoras tanto en el entorno diagndstico como en el entorno terapéutico del

cancer de mama, asi como en otros tipos de canceres, en un futuro no muy lejano.
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