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Regulation of immune responses by exosomes derived from
antigen presenting cells

Los exosomas de las células presentadoras de antigeno y
su papel en la regulacién de las respuestas inmunolégicas

José Luis Maravillas-Montero,! Ismael Martinez-Cortés??

Abstract

Cells release several biomolecules to the extracellular environment using them as a communication
alternative with neighbor cells. Besides these molecules, cells also release more complex elements,
like vesicles; structures composed of a lipidic bilayer with transmembrane proteins that protect a
hydrophilic content. Exosomes are a small subtype of vesicles (30-150 nm), produced by many cell
types, such as tumor cells, neurons, epithelial cells and immune cells. Included in this last group,
antigen presenting cells produce exosomes that contain different types of molecules depending
on their activation and/or maturation state. In recent years there has been an exponential interest
in exosomes due to the recent evidences that show the immunomodulatory properties of these
vesicles and therefore, their great potential in diagnostic approaches and development of therapies
for different inflammation-associated pathologies.
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Resumen

Las células liberan biomoléculas de diversa naturaleza a su entorno para comunicarse con las
células vecinas. Ademas de dichas moléculas, secretan también elementos mas complejos como
las vesiculas; estructuras compuestas por bicapas lipidicas con proteinas transmembranales que
encierran un contenido hidrofilico. Los exosomas son un subtipo pequefio de estas vesiculas (de
30 a 150 nm), producidos por una amplia variedad de tipos celulares incluyendo las neuronas,
células tumorales, células epiteliales y células del sistema inmunolégico. De entre estas ultimas,
las células presentadoras de antigeno se han caracterizado como productoras de exosomas
con contenido variable, tanto en condiciones de reposo como en aquellas que derivan de su
estimulacién o maduracion. En los ultimos afios, el estudio de los exosomas ha aumentado debido
a que se ha demostrado que dichas vesiculas poseen propiedades inmunomoduladoras, razon
por la que ostentan un gran potencial en aplicaciones de diagndstico y desarrollo de terapias en
diferentes patologias con componentes inflamatorios.
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Biomarcador

Abreviaturas y siglas

APC, células presentadoras de antigeno

CD, cross-dressing

CIA, artritis inducida por colageno

CP, presentacion antigénica cruzada o
cross-presentation

DAMP, patrones moleculares asociados con dafio celular

DC, células dendriticas

DP, presentacion antigénica directa

DT4, hipersensibilidad tipo 4

EV, vesiculas extracelulares

iDC, células dendriticas inmaduras

IL, interleucina

LPS, lipopolisacarido

Introduccion

La respuesta inflamatoria es un proceso altamente
regulado que integra una compleja red de sefiales que
implican comunicacion celular. Dicha comunicacion
involucra la secrecion y la subsecuente deteccion,
mediada por receptores especificos, de distintas bio-
moléculas como citocinas, quimiocinas e, incluso,
distintos tipos de metabolitos. En este sentido, se
reconoce la existencia de comunicacion intercelu-
lar, tanto unidireccional como bidireccional, entre
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MO, monocito
mDC, células dendriticas maduras
MHC, complejo principal de histocompatibilidad
miRISC, complejo de silenciamiento inducido

por miRNA
NK, célula natural-killer
NSCLC, carcinoma pulmonar de células no pequefas
PAMP, patrones moleculares asociados con patégenos
RISC, complejo de silenciamiento inducido por RNA
TCR, receptores antigeno-especificos de células T
TLR, receptores tipo Toll
TNF, factor de necrosis tumoral
Treg, células T reguladoras

leucocitos y células no inmunoldgicas durante el
inicio, el mantenimiento y la resolucion del proceso
inflamatorio.! La mayoria de las interacciones entre
células del sistema inmunoldgico que no involucran
el contacto directo se dan gracias a citocinas libera-
das en respuesta a diferentes estimulos; sin embargo,
evidencias recientes demuestran la existencia de un
tipo distinto de comunicacion intercelular mediado
por exosomas; un subtipo de vesiculas extracelulares
(EV) capaces de regular procesos inflamatorios.
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De forma general, las EV son clasificadas de
acuerdo con su tamafo y su origen: las EV que se
forman y desprenden directamente de la membrana
plasmatica se nombran como ectosomas; los exo-
somas difieren de estas vesiculas debido a que se
derivan de procesos de invaginacion de membranas
endosomales para formar cuerpos multivesiculares
que se fusionaran posteriormente con la membrana
plasmatica.” Las vesiculas asi liberadas poseen un
tamafio de 30 a 150 nm y se componen de una bica-
pa con composicion lipidica distintiva, diversas pro-
teinas tanto transmembranales como citoplasmati-
cas, asi como diferentes clases de RNA, incluyendo
mRNA, IncRNA y miRNA (Figura 1).3*367 Algunas
proteinas altamente enriquecidas en exosomas son
empleadas como marcadores para identificar a es-
tas vesiculas, algunos ejemplos incluyen a Hsp70 o
las tetraspaninas CD9, CD63 y CD81. Las células

emplean a estas nanovesiculas como medio de co-
municacion con células adyacentes o muy distantes
entre si; las moléculas presentes en la superficie de
las EV les permiten el reconocimiento de células
blanco. Estas vesiculas son capaces de inducir pro-
cesos de sefalizacion a través de interacciones li-
gando-receptor, pueden ser internalizadas mediante
endofagocitosis o pueden incluso fusionarse direc-
tamente con la membrana plasmatica de las células
blanco, liberando su contenido en el citoplasma de
las mismas.’

Los efectos bioldgicos generados tras la cap-
tacion de exosomas por parte de las células blanco
dependen en gran medida de la naturaleza de las
células generadoras de exosomas.®® El contenido
exosomal varia dependiendo de la fuente y las con-
diciones fisiologicas de las células que liberan estas
nanovesiculas: cambios debidos a infeccion, infla-
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Figura 1. Caracteristicas y composicion de los exosomas. Los exosomas se componen por una bicapa lipidica enriqueci-

da en diversos lipidos, asi como diferentes proteinas transmembranales embebidas en dicha estructura. En su interior,

estas microvesiculas contienen diversas proteinas tipicamente citosdlicas derivadas de la célula de procedencia con

funciones enzimaticas, implicadas en transduccion de sefiales, adhesién, presentacion de antigenos o coestimulacion y

proteinas propias de la génesis exosomal. De igual forma, dicho contenido exosomal incluye usualmente diversos tipos
de RNA, incluyendo RNA mensajero (mMRNA) asi como microRNA (miRNA) y RNA largos no codificantes (IncRNA).
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macion o transformacion como en el caso de célu-
las tumorales e, incluso, cambios inducidos por la
presencia de farmacos, pueden influenciar y alterar
la composicion de los exosomas. Sin embargo, es
claro que no todo el contenido de la célula genera-
dora de exosomas se halla presente en estas EV, lo
cual sugiere que el proceso de “carga” de las molé-
culas exosomales se encuentra bien regulado y que
puede ser alterado por diversas sefiales. La variabi-
lidad en las moléculas que presentan los exosomas
explica las multiples consecuencias funcionales que
su captacion puede ejercer sobre las células blanco,
asi como su utilidad como biomarcadores. A pesar
de que el papel homeostatico de los exosomas sigue
en discusion, se reconoce su importancia en condi-
ciones patologicas, ejerciendo funciones protectoras
durante el desarrollo de diversas enfermedades.!®
Para el caso de las células del sistema inmunoldgico,
multiples funciones de estas EV se han descrito en
estudios con células presentadoras de antigeno como
macrofagos y células dendriticas (DC).

Funcion inmunorreguladora

de los exosomas

Funcionalmente, el sistema inmunologico puede di-
vidirse en respuesta inmune innata y adaptativa. La
respuesta innata se halla evolutivamente conservada
y esta presente en todos los organismos multicelula-
res, mientras que la respuesta adaptativa es exclusiva
de vertebrados.!! La activacion del sistema inmune
innato se encuentra controlada por un nimero limita-
do de receptores capaces de reconocer patrones mo-
leculares asociados a patdgenos (PAMP) o a dafio ce-
lular (DAMP).!? Estos receptores de reconocimiento
de patron, como los receptores tipo Toll (TLR), se
encuentran codificados en linea germinal.

En el caso de la inmunidad adaptativa, los re-
ceptores de antigeno, mas alla de esta propiedad, se
caracterizan por ser el resultado de procesos de re-
combinacion y mutacion somatica,” lo cual resulta
en un amplio repertorio de este tipo de receptores
presentes en las células mas caracteristicas de este
tipo de inmunidad; los linfocitos, tanto T como B.
Los linfocitos B pueden reconocer antigenos de
forma nativa, mientras que las células T utilizan el
proceso de presentacion antigénica para el reconoci-
miento de los mismos. Las DC, los macrofagos y los
propios linfocitos B son células presentadoras de an-
tigeno (APC). Las APC son capaces de internalizar
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antigenos, procesarlos (degradarlos hasta péptidos
en el caso de proteinas) y montarlos sobre moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad, tanto
de clase I (MHC-I) como de clase II (MHC-II), para
su presentacion a linfocitos T naive CD8+ y CD4+,
respectivamente, desencadenando su activacion.'
Los exosomas desempefian un papel crucial al
desplegar complejos MHC-péptido funcionales en
su superficie para modular respuestas antigeno espe-
cificas de linfocitos T CD4+ y CD8+.!>1¢ Esta pre-
sentacion puede ejercerse de forma directa u ocurrir
en forma de presentacion cruzada. En la presenta-
cion directa, los complejos MHC-péptido sobre los
exosomas se unen y entrecruzan directamente con
receptores antigeno-especificos de células T (TCR).
En el caso de la presentacion cruzada, las APC cap-
tan antigenos acarreados por exosomas y tras un
procesamiento adicional de los mismos, son presen-
tados a células T. La presentacion cruzada también
puede ocurrir cuando complejos MHC-péptido son
transferidos por fusion exosomal a las membranas
de DC y posteriormente presentados a linfocitos T.!3

Funcion inmunorreguladora del RNA
exosomal
Los analisis de secuenciacion de nueva generacion
de material genético proveniente de exosomas ais-
lados de muestras de plasma humano demuestran
la presencia de una amplia variedad de especies de
RNA en estas nanovesiculas circulantes.!” Dichas
variantes incluyen RNA mensajeros y RNA regula-
dores tales como microRNA (miRNA) y RNA no-
codificantes largos.>'%2

Los estudios de secuenciacion de RNA de ma-
crofagos (en reposo comparados con células activa-
das) demuestran que la inflamacion altera impor-
tantemente el transcriptoma de dichas células.?! De
forma interesante, estudios del mismo tipo llevados
a cabo comparando RNA exosomal derivado de ma-
crofagos naive y estimulados con lipopolisacarido
(LPS) indican también alteraciones en el transcrip-
toma exosomal inducidas por la inflamacion. En este
sentido, el analisis de vias de sefializacion implica-
das en este proceso muestra cambios significativos,
especificamente en aquellas relacionadas con la se-
fializacion via TLR y con la activacion de NF-kB,
en donde se observan cambios entre los mRNA
exosomales de las células naive comparados con sus
correspondientes en células estimuladas con LPS.?
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Adicionalmente, se ha reportado que los miRNA
miR-21 y miR-29a, secretados por células tumorales,
pueden fungir como ligandos de TLR7 y TLRS8 en
leucocitos, promoviendo asi la activacion de NF-kB
y la secrecion de citocinas proinflamatorias.?

Los avances actuales respecto a la secuencia-
cion de RNA (RNAseq) muestran que los miRNA
son abundantes en los exosomas.>® También se ha
descrito que el repertorio de miRNA en exosomas es
distinto a aquel que despliegan las células de las que
derivan estas nanovesiculas. De forma interesante,
analisis recientes sugieren que los miRNA son in-
corporados dentro de exosomas de forma regulada
y selectiva.?*?* En este sentido, se han identificado
varios procesos y proteinas que median la seleccion
e incorporacion de estos RNA en exosomas; algunos
de ellos incluyen:

* La implicacion de la esfingomielinasa neural 2
(nSMase2), que se observa tras inducir la sobre-
expresion de nSMase?2 en células epiteliales ma-
marias. En este caso, se detecta un incremento
en la produccion de exosomas y en los niveles
de miRNA exosomales secretados. De forma
opuesta, la inhibicion de la expresion de esta
proteina correlaciona con la reduccion en el nu-
mero de miRNA exosomales.?

* La contribucion de las ribonucleoproteinas he-
terogéneas nucleares sumoiladas (hnRNP) y
motivos especificos de los miRNA. Se reconoce
que hnRNPA2BI1 es capaz de reconocer el mo-
tivo GGAG en la secuencia de miRNA, lo que
se asocia con la incorporacion de estos Gltimos
en exosomas.”” Un namero elevado de repetidos
de dicho motivo se halla presente en los miRNA
que se encuentran enriquecidos cominmente en
exosomas, como es el caso de los producidos por
células T.”

* El papel de la secuencia 3’ de los miRNA. Al-
gunos estudios han implicado que las adenila-
ciones y las uridilaciones en el extremo 3’ de los
miRNA contribuyen directamente a la regula-
cion de la incorporacion de estos elementos en
exosomas, con lo cual se sugiere la existencia
de alguna sefial (motivo), ain no identificada en
esta region de estos RNA, que controle dicho
proceso.?

» La participacion del complejo de silenciamien-
to inducido por miRNA (miRISC). Los miRNA

http://www.revistaalergia.mx

son capaces de interactuar con las proteinas
AGO2 y GWI182 para conformar el complejo
miRISC. Este ultimo ha sido detectado coloca-
lizando con cuerpos multivesiculares existiendo
una correlacion entre la expresion de AGO2 y la
incorporacion de miRNA en exosomas; de esta
forma, se ha observado que la inhibicion en la
expresion de AGO2 disminuye la abundancia y
la diversidad de miRNA secretados en nanove-
siculas.?*3

Por otra parte, en la actualidad se reconoce que
distintos miRNA son transferidos entre células del
sistema inmunologico con consecuencias funciona-
les que implican generalmente, la regulacion de las
respuestas inflamatorias. De forma interesante, se ha
observado que la transferencia de miRNA entre cé-
lulas T y APC, mediada a través de exosomas, se ve
favorecida tras la formacion de una sinapsis inmu-
noldgica funcional.’!

En cuanto a la regulacion de la inflamacion;
diversos miRNA “responsivos” a lipopolisacarido
(LPS) poseen multiples genes “blanco” validados
que codifican para proteinas involucradas en sefiali-
zacion via receptores acoplados a proteinas G, des-
tacando receptores de quimiocinas, sefializacion via
TLR y en la via de sefializacion ejercida por TGF-p.
En un estudio donde se determinaron los perfiles de
miRNA presentes en exosomas purificados de dos
lineas de APC distintas: RAW 264.7 (macrofagos de
raton) y THP-1 (linea monocitica humana), tanto en
reposo como tras estimularlas con LPS, se demostro
la variabilidad interespecie en el contenido de estas
moléculas en microvesiculas respecto al tipo celular
y al estado fisiologico celular.??

Igualmente, la estimulacion con LPS en las cé-
lulas RAW 264.7 modifica de forma significativa las
proporciones de RNA no codificantes presentes en
exosomas; la presencia y el incremento de pre-miR-
NA y snoRNA (RNA nucleolares pequefios) en estas
condiciones nos indica que las células receptoras
de estos exosomas podrian ser susceptibles de mo-
dificaciones epigenéticas temporales que regulen la
expresion de genes inflamatorios blanco.*? El influjo
de pre-miRNA asociados con eventos inflamatorios
en células estimuladas con LPS probablemente se
asocia con la necesidad de una respuesta rapida du-
rante la inflamacion mas que una regulacion a nivel
transcripcional dentro del nicleo. Los miRNA ma-
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duros en este caso pueden mediar la regulacion fina
en estos procesos al alterar los niveles de mRNA de
proteinas asociadas con el fendmeno inflamatorio de
forma inmediata. En paralelo, los pre-miRNA que
se incorporen representan un segundo evento de
regulacion que se iniciara posteriormente, después
del procesamiento final de estas moléculas. En este
sentido, los exosomas poseen la ventaja de mediar la
incorporacion de proteinas maduras y RNA regula-
dores ya listos (preformados) para actuar de forma
inmediata al interior de la célula receptora.?

Mas alla de los miRNA y otros acidos nucleicos
ya mencionados, existen evidencias de la regulacion
mediada por fragmentos pequefios de mRNA. En
cuanto a exosomas, se ha verificado la existencia
de estos fragmentos enriquecidos en las regiones
no traducidas 3’ (3’UTR) de diversos mensajeros
completos cargados en estas microvesiculas.’? Estas
regiones 3’UTR poseen propiedades reguladoras ya
que permiten la interaccion de proteinas de union
a RNA que modulan la estabilidad y la eficiencia
traduccional de los mensajeros. Dichas regiones
también poseen multiples secuencias blanco para
miRNA que guian la asociacion del complejo de si-
lenciamiento inducido por RNA (RISC) y que media
a su vez, eventos de degradacion de los mensajeros y
posterior represion traduccional.*

Funcion inmunorreguladora de las
proteinas exosomales
Dentro del proteoma de exosomas se han logrado
identificar proteinas citoplasmicas, nucleares, endo-
somales y membranales.***** Dentro de estas desta-
can moléculas tipicamente asociadas con transito vesi-
cular (Rab GTPasas, SNARE, flotillina y anexinas),
proteinas involucradas en la biogénesis exosomal
(miembros del complejo ESCRT, ALIX, TSG101, et-
cétera), tetraspaninas (CD9, CD63, CD81, etcétera),
proteinas de choque térmico (HSP70, HSP90, etcéte-
ra) y moléculas de histocompatibilidad, tanto de clase
I como de clase I1.37 Cabe resaltar que los exosomas
funcionan importantemente como acarreadores de
mediadores solubles tales como las citocinas, una
funcion particularmente relevante para la comunica-
cién intercelular en el sistema inmunologico.™®

La mayoria de los estudios con exosomas y su
efecto en el sistema inmunologico han sido llevados
a cabo en el contexto del cancer y la autoinmunidad;
dentro de estos, se ha prestado mayor atencion a la
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regulacion de dichos procesos por parte del sistema in-
mune adaptativo, aunque recientemente se han empe-
zado a generar datos que apuntan a la participacion de
los exosomas regulando respuestas inmunes innatas.

Inmunidad innata
Las DC producen exosomas de forma constitutiva;
dichas nanovesiculas han sido implicadas por algu-
nos estudios en la activacion de la respuesta inmune
innata (Figura 2). Tanto los exosomas de DC inma-
duras (iDC) como aquellos de DC maduras (mDC)
contienen en su superficie diversas proteinas perte-
necientes a la familia del factor de necrosis tumoral
(TNF), incluyendo por ejemplo a TNFo, TRAIL y
FasL, mismas que se ha reportado pueden unirse a
receptores presentes en células NK para favorecer su
actividad citotoxica.? En este sentido, es interesante
resaltar que la actividad de dichas células NK se ve
favorecida cuando son estimuladas con exosomas
liberados a partir de mDC activadas.®

De forma analoga, otras proteinas presentes en
exosomas pueden fungir como ligandos de receptores
de células NK, tal es el caso de BAT3, que se puede
unir a NKp30 para generar activacion celular.®® En
otro contexto, las DC activadas con lipopolisacari-
do (LPS) liberan vesiculas extracelulares capaces de
estimular la secrecion de quimiocinas como IL-8 o
RANTES por parte de células epiteliales, un feno-
meno relevante durante la patogénesis de afecciones
tales como la sepsis. Asi también se ha demostrado la
actividad de TLR presentes en exosomas provenien-
tes de células estimuladas con LPS en la polarizacion
de macrofagos distales M1 y el aumento de la expre-
sion de genes proinflamatorios (CCL3, IL1B, TNF)
y la generacion de un estado refractario en la célula
distal a través del aumento de TOLLIP.*!

Inmunidad adaptativa

La presencia y abundancia de antigenos del comple-
jo principal de histocompatibilidad, tanto de clase 1
como de clase II (MHC-I y MHC-II), asi como de
moléculas de coestimulacion para células T, en la
superficie de los exosomas derivados de DC, ma-
crofagos y linfocitos B representan evidencia de su
papel en los mecanismos de presentacion antigénica
de dichas células. En este sentido, se han propuesto
tres posibles mecanismos mediante los cuales los
exosomas liberados por APC son capaces de estimu-
lar la activacion de linfocitos T:
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Presentacion cruzada (cross-presentation): los
exosomas secretados por una APC dada, que con-
tienen proteinas/péptidos antigénicos, son cap-
turados por APC bystander que posteriormente
procesan y presentan estos antigenos valiéndose
de sus moléculas de histocompatibilidad MHC-I
y MHC-II endodgenas (Figura 2), generando la
activacion de células T especificas.*>*

Captacion exosomal/fusion de membranas
(cross-dressing): las APC captan exosomas de
otras APC conteniendo complejos MHC-pép-
tido (Figura 2); dichos complejos son incorpo-
rados en la membrana de las células receptoras
capacitandolas para la presentacion a las células
CD4+ o CD8+ antigeno-especificas.**> Ambos
mecanismos requieren la captura de exosomas

Inmunidad adaptativa
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libres por parte de las APC, en consecuencia, se
reconoce la existencia y participacion de diver-
sos receptores y moléculas de adhesion en este
fenémeno dentro de los cuales se incluyen diver-
sas tetraspaninas, ICAM1, MFG-ES y fosfatidil-
serina por mencionar algunos ejemplos.*64"4
Estas moléculas facilitan la interaccion de los
exosomas con las APC (y otros tipos celulares)
receptoras, tal es el caso de MFG-E8 que inte-
ractiia con las integrinas avp3 y avp5 (ambas
con expresion constitutiva en macréfagos y DC
humanas), asi como con fosfatidilserina.*6’

Activacion directa de linfocitos T por exosomas:
debido a su contenido de moléculas MHC-I y
MHC-II, asi como proteinas de coestimulacion,
se reconoce que los exosomas derivados de APC,

Inmunidad innata
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Figura 2. Los exosomas generados por APC modulan las respuestas inmunolégicas innatas y adaptativas. Exosomas
derivados de DC maduras (mDC) pueden proveer estimulacion antigénica a linfocitos T, asi como inducir respuestas de
tipo innato en diversas células del sistema inmunolégico y de otros tipos, promoviendo una respuesta proinflamatoria. En
contraparte, lo exosomas liberados por DC inmaduras (iDC) poseen una naturaleza inmunosupresora, siendo capaces
de inducir apoptosis en células T efectoras o promover la activacién de células con fenotipo regulador (Treg). MO, mono-
cito; NK, célula natural-killer; DP, presentacion antigénica directa; CP, presentacion antigénica cruzada o cross-presenta-
tion; CD, cross-dressing; CIA, artritis inducida por colageno; DT4, hipersensibilidad tipo 4.

http://www.revistaalergia.mx

Rev Alerg Mex. 2017,64(4):463-477

469



Maravillas-Montero JL et al. Funcién inmunolégica de los exosomas de las células presentadoras de antigeno

particularmente aquellos secretados por DC, tie-
nen el potencial de activar directamente linfoci-
tos T CD4+ o CD8+ (Figura 2).44%% A pesar de
que este mecanismo de estimulacion se ha obser-
vado principalmente con células T de memoria o
células T previamente activadas,’’> existen evi-
dencias de que los exosomas pueden activar cé-
lulas T naive de forma directa. Como se mencio-
né anteriormente, dicho fendmeno de activacion
requiere la presencia de moléculas de adhesion y
de coestimulacion en las vesiculas, ejemplos de
ello son ICAM1 y B7 respectivamente.>
Ejemplos de este papel directo de los exosomas
en la activacion linfocitaria son estudios que
han empleado APC “sintéticas” secretoras de
exosomas (transfectadas con MHC-I determina-
dos) capaces de inducir la actividad de células T
CD8+ de raton en un modelo in vitro,> asi como
la estimulacion directa de linfocitos T CD8+ de-
rivados de PBMC humanas en presencia de exo-
somas que contienen complejos MHC I-péptido
en un modelo de infeccion viral.#

Es importante mencionar que a pesar de que esta
estimulacion directa se ha demostrado con estos
modelos, existen evidencias de que la actividad
estimulatoria de estas vesiculas es de entre 10 a 20
veces menos eficiente con respecto a la presenta-
cion antigénica ejercida por una APC completa,>*>
sugiriendo que la interaccion directa exosoma-cé-
lula T no necesariamente representa un mecanismo
principal de activacion de células T naive in vivo.

Independientemente del mecanismo de presen-
tacion antigénica por parte de los exosomas, la ca-
pacidad para estimular células T puede depender del
estado de activacion de la APC generadora de dichas
nanovesiculas. Como es de suponer, los exosomas
generados por DC maduras poseen mayor cantidad
de MHC clase II, ICAM1 y moléculas de coestimu-
lacion respecto a los producidos por DC inmadu-
ras,” un fenotipo que se relaciona con una mayor
capacidad activadora. En contraste, los exosomas
derivados de DC inmaduras han sido asociados con
la generacion de anergia en células T, asi como la
promocion de la activacion de células T regulado-
ras (Treg), por lo que dichas nanovesiculas emergen
entonces como un posible tratamiento en ciertas en-
fermedades, particularmente aquellas con un com-
ponente autoinmune.>%’
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Potencial terapéutico de los exosomas

En afos recientes, el uso de DC con fines inmuno-
terapéuticos para el cancer y diversas enfermedades
con algin componente inflamatorio se ha extendi-
do, sin embargo, la factibilidad de los tratamientos
basados en este enfoque se ha visto comprometida
debido a las dificultades intrinsecas derivadas del
uso de dichas células. En el presente escenario, los
exosomas de DC adquieren relevancia debido a su
facilidad relativa de manipularse y adaptarse a los
procesos regulados de manufactura y almacenaje a
largo plazo requeridos o deseados. Adicionalmente,
la administracion de exosomas reduce enormente los
riesgos y complicaciones potenciales derivados de
la introduccion de células exogenas (o propias pero
manipuladas ex vivo) a un individuo dado.

Existen evidencias claras de la utilidad de exo-
somas de DC para el tratamiento de cancer; se ha re-
portado que los exosomas derivados de DC aisladas
de tumores son capaces de inducir la activacion de
linfocitos T citotoxicos especificos contra el tumor
in vivo y que, ademas, la simple inyeccion de estas
vesiculas en el sujeto enfermo resulta en la disminu-
cion del crecimento tumoral o la completa erradica-
cion del mismo en un modelo murino.’® Asi, es evi-
dente que los exosomas, al igual que las DC de las
que provienen, mantienen su capacidad de presentar
antigenos asociados com tumores para activar res-
puestas especificas dirigidas contra aquellas células
que poseen estos antigenos.>*%

Actualmente algunos estudios han demostra-
do la factibilidad de la produccién a gran escala de
exosomas derivados de DC, confirmando, ademas, su
perfil de seguridad adecuado durante su administra-
cion a pacientes.®' En un ensayo clinico que incluyé
pacientes con un estadio avanzado de melanoma, se
demostrd que tras la administracion de una primera
generacion de exosomas de DC, dichos individuos
mostraron un incremento relevante en las respues-
tas de células NK, no asi las que involucran células
T especificas.’' La inmunogenicidad limitada de las
mencionadas nanovesiculas llevo al desarrollo de una
segunda generacion de exosomas derivados de DC,
en este caso obtenidos a partir de células tratadas
con INF-y, que expresan niveles mayores de CD40,
CD80, CD86 ¢ ICAMI1 respecto a los exosomas de
DC inmaduras, caracteristicas que, como se ha men-
cionado, favorecen la inmunogenicidad de estas es-
tructuras.®> Con este precepto, se desarrolld un ensayo
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clinico fase II, incluyendo pacientes con carcinoma
pulmonar de células no pequefias (NSCLC) no ope-
rable. Exosomas de DC tratadas con IFN-y cargados
con antigenos derivados de este tipo de tumor en
complejo con moléculas de MHC-1 y MHC-II fueron
usados a manera de inmunoterapéutico de manteni-
miento después de una quimioterapia de induccion.
A pesar de las expectativas de generar actividad anti-
tumoral por parte de células T, este ensayo solo pudo
corroborar la exacerbacion de la respuesta citotoxica
por parte de células NK contra este tipo de tumores.®

Los exosomas derivados de APC también han
demostrado ejercer un efecto inmunosupresor en
distintos modelos de enfermedad inflamatoria, in-
cluyendo la artritis reumatoide.’” En la artritis indu-
cida por colageno se ha observado una mejoria en la
enfermedad tras la administracion de DC transduci-
das para expresar IL-10 o tratadas con IL-10 recom-
binante murina.**%°

Con esto en mente, se han desarrollado enfo-
ques para la obtencién de exosomas derivados de
DC que sobreexpresan esta citocina y otras molé-
culas como IL-4, FasL y la enzima indoleamina 2,3
dioxigenasa (IDO). La administracion sistémica de
estos exosomas IL-10+ en un modelo de artritis in-
ducida por carragenina en ratones demostro efecti-
vidad al frenar la progresion de la enfermedad; un
efecto que no pudo ser reproducido en el mismo es-
tudio tras la administracién de IL-10 recombinante
murina.®® De la misma forma, al generar DC con
sobreexpresion de IL-4 se observo la capacidad de
estas células para reducir la inflamacion en el mis-
mo modelo de artritis inducida en raton. Al igual
que en el caso anterior, los exosomas derivados de

estas DC demostraron su efectividad al reducir la
incidencia y severidad de la enfermedad inducida
tras su administracion sistémica, ademas de que se
les atribuy6 una mayor eficiencia respecto a dosis
repetidas de IL-4 recombinante.* Consecuencias
similares se observaron en el mismo tipo de modelo
tras la administracion de exosomas derivados de cé-
lulas con sobreexpresion de FasL.% Por tltimo, para
el caso de los exosomas que sobreexpresan IDO, se
ha reportado que los mismos son capaces de reducir
inflamacion, inhibir la activacion de células T y su-
primir las respuestas de estas tltimas células contra
auto y aloantigenos.®’

Por otra parte, los exosomas, y particularmente
su contenido, pueden ser empleados como biomar-
cadores para enfermedades inflamatorias. La presen-
cia de exosomas en diversos fluidos corporales, una
composicion rica en proteinas, diversos RNA y lipi-
dos caracteristicos, asi como la plasticidad mostrada
por su contenido en respuesta a diversos estimulos
hacen de estas vesiculas un elemento biomarcador de
alteraciones en el estado de salud de un individuo. La
utilidad potencial de estas vesiculas como fuente de
biomarcadores en enfermedades inflamatorias se re-
fleja en los datos mostrados en el Cuadro 1.

Conclusiones

Actualmente existe un enorme interés en dilucidar
el papel de los exosomas, tanto en condiciones fi-
siologicas normales como en el caso de diversas
enfermedades. Como se ha descrito, estas nanove-
siculas resultan de especial interés como potencia-
les acarreadores terapéuticos de diversas moléculas
inmunomoduladoras, debido a que poseen diversas

Cuadro 1. Exosomas como biomarcadores en enfermedades inflamatorias

Enfermedad Fuente de exosomas Biomarcadores Referencias
Artritis reumatoide Suero y liquido sinovial Proteinas citrulinadas y Hotair 68, 69
. . . Bajos niveles de miR-26a y
Lupus eritematoso generalizado Orina 29¢, altos niveles de miR-146a 70,71,72
Sindrome de Sjbgren Saliva miR-let7b, miR-let7c, miR-128, 73
entre otros.
.Enfermedjcld intestinal Suero Anexina A1 74
inflamatoria
Hepatitis alcohdlica Plasma y suero miR-192 y miR-30a 75
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ventajas sobre otros enfoques tales como el empleo
de vectores genéticos o liposomas. En este sentido,
los exosomas pueden actuar como “nanoacarreado-
res” naturales membranosos y no toxicos de diver-
sas biomacromoléculas, particularmente utiles en
contextos autodlogos. Por otra parte, el contenido de
estas estructuras ha sido estudiado ampliamente con
miras a su empleo como biomarcadores utiles en
el diagnodstico temprano de diversas enfermedades,
debido a la naturaleza no invasiva de la su obtencion.
Debido a estas razones, el estudio y comprension

futura implementacion de estrategias para hacer de
la “medicina de precision” una realidad aplicable a
diversas enfermedades.
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