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1. Resumen

Las vesiculas extracelulares son estructuras envueltas en bicapa lipidica implicadas en la
comunicacion intercelular, destacando dentro de estas los exosomas, vesiculas de
dimensiones nanomeétricas con mecanismo de formacion selectivo que les confiere una
huella molecular especifica reflejo de su célula originaria. Las vesiculas extracelulares de
pequefio tamafio desempefian numerosas funciones en situaciones fisiologicas y
patoldgicas, entre las que el cancer ocupa un puesto destacado, a través del transporte de
biomoléculas como proteinas o acidos nucleicos reguladores de la expresion génica hasta
células diana, lo que las plantea como novedosas estrategias terapéuticas y diagnosticas.
Las vesiculas extracelulares desempefian un importante papel en el remodelado del
microambiente tumoral, favoreciendo la progresion neoplésica. El cancer de pancreas
presenta un microambiente tumoral especialmente complejo, intimamente ligado a la
proliferacion de células tumorales, desarrollo de quimiorresistencia y metastasis, que,
junto con un frecuente diagndstico tardio, explican su ominoso pronostico pese a los

maltiples esfuerzos por optimizar el manejo actual.

En este trabajo se expone una revision bibliografica de los hallazgos mas recientes
respecto a las funciones de las vesiculas extracelulares como mediadoras de la interaccion
entre células tumorales pancreaticas y su estroma, con el objetivo de esclarecer la
intrincada patogenia de este cancer, detallar sus posibles aplicaciones como
biomarcadores en fluidos bioldgicos y estrategias terapéuticas como dianas, vehiculos e

inmunomoduladores con actividad in vivo.

Sus resultados son prometedores, sin embargo, son multiples las limitaciones que
distancian su traslado a la préactica clinica, precisando mayor investigacion al respecto y

estudios de disefio prospectivo en humanos.



2. Abstract

Extracellular vesicles are lipid bilayer membrane-based structures involved in
intercellular communication. A notable subset are exosomes, which are nanometer-sized
vesicles with a selective formation mechanism that provides them with a specific
molecular signature that reflects their original cell nature. Small extracellular vesicles
perform numerous functions in physiological and pathological situations, among which
cancer occupies a prominent position, carrying biomolecules such as proteins or nucleic
acids that regulate gene expression in target cells, which makes them relevant to novel
therapeutic and diagnostic strategies. Extracellular vesicles play an important role in
remodeling the tumor microenvironment, promoting neoplastic progression. Pancreatic
cancer possesses a particularly complex tumor microenvironment, closely linked to tumor
growth, development of chemoresistance, and metastasis, which, taken together with its
late diagnosis, explain its ominous prognosis in spite of multiple efforts to optimize

current management.

This paper presents a bibliographic review of the most recent findings regarding the
functions of extracellular vesicles as mediators of the interaction between pancreatic
tumor cells and their stroma, with the aim of clarifying its intricate pathogenesis and
describing possible applications of extracellular vesicles as biomarkers in biological
fluids and therapeutic strategies as targets, drug delivery systems and immunomodulators

with in vivo activity.

Its results are promising, however, there are multiple limitations that need to be addressed
in order to transfer their application to clinical practice, requiring further research in this

regard and prospectively designed studies in humans.



3. Glosario

ACDP: Adenocarcinoma ductal de pancreas
CA19-9: Antigeno carbohidrato 19-9 o antigeno sializado de Lewis
CMC: Células madre cancerosas

CRISPR/Cas: Repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente

interespaciadas/enzima con actividad endonucleasa asociada a CRISPR
DNA: Acido desoxirribonucleico
FAC: Fibroblastos asociados a cancer
MAT: Microambiente tumoral
NPMI: Neoplasia papilar mucinosa intraductal
RNA: Acido ribonucleico
circRNA: RNA circular
IncRNA: RNA no codificador largo
MIiRNA/mIR: micro-RNA
RNAmM: RNA mensajero
siRNA: RNA corto de interferencia o de silenciamiento
hnRNP: ribonucleoproteina heterogénea nuclear
TC: Tomografia axial computarizada
VE: Vesiculas extracelulares
PVE: Vesicula extracelular de pequefio tamafio (< 200nm)

VEt: Vesiculas extracelulares derivadas de células tumorales



4. Introduccion

4.1 El auge de las vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares (VE) son estructuras esféricas envueltas en bicapa lipidica
formadas por todo tipo de células de forma fisioldgica y durante procesos patoldgicos,
constituidas por multiples componentes celulares como &cidos nucleicos, lipidos y
proteinas 1. Las VE pueden subdividirse en tres grupos segiin su ruta biogénica:
cuerpos apoptoticos, vesiculas de mayor tamafio con un didmetro de 1-5um generadas
por células en proceso de muerte programada; microvesiculas o ectosomas, derivados de
forma directa de la membrana plasmaética por gemacion, con un diametro de 50-1000 nm;

y los exosomas, de origen endosomal, que abarcan vesiculas de 30-200 nm de diametro
1-3

Originalmente se hipotetizé que los exosomas, descritos por primera vez en 1983 como
una via fisiologica de reciclaje del receptor de transferrina en reticulocitos, representaban
un mecanismo de homeostasis celular para eliminar contenido innecesario*®; sin
embargo, estudios posteriores sugieren su implicacion en la comunicacion intercelular,
demostrandose la capacidad de transferir su contenido a células distantes de la original,
regulando multiples rutas de sefializacion y desencadenando respuestas bioldgicas *°,
cuyas posibles aplicaciones han propulsado el crecimiento de este campo de investigacién

de forma exponencial en las Gltimas dos décadas °.

Existe cierta confusion en la literatura respecto a la nomenclatura, empleandose en
muchas ocasiones el término exosoma para aludir a VE obtenidas por técnicas de
aislamiento basadas en propiedades fisicas como el diametro o la densidad, que no
disciernen su ruta biogénica e implica este término, por lo que la Sociedad Internacional
de Vesiculas Extracelulares establecio en 2018 la necesidad de estandarizar la
denominacion de las VE segun su tamafio, marcadores especificos o su célula originaria®.
De acuerdo con estas directrices los exosomas integran la categoria de pequefias
vesiculas extracelulares (pVE) con un diametro menor de 200 nm, junto con algunas

microvesiculas >°.

Son numerosas las patologias en las que se ha estudiado la implicacion de las pVE,
como enfermedades neurodegenerativas, inflamatorias, cardiovasculares y procesos

neoplasicos; destacandose como potenciales nuevas herramientas diagnosticas, al ser



facilmente accesibles en fluidos corporales y reflejar el estado celular a traves de
alteraciones en su composicion !, asi como terapéuticas, fijandose como dianas o

vehiculos farmacologicos 2.

Estimulados por estos objetivos, se han desarrollado mdltiples estudios enfocados en
dilucidar las rutas intracelulares implicadas en la formacién de pVE, especialmente de los
exosomas, y la caracterizacion de sus componentes (Figura 1) 2’. Estos pueden
dividirse en comunes, entre los que destacan los miembros de la familia de las
tetraspaninas CD63, CD81 y CD9, y proteinas relacionadas con el complejo ESCRT
como TSG101, ALIXy Vps4; y especificos, determinadas por el tipo y estado de la célula
de origen, como proteinas presentes en el citosol, nucleo, superficie o ambiente
extracelular y acidos nucleicos como DNA, mRNA y RNA no codificante, involucrados

en la expresion génica de la célula diana 1.

La biogénesis de los exosomas (Figura 1) se basa en la invaginacion secuencial de la
membrana plasmatica. La primera da lugar a los endosomas tempranos, que al madurar
forman endosomas tardios, cuya membrana se invagina de nuevo formando vesiculas
intraluminales dentro del llamado cuerpo multivesicular, que a su vez puede ser
degradado o fusionarse con la membrana plasmatica liberando estas vesiculas al medio
extracelular, donde se denominan exosomas 2. El proceso de secuestro de proteinas
exosomicas y formacién del cuerpo multivesicular estd mediado principalmente por el
complejo ESCRT e involucra el marcaje con ubiquitina; aunque se han descrito vias
alternativas como la mediada por tetraspaninas, la ruta syndecan-sintenina-ALIX o la

mediada por esfingomielinasa 2.
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Figura 1. Biogénesis y composicion de los exosomas. Tomada de Radler et al. 2

4.2 Funciones de las vesiculas extracelulares en el cancer

Uno de los principales focos de investigacion actual dentro del estudio de las VE es su
papel como mediadoras de comunicacion intercelular en procesos neoplasicos,
participando en la carcinogénesis y progresion tumoral &°; asi como las potenciales

promesas diagnosticas 1° y terapéuticas ! que esto implica.

Las VE derivadas de células tumorales (VEt) desempefian importantes funciones
dentro del microambiente tumoral (MAT), complejo y dindmico entorno intimamente
relacionado con la proliferacion tumoral y metastasis; formado por matriz extracelular y
diversos tipos de células estromales, entre las que destacan células del sistema inmune,
endoteliales y fibroblastos asociados a cancer (FAC) &°. La comunicacion entre tumor y



estroma ha sido clasicamente descrita a través de factores solubles; no obstante, en los
ultimos estudios estan cobrando importancia las VEt, que presentan un comportamiento

similar como mensajeras locales y a distancia (Figura 2) &,

Pre-metastatic niche

formation
Therapy | Fibroblast % —
resistance 7 activation = CAFs
) 4 Y Fibroblasts
> e
-~ D @
QS8 @
A y O eve? 4 Endothelial cell dapoces
1 invasion - ' ) p d ndothelial cells
proliferation umor:ce ‘ Tumor cells i e e~ ~
;o — aggresiveness
migration - - . .
Vascular permeability / Angiogenesis

Immunosuppression / Immune scape

\ = Breg & Treg
o cells

(<) Myeloid-derived
suppressor cells

NK cells

G.-,
0.7
- &
O d‘”€renr1at;0n

-

progenitors cD I M2-like
5 macrophages

Figura 2. Funciones de las VEt en la progresiéh y metastasis tumoral: remodelado del MAT vy

desarrollo de nichos premetastasicos. Tomada de Robado-de-Lope et al. 8

Se ha demostrado que la interaccion entre células tumorales mediante VEt inhibe la
apoptosis, aumenta la replicacion celular, potencia su capacidad migratoria e incluso
puede conferir quimiorresistencia; mientras que su captacion por células del estroma,
se ha relacionado con la activacion de fibroblastos y células madre estromales dando lugar
a los FACs, inmunomodulacion, angiogénesis y alteracion de la matriz extracelular 8°,
estableciéndose asi un dialogo bidireccional entre tumor y estroma que en su conjunto
promueve un ambiente inmunosupresor, inflamacion e hipoxia tumoral, caracteristicas
clave del MAT a favor de la progresion neopléasica °. Las VEt tienen también la capacidad
de realizar esta labor de remodelado en érganos distantes al tumor primario gracias a su
estabilidad en fluidos biologicos, adecuando sus propiedades para hospedar a futuras

células neoplésicas en los llamados nichos premetastasicos °.

Al igual que el resto de pVE, las VEt poseen una huella molecular unica que refleja
el tipo y estado de la célula originaria, de modo que junto a otras ventajas como su



mayor produccion por parte de células tumorales frente a situaciones fisioldgicas, su
estabilidad y facil acceso en fluidos corporales, las plantea como prometedoras
biomarcadoras diagnosticas de céncer, a traves de la biopsia liquida, el anélisis
protedmico y deteccion de acidos nucleicos especificos °. En cuanto a las posibles
aplicaciones terapeuticas de las pVE destaca su uso como vector farmacoldgico,
especialmente quimioterapéuticos o reguladores de la expresién génica, gracias a su
envuelta lipidica que permite la fusion directa con células diana, la posibilidad de ser
derivadas de celulas del propio paciente disminuyendo la reaccién inmune, su tamafio
nanométrico que facilita su acceso hasta el tumor o su tropismo celular modificable por
ingenieria molecular . Otra posible estrategia basada en la capacidad
inmunorreguladora de las VE es la elaboraciéon de vacunas, especialmente las VEt y
derivadas de células dendriticas, con el objetivo de estimular una respuesta inmune
especifica 3. Adicionalmente, pueden ser fijadas como diana terapéutica, bloqueando su
efecto en alguna de las multiples fases de proliferacion y metastasis tumoral en las que se

han visto implicadas 3.

La mayoria de ensayos clinicos publicados centran su punto de mira en la aplicacion de
las pVE 0 exosomas como biomarcadores de diferentes tipos de cancer, aplicacion que
por ahora parece el principal objetivo, puesto que la modificacion por ingenieria
molecular para emplearse como agentes terapéuticos o transportadores farmacologicos es
mucho mas compleja y todavia se encuentra en fases tempranas de desarrollo, con escasos
ensayos clinicos en humanos que hayan publicado sus resultados, aunque los estudios en

animales e in vitro muestren resultados prometedores 1.

4.3 Situacion actual del cancer de pancreas

El cancer pancreéatico supone un problema de salud a nivel mundial pues, pese a tener
una baja incidencia, representando sélo un 2,6 % de todos los nuevos casos de cancer
diagnosticados en 2020 *2, es la neoplasia con peor pronostico 3, con una supervivencia
neta a 5 afios del 7-10% !4, simbolizando la 72 causa de muerte por cancer global 2y la
tercera en Espafia, por detras del de pulmén y colon *. Su incidencia es mayor en paises
desarrollados y en varones, en aumento durante los Ultimos afios, probablemente
reflejando una mayor prevalencia de obesidad, diabetes y consumo alcoholico 2,
principales factores de riesgo junto con el tabaquismo, factores dietéticos, pancreatitis

cronica, antecedentes familiares, raza negra y edad, con una mediana de diagnostico a los
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70 afios 315, Su pobre prondstico se relaciona con la deteccion tardia, con metastasis
sistémicas en méas del 50% de los casos en el momento diagndstico, debido al escaso
reflejo sintomatico en estadios incipientes, con un bajo porcentaje de pacientes candidatos

a cirugia y altas tasas de resistencia farmacoldgica *°.

Dentro de las neoplasias pancreéaticas destaca el adenocarcinoma ductal (ACDP) por
ser el méas frecuente y letal 13, en el que se centrara esta revision. Su patogenia se entiende
como un proceso evolutivo a partir de lesiones precancerosas no invasivas como la
neoplasia intraepitelial microscépica pancreatica, forma mas frecuente dificilmente
detectable por pruebas de imagen; y la neoplasia papilar mucinosa intraductal
(NPMI), lesiones de mayor tamafio con menor indice de malignizacion *°. Dentro de las
alteraciones moleculares relacionadas destacan las mutaciones somaticas del oncogen
KRAS, los genes supresores CDKN2A, TP53 y SMAD4 y las mutaciones hereditarias
asociadas a cancer de pancreas familiar, responsables de hasta un 10-15% del total de
casos; aunque se ha estudiado su asociacion con muchos otros genes e incluso grandes
alteraciones cromosomicas, con frecuente heterogeneidad genética en lesiones
precancerosas y multifocalidad, sugiriendo un origen policlonal *°. Otro factor de gran
importancia en la carcinogenesis del ACDP es su intima relacion con el MAT, formando
un santuario inmunitario protegido por una fuerte reaccién desmoplésica que actia como

barrera fisica frente a los farmacos 3.

El cribado actual de ACDP se centra en pacientes de alto riesgo genéticamente
predispuestos, destacando el sindrome de Peutz-Jeghers, la pancreatitis hereditaria o el
melanoma familiar con nevus atipicos multiples; y se realiza mediante pruebas de imagen,
especialmente TC, y la medicion anual de glucosa o HbALC, puesto que la diabetes
mellitus de inicio reciente es considerado un factor de alto riesgo en estos pacientes *°.
Otro biomarcador ampliamente extendido en la préactica clinica es el antigeno CA 19-9,
de gran utilidad prondstica y en la monitorizacion de la respuesta al tratamiento; aunque
con ciertas limitaciones ***°. Con el objetivo de incrementar el diagndstico precoz de esta
enfermedad, se han estudiado multiples marcadores en sangre, destacando células y ADN
tumorales circulantes y marcadores exosomales; y en jugo pancreatico, con la deteccion
de ADN con mutaciones en TP53/SMAD4 %°,

En cuanto al tratamiento, la mejor opcidn es la reseccion quirdrgica seguida de

tratamiento adyuvante; sin embargo, menos del 20% de pacientes se encuentran en estadio

12



resecable en el momento diagnostico. En los pacientes con enfermedad localmente
avanzada, cobran importancia los tratamientos neoadyuvantes quimioterapéuticos y la
radioterapia con el objetivo de reducir el tamafio tumoral y posibilitar el abordaje
quirargico; reduciéndose las opciones terapéuticas a la quimioterapia en la enfermedad
metastasica. 3%, El tratamiento quimioterapéutico actual se basa en el esquema
FOLFIRINOX (5-fluorouracilo, acido folinico, irinotecan y oxaliplatino) o
gemcitabina mas paclitaxel; aunque han surgido nuevas estrategias terapéuticas basadas

en el perfil mutacional del tumor *°.

Pese a todos los esfuerzos y avances realizados en los ultimos afios, el cancer de pancreas
sigue siendo una enfermedad de prondstico umbrio, con la necesidad urgente de disefiar
métodos eficientes de diagndstico precoz y tratamientos con mayor impacto en la
supervivencia, por lo que una mejor comprension de su patogenia para determinar nuevas
dianas terapéuticas y biomarcadores es de vital importancia. Con este objetivo se plantea
la revision de las posibles funciones de las VE en la patogenia del ACDP y

consecuentes aplicaciones diagndsticas y terapéuticas.
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5. Metodologia

5.1 Materiales

Se ha empleado el sistema de busqueda PubMed para navegar a través de las bases de
datos asociadas a la Biblioteca Nacional de Medicina de Estados Unidos (NLM),
destacando Medline y PubMed Central, con el objetivo de realizar una revision
bibliogréafica de la literatura disponible actualmente sobre las implicaciones de VE en la
patogenia del cancer de pancreas y sus posibles aplicaciones en la practica clinica.
También se ha consultado el catalogo de recursos electronicos ofrecidos por la Biblioteca
de la Universidad de Alcalé.

Adicionalmente se han utilizado las bases de datos de ClinicalTrials.gov y la Plataforma
de Registro Internacional de Ensayos Clinicos (ICTRP) de la Organizacion Mundial de
la Salud, con el fin de extraer informacion referente a los ensayos clinicos desarrollados
hasta ahora en relacidn con las VE como biomarcadores y tratamiento dirigido de cancer
pancreatico. Para completar la vision general sobre la situacion actual de esta enfermedad
se recurrié a informes publicados por la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica
(SEOM) basados en los datos obtenidos del Instituto Nacional de Estadistica y la Red
Espafiola de Registros de Cancer; empleandose las Estadisticas Globales del Cancer

(GLOBOCAN) para consultar su impacto a nivel mundial.

5.2 Métodos

Con el propésito de refinar la busqueda en PubMed, se emplearon los descriptores
MeSH, recogidos en el tesauro producido por la Biblioteca Nacional de Medicina de
Estados Unidos; asi como los operadores booleanos “AND”, “OR”y “NOT”; y los filtros
de busqueda avanzada, como la fecha de publicacién y el tipo de articulo deseado. De

este modo, se siguieron las siguientes rutas para la seleccion de articulos:
e Relacion entre las VE y el cancer:

((("Extracellular Vesicles"[MeSH Terms]) OR ("Cell-Derived
Microparticles"[MeSH Terms]) OR ("Exosomes"[MeSH Terms])) AND
(("Neoplasms"[Mesh]) OR ("Early Detection of Cancer"[Mesh]) OR ("Cancer
Vaccines"[Mesh]) OR ("Antineoplastic Agents'[Mesh]) OR ("Biomarkers,

14



Tumor”[Mesh]))) NOT ("Cardiovascular Diseases"[Mesh]) NOT
("Neurodegenerative Diseases"[Mesh]) NOT ("Communicable Diseases"[Mesh]).

Dado que los articulos seleccionados de esta busqueda sustentarian un apartado de la
introduccidn y servirian para cohesionar los conceptos desarrollados en el cuerpo del
trabajo, se decidid priorizar articulos de revision bibliogréfica que aportaran una
vision panoramica sobre el tema a tratar, lo mas actualizada posible, por lo que se
aplicaron los filtros “review” y afio de publicacion 2023, delimitandose los resultados
obtenidos a 80 articulos. Posteriormente se eliminaron aquellos que se centraban en
un tipo de céncer especifico o0 a los que no se pudo conseguir acceso, reduciéndose a
34, de los cuales se seleccionaron 5 tras la lectura de sus abstracts.

e Relacion entre las VE y el cancer de pancreas:

(("Carcinoma, Pancreatic Ductal"[Mesh]) OR ("Pancreatic Neoplasms"[Mesh]))
AND (("Extracellular Vesicles"[Mesh]) OR (“Cell-Derived Microparticles"[Mesh])
OR ("Exosomes"[Mesh]))

Al ser este el tema central del trabajo, se amplié la seleccién a todo tipo de articulos
cientificos publicados entre 2020-2023, obteniéndose 176 resultados. Tras un primer
cribado se eliminaron 82 por no facilitarse el acceso sin suscripcion, presentar
exclusivamente resultados in vitro, tratar el tema central de la revisién de forma
tangencial o encontrarse articulos similares més recientes y completos. Tras leer el
abstract de los 94 articulos restantes y clasificarlos segin correspondieran a las
funciones de las VE en la patogenia del ACDP, sus posibles aplicaciones en el
diagnostico o en el tratamiento, se seleccionaron 25 articulos priorizando articulos
originales, sin conflictos de intereses, estudios en los que participaran pacientes con
ACDP vy aquellos cuyo contenido fuera de interés en mas de un apartado de la

revision, que aparecen reflejados en la Tabla 1.
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Tabla 1: Articulos cientificos originales incluidos en la revision bibliografica y sus aportaciones
referentes al papel de las pVE en la patogenia del ACDP, aplicaciones diagndsticas o terapéuticas

con actividad in vivo.

PATOGENIA

BIOMARCADORES

TRATAMIENTO

Incrementro de circRNA
PDKZ1 por hipoxia.
Eje miR-628-3p/BPTF,

circPDK1 en pVE
circulantes como

(16) degradacion BIN1, biomarcador sérico
regulacion c-myc, diagnostico y
proliferacion tumoral y prondstico
capacidad invasiva.
Incremento InNcRNA
UCAL en celulas giﬁéﬁ{; f?:/oEmo
tumorales hipdxicas. Eje . ‘-
a7 MiR-96-5p/AMOTL2 y biomarcador sérico
angiogenesis diagnc')s_tico y
' pronostico
INcRNA SNHG11 en
I\_/r;RNA SIS G pVE circulantes como  Bloqueo del eje
(18) il i Ao biomarcador SNHG11/miR-324-
Ejaenr;iloF;;zeiigpNEGFA diagndstico 3p/VEGFA
miR-30b-5p inducido por .
hipoxia disminuye IIRE0D-81 G DY 37 N .
(19) expresion de GJ1 total en sangre como Inhibicion de miR-30b-
provocando angiogenesis g!oma,rcgdor er
iagndstico
sovoling IS DYE
(20) :](nF? Esiﬁﬁmed'ada por sérico diagnostico y Bloqueo de SAEL,
oS S deteccion de hnRNPAL 0 PROX-1.
PRO)?—lg metéstasis linfatica.
Red de comunicacion VE con elevado
entre subpoblaciones P . . Bloqueo de biogénesis
. contenido en agrina L
(21) tumorales mediada por exosomica (Rab 27) y
como marcador . i
pVE. rondstico tratamiento antiagrina.
Eje Agrina/LRP4/ YAP. P '
miR-10%y eje
WWC2/LATS1/2/YAP.
(22) Células madre cancerosas Inhibicion miR-10?
y transicion epitelio-
mesenquimal.
. circRNA-0030167
miR-338-5p como _—
regulador del eje veh_lcullzado por pVE
(23) derivadas de células

WIF1/Wnt8/Bcatenina y
células madre tumorales

madre de médula 6sea
inhibe miR-338-5
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miR-4465 y miR-616-3p
inducidos por hipoxia en

células estrelladas. TR (89 7 IR

3p en pVE sericas

(24) Inhibicion PTEN, bi q
proliferacion tumoral y gpmo' lomarcador
o : iagndstico
capacidad invasiva.
miR-92a-3p, miR-221-3p,
miR-181a-5p, miR-222-
3p y miR-21-5p en pVE Inhibicion de secrecion
derivadas de FAC exosomica mediante
(25) L
expuestos a gemcitabina. bloqueo de
Inhibicion PTEN y esfingomielinasa neutra
quimiorresistencia.
miR-331-3p en pVE
derivadas de FAC Eje
SCARA-5/FAK,
(26) . -
proliferacion celular y
capacidad invasiva.
ANXA-1 en VEt induce
(27) polarizacion M2 de
macrofagos estromales.
miR-21-5p en pVE
derivadas de macrofagos
M2.
(28) Aumento de Inhibicion miR-21a-5p
diferenciacion y actividad
de células madre
cancerosas.
pVE CD 63+y pVE
derivadas de plaquetas
(CD 61+ y CD41+).
(29) Uso combinado de
pVE CD 63+y CA
19.9 en diagndstico
precoz.
Combinacién miRNA
exosomales y miRNA
libre en plasma.
(30) Diagnostico precoz y
uso combinado con
CA 19-9.
miRNA en pVE de
jugo pancreatico y
(31) plasma combinados

con deteccion de
CA19-9
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GPRC5y EPS8 en
pVE plasmaticas.
Diagnostico precoz,

(32) distincion de
pancreatitis y
recurrencias
postoperatorias.
MUCS5AC asociado a
(33) pVE en pacientes con
NPMI de alto grado o
ACDRP invasivo
Exosomas con DNA Aumento de
mitocondrial y mtDNA/DNA nuclear
(34) cardiolipina como posible en pVE circulantes y
mecanismo de evasion mutaciones
apoptotica e inmune especificas.
miR-485-3p en pVE
de_rlvgdos de células MiR-485-3p suprime
epiteliales ductales ' - .
" invasién tumoral in vitro
(35) pancreaticas no tumorales. tastasis pulmonar in
Inhibicion PAK1 frena y metastasis pu
. - o vivo.
invasion y metéstasis
tumoral
SiRNA anti KRAS®'?P en
(36) pVE derivadas de células
mesenquimales
CRISPR/Cas 9
vehiculizado por
(37) pVE derivadas de células
mesenguimales como
supresor de KRAS®2P,
pVE derivadas de células
tumorales aut6logas
(38) modificadas con ligando
de integrina avp3 como
vehiculo de paclitaxel.
Sistema de transporte
dual basado en pVE
derivadas de células
(39) mesenquimales con
siRNA anti galectina-9 y
oxaliplatino como
inmunoterapia
Vacuna antitumoral
basada en
pVE derivadas de células
(40) tumorales expuestas a

mitoxantrona
modificadas con sSiRNA
anti CCL22.
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La busqueda en ClinicalTrials.gov y en la Plataforma de Registro Internacional de
Ensayos Clinicos se realizd bajo los términos “extracelular vesicles” o “exosomes” y
“pancreatic cancer” que ofrecieron un total de 11 y 7 ensayos clinicos respectivamente, 4
de ellos duplicados, ninguno con resultados publicados en el momento actual, por lo que
se seleccionaron Unicamente tres de ellos (NCT03711890 %!, NCT05625529 # y
NCTO03608631 *%) y tres articulos relacionados para suplir la falta de datos concluyentes,
dos incluidos dentro de los articulos originales recogidos en la Tabla 1.

Para elaborar la introduccion del trabajo e integrar los conceptos basicos en los que se
edifica el resto del documento se afiadieron otras referencias bibliograficas, incluyendo
12 articulos de revision obtenidos a través de Pubmed, dos libros electronicos 344 | el
informe sobre las cifras de cancer en Espafia en 2023 publicado por la Sociedad Espafiola
de Oncologia Médica * y los datos de las Estadisticas Globales del Cancer en 2020

recogidos por Sung et al. *2,
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6. Resultados y discusion

6.1 Vesiculas extracelulares en la patogenia del cancer pancreatico

La heterogeneidad es una caracteristica inherente del cancer de pancreas, de manifiesto
tanto en las células y componentes del estroma como en sus distintas subpoblaciones
tumorales; principal causa de su marcada resiliencia, resistencia a tratamiento
farmacologico y nefasto prondstico, fruto de una dinamica y compleja interaccion entre
las células cancerosas y su entorno *°. EI ACDP posee un prominente y desarrollado MAT
de carécter fibroinflamatorio, con un compartimento mesenquimal mayor que el de
otros tumores solidos, pudiendo llegar a representar la mayoria del volumen tumoral,
compuesto principalmente por FAC, células endoteliales, leucocitos y componentes de la
matriz extracelular, cuyas funciones e interrelaciones han sido ampliamente estudiadas
con el objetivo de alcanzar un mayor entendimiento de esta patologia y una mejor
respuesta farmacolégica *°. De acuerdo con el importante papel que desempefia en esta
entidad el MAT vy la cantidad creciente de evidencia acumulada respecto a las
implicaciones de las VE como mediadoras de su remodelado y de la comunicacion
intercelular, estas suponen un enfoque novedoso que podria ayudar a comprender la

patogenia del ACDP y desarrollar nuevas estrategias diagndsticas y terapéuticas % 2.

Uno de los principales mecanismos observados en la comunicacién entre células
tumorales pancreéticas y su entorno a través de pVE, es la transmision de RNA no
codificante, cuyas implicaciones en el cancer han sido extensamente estudiadas en los
altimos afios #44647. Las funciones de estos RNA estan estrechamente ligadas con la
modulacion de la expresion génica a distintos niveles, destacando el papel inhibitorio de
los RNA no codificantes de menor tamaiio como el micro RNA (miRNA) y el RNA
corto de interferencia o silenciamiento (siRNA) 4. Estas moléculas de RNA
bicatenario lineal de 19-25 nucleétidos de longitud, que difieren en su origen endégeno o
exogeno respectivamente, aportan el RNA guia al complejo silenciador inducido por
RNA (RISC) al transformarse en su forma activa de cadena simple, que se aparea con
secuencias complementarias de RNAm especificos impidiendo su traduccion, lo cual
puede tener un efecto oncogénico o supresor en distintos tipos de cancer #*. Otros
miembros de esta familia son los RNA largos no codificantes (IncRNA), caracterizados
por poseer mas de 200 nucleotidos, que suponen un componente emergente en la

patogenia de procesos malignos, con diversas funciones como la sefializacion intracelular,
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soporte del ensamblaje de complejos ribonucleoproteicos, secuestro de factores de
transcripcion o inhibicion de miRNA al actuar como competidores de su mRNA diana “°.
También hay creciente evidencia sobre los papeles fisiopatoldgicos del RNA circular
(circRNA), molécula ciclica con funciones similares al INcRNA pero que a diferencia de
las anteriores presenta ensamblaje covalente de sus extremos, lo que le confiere

resistencia a exonucleasas y mayor estabilidad #’.

Son diversos los estimulos que pueden influenciar la cantidad y composicién de las pVE
secretadas en el MAT, dentro de los cuales cabe resaltar el estrés hipdxico, caracteristica
comdn a todo tipo de neoplasias sélidas °, especialmente en tumores marcadamente
hipovascularizados como el ACDP, reflejo de la intensa reaccion fibrosante del estroma
implicada también en su resistencia farmacoldgica “°. La hipoxia se asocia con un
aumento de produccion de factor inducible por hipoxia (HIF) que regula la expresién
de genes desencadenantes de respuestas adaptativas tumorales °; en concreto, se ha
asociado HIF-1a con el aumento de produccion exosémica por parte de células tumorales
de ACDP con elevado contenido en circRNA-PDK1 8y InNcRNA-UCAL1 Y. El circPDK1
exosomal se ha relacionado con aumento de glicolisis, crecimiento tumoral y metastasis
mediante la potenciacion de c-myc en otras células tumorales a través de dos vias: la
inhibicion competitiva de miR-628-3p que aumenta la traduccion del RNAm de la
subunidad BPTF requerida para la actividad transcripcional de c-myc; y favoreciendo la
ubiquitinacion y degradacion de BIN-1, de naturaleza supresora, como se observa en la
Figura 3 8, El factor de transcripcion c-myc es clave en la regulacion de diversos genes
implicados en la glicolisis tumoral, cuyo incremento es necesario para cubrir la elevada

demanda energética asociada a la proliferacion celular y metastasis .

21



Normoxia Hypoxia
@

Exosomes

o, (o)
Cr s

circPDK1

m. circPDK1

S
miR-628-3p
Ubiquitination miR-628-3p ‘/

£
q BPTF mRNA
9

o
89

p%}x
(o)

Tﬁnslaﬂoy circPDK1 \
Splicing
BIN1 degration ]

\ ANNAN MRNA Tnnscmt
. .

~ Sw £ > I Transcription
e ’ -o%mm
Proliferation Y/ZN"/\N'/\N'/,

Migration eee—— Target genes PDK1 Promoter
Glycolysis /]

’
’

Figura 3: Representacion esquematica del efecto de circPDK1 inducido por hipoxia en la
progresion tumoral. Tomada de Jin et al. 16

Anélogamente, se ha observado un aumento de produccién de VEt y de su contenido en
IncRNA-UCAL1 inducido por hipoxia que al ser captado por células endoteliales secuestra
miR-96-5p produciéndose angiogénesis y crecimiento tumoral por aumento de expresion
de AMOTL-2, proteina de membrana sefializadora de angiomotilina, que regula
migracion y formacion tubular a través de la via de sefializacion de proteinas cinasas
activadas por mitdgenos MAPK/ERK1/2 ', Otro IncRNA detectado en VEt con actividad
angiogenica es el INcRNA-SNHG11, que compite con el RNAm del factor de crecimiento
endotelial vascular VEGFA por su union a miR-324-3p, aumentando su expresion 8.
Chen et al. ° realizaron un estudio transcriptomico de células endoteliales obtenidas de
muestras de ACDP comparando su secuenciacion con células endoteliales de tejido
pancreatico sano, detectandose menor expresion del gen codificador de conexina 43
(GJAL), a su vez silenciado por miR-30b-5p contenido en VEt secretadas en contexto de

hipoxia, provocando migracion y proliferacién vascular.

Al igual que la angiogénesis es un factor predisponente para la metastasis tumoral por via
hematica, la linfangiogénesis promueve la diseminacion linfatica y es caracteristica del

MAT del ACDP %, donde también estan cobrando importancia rutas de sefializacion
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alternativas a VEGF, como la mediada por PROX-1 ?°, En el estudio de Luo et al. %° se
determind que la mutacion KRASC!2P oncogen conductor mas frecuente en ACDP °,
afectaba al mecanismo de clasificacion del contenido exosomal mediado por TSG101, a
través de la modificacion de ribonucleoproteina heterogénea nuclear A1 (hnRNPAL)
provocando su transporte a células endoteliales linfaticas donde impide la degradacion
del RNAmM de PROX-1, cuya expresion se ha visto asociada al mantenimiento y
proliferacion del endotelio linfatico, representado en Figura 4. Esta modificacion
consiste en una SUMOilacién, proceso postraduccional comun implicado en la regulacion
de la estabilidad, localizacion en compartimentos celulares y activacion de diversas
proteinas, mediada en este caso por la enzima SAE-1 cuya expresion se ve inducida de
forma directa por la mutacion KRAS®12P, 20
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Figura 4: Linfangiogénesis por via PROX-1 inducida por SUMOilacién de hnRNPA1
dependiente de KRAS®'?P, Tomada de Luo et al. 2

Otro factor implicado en la progresion neoplasica y remodelado del MAT son las células
madre cancerosas (CMC), subpoblacion celular con alta capacidad replicativa y
potencial de diferenciacion multidireccional, que favorecen la supervivenciay resistencia

quimioterapéutica y estdn intimamente ligadas al proceso de transicion epitelio-
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mesenquimal y metastasis *¢. Recientemente se ha descubierto una red de comunicacion
organizada entre subpoblaciones tumorales mediada por pVE con marcadores
exosémicos, mostrando mayor afluencia procedente de CMC en las que se observo un
elevado contenido en agrina, que unida a su receptor LRP-4 favorece la forma activa del
regulador transcripcional asociado a Yes1 (YAP) en las células tumorales receptoras 2.
También se ha visto asociacion entre activacion de YAP y miR-10a sobreexpresado en
CMC 2y de miR-338-5p que promueve la ruta Wnt/Bcatenina inhibiendo la traduccion
de su supresor WIF1 2. YAP actia como un conductor oncogénico en ACDP 2%, jugando
un papel central en la ruta de sefializacion Hippo, asociada a proliferacion celular,
promocion y mantenimiento de las CMC, transicién epitelio-mesenquimal, resistencia
quimioterapéutica y capacidad autorreplicativa 2. La forma activa de YAP, no
fosforilada, se trasloca al nacleo donde provoca la transcripcion de diversos genes
implicados en la supervivencia celular; mientras que su forma fosforilada es retenida en
el citosol, por lo que la inhibicion por distintas vias de la quinasa LATS1/2, responsable
de esta fosforilacion, provoca mayor activacion de la via Hippo 24?2, De una forma
similar, el bloqueo de la traduccion de su principal inhibidor resulta en la potenciacion de
la ruta de sefalizacion Wnt/Bcatenina que se ha visto asociado con las caracteristicas

propias de las CMC %,

Las células del estroma tumoral también producen pVE con diverso impacto en células
tumorales y otras células del MAT °. La inhibicion del gen supresor PTEN en células
tumorales es la diana de varios miRNA encapsulados en pVE, como los derivados de
células estrelladas pancreéticas hipoxicas 2* o FAC 2°. Los FAC son una poblacion
heterogénea muy abundante en el estroma, responsables del depdsito de la matriz
extracelular caracteristicamente densa del ACDP vy en intima relacion con las células
cancerosas *°. La produccion de exosomas derivados de FAC puede verse incrementada
por la exposicidn a gemcitabina, agente quimioterapéutico ampliamente empleado en esta
patologia °, derivando en la inhibicion del RNAm de PTEN mediada por miRNA y
desarrollo de quimiorresistencia 2°. Otro mecanismo mediado por miRNA transportado
por pVE derivadas de estas células es la inhibicion de la expresion del receptor
“scavenger” SCARA-5 que se ha relacionado con mayor potencial proliferativo, a través
de la pérdida de supresiéon de la quinasa de adhesion focal (FAK); e invasivo, con
elevacion de produccion de metaloproteasas 5. Los receptores “scavenger” son una

familia de rectores de membrana ampliamente expresados en monocitos y macréfagos;
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SCARA-5, en concreto, se ha visto asociado a células epiteliales, con efecto supresor

tumoral al inhibir la expresion de FAK implicada en la migracién celular y angiogénesis
26

Los macrdfagos asociados al tumor son otra poblacion con gran relevancia dentro del
MAT, cuya polarizacion M2 o antiinflamatoria se conoce como fenotipo protumoral
favoreciendo ambiente inmunosupresor, angiogénesis, crecimiento y metastasis °; y es
promovida en el ACDP por VEt con elevado contenido en anexina-1, entre otros
mecanismos 2’. Los macrofagos M2 a su vez se han visto relacionados con la progresion
neoplésica a traves de la produccion de pVE, fomentando por ejemplo la proliferacion y
mantenimiento de CMC mediada por miR-21-5p, que se ve sobreexpresado en esta
subpoblacion tumoral y se asocia con mayor actividad autorreplicativa, migratoria y

resistencia quimioterapéutica 2.

6.2 Aplicaciones de las vesiculas extracelulares en el cancer de pancreas

6.2.1 Biomarcadores

Una de las principales causas de la baja supervivencia del ACDP es el retraso diagndstico,
que limita gravemente el porcentaje de pacientes candidatos a cirugia, unico tratamiento
potencialmente curativo *'°. El antigeno carbohidrato 19-9 (CA19-9), o antigeno
sializado de Lewis, constituye el principal biomarcador empleado en la practica clinica
tanto en el cribado, como en el diagnostico, manejo y prediccion prondstica de esta
patologia; sin embargo, presenta notables limitaciones que resaltan la necesidad de
elaborar nuevas estrategias para abordar el ACDP “°. Dentro de las principales
limitaciones a su potencial como biomarcador sérico destacan: ausencia de expresion en
un 6-22% de la poblacién caucésica con genotipo negativo para la expresion del gen de
Lewis; sobreexpresion en otras patologias gastrointestinales y extraintestinales tanto
benignas como malignas; bajo valor predictivo positivo que lo descalifica como
herramienta de cribado; sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo y
negativo subdptimos para el diagnostico, quedando relegado al uso adyuvante de pruebas
de imagen, con negligente eficacia para la distincion entre lesiones benignas y
premalignas; y un rango de valores no estandarizado para su uso en el manejo y prediccion
de recurrencias *°. Se han disefiado numerosos estudios para mejorar su rendimiento,
muchos de ellos centrados en detectar nuevos biomarcadores dentro del concepto

revolucionario de la biopsia liquida, que permite la determinacién del perfil molecular
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de todo tipo de fluidos corporales, con el fin de detectar sustancias especificas derivadas

del tumor, como células tumorales o0 DNA circulantes y pVE 1015,

Las pVE presentan ciertas ventajas sobre el resto de sustratos de la biopsia liquida, como
su mayor estabilidad en muestras bioldgicas, composicion especifica reflejo de su célula
originaria y mayor produccion en procesos neoplésicos frente a estado basal fisioldgico
10, Basandose en este Gltimo precepto, Odaka et al. 2° observaron una mayor produccion
de VE circulantes en pacientes con ACDP reflejada en una elevacion de marcadores
exosomicos (tetraspanina CD63) y plaquetarios (CD41 y CD61) frente a sujetos sanos;
demostrando independencia entre marcadores vesiculares y CA19-9, con mejoria del
rendimiento diagndstico en fases precoces al combinar VE CD63+ con CA19-9 frente a
ambos por separado; y fluctuacion de niveles de marcadores de VE de forma similar a
CA19-9 antes y después de cirugia; sin embargo, la aparente elevacion de marcadores
plaquetarios preoperatoria en pacientes que sufrieron recaidas no fue estadisticamente
significativa y se especula que CD63 podria elevarse también en otras patologias
especialmente de naturaleza inflamatoria. Buscando mayor especificidad y rendimiento
diagnostico, otros autores centraron su estudio en componentes concretos de las VEt

como miRNA 3%3! proteinas 2% e incluso DNA mitocondrial 34,

Nakamura et al. * llevaron a cabo un estudio de cohortes retrospectivo multicéntrico a
partir de muestras séricas procedentes de Korea, Estados Unidos y Japdn, determinando
en una primera cohorte potenciales miRNA contenidos en VE circulantes y libres en
plasma sobreexpresados en pacientes con ACDP frente a individuos sanos, Yy
posteriormente validando su rendimiento diagndstico en una segunda cohorte en
comparacion y combinacion con CA19-9. La combinacion de 5 miRNA libres y 8
exosomicos presentd un elevado rendimiento diagnostico en etapas tempranas de ACDP,
siendo capaces de identificar hasta el 91% de falsos negativos con deteccidn aislada de
CA19-9. Otro estudio analizé el uso conjunto de miRNA exosomal en sangre y jugo
pancreatico obtenido de pacientes sometidos a ecoendoscopia y estimulacion con

secretina, mostrando solo una modesta mejoria frente a CA19-9 31,

El estudio protedmico de pVE aisladas por ultracentrifugacion del suero de pacientes
revel6 elevacion de GPRC5, de la familia de receptores asociados a proteina G, y EPS8,
sustrato de la ruta del factor de crecimiento epitelial, cuyo uso combinado mostraba buena
precision diagnostica en fases iniciales, con independencia y mejoria del rendimiento de

CA19-9, asi como potencial discriminatorio frente a pacientes con pancreatitis y
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predictivo de recurrencias postoperatorias; sin embargo, el tamafio muestral fue pequefio,
especialmente para el estudio de las recurrencias, no se determiné el origen celular de las
pVE y el anélisis protedmico fue complejo y requeria técnicas de laboratorio no presentes
en la préctica clinica habitual *2. Con el objetivo de salvar esta dificultad técnica, Yang
et al. 2 emplearon un dispositivo de lectura digital de ELISA en un estudio basado en la
deteccion de proteinas contenidas en VE como biomarcador que permita diferenciar
lesiones preneoplasicas de alto grado o ACDP invasor dentro de pacientes con NPMI
detectadas por imagen, destacando la sobreexpresion en vesiculas circulantes de la
glicoproteina secretora de mucina MUCS5AC, con elevada precision y resultados
marcadamente superiores al seguimiento por imagen aislado. Este hallazgo podria ofrecer
un abordaje no invasivo, evitando el seguimiento por imagen a largo plazo y cirugias
innecesarias en lesiones de bajo grado, gran dilema afrontado en el manejo de esta
patologia debido al creciente diagndstico de este tipo de lesion con bajo indice de
malignizacion, detectando de forma precoz aquellas con displasia de alto grado o que
entrafien un ACDP incipiente, por lo que seria de gran interés desarrollar estudios
prospectivos que permitan su incorporacion a la practica clinica . Un ejemplo de esto es
el ensayo clinico NCT03711890, que pretende determinar la eficacia de la tomografia de
coherencia éptica con ultrarresolucion en el seguimiento de pacientes diagnosticados con
NPMI; y, adicionalmente, se les esta extrayendo muestras sanguineas para analizar la
presencia de marcadores exosdmicos y comparar la eficacia de ambos métodos en la

deteccion de ACDP microinvasor en pacientes con esta lesion premaligna 4%,

Otro descubrimiento reciente es el aumento de la proporcién entre DNA mitocondrial y
DNA gendmico en pVE circulantes de pacientes con ACDP frente a controles sanos, 1o
que podria tener un significado diagnostico al detectar su elevacion o mutaciones
especificas; ademas, el alto contenido en DNA mitocondrial junto con la presencia de
cardiolipina en VEt podrian explicar un mecanismo de escape apoptético de células
tumorales, evitando también desencadenar una respuesta inmune, al evacuar estos

contenidos mitocondriales a través de exosomas 34,

Otras moléculas contenidas en VE implicadas en la patogenia que han presentado
potencial como biomarcadores séricos in vivo y/o se han relacionado con mal pronéstico

aparecen reflejadas en la Tabla 1.

Como resaltan Yoshioka et al. * las pVE circulantes podrian optimizar la sensibilidad

de CA19-9 en fases precoces, puesto que, a diferencia de este Gltimo, su concentracion
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no depende unicamente del tamafio tumoral; sino que, al estar implicadas en la progresion
del ACDP, se encuentran elevadas en fases incipientes en las que el remodelado del MAT
es vital para la supervivencia de las células cancerosas, lo que explicaria la mejoria del
rendimiento diagnostico precoz observada en los estudios con marcadores exosomales

recogidos en esta seccion.

Pese al gran esfuerzo de investigacion y cantidad de informacién emergente respecto al
uso de VE en el diagnéstico de ACDP, los estudios expuestos son de caracter
retrospectivo, la mayoria de ellos con tamafios muestrales limitados y los métodos de
aislamiento y deteccién de componentes de VE diversos, factores que limitan su
reproducibilidad, por lo que es necesaria la realizacion de estudios prospectivos que
validen estos resultados y estandaricen los métodos de obtencidon de este potencial

biomarcador tan prometedor.

Con este fin se ha disefiado el ensayo clinico ExoLuminate (NCT05625529) 42, con un
gran tamafio muestral (1000 adultos), que busca probar la eficacia diagnéstica en ACDP
de un panel basado en marcadores exosémicos comparado con las técnicas de cribado
actuales, a través del método de deteccion exoverita® °°, sistema desarrollado para el
estudio protedmico de pVE circulantes en el diagndstico precoz de cancer pancreatico,
ovarico y vesical, que se basa en el aislamiento de VE plasmaticas mediante un campo de
corriente eléctrica alterna. Esta plataforma tiene ademas capacidad de deteccién
multiémica, por lo que puede incorporarse la deteccion de otros biomarcadores como
acidos nucleicos *°. ExoLuminate es un estudio de cohortes prospectivo multicéntrico que
planea incluir a pacientes de alto riesgo para desarrollar ACDP en una primera cohorte y
pacientes con alta sospecha de cancer de pancreas o ACDP ya diagnosticado en una

segunda 2.

6.2.2 Dianas terapéuticas

El conocimiento de los mecanismos intrinsecos que rigen la carcinogénesis y desarrollo
tumoral es fundamental para la elaboracion de terapias dirigidas, cuyas indicaciones
actuales en el ACDP se restringen ciertos perfiles mutacionales y no han mostrado gran
impacto en la supervivencia global **; sin embargo, las numerosas aportaciones cientificas
sobre las implicaciones de las VE en la patogenia del cancer, las sitdan en el punto de

mira como potenciales dianas terapéuticas 3.
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Como se ha descrito previamente, las VE estan integradas dentro del MAT del cancer de
pancreas, regulando multiples vias que favorecen la progresion tumoral, por lo que varios
trabajos de investigacion han experimentado con la supresion de la maquinaria de
biogénesis exosomica en ratones con xenoinjertos de ACDP, como el bloqueo de la
esfingomielinasa neutra ?° o de Rab27a 2! con los que se observd disminucion del
crecimiento tumoral; no obstante, estas rutas son comunes para la produccién de
exosomas en el resto de células del organismo, por lo que seria importante descartar otras

repercusiones sistémicas.

Otros estudios emplearon abordajes mas especificos, bloqueando rutas concretas
asociadas a la comunicacion extracelular mediada por VE, como la inhibicion de la
angiogénesis tumoral mediante el bloqueo in vivo de INCRNA-SNHG11 *8 o0 de miR-30b-
5p *° e in vitro del eje Inc-UCAL/AMOTL-2 Y7, planteando nuevas estrategias para
disminuir la proliferacion de vasculatura aberrante y metéstasis. Analogamente, Luo et
al. ° observaron una marcada disminucién en la linfangiogénesis e invasion ganglionar
in vivo al bloquear SAE-1, responsable de la SUMOQilacion y empaquetado exosémico de
la ribonucleoproteina nuclear heterogénea A1 (hnRNPAL), reduciendo asi la expresion

de PROX-1 en células endoteliales.

Se ha analizado también la capacidad de reducir la subpoblacién de células madre
cancerosas, determinada mediante la disminucion de expresion de marcadores celulares
asociados, potencial replicativo y metastasico, a través de la supresion de diversas
moléculas como agrina 2!, miR-21-5p 2y miR-10a 2.

Todas las rutas celulares asociadas a VE descritas en el apartado enfocado en la patogenia
tumoral ofrecen una perspectiva terapéutica, aunque sélo algunos hayan comprobado su
eficacia in vivo, por lo que se requiere mayor investigacion al respecto antes de poder

Ilegar a aplicarse en humanos.

6.2.3 Vehiculos terapéuticos

Las VE poseen ciertas caracteristicas que han propulsado la investigacion en torno a su
uso como vectores terapéuticos, especialmente dentro del cancer, como su bicapa lipidica,
origen enddgeno, funcion intrinseca como mensajeras intercelulares, dimensiones
nanométricas y tropismo celular que podria permitir dirigir agentes terapéuticos a células
especificas reduciendo la toxicidad sistémica *; sin embargo, hay ciertos obstaculos que

deben ser salvados para que su aplicacion se convierta en una realidad, en general
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relacionadas con la optimizacion de su produccion y control farmacocinético 3. Las
principales estrategias estudiadas en relacion con el cancer se basan en la transfeccion de
RNA no codificante y agentes quimioterapéuticos 1.

Dentro de la utilizacion de RNA enddgenos como moduladores de la expresion génica
en ACDP se pueden explotar tanto su capacidad inhibidora bloqueando rutas oncogenicas

en las que se ven sobreexpresados 2

, como sus propiedades supresoras tumorales,
reponiendo sus niveles disminuidos en el proceso neoplasico *. Yao et al. 2 demostraron
que el circRNA_0030167 presente en pVE derivadas de células madre mesenquimales de
médula dsea era capaz de secuestrar el miR-338-5p sobreexpresado en CMC y
responsable del bloqueo de la traduccion del factor supresor WIF1, disminuyendo su
capacidad replicativa en ratones. Por otro lado, apoyandose en el efecto restrictivo
tumoral de pVE derivadas de células ductales pancreaticas sanas ricas en miR-485-3p,
con baja expresion en muestras de pacientes con ACDP relacionada con mal prondstico
e invasion linfatica y perineural, Li et al. 3 demostraron que la restauracion de niveles de
este miRNA con funciones defensivas suprimia la invasion tumoral in vitro y la metastasis

pulmonar in vivo.

Otro abordaje explorado es la transmision de inhibidores exdgenos de la expresion del
gen conductor KRASG?D 3 través de distintos mecanismos como VE portadoras de
siRNA % o CRISPR/Cas9 %',

Los siRNA presentan un funcionamiento similar a los miRNA, inhibiendo la expresién
de RNAm diana a través del complejo silenciador inducido por RNA (RISC), aunque
presentan algunas diferencias como su origen a partir de material genético exogeno,
considerado un mecanismo de defensa frente a infecciones virales en células eucariotas;
y la mayor complementariedad entre su secuenciacion y la del RNAm, provocando su
escision y degradacion frente al secuestro caracteristico asociado a miRNA #. Kamerkar
et al. *® demostraron el efecto terapéutico de exosomas derivados de células
mesenquimales modificados con siRNA dirigido frente al RNAM de KRAS®™P en
ratones, con superioridad frente a su vehiculizacion en liposomas atribuible a la expresion
exosdmica de CD47, proteina transmembrana asociada a integrinas que inhibe fagocitosis
por monocitos y macrofagos al unirse a su receptor CD172a prolongando la vida media
circulatoria; y a la alta capacidad macropinocitica por parte de células cancerosas en
ACDP, mejorando su captacion y afinidad por el tejido tumoral. Basandose en estos

resultados se ha disefiado el ensayo clinico NCT03608631, que busca determinar la
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seguridad y eficacia de este tratamiento en pacientes con ACDP avanzado con mutacion
KRAS®!2P 4 E| ensayo esta en fase 1, centrado en probar la seguridad de la
administracion intravenosa de exosomas derivados de células madre mesenquimales
cargados con siRNA y detectar posibles efectos adversos graves, definiendo sus objetivos
primarios como la identificacion de la maxima dosis tolerada y determinacion de la
toxicidad limitante de dosis. De forma secundaria pretende establecer el perfil
farmacocinético del farmaco y su impacto en el control de la progresién de la enfermedad

y supervivencia 4.

Un sistema de defensa similar encontrado en células procariotas frente a cidos nucleicos
exogenos es el complejo CRISPR/Cas, en el que una secuencia transcriptomica actta
como guia para la escision de segmentos diana invasores en el genoma, por lo que
representa una potente herramienta en ingenieria genética **. El estudio de McAndrews
etal. 3" puso a prueba la transfeccion de CRISPR/Cas9 dirigido contra KRAS®!2P a través
de exosomas derivados de células madre mesenquimales, de modo que el fragmento de
RNA guia fuera complementario de esta mutacion y dirigiera a la endonucleasa Cas9
contra ella, demostrando la reduccién de la transcripcion del gen KRAS mutado y
proliferacion tumoral in vitro e in vivo en modelos murinos de ACDP, lo cual podria
suponer una ventaja frente a inhibidores postranscripcionales como siRNA al erradicar el
gen mutado y no requerir administracion continua; sin embargo, al no ser este el Unico
conductor oncogénico, su eficacia podria verse limitada y deben considerarse también

posibles alteraciones del genoma indeseadas.

Son multiples las barreras defensivas del ACDP frente a agentes quimioterapéuticos
habituales, aparte de la heterogeneidad entre subpoblaciones tumorales, capacidad
autorreplicativa de CMC y complejas interacciones entre células tumorales y estroma que
ya se han explicado; el cancer de pancreas se caracteriza por una baja densidad vascular
e intensa reaccion desmoplasica que dificultan la penetracion y difusidn de farmacos en
el tejido tumoral *°. Con el objetivo de solventar este impedimento, el estudio de Al
Faruque et al. 3 ofrece una novedosa perspectiva sobre la modificacion molecular y
tropismo de VEt autdlogas como vector de paclitaxel hasta células pancreéaticas
neoplasicas. Las VEt extraidas de cultivo celular de ACDP fueron modificadas con un
péptido de superficie con elevada afinidad por integrina avf33, con marcada expresion en
células tumorales pancreaticas, y nanoparticulas magnéticas, ambos a través de la unién

a lipidos pegilados, alteracion que aumenta la vida media en sangre, y sometidas a
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sonicacion suave para introducir el paclitaxel, resultando en VEt modificadas como

aparece representado en la Figura 5A %,

Fluorescent

; ’ labeling

2 oiR ®  giotin © re0 @ Ppaciitaxel
o~ pepepec 2 Streptavidin MNPs HT-29 xenograft

Figura 5: VEt modificadas como vehiculo de paclitaxel. A) Composicion de VEt
modificadas. RGD: péptido con afinidad por integrina av3. MNPs: nanoparticulas
magnéticas. DSPE-PEG: lipido pegilado. B) Representacion esquemaética de las VE
modificadas y ambos modelos murinos con xenoinjerto tumoral. PANC-1: linea celular
de ACDP humano. U937: linea celular monocitica humana. HT-29: linea celular de
cancer colorrectal humano. Adaptada de Al Faruque et al.

Los objetivos principales eran comprobar los cambios que estas particulas inducian en la
distribucion y captacion tumoral de paclitaxel atribuible al péptido de superficie y/o a la
exposicion a un iman permanente sobre la region tumoral, asi como sus repercusiones
farmacocinéticas y retencion circulatoria. Adicionalmente, se usaron estas mismas VEt
modificadas en otro modelo murino con xenoinjerto de cancer colorrectal y VE derivadas
de otra linea celular no tumoral con la misma modificacion peptidica de membrana en el
modelo original como se observa en la Figura 5B con el objetivo de cuantificar el
tropismo atribuible a la homologia entre tumor y VEt frente a la alteracion la superficie
de las vesiculas 8. Sus resultados demostraron eficacia de la modificacion peptidica
mejorando la afinidad de las VEt con paclitaxel por el tumor, con mayor tropismo de VEt
autdlogas que alostéricas y transfeccion efectiva del agente quimioterapéutico
suprimiendo la progresion tumoral en el modelo con xenoinjerto de ACDP; sin embargo,
las nanoparticulas magnéticas no contribuyeron a una mayor eficacia . Estos resultados
muestran que una mayor afinidad por integrina con elevada expresion tumoral incrementa

la llegada de VEt modificadas al pancreas, beneficio que no se obtuvo al aplicarse estas
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mismas VEt en el modelo con xenoinjerto de cancer de colon que no presenta altos niveles
de integrina avp3; sin embargo, de ser Unicamente debido a esta modificacion, las pVE
derivadas de otra linea celular con la misma modificacion serian igual de efectivas, por
lo que también se demostro que parte de la afinidad por el tumor se debe a su naturaleza
autologa, posiblemente asociada a componentes de membrana analogos a la célula

originaria %,

6.2.4 Inmunoterapia

El ACDP se caracteriza por presentar un ambiente marcadamente inmunosupresor, con
escasez de antigenos tumorales, disminucion de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase 1 (MHC1) en la superficie de células cancerosas, deficiencia
de mecanismos presentadores y exclusion de poblaciones activas linfocitarias a favor de
células supresoras, lo que restringe de forma acusada la efectividad de la inmunoterapia
en este tipo de cancer *°, limitandose a la utilizacion de inhibidores PD1/PDL1 en
pacientes con inestabilidad microsatelital, tipica del sindrome de Lynch que aparte de
cancer colorrectal asocia cierta elevacion de riesgo de cancer de pancreas .
Aprovechando las propiedades que la célula de origen les confiere a las pVE, asi como
todas aquellas ventajas que las convertian en un buen vehiculo terapéutico, se ha
estudiado su posible aplicacion en la inmunomodulacion del MAT, especialmente pVE
derivadas de células madre mesenquimales, células dendriticas y células tumorales,

pudiendo usarse estas dos Ultimas como vacunas antitumorales 2.

Los dos estudios recogidos en esta revisién que abordan la aplicacion de VE como
inmunoterapia en ACDP se basan en la potenciacion del mecanismo de muerte celular
inmunogénica, desencadenado por ciertos agentes quimioterapéuticos como la
mitoxantrona o el oxaliplatino, por el que las células tumorales cambian la composicion
de su membrana exponiendo calreticulina y liberan factores solubles como proteinas de
alta movilidad del grupo 1 (HMGB1) y ATP, procesos implicados en la activacion del
sistema inmune letargico a través de la maduracion de células dendriticas, exposicién

cruzada de antigenos tumorales y activacion de linfocitos T citotoxicos (TCD8+) 3940,

El primero empled VE derivadas de células madre mesenquimales como vehiculo dual
de oxaliplatino en superficie y siRNA dirigido contra galectina-9 en su interior *. El
objetivo de estas modificaciones era lograr un efecto sinergico entre la muerte

inmunogénica inducida por oxaliplatino con activacion de células dendriticas y
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reclutamiento de linfocitos, y la inhibicion de la expresion de galectina-9 en células
tumorales, cuya interaccion con macrofagos promueve la polarizacion M2 y escape
inmune. Se demostré eficacia en xenoinjerto de ACDP en ratones con disminucion de
subpoblacion M2 de macrdéfagos e infiltracion de linfocitos T citotdxicos con actividad

antitumoral %.

Por otro lado, Zhou et al. “° indujeron muerte inmunogénica en células tumorales in
vitro mediante la exposicion a mitoxantrona y extrajeron las VE resultantes del
sobrenadante, bajo la acertada teoria de que estas presentarian un contenido elevado en
materiales inmunogenicos relacionados con la muerte celular y antigenos tumorales que
permitieran su uso como vacuna. También buscaron potenciar este efecto con otras
modificaciones, cuyos mecanismos de accion aparecen representados en la Figura 6,
como la adicién de un péptido de superficie asociado a actividad de linfocitos T
citotoxicos y siRNA dirigido contra CCL22, ligando de quimiocina con motivo CC
producido por células dendriticas que al interaccionar con su receptor CCR4 promueve

reclutamiento de linfocitos T reguladores e inmunosupresion 4°.
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Figura 6: Representacion del mecanismo de accién de VE derivadas de células tumorales
expuestas a mitoxantrona modificadas con péptido de superficie y siRNA en la maduracion de
células dendriticas y sus interacciones con linfocitos. CRT: Calreticulina. CLT: linfocitos T

citotoxicos. DC: células dendriticas. Treg: Linfocitos T reguladores. Tomada de Zhou et al. #°
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Tras mostrar efectividad in vitro, se administraron a ratones con xenoinjerto de ACDP de
la misma linea celular por via intramuscular, con el objetivo de salvar la barrera fisica
impuesta por el fibroso estroma del tumor y baja densidad vascular a través de su
distribucion por via linfatica, que probO conseguir una rapida captacion pancreatica
reduciendo retencion hepatica. Los resultados in vivo demostraron disminucion de
linfocitos T reguladores, reclutamiento de células dendriticas maduras y linfocitos
TCD8+ activos, ralentizacion del crecimiento tumoral y potenciacion de efectos

terapéuticos al combinarse con gemcitabina y paclitaxel *°.
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7. Conclusiones

De acuerdo con la informacion expuesta en apartados anteriores, se concluye que:

1. Lacomunicacion intercelular mediante pVE desempefia un importante papel en
el remodelado del MAT del ACDP a través del transporte de biomoléculas hasta
células diana, como RNAs no codificantes reguladores de la expresion génica y
diversas proteinas implicadas en rutas de sefializacion intracelular.

2. Tanto las VEt como pVE derivadas de células estromales circundantes han
demostrado estar implicadas en la patogenia y progresion neoplasica a distintos
niveles, como la reprogramacion metabolica y proliferacion de células tumorales,
aumento y mantenimiento de la subpoblacion de CMC, desarrollo de resistencia
farmacoldgica, escape inmune, angiogénesis, linfangiogénesis, invasion tumoral
y metastasis.

3. Las pVE presentes en fluidos corporales contienen marcadores que podrian ser
utilizados en el diagnostico precoz, seguimiento y valoracion prondstica de
pacientes con ACDP, optimizando el rendimiento de CA19-9 en fases incipientes
debido al incremento de su produccion por células tumorales pancreéticas.

4. Las pVE pueden ser empleadas como diana terapéutica en ACDP en ratones,
bloqueando la biogénesis exosdmica o vias de sefializacion a las que se han visto
asociadas.

5. Las pVE pueden utilizarse como vehiculos farmacoldgicos de reguladores de la
expresion genica especificos, incluyendo RNA no codificantes y el complejo
CRISPR/Cas, o agentes quimioterapéuticos como el paclitaxel, con buenos
resultados en modelos murinos.

6. Las pVE modificadas son capaces de desencadenar una respuesta inmune
adaptativa antitumoral en ratones con xenoinjerto de ACDP a través de la

potenciacién de la muerte celular inmunogénica de células tumorales.

Valorando en conjunto las conclusiones de esta revision, se puede afirmar que un estudio
mas detallado de las pVE podria ayudar a esclarecer la compleja patogenia del ACDP,
planteando novedosas estrategias diagndsticas y terapéuticas, que, lejos de ser la panacea

de esta letal enfermedad, han mostrado resultados esperanzadores in vitro e in vivo, pero
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requieren mayor estudio para su validacion y escalada a estudios en humanos, con escasos

aungue existentes ensayos clinicos desarrollados actualmente.

Su uso como biomarcadores es especialmente prometedor, considerando la sencillez y
escasa invasividad del analisis de grandes tamafios muestrales sanguineos de pacientes,
en comparacién con el estudio de sus efectos terapéuticos, por lo que podria llegar a
consolidarse la aplicacion de un panel de marcadores contenidos en pVE circulantes en

un futuro no muy lejano.

Es, en definitiva, esperable que este campo de investigacion en auge continle su
trayectoria de crecimiento exponencial y ofrezca alguna de las perseguidas respuestas a

las incgnitas que nublan el abordaje del cancer de pancreas.
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Material y métodos

Introduccion y objetivos

Vesiculas extracelulares Se ha realizado una revision bibliografica empleando principalmente el sistema de busqueda

O Las vesiculas extracelulares (VE) son estructuras esféricas envueltas en bicapa lipidica implicadas en la comunicacién intercelular. PubMed de la Biblioteca Nacional de Estados Unidos (NLM). Tambien se han empleado otras
Segun su ruta biogénica pueden subdividirse en cuerpos apoptéticos, microvesiculas y exosomas. Estos Gltimos, junto con algunas bases de datos como el catalogo de recursos electronicos de la Biblioteca de la Universidad de
microvesiCL”aS’ se pueden clasificar a su vez como VE de Dequeﬁo tamano (DVE) (<200nm) Alcalé., ClinicaITriaIS.QOV, la Plataforma de RegiStro Internacional de EnsayOS Clinicos (M) Yy

Q La formacion de los exosomas esta mediada por mecanismos altamente selectivos, lo que les confiere una huella molecular especifica & pagina web de la Sociedad Espanola de Oncologia Medica (SEOM), con el fin de obtener una
reflejo de su célula originaria, aliciente del mayor interés cientifico por este subgrupo de VE. Dentro de los componentes exosomales Mmuestra representativa de la literatura mas actualizada disponible sobre las implicaciones de las
especificos destacan proteinas y acidos nucleicos implicados en mdltiples rutas de sefializacién intracelular y regulacion de la expresion ~ Vvesiculas extracelulares en el cancer de pancreas, asi como una perspectiva general del tema. La
génica de la célula diana. metodologia empleada para la seleccion de referencias bibliograficas aparece representada en la

Q Dentro de las patologias en las que se han visto implicadas las pVE destaca el cancer. Las VE derivadas de células tumorales (VEt)y figura 1.
de células del estroma circundante acttan como mediadoras del remodelado del microambiente tumoral (MAT), favoreciendo la

progresion y metastasis. P R ClinicalTrials.gov

O Dada su implicacion en la patogenia, especificidad, estabilidad y facil acceso en fluidos corporales, las pVE suponen un prometedor ﬂé;c:}:rr:j;g;g:c? RE
biomarcador diagnostico de cancer a traveés de la biopsia liquida. Otro foco de la investigacion actual es su aplicacion terapéutica como fevisiones N=3)
dianas o aprovechando sus caracteristicas como mensajeras endogenas para el disefio de vehiculos farmacoldgicos e inmunoterapia. 2023 Vesiculas T ——"

extrac'elulares y 9 (N=34) s final En’s:—_uyos
s s cancer clinicos

cancer de pancreas (N=80) (N=5)

O EIl cancer de pancreas es la neoplasia con peor pronostico en paises desarrollados, en los que esta ascendiendo dentro de las , — Lectura Sin conflictos de interés otal d
causas mas frecuentes de muerte por cancer pese a su baja incidencia, debido a su dificil detecciéon y manejo, presentando tasas B“;ﬂupidbaw'lg'g'a' de Patogeria  aplicacones ciicas e
abrumadoras de diagnéstico en fase avanzada con metastasis sistémicas y frecuente resistencia a quimio e inmunoterapia. , L 0

O El adenocarcinoma ductal de pancreas (ACDP), entidad mas frecuente y letal en la que se centrara la revision, se caracteriza por una ext:;izit‘lz"fesy Seleccién -
marcada heterogeneidad entre subpoblaciones tumorales con multiples conductores oncogénicos, destacando la mutacion del oncogen céncer de pancreas g N4 (zﬂg's) .

KRAS. Presenta una intima y dinamica relacion con las abundantes células estromales que lo rodean, resultando en un complejo MAT 1020.9093 (N=176) l .
gue actlia como un santuario inmunitario_protegido por una fuerte reaccion desmoplasica que obstaculiza el paso de farmacos. T ——
Resultadios insire Libros
El objetivo de este trabajo es realizar una revision bibliografica de las posibles funciones de las VE en Trabajs simiars mis e R )

la patogenia del ACDP y consecuentes aplicaciones diagndsticas y terapéuticas.

Resultados y discusion

Figura 2: Representacion esquematica del efecto de circPDK1 Figura 3: Linfangiogénesis por via PROX-1 inducida por ~ Patogenia

inducido por hipoxia en la progresion tumoral. Tomada de Jin et al. (16) SUMQilacion de hnRNPAL dependiente de KRASG12D. Q™) 55 raspuestas celulares desencadenadas por pVE en el ACDP observadas en los estudios recogidos estan
Tomada de Luo et al. (20) : . o . o .
mediadas principalmente por RNA no codificante, encargado de la regulacion postranscripcional de diversas rutas

i Lymphangiogenesis and de sefalizacion implicadas en el crecimiento tumoral, aumento y mantenimiento de la subpoblacion de células
Normoxia Hypoxia Q Decay pROXI mRNAQ Q lymphatic metastasis madre cancerosas (CMC), guimiorresistencia, invasion tumoral y metastasis.
----- O El estrés hipoéxico juega un importante papel como inductor de la secrecion de VEt con elevado contenido en
© T L o \e / a disti.nto,s tip.os de RNA no codificantes relacionados con la r.eprogramacién metabolica, proliferacion tumoral y
0: : - B ;. @ pROXS = ~ angiogenesis. Un e.Jemp.Io de esto aparece re!oresen.tadq en I.a Figura 2. | o
A’“" " iohate: .. d Las VEt pueden inducir angiogénesis vy linfangiogénesis, eventos cardinales para el crecimiento tumoral e
/ endothelial cell | Invasion a distancia a traves de la via clasica ligada al factor de crecimiento endotelial y otras alternativas, como se

observa en la Figura 3. Este hecho podria explicar la baja tasa de respuesta del ACDP a agentes antiangiogénicos
convencionales y expone nuevas dianas terapeuticas.

d Las VEt, especialmente aquellas procedentes de CMC, favorecen el crecimiento de esta subpoblacion tumoral,
transportando RNA no codificante o proteinas capaces de regular las vias Hippo/YAP y Wnt/Bcatenina, cuya

circPDKl
circPDKl
mlR 628 -3p
Ubiquitination miR-628-3p ‘/ = % &
=
q BPTF mRNA

o OVO . m ()d,c,,m(1 activacion se ha visto relacionada con las caracteristicas propias de las CMC, como elevada supervivencia,
rans n . . . . ’, . s . . . , .
SPEY resistencia quimioterapéutica, transicion epitelio-mesenquimal y metastasis.
Spllclng ., . p

DRELDAgration S ,\Nv\ e O Los componentes no tumorales del estroma también suponen una fuente activa de pVE en el MAT del cancer de
) PDAC cell pancreas, especialmente las células estrelladas pancreaticas, fibroblastos asociados a cancer y macrofagos con
B e | e c-myc HIF1A polarizacion M2, cuyos efectos en células tumorales se han relacionado con quimiorresistencia, mayor potencial

Proliferation MAMNYNY l\'/\'/\/\/\/ - lif : : : iacion de CMC

e o ity Dbl KRAS Lymphatic vessel proliferativo e invasivo y potenciacion de .

Rlycoves /] KRASS"2> PDAC cell

Biomarcadores

O La deteccion de marcadores exosomales comunes como la tretraspanina CD63, proteinas y &acidos nucleicos Figura 4: VEt modificadas como vehiculo de paclitaxel. Figura 5: _VEt expuestas a mitoxantrona modificadas como
especificos de VEt circulantes, asi como la combinacién con biomarcadores de distinta naturaleza o determinacion Tomada de Al Faruque et al. (38) vacuna anti-tumoral. Tomada de Zhou et al. (40)
simultanea en jugo pancreatico han demostrado optimizar el rendimiento de CA19-9, marcador ampliamente

Fluorescent

utilizado en la practica clinica, en fases precoces de la enfermedad. Esto podria explicarse por la funcion de las VE | , jibeliga
en la patogenia del ACDP, requiriendo una produccion elevada en estadios incipientes donde el remodelado del MAT ;_:2 i bt j o — /
es vital para la supervivencia de células cancerosas y por tanto su concentracién no dependeria tnicamente del ® %) @ e A T e o
tamano tumoral como el CA 19-9. -l -‘°_. PP - Y o 2o XE
O Los marcadores contenidos en pVE circulantes han demostrado también potencial en el seguimiento y manejo de ® roo ,; W ~
pacientes con neoplasias papilares mucinosas intraductales detectadas por imagen . F MNPs \ ‘ |
d Pese a sus resultados favorables, estos estudios no estan exentos de limitaciones, como su reducido tamafio e ?‘\. & )
muestral, disefo retrospectivo y falta de estandarizacion del método de aislamiento y deteccion de componentes de O rpacitasel ; RGD o
PVE en fluidos bioldgicos, por lo que la futura publicacion de resultados de ensayos clinicos como NCT03711890 y ‘ o =
NCT05625529 puede aportar valiosa informacidon necesaria para su traslado a la practica clinica. o 5 CCL22 SiRN ﬁ—/ !, CRT
D DX -
Estrategias terapeéuticas 7 / // f
d Las pVE pueden emplearse como diana terapeutica bloqueando la biogénesis exosomica o las rutas especificas GO 5 HMGB1% (2) Peptide cross-

descritas en la patogenia del ACDP, demostrando eficacia in vivo las terapias dirigidas contra la angiogénesis,
linfangiogéneis y la subpoblacion de CMC.

O Las pVE han demostrado eficacia como vectores de reguladores de la expresion génica tanto enddgenos, como
exogenos tras ser modificadas por ingenieria molecular. Dentro de estos ultimos destacan los inhibidores especificos
de la mutacion KRASG12D introducidos en exosomas de origen mesenquimal. El ensayo NCT03608631 busca
comprobar su seguridad en humanos.

d El uso de VEt autdlogas modificadas para mejorar su tropismo tumoral como vehiculo de agentes
guimioterapeuticos como el paclitaxel tambien ha demostrado efectividad (Figura 4).

d Las mismas facultades que permiten su uso como vehiculos farmacoldgicos posibilitan la utilizacion de de pVE como
agentes inmunomoduladores, transportando inhibidores de rutas asociadas al ambiente inmunosupresor del MAT, \  b. CLT Activation
especialmente en combinacion con la induccion de muerte celular inmunogénica de ceélulas tumorales o presentando c. Suppresion of \Q &Recruitment
moléculas relacionadas y antigenos tumorales que permitan su uso como vacunas (Figura 5). Treg expansion

[ Las principales limitaciones de estos estudios son la falta de experiencia en humanos, elevada complejidad de HT-20Xenegratt
Ingenieria molecular y variabilidad segun células de origen empleadas, método de administracion y farmacocinética. -

Conclusiones

1. La comunicacion intercelular mediante pVE desempeia un importante papel en el remodelado del MAT del ACDP, viendose implicadas en la progresion neoplasica a
distintos niveles. ] ] ,
Las pVE presentes en fluidos corporales contienen marcadores con potencial en el diagnostico precoz, sequimiento y valoracion pronostica de pacientes con ACDP. B | b I | Og rafla y
Las pVE presentan actividad como diana terapéutica en ACDP en ratones.
Las pVE pueden utilizarse como vehiculos farmacolégicos de reguladores de la expresion genica y quimioterapéuticos con buenos resultados en modelos murinos con ag rad ecimientos
xenoinjerto de ACDP.

5. Las pVE modificadas son capaces de desencadenar respuesta inmune antitumoral en ratones con xenoinjerto de ACDP a traves de la potenciacion de la muerte celular

iInmunogénica de células tumorales.

presentation

: | QlM\u \ ,a. DC maturation
(3) MHC &/
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Los resultados de las publicaciones recogidas en esta revision ofrecen un entendimiento y abordaje novedosos del ACDP, con resultados
prometedores in vitro e in vivo, aungque se requiere mayor estudio para su validacion y escalada a la aplicacion en humanos.
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