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1. La laringe
La laringe es un órgano situado en la línea media del cuello, a la altura de los cuerpos vertebrales 
C3 a C6 y comunica la parte inferior de la faringe con la tráquea. Se encarga de funciones vitales 
como la respiración, la deglución y es el órgano responsable de la emisión de la voz. 

1.1. Embriología
La laringe se origina durante la cuarta y la quinta semana de gestación (Figura 1). El revestimiento 
interno de la laringe es de origen endodérmico, mientras que los cartílagos y los músculos provie-
nen del mesénquima de los arcos faríngeos cuarto y sexto. El mesénquima que rodea al orificio 
laríngeo se acaba diferenciando en los cartílagos tiroides, cricoides y aritenoides, que forman el 
soporte esquelético de la laringe. La luz de la laringe se ve ocluida por el epitelio de forma temporal 
hasta la novena semana de gestación, cuando se produce la recanalización de la estructura. 

Simultáneamente, las cuerdas vocales y los ventrículos laríngeos se desarrollan a partir de un par 
de pliegues laterales y fondos de saco.

La musculatura laríngea deriva del cuarto y sexto arco faríngeo y su mesénquima, y es inervada por 
ramas del nervio vago (X par craneal).

1.2. Anatomía
El esqueleto laríngeo se compone de nueve cartílagos, unidos por ligamentos y membranas. Tres 
de los cartílagos son únicos –tiroides, cricoides y cartílago epiglótico–, y los otros tres, pares –ari-
tenoideos, corniculados de Santorini y cuneiformes de Wrisberg – (Figura 2).

Figura 1. Desarrollo de la laringe. Imágenes representativas del orificio laríngeo y las corres-
pondientes tumefacciones que lo rodean. A: a las 6 semanas de gestación B: a las 12 semanas 
de gestación. Imagen adaptada de [156].
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La cavidad laríngea se extiende desde la apertura superior, por donde se comunica con la faringe, 
hasta el plano del borde inferior del cartílago cricoides, dando inicio a la tráquea. Las cuerdas 
vocales se sitúan en la glotis y son las estructuras responsables de la emisión del sonido. El área 
situada por encima de las cuerdas vocales corresponde a la supraglotis, mientras que el área por 
debajo de ellas y colindante con la tráquea pertenece a la subglotis.
La musculatura intrínseca de la laringe está inervada bilateralmente por el nervio laríngeo recu-
rrente, a excepción del musculo cricotiroideo, que se encuentra  inervado por el nervio laríngeo 
superior. 
La vascularización de la laringe viene dada por la arteria tiroidea superior, rama de la arteria caró-
tida externa, y la arteria tiroidea inferior, rama del tronco tirobicervicoescapular. El sistema venoso 
acompaña al sistema arterial.
El sistema linfático de la laringe drena en los ganglios cervicales profundos superiores y los gan-
glios pre- y paratraqueales.

1.3. Fisiología
Las tres funciones primordiales de la laringe son la respiración a través de la rima glotis, la fonatoria 
mediante la vibración, y la protección de la vía aérea durante la deglución. 

La estructura anatómica de la laringe permite el  paso de aire durante la respiración, la cual se 
inhibe de forma refleja durante la deglución evitando así la aspiración de bolo alimentario. Inme-
diatamente las cuerdas vocales y las bandas se aproximan entre sí y contactan con la base de la 
epiglotis constituyendo el esfínter glótico. Además, la laringe se eleva y la epiglotis acaba de cerrar 
la glotis, facilitando el paso del bolo alimentario al tracto digestivo. 

Figura 2. Esqueleto laríngeo. Visión lateral derecha de la estructura laríngea 
cartilaginosa. Los cartílagos laríngeos están unidos entre sí por ligamentos y 
tejido blando que permiten, mediante la musculatura laríngea intrínseca, modi-
ficar el tamaño y la morfología de la estructura laríngea para llevar a cabo sus 
funciones. Imagen adaptada de [157].
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Para la fonación, la laringe actúa como transductor de la energía aerodinámica generada en los 
pulmones y abdomen en energía acústica, mediante el efecto Bernoulli. 

1.4. Histología
La laringe está revestida mayoritariamente de epitelio respiratorio típico cilíndrico seudoestratifica-
do. Cabe destacar que las cuerdas vocales están revestidas de su propio epitelio estratificado, que 
le ofrece más resistencia a la vibración generada durante la emisión  de la voz.

2. El carcinoma de Laringe

2.1. Etiología
El factor de riesgo más implicado clásicamente en el cáncer de laringe es el consumo de tabaco y 
alcohol, que actúan a demás sinérgicamente [1], [2]. Por otra parte, algunos factores ambientales y 
profesionales como el asbesto, los hidrocarbonos policíclicos  aromáticos, los polvos de madera y 
metal, e incluso las  lacas, también se han detectado como posibles potenciadores del cáncer de 
laringe [1], [3]. El papel de la alimentación es menos claro, pero se ha propuesto que una alimenta-
ción rica en fruta y verdura tendría un efecto protector contra el cáncer de laringe [4], [5]. También 
es controvertido el papel del reflujo gastroesofágico y faringolaríngeo, ya que existen estudios 
contradictorios al respecto [6], [7]. El HPV (Human Papillomavirus), altamente estudiado estos últi-
mos años,  juega un papel minoritario en el carcinoma laríngeo a diferencia de su homólogo en la 
orofaringe, detectándose en el primero entre un 5-20%, según las series [8], [9].

2.2. Epidemiología
Mundialmente, el carcinoma de cabeza y cuello (HNSCC) se encuentra el sexto en frecuencia, 
con 600.000 casos nuevos anuales [10], [11]. Un 2% van a localizarse en la laringe y en más del 
90% de los casos su histología va a ser epidermoide [12]. Centrándonos en Europa, se estima que 
alrededor de 28.000 nuevos casos de carcinoma laríngeo ocurren anualmente [13]. La incidencia 
anual ha sido históricamente mayor en hombres que en mujeres (5,8 casos por 100,000 versus 1,2 
por 100,000, respectivamente) y ha presentado una tendencia estable al aumento hasta la última 
década, en la que el menor consumo de tabaco y  alcohol ha llevado a una reducción global de las 
cifras, en ambos sexos. [14]–[17].

2.3. Clínica
El lugar de asiento del cáncer de laringe determina los síntomas y su estadío al diagnóstico. Dos 
tercios de los carcinomas laríngeos van a asentar en el plano glótico presentando disfonía de forma 
temprana y facilitando su diagnóstico precoz. El cáncer supraglótico ocurre en segundo lugar y 
tiende a crecer relativamente silencioso hasta que presenta sintomatología disneica y disfónica. El 
cáncer subglótico representa menos del 2% de los casos e igual que el supraglótico suele diag-
nosticarse en estadios avanzados, con obstrucción aérea [18], [19]. 

2.4. Tratamiento
El manejo del cáncer de laringe en estadio temprano se basa en protocolos de preservación de ór-
gano mediante cirugía endoscópica transoral, cirugía abierta o radioterapia, procurando mantener 
intactas las funciones de la laringe [12], [18]. 
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La laringuectomía total era el pilar para el tratamiento del cáncer de laringe en estadío avanzado 
hasta los 90s [20], década en la se evaluaron  protocolos de quimioterapia y radioterapia secuen-
cial o concurrente los cuales han relevado a la cirugía radical [19], [21] . La laringuectomía total 
sigue siendo el tratamiento de rescate de elección  ante las recaídas locales y progresiones tumo-
rales [12], [22].

El manejo de los ganglios linfáticos cervicales va a depender de su afectación tumoral y de la 
localización y el tamaño del tumor primario, pudiendo ofrecer, de nuevo, tratamiento quirúrgico o 
quimioradioterápico [12].

La terapia con anticuerpos monoclonales contra el EGFR (cetuximab) ha sido el paradigma recien-
te en el tratamiento médico para el cáncer de cabeza y cuello en pacientes afectos de HNSCC 
avanzados o recidivantes. Sin embrago, la reducción global de la mortalidad ha sido menor a la 
esperada. A día de hoy, las nuevas terapias inmunes están abriendo un nueva expectación, al usar 
el propio sistema inmunológico del paciente, que puede ser suprimido por las células cancerosas, 
para combatir el tumor [23], [24].

2.5. Supervivencia y mortalidad
La mortalidad por los diferentes tipos de cáncer incrementó a lo largo del siglo XX, principalmente 
debido a la epidemia del tabaco y el cáncer de pulmón, disminuyendo un 1,5% anual a partir de los 
años 90s. La menor mortalidad global por cáncer durante las dos últimas décadas es debida a una 
menor incidencia anual, así como a los métodos de detección y tratamiento precoz. 

Lamentablemente, el cáncer de laringe es una excepción a esos datos, ya que su tasa de supervi-
vencia ha disminuido en los últimos años [25]. El grupo de Hoffman observó que la reducción de la 
supervivencia coincidía con una mayor tendencia al manejo quimioradioterápico y menos quirúrgi-
co durante los últimos años [26].

2.6. Fisiopatología de la Carcinogénesis
El proceso de la carcinogénesis es altamente complejo y no del todo comprendido a día de hoy. 
Rudolf Virchow (1821-1902) sugirió en 1863 la relación entre la inflamación y el cáncer a raíz de 
detectar una elevada proporción de linfocitos en muestras tumorales [27].

Actualmente se considera que tan solo un 5-10% de todos los cánceres son causados por herencia 
genética, mientras que el 90-95% restante se asocian a estilos de vida y factores medioambien-
tales: inflamación crónica, obesidad, tabaco, alcohol, radiación…. Todos estos factores de riesgo 
llevan al cáncer a través de un denominador común: la irritación crónica y la inflamación [28].

Originalmente las células inflamatorias presentes en el tumor se asumieron como parte de la res-
puesta antitumoral del sistema inmune, pero posteriormente se vieron también involucradas en la 
iniciación y progresión tumoral [29]. A día de hoy, la implicación de la respuesta inflamatoria en el 
tumor se considera equivalente a una inflamación no resuelta que, de manera similar a un proceso 
de curación de una herida, promueve la proliferación celular, la inmunosupresión y la angiogénesis: 
factores que favorecen la cicatrización pero que en el contexto del cáncer, promueven su desarro-
llo y crecimiento [30].
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En el escenario del HNSCC se han señalado alteraciones genéticas en forma de pérdidas o ganan-
cias cromosómicas,  amplificaciones de loci o metilaciones. La lista de oncogenes aumenta cada 
día; algunos ejemplos son el gen TP53, que codifica para la proteína p53 y el gen CCND1, que con-
lleva la sobreexpresión de la proteína Ciclina D [31]. Algunas vías de señalización conocidas en el 
HNSCC son la PI3K (Phosphoinositide-3-kinase), FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor), EGFR 
(Epidermal Growth Factor Receptor), NF-κB (Nuclear Factor-kappa B) y STAT3 (Signal Transducers  
and Activators Of Transcription-3) [31].

A través del conocimiento de los ejes genéticos alterados y de la capacidad de modular el sistema 
inmune, se ha podido avanzar en el campo de la inmunoterapia, que busca promover una res-
puesta antitumoral bloqueando algún punto de la vía de señalización y evitar la replicación del gen 
responsable del cáncer [23].

2.6.1. Microambiente tumoral
El desarrollo del cáncer tiene lugar en un escenario llamado “microambiente tumoral”, donde en-
contramos las células tumorales (CSC, cancer stem cells) y las no tumorales: células endoteliales, 
fibroblastos, células mesenquimales (MSC, mesenchimal stem cells) y células del sistema inmune 
[32], [33].  

La comunicación bidireccional entre las células tumorales y las de microambiente celular es am-
pliamente reconocida como clave para la iniciación y el crecimiento tumoral mediante citoquinas 
y factores de crecimiento inmunosupresores como Interleucina 6, Interleucina 10, VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor), TGF-β (Transforming growth factor β) y GM-CSF (Granulocyte-Mono-
cyte Colony Stimulating Factor) [33]–[35]. 

2.6.2. TAM: tumor associated macrophages. 
Los macrófagos son el componente principal de las células inflamatorias y los que infiltran el  mi-
croambiente tumoral reciben el nombre de macrófagos asociados al cáncer (TAM, tumor associa-
ted macrophages) [36], [37]. Juntamente con los fibroblastos asociados al cáncer (CAF, cáncer 
associated fibroblasts), son las células no-tumorales predominantes en el tejido tumoral [38]. 

La  plasticidad es una característica distintiva de los macrófagos y globalmente se han definido 
dos estados de activación (polarización) donde los macrófagos muestran una heterogeneidad fun-
cional e incluso funciones opuestas. Por analogía  a las respuestas inmunes TH1 y TH2, los dos 
fenotipos de activación de macrófagos se denominaron inicialmente “M1” (clásica) y “M2” (alter-
nativa) [39], [40] (Figura 3). En respuesta a una agresión, citoquinas inflamatorias tipo I  como el 
IFN γ (Interferon γ) y el TNF-α (Tumor Necrosis  Factor-α), o de fragmentos de microorganismos 
como LPS (lipopolisacáridos), median la polarización de los monocitos a macrófagos M1. Los ma-
crófagos que adquieren este fenotipo segregan más citoquinas pro-inflamatorias (IL1β, IL-6, IL-12, 
TNFα, CCL3, CXL9 y CXL10), radicales libres y óxido nítrico, aumentan la expresión de MCHII 
(Major Histocompatibility Factor-II) estimulan la presentación del antígeno, coactúan con linfocitos 
Th1 (T-helper 1) y desencadenan una respuesta proinflamatoria para hacer frente a la agresión 
[37]. Contrariamente a la polarización clásica, los macrófagos pueden polarizarse a un fenotipo M2 
en presencia de citoquinas Th2, como la IL-4 y la IL-13 o complejos inmunitarios. Este proceso da 
lugar a un fenotipo cicatrizante mediante la liberación de citoquinas anti-inflamatorias (IL-10, CCL2) 
y factores de crecimiento que conllevan a una síntesis de colágeno y matriz extracelular para la 
reparación tisular (TGF-β, VEGF, EGF) [41].
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Esta visión inicial de dos fenotipos mutuamente excluyentes quedó obsoleta cuando se observó 
que los macrófagos podían adoptar una mayor variedad de fenotipos que responden a un gradien-
te continuo de adaptaciones a los estímulos recibidos [39]. De esta forma, la nomenclatura “M1” i 
“M2” debe entenderse como puntos opuestos de un gradiente continuo, donde podemos encontrar 
macrófagos inflamatorios, reparadores o reguladores (Figura 4).

Contrariamente a la polarización clásica, los macrófagos pueden polarizarse a un fenotipo M2 en 
presencia de citoquinas Th2, como la IL-4 y la IL-13 o complejos inmunitarios. Este proceso da 
lugar a un fenotipo cicatrizante mediante la liberación de citoquinas anti-inflamatorias (IL-10, CCL2) 
y factores de crecimiento que conllevan a una síntesis de colágeno y matriz extracelular para la 
reparación tisular (TGF-β, VEGF, EGF) [41].

Figura 4. Representación del per-
fil de activación de los macrófa-
gos.
a. Representación linear de los ma-
crófagos, perfil M1 y M2.
b. Representación del espectro de 
activación de los macrófagos. Los 
distintos fenotipos de los macrófa-
gos se pueden entender como los 
3 colores primarios: en rojo, perfil 
clásico proinflamatorio (M1); en 
amarillo, perfil M2-like reparador; 
en azul, perfil M2-like regulador. 
(Imagen adaptada de [42]).
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Figura 3. Diferenciación del 
monocito precursor a macró-
fago. Según los estímulos del 
medio, el monocito se diferen-
ciará a macrófago con un feno-
tipo M1 o M2- like, con fisiología 
y perfil citoquímico distintos. 
(Imagen adaptada de [158])
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Las  tres poblaciones se caracterizan por las diferentes interleucinas segregadas, de forma que 
mientras la elevada presencia de IL-10 y TGFβ definiría a la población M2-like reguladora [42], una 
mayor expresión del receptor de la manosa (RMC1) y CCL2 (C-C motif ligand-2) correpondería a la 
población M2-like reparador [43].
Ante la presencia de un tumor, los monocitos sanguíneos son captados, diferenciados a macró-
fagos y activados a fenotipo M2-like mediante citoquinas y factores de crecimiento producidos 
tanto por células tumorales como estromales del microambiente tumoral (Figura 5). Algunos de los 
factores son CSF-1 (Colony-stimulating factor-1), CCL2 y CCL18 (C-C motif ligand-2 y 18) y VEGF 
[37], [41], [44]–[47].

Los TAM facilitan un microambiente apto para el crecimiento tumoral y promueven la inmortalidad 
celular [45], [48]. También inducen la angiogénesis [46] y, mediante proteasas y citoquinas anti-in-
flamatorias, [37], [41] suscitan la invasión local y la metástasis a distancia [49].

La importancia de este proceso reside en que se ha descrito que una mayor infiltración de macró-
fagos pro-tumorales empeora el pronóstico tumoral en el HNSCC, al estar en relación con tumores 
histológicamente más agresivos y con una peor respuesta a la quimioterapia [50], [51].
2.6.3. Factores de transcripción
Un factor de transcripción es una proteína que se une a una secuencia específica de DNA y regula 
el paso a RNA para la producción de proteínas. Cualquier cambio en el medio extracelular induce 
unas modificaciones intracelulares en forma de vías de transcripción que inducen una respuesta 
celular ya sea en forma de cambio fenotípico en los macrófagos, cambios en el ritmo de prolifera-
ción en la célula tumoral o cualquier otra respuesta celular (Figura 6).

Figura 5. Captación y activación de macrófagos. Monocitos circulantes son 
captados al lecho tumoral mediante señales quimotácticas liberadas por células 
tumorales y MSC. Recíprocamente, factores solubles liberados por los propios ma-
crófagos M2-like promueven el crecimiento celular y la motilidad de las células 
estromales [36], [159].
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En este trabajo estudiamos más detenidamente las vías de señalización NF-κB y STAT3, y su papel 
potencial en la señalización mediada por exosomas en el carcinoma de laringe.

NF-κB
NF-κB (Nuclear Factor-kappa B)  es una familia de factores de transcripción que regula procesos 
fisiológicos como la supervivencia celular, la inflamación y la respuesta inmune. 
En mamíferos existen 5 miembros de la familia NF-kB de los que los más relevantes son las subu-
nidades P65 y P50 que actúan de forma dimérica. En condiciones basales los componentes P65 y 
P50 se encuentran en forma de dímero inactivo en el citoplasma debido a su unión con la proteína 
inhibidora IkB (Inhibidores de κB), que previene su translocación al interior del núcleo.  En res-
puesta a estímulos como citoquinas inflamatorias, se activa una proteína quinasa de IkB (Ik-Kinasa) 
que fosforila a la molécula IkB. Esta fosforilación actúa como señal para separar IkB del dímero 
P65-P50, unirlo a proteínas ubiquitinas (Ub) y conduce la proteína IkB a un proceso de degradación 
por parte del proteosoma (Figura 7). Una vez libre, el dímero p65-P50 es transportado al interior 
del núcleo celular mediante las proteínas Importinas. En  el núcleo, NF-kB se une a los promotores 
de genes específicos que tienen sitios de unión para  NF-kB, induciendo la expresión de genes 
implicados en la proliferación (MYC, Ciclina D1), supervivencia (BCL-2), inflamación (COX-2 TNFα, 
IL-6, IL-8) y metástasis (MMP, Matrix Metaloproteasas), entre otros procesos [52]. 

Figura 6. Dibujo esquemático del funcionamiento de un factor de transcripción a 
través de su vía de señalización, tras recibir el estímulo externo en forma de factor de 
crecimiento. Imagen adaptada de  KhanAcademy (https://es.khanacademy.org/)
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Figura 7. Dibujo esquemático de la vía de señalización NFkB. Se muestran algu-
nas sustancias anti-tumorales, que actúan en distintos pasos de la vía de señaliza-
ción. Imagen obtenida de [160].

STAT3
STAT3 es un factor de trascripción perteneciente a la familia JAK/STAT. De los siete miembros de 
la familia STAT, STAT3 juega un papel crucial para la progresión y supervivencia tumoral [53], [54]. 
La vía de transcripción de STAT3 fue inicialmente descubierta en el contexto de IFN α (interferon-α), 
IFN γ e IL-6 (Interleucina-6) en la década de los 90 [55]. En situación basal, STAT3 permanece 
latente en el citosol en forma de monómero formando complejos con proteínas de la familia de las 
chaperonas HSP90 (Heat shock protein 90) y ERp57 (endoplasmic reticulum protein 57). En res-
puesta a diferentes citoquinas y factores de crecimiento se activa la quinasa JAK (Janus kinase) 
que  fosforila a dos moléculas de STAT3, induciendo su dimerización, yuxtaposición y translocación 
nuclear (Figura 8). Esto ocurre de forma transitoria en la célula sana, pero en la célula transformada 
la activación persiste y promueve cambios favorecedores para la iniciación y progresión tumoral. 
Tras su translocación al núcleo, STAT3 induce la proliferación celular al aumentar la expresión 
de Ciclina D1/D2, c-Myc, S-jun, c-fos. También contribuye a que las células tumorales adquieran 
inmortalidad mediante la transcripción de genes anti-apoptóticos como MCL, BCL-XL y BCL-2, 
y mediante la menor expresión del gen supresor tumoral p-53 [56]. STAT3 promueve el escape 
inmune, la activación de Macrófagos M2-like [57],la progresión tumoral mediante MMP2 y MMP9 
(Metaloproteinasas 2 y 9) [54] y facilita el asentamiento de metástasis [57]–[59]. Se ha descrito que 
STAT3 se encuentra constitutivamente activado en el cáncer colorectal, de mama, pulmón, prósta-
ta, hígado y páncreas [59], [60], así como también en laringe [61], [62]. 
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Figura 8. Esquema de funcionamiento de la vía de señalización STAT3. Al igual 
que NFkB, la activación mantenida de STAT3 contribuye a crear un microambiente 
protumoral. Imagen obtenida de [161].

2.6.4. PD-1 y PD-L1
PD-1 (Programmed Death-1, CD279) es un receptor monomérico expresado fisiológicamente en 
las células inmunes que, mediante la unión con sus ligandos PD-L1 y PD-L2 (Programmed Death 
Ligand-1 y 2), actúa como punto de control en la respuesta inmunitaria. Por un lado, facilita la 
auto-tolerancia de las células y evita mecanismos autoinmunes [63]; por otro lado, actúa en la si-
napsis inmune y modula el grado de activación, evitando un exceso de respuesta inmunitaria que 
ocasionaría un daño tisular [64].  
Esta proteína fue descrita inicialmente por el grupo Ishida [65] como una molécula inductora de la 
apoptosis celular, recibiendo esta denominación. Posteriormente se le adjudicaron otras funciones 
en la modulación de la respuesta inmune.
En condiciones normales, una célula dañada o transformada expresa mutaciones que son recono-
cidas por el MHC de la APC (Antigen Presenting Cell) y presentadas al Linfocito T, concretamente 
en el  TCR (T-cell antigen receptor). El reconocimiento MHC-TCR es una primera señal que, por 
si sola, no puede activar la cascada de respuesta inmune todavía. Precisa de una segunda señal 
por parte de CTLA4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4) y su ligando CD-80/86, que actúan como 
co-señal. Tras las dos señales, el complejo MHC-TCR es activado mediante LCK kinasa (Lympho-
cytes-specific tyrosine Kinasa) y se inicia la cascada de activación en el Linfocito T [64] (Figura 9).
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Figura 9. Modelo molecular de la inhibición del 
linfocito T mediada por PD-1/PD-L1. a. El recono-
cimiento MHC – TCR activa la quinasa, que fosfo-
rila al complejo CD3-TCR, iniciándose la cascada 
inmune. b. Simultáneamente  en la misma sinapsis 
celular, tiene lugar la unión de PD-1 del Linfoci-
to con su ligando PD-L1 (Programmed Death Li-
gand-1) de la APC. Dicha interacción promueve 
defosforilaciones del complejo MHC-TCR por parte 
de SHP-2 (Tyronsine Phosphatasa SH-2), modulan-
do la respuesta inmune y frenando la activación del 
Linfocito T. Imagen obtenida de [64].

En el caso del cáncer, la célula tumoral adquiere, genuinamente, la capacidad de expresar en la 
membrana plasmática el ligando para el receptor PD-1 (PD-L1), evitando la activación del Linfocito 
T y adquiriendo la llamada resistencia inmune adaptativa [66], [67]. La expresión de PD-L1 se ha 
relacionado con la activación de diferentes factores de transcripción, incluyendo STAT y NFkB [64], 
[68] que ejercerían cambios moleculares en el microambiente tumoral, incluida la transcripción de 
PD-L1.

Dentro de sistemas inmunosupresores que actúan en el HNSCC, la vía PD-1/PD-L1 se ha detec-
tado elevada entre el 18-80% de los casos y ha despertado especial interés al verse como diana 
terapéutica [69], [70]. La inmunoterapia contra PD-1/PD-L1 fue aprobada en EEUU en el 2016 y 
en Europa al año siguiente [67], [71] como segunda línea de tratamiento en HNSCC recurrentes y 
metastásicos. A día de hoy se están llevando a cabo ensayos clínicos de anticuerpos anti-PD-L1 
para HNSCC avanzados, en terapia combinada en primera línea y como primera línea en HNSCC 
recurrentes y metastásicos [72].

3. Exosomas

La comunicación intercelular es esencial para el correcto desarrollo celular y tisular. Los modelos 
clásicos de comunicación entre células se basan en uniones de contacto directo, factores de adhe-
sión o factores solubles, que pueden actuar en las células vecinas o a distancia. Además de estos 
mecanismos, recientemente se ha puesto de relieve la importancia de las vesículas extracelulares 
(EV, extracelular vesicles) [73]. Estas vesículas se segregan desde la membrana citoplasmática y 
se han denominado “microvesículas”, “exosomas”, “partículas retrovirales-like” o “cuerpos apop-
tóticos”, según su tamaño y origen. Este sistema de comunicación  parece haberse conservado 
a lo largo de la evolución tanto en células eucariotas como en procariotas [74]. Otros nombres 
que reciben las EV en la literatura hacen referencia a su tamaño (micropartículas, nanopartículas, 
microvesículas o  nanovesículas) o a su presencia fuera de la célula (ectosomas, exosomas, exo-
vesículas) [75]. La terminología todavía está en proceso de unificación.  
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Figura 10. Microfotografía electrónica exoso-
mas. Se puede apreciar la morfología caracte-
rística en forma de copa. Escala 1:200 nm [81])

El término exosoma se usó por primera vez en 1981 por el grupo de Trams [76] para catalogar 
pequeñas vesículas segregadas desde la membrana plasmática mediante una “exfoliación”. Dos 
años después el grupo de Johnstone descubrió que los exosomas derivaban de los llamados cuer-
pos multivesiculares (MVBs, Multivesicular Bodies), en el interior de la célula [77]. Hasta entonces 
se habían considerado simples productos de desecho celular, hasta que se les atribuyó por prime-
ra vez funciones de transporte y comunicación: en 1996 el grupo de Raposo demostró la presencia 
de proteínas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC  clase I y II) en la membrana de 
los exosomas, lo que  les permitía actuar como presentadores de antígeno y facilitar la respuesta 
inmune [78]. Dos años más tarde el grupo de Zitvogel demostró la capacidad de los exosomas de 
células dendríticas de suprimir el crecimiento tumoral [79]. Finalmente, los exosomas recibieron la 
importancia merecida, y el interés en estudiar sus funciones ha crecido exponencialmente en los 
últimos 10 años [80]. 

Los exosomas son vesículas esféricas nanométricas de entre 30 y 150 nm de diámetro. Bajo mi-
croscopía electrónica de transmisión tienden a adoptar una forma cóncava, (Figura 10) lo que re-
sulta un inconveniente durante los métodos de fijación. Para mantener su morfología esférica nativa 
es preciso el uso de la criomicroscopía electrónica [81].

3.1.2. Composición
Los exosomas transportan gran variedad de moléculas bioactivas como péptidos, lípidos, proteí-
nas y diverso material genético, según la población celular de la cual provengan. Su conocimiento 
es dinámico, y cada día se identifican nuevos componentes (Figura 11) [73], [78].
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Figura 11. Composición de los exosomas. Representación de los componentes de los exosomas (proteínas, 
lípidos y ácidos nucleicos) y su localización y orientación en la membrana [75].

Proteínas
Las proteínas contenidas en los exosomas se han identificado mediante métodos como el Western 
Blot o el análisis proteómico. Se recogen todas ellas en una base de datos llamada Exocarta, inclui-
da a la vez dentro de otra base de datos llamada Vesiclepedia [82], [83].

A grandes rasgos se describen dos tipos de proteínas: unas van a estar presentes según su célula 
de origen, mientras que otras van a presentarse de forma constitutiva. Por su origen endosomal, 
todos los exosomas contienen proteínas de transporte y de fusión (Annexinas, Flotilinas, GTPases), 
de adhesión (tetraspaninas CD9, CD63, CD81, CD82, LAMP1), así como proteínas involucradas en 
la biogénesis de MVBs como Alix, (programmed cell death 6 interacting protein) y TSG101 (tumor 
susceptibility gene 101 protein). También se ha descrito que contienen proteínas de estrés (Heat-
shock proteins HSP70 y HSP90), proteínas presentadoras de antígeno y proteínas del citoesqueleto 
[75], [84], [85]. Los exosomas expresan en la membrana proteínas glicosiladas responsables de 
definir el contenido del exosoma y dirigir su reconocimiento e internalización por la célula diana. 
Cabe destacar que muchas de las proteínas se expresan también en otras EV, no siendo específi-
cas de los exosomas. Se ha propuesto que para definir a un exosoma, éste debe expresar tetras-
paninas, Alix, Flotilinas, TSG101 y Rab5b [84], [86]
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Ácidos nucleicos
La presencia de RNA en los exosomas se describió por primera vez en microvesículas producidas 
por células madre de origen murino [87]. Al año siguiente se detectó RNA mensajero (mRNA) y 
RNA de pequeño tamaño, microRNA (miRNA) en exosomas de mastocitos [88]. A día de hoy se 
conoce que  los exosomas pueden contener mRNA intacto, así como fragmentos de RNA, miRNA, y 
RNA no codificante [85]. El material nucleico está protegido de la digestión por enzimas líticas y se 
encuentra marcado por unas secuencias específicas de péptidos, que determinarán su  retención 
o secreción extracelular [89]. 

Los exosomas también contienen DNA, y aunque menos descrito, se sabe que existe DNA mitocon-
drial (mtDNA), DNA de cadena simple y doble (dsDNA)[90]

Lípidos
Los exosomas son ricos en lípidos y de nuevo su composición varía según su célula origen [85]. 
Los lípidos aportan al exosoma la estabilidad y resistencia necesaria para su viaje. También parti-
cipan en su reconocimiento e internalización por parte de la célula diana.

Los principales son el colesterol, diglicéridos, esfingolípidos (esfingomielina y ceramidas), fosfolí-
pidos, glicerofosfolípidos (fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilenositol) y poliglicerofosfolípidos 
[75]. Los exosomas también contienen lípidos bioactivos, como prostaglandinas y leucotrienos, 
que forman parte de la información transferida y participan en vías de señalización [75], [81], [84], 
[91].

3.1.3. Métodos de aislamiento
Aunque a día de hoy falta un consenso para estandarizar los métodos de aislamiento de exosomas, 
la International Society Extracellular Vesicles (ISEV) propuso que las características para definir a 
un exosoma fueran su tamaño (30-100nm de diámetro), su morfología de copa y la presencia de 
ciertas tetraspaninas (Tabla I) [75].

La técnica más clásica es el método por centrifugación seriada y la ultracentrifugación. Mediante 
este método se consigue separar la fracción microvesicular correspondiente a los exosomas de 
restos celulares y otras vesículas de mayor tamaño [92].

Otro método de aislamiento es el sistema por inmunocaptura, capaz de detectar ciertos marca-
dores de membrana de los exosomas, como las tetraspaninas. El inconveniente es que éstas no 
son exclusivas de los exosomas y están presentes en otras EV [85], [93]. La detección de algunos 
lípidos [91], [93] y el elevado grado de glicosilación [94] de la membrana exosomal también se han 
aprovechado como método de aislamiento.
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3.2. Biogénesis
La formación de un exosoma se inicia con la invaginación de la membrana plasmática, generando 
un endosoma temprano, que mientras madura en el interior celular incorpora de forma predetermi-
nada su carga. A continuación, varios endosomas se fusionan originando los llamados endosomas 
multivesiculares o cuerpos multivesciulares (MVB) (Figura 12) [95]. Este proceso viene dirigido por 
complejos proteicos llamados ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required For Transport), entre 
los que se conocen el sistema Alix y el TSG101. También se han descrito mecanismos indepen-
dientes del complejo ESCRT [96], [97]. Estos MVB van a ser conducidos por proteínas de transpor-
te de la familia RAB hacia el lisosoma, para su reciclaje o hacia la membrana plasmática, para ser 
secretados al exterior celular [73], [75].

Figura 12. Representación esquemática de 
la biogénesis y secreción de exosomas y 
vesículas extracelulares desde la membrana 
plasmática celular. Mientras la EV emergen di-
rectamente desde la membrana plasmática, los 
exosomas son liberados desde unas vesículas 
intraluminales de mayor tamaño, los MVB [75].
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3.3. Secreción
En la mayoría de las células, los MVB liberan los exosomas de forma espontánea, y aumentan su 
secreción frente a ciertos estímulos tanto del medio extracelular (por ejemplo señales de linfocitos 
T), como del medio intracelular (por ejemplo la presencia de DNA dañado) [75]. 

Las proteínas del citoesqueleto son las encargadas de movilizar los MVB, haciendo posible la 
coaptación de la membrana exosomal con la celular. Nuevamente participan  proteínas de la familia 
RAB, el factor p-53 y el complejo proteico SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor atta-
chment protein receptor) [98]. La fusión de ambas membranas se realiza por mecanismos depen-
dientes del flujo intracelular de calcio dando paso a la liberación de la carga exosomal. [99], [100].

3.4. Adhesión e internalización
El destino final de los exosomas está altamente determinado por moléculas de superficie: tetras-
paninas, integrinas, proteoglicanos, glucolípidos, lectinas, e incluso inmunoglobulinas [101]. Una 
vez capturados por la célula receptora, los exosomas se internalizan mayoritariamente mediante 
mecanismos de digestión celular: endocitosis, fagocitosis y macropinocitosis [102]. En esta fase 
del proceso son esenciales receptores proteicos como la clatrina o receptores lipídicos como la 
caveolina (Figura 13) [103].

En menor proporción también se han definido mecanismos de internalización mediante fusión di-
recta de la membrana del exosoma a la membrana plasmática de la célula diana [101], o a través 
receptores celulares y moléculas de adhesión [104], [105].

3.5. Funciones de los exosomas
Funciones fisiológicas
Los exosomas actúan de vehículo para retirar el material de desecho y para la señalización interce-
lular tanto entre células vecinas como a larga distancia [75], [85], [88].

Numerosos tipos celulares liberan exosomas, como células sanguíneas, células dendríticas, endo-
teliales, epiteliales, células nerviosas, intestinales y embriogénicas, tanto en situaciones fisiológicas 
como patológicas [77], [106], [107]. Tienen un papel clave en la respuesta inmunológica y en la 

Figura 13. Captación de los exosomas. 
Tras su liberación al espacio extracelular, 
los exosomas interaccionan con la célula 
receptora mediante señales yuxtacrinas, 
endocitosis o fusión celular. Imagen adap-
tada de [162]
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comunicación intercelular de procesos metabólicos, neurodegenerativos, cardiovasculares, de di-
ferenciación celular y tumoral [101], [108]–[112].

A día de hoy, la participación de los exosomas en la respuesta inmune y en el cáncer son los ám-
bitos que más interés han suscitado.

Los exosomas favorecen la presentación de antígenos a través de los MHC I y II a linfocitos T, 
macrófagos y células dendríticas [78], [113]–[115]. Sin embargo, los exosomas también pueden 
mediar un estado inmunodepresor interfiriendo en la activación de células del sistema inmune [116] 
e incluso son capaces de distribuir material de células infectadas (por virus, bacterias…) entre 
células sanas [117].

Los exosomas se han identificado en sangre, orina, líquido amniótico, leche materna, bilis, líquido 
ascítico, líquido cefalorraquídeo, saliva, flujo vaginal y semen [75], [84], [118], [119]. La presencia 
de exosomas circulantes en fluidos corporales hace posible su utilidad como diagnóstico no invasi-
vo, reconociéndolos como biomarcadores de situaciones fisiológicas y patológicas como la diabe-
tes, enfermedades cardiovasculares, el asma, la pancreatitis aguda, la rinitis alérgica, el alzhéimer 
o el cáncer [106], [111], [112], [120]–[123].

Funciones en el cáncer
En el contexto del cáncer, los exosomas derivados del tumor (TEX, tumor exosomes) sirven como 
vehículos de información, enviando señales desde las células tumorales  a células inmunes, endo-
teliales, fibroblastos, a células no transformadas, así como a las MSC (Figura 14).

Figura 14. Interacciones mediadas por los TEX  en el microambiente tumoral I. Los TEX son los mediadores 
de la reprogramación del microambiente tumoral actuando de forma autocrina sobre las propias células tumo-
rales (fechas naranjas), yuxtacrina sobre los linfocitos T infiltrantes (fecha negra) y de forma paracrina sobre 
los demás tipos celulares: células inmunes, endoteliales, MSC y fibroblastos (fechas azules). Imagen adaptada 
de [124].
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Las MSC parecen jugar un papel particularmente importante en el acondicionamiento del lecho 
tumoral mediante la señalización a través de factores solubles (citoquinas y factores de crecimien-
to). Tras descubrir los exosomas como vehículos de información intercelular, las propias MSC se 
describieron también como productoras, y no sólo receptoras, de una gran cantidad de exosomas 
que ejercían cambios importantes para el TME y facilitaban la diseminación tumoral. [124]–[126]. 
(Figura 15) 

Es de destacar que las células tumorales secretan 10 veces más exosomas que las células sanas, 
y se han identificado patrones específicos de miRNA correspondientes a tumores concretos. Algu-
nos ejemplos descritos en la literatura son el melanoma [127], cáncer de pulmón [128], gastrointes-
tinal [129], de mama [122], de próstata [130] y de esófago [131]. La participación de los exosomas 
en el carcinoma de cabeza y cuello ha sido descrita recientemente por el grupo de Theodoraki [67], 
al describir exosomas que expresan la proteína PD-L1 en su superficie, pudiendo actuar como un 
sistema más de actividad inmunosupresora tumoral. El mismo grupo describió, también, que los 
exosomas ejercerían cambios a las células inmunes circulantes, mediante mecanismos directos e 
indirectos [116].
Además de su utilidad diagnóstica en el cáncer [93], los exosomas pueden actuar como factores 
pronóstico e incluso parece que pueden estar implicados en algunas resistencias a quimioterápi-
cos [132], [133]. En este sentido, se cree que sería posible obtener información de los TEX a fin de  
ofrecer una terapia personalizada, o incluso bloquear su liberación para conseguir el control tumo-
ral y la erradicación de la enfermedad. Por otra parte, aprovechando sus funciones de transporte, 
se están diseñando estrategias encaminadas a modular la carga de los exosomas para conseguir 
una distribución selectiva de biofármacos e incluso de material genético [38], [120].
 

Figura 15. Interacciones mediadas por los TEX  en el microambiente tumoral II. Tras la internalización de 
los TEX por parte de la célula mesenquimal estromal, las MSC transformadas se vuelven ávidas productoras de 
factores solubles y exosomas. Las señales moleculares son dirigidas a las células tumorales para promover su 
crecimiento y diseminación [34], [163]. La perpetuación de la célula tumoral es facilitada también por exosomas 
de MSC mediante el escape inmune [67], [114], [115], [124]. Los exosomas de las MSC actúan también sobre 
los fibroblastos y células endoteliales para la progresión tumoral [82], [108]. Imagen adaptada de [124].
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El cáncer de laringe es todavía a día de hoy una enfermedad que conlleva una elevada tasa de 
morbimortalidad, a pesar del intento continuo de adoptar nuevas estrategias para su diagnóstico 
precoz y tratamiento. 

No obstante, el descubrimiento de los exosomas como mediadores de la comunicación intercelular 
en el cáncer de laringe abre un nuevo campo de investigación.  

La hipótesis de este trabajo es que los exosomas están implicados en la fisiopatología del cáncer 
de laringe modulando la comunicación entre macrófagos y células tumorales. 

Objetivo general:
Investigar el papel de los exosomas en la comunicación entre las células tumorales laríngeas y los 
macrófagos.

Objetivos concretos:

	 1. Caracterizar los efectos de los macrófagos en las células tumorales y determinar la 		
	 participación de los exosomas (Experimento A y B)
	
	 2. Caracterizar los efectos de las células tumorales en los macrófagos y determinar la 		
	 participación de los exosomas (Experimento A y B)                                     
	
	 3. Definir la vía de señalización a través de la cual median los efectos (Experimento C)
	
	 4. Determinar la participación de los exosomas en la activación de dicha vía de señaliza		
	 ción (Experimento C)

	 5. Caracterizar los efectos de los macrófagos y las células tumores en cocultivo tridimen		
	 sional (esferoides) (Experimento D)
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1. Cultivos celulares

1.1. Líneas celulares
THP-1
Línea celular humana (Sigma-Aldrich) de la estirpe monocito-macrófago derivada de un paciente 
con leucemia monocítica aguda. Se cultivaron en medio RMPI-1640 suplementado con suero bo-
vino fetal al 10 % (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), 2 mM de L-glutamina estable, penicilina 
(100 U/ml) y estreptomicina (100 μg/ml).

Las THP-1 se diferenciaron a macrófagos humanos mediante tratamiento con forbol 12-mirista-
to-13-acetato (PMA). Las células se trataron con PMA 50 nM durante 24 h, tras las cuales se susti-
tuyó por medio RPMI 1640 sin PMA durante 24 h más antes de realizar los experimentos. 

En algunos experimentos se indujo la polarización de los macrófagos a fenotipo M1 tratándolos con 
LPS (100 ng/ml) e IFN γ (20 ng/ml) durante 24 horas, o a fenotipo M2 tratándolas con IL4 (20 ng/ml) 
e IL13 (20 ng/ml) durante 24h.

BICR-18
Línea celular humana (Sigma-Aldrich) adherente de queratinocitos obtenida a partir de un nódulo 
linfático metastásico  de un carcinoma escamoso de laringe (SCC, squamous cell carcinoma). Las 
células se mantuvieron en medio DMEM suplementado con 10% de FBS (Fetal Bovine Serum), 2 
mM de L-glutamina estable, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 μg/ml).

1.2. Condiciones de cultivo
Todos los cultivos se mantuvieron en incubadoras bajo una atmósfera controlada de aire/CO2 
(95:5), al 95% de humedad y a una temperatura de 37 ºC. 

1.3. Cocultivo 
Los experimentos de cocultivo se realizaron por medio de sistema transwell (utilizando inserts para 
cultivo celular con poro de 0,4 μm, Corning, VWR InterntionsLtd, UK) que permite cultivar las célu-
las separadas físicamente pero manteniendo el intercambio molecular de señales. Por un lado se 
sembraron 250,000 células BICR/pocillo en una placa de 12 pocillos y se mantuvieron durante 48h 
(hasta confluencia) a 37 ºC en medio DMEM. Por otro lado, se sembraron 200,000 células TPH1/
insert y se mantuvieron durante 24 h  en medio RPMI + PMA (para diferenciarlos a macrófagos), y 
24 h más en medio RPMI.

Tras estas 48 h se colocaron los inserts de macrófagos sobre los pocillos con BICR-18.

A diferentes tiempos de incubación se realizó el ensayo de migración celular en las BICR-18 o, 
alternativamente, se obtuvo el mRNA de los dos tipos celulares para el análisis de la expresión 
génica o se sometieron a estudio por inmunofluorescencia, según el experimento.

1.4. Ensayo de migración celular 
La evaluación de la migración celular se realizó mediante el método de Scratch Assay (wound 
healing assay). Las células BICR-18 se dejaron crecer a confluencia y se trataron con Mitomicina 
C 2 μM 2 horas antes de realizar el experimento, con la finalidad de parar el ciclo duplicativo de 
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las células y que la migración observada fuera debida al desplazamiento y no a la proliferación 
celular. A continuación, con una punta de pipeta, se realizó el rascado (Scratch) y se obtuvieron 
microfotografías que se repitieron 24 h después. El área cubierta por las células durante estas 24 h 
se cuantificó usando el software Image J.

1.5. Esferoides
Para evaluar de forma más fiable la naturaleza de las interacciones entre varios tipos celulares se 
crearon conglomerados tridimensionales heterogéneos de BICR-18 con THP1 diferenciados a ma-
crófagos en reposo (M0), o polarizados a M1 o M2. Previamente a la formación de los esferoides, 
cada línea celular se sometió a tinción fluorescente. Tras 24 h de incubación se obtuvieron micro-
fotografías que permitieron estudiar la distribución de los dos tipos celulares. También se evaluó la 
expresión de marcadores M1 y M2 mediante qPCR. 

1.6. Captación e internalización de exosomas 
Para estudiar el papel de los exosomas en la comunicación entre macrófagos y células tumorales, 
primero investigamos si había captación e internalización de los exosomas por parte de la célula 
diana. Para ello, el primer paso fue aislar exosomas de células tumorales (Exos- BICR) y exosomas 
de macrófagos (Exos- THP1) producidos durante 24 h. Sembramos células BICR en una placa y 
TPH1 en otra teñidas ambas líneas con colorante fluorescente PKH-67 (verde), y añadimos exoso-
mas de la otra línea celular, teñidos con el colorante PKH-26 (rojo) quedando así:

• BICR-18 con Exos THP1
• THP1 con Exos BICR-18

Tras incubarlos durante 60 min a 37 °C, estudiamos la internalización de los exosomas por los ma-
crófagos y las células tumorales mediante microscopía de fluorescencia.

2. Diseño experimental 

Experimento A: Caracterización de los exosomas generados por las células BICR-18 y THP1.

Para caracterizar las poblaciones de exosomas generados por BICR-18 y THP1 los dos tipos celu-
lares se cultivaron a confluencia en frascos de 20 ml usando medio Exo-free durante 48 h. Pasado 
este tiempo se recuperó el medio y se procedió a la purificación de los exosomas por medio del 
protocolo de ultracentrifugación. 

La distribución del tamaño de las vesículas aisladas se verificó mediante un análisis de rastreo de 
nanopartículas con un Nanosight LM10.

El tamaño y la morfología de los exosomas se evaluaron por tinción negativa de las muestras y 
observación mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM).

Mediante Western-blot se determinó la presencia de marcadores característicos de los exosomas 
(Alix y TSG101).
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Experimento B: Determinación del papel de los exosomas en el diálogo celular entre macró-
fagos y células tumorales.

En un primer experimento se determinó la capacidad de captación de los exosomas de BICR-18 
por parte de THP1 y viceversa. Previamente se llevaron a cabo tinciones celulares con PKH67 y 

La incorporación de los exosomas al citoplasma se evaluó mediante microscopía de fluorescencia. 

Efecto de los exosomas de THP1 sobre la migración celular de BICR-18:

Una vez verificada la captación de los exosomas en células BICR-18, se evaluó el efecto que tenían 
sobre la migración celular. Para ello se realizaron los siguientes grupos:

• Células BICR-18 control (n=6)
• Células BICR-18 cocultivadas con THP1 (n=6)
• Células BICR-18 incubadas con 10 μg/ml de exosomas de THP1 (n=6)

El grado de migración celular durante 24 h se evaluó mediante el Scratch Assay (Figura 16).

Tabla II. Tinciones utilizadas para el estudio de captación de los exosomas mediante 
fluorescencia.

Figura 16. Representación esque-
mática del Scratch Assay. Se reali-
zó en ensayo en las tres situaciones: 
Cultivo de BICR solas, en cocultivo 
con THP1, y BICR-18 cultivadas en 
medio rico de exosomas procedentes 
de THP1.
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Efecto de los exosomas de BICR-18 sobre el fenotipo de los macrófagos:

Para determinar el papel de los exosomas de BICR-18 sobre los macrófagos se realizaron los si-
guientes grupos:

• Células THP1 control (n=6)
• Células THP1 cocultivadas con BICR-18 (n=6)
• Células THP1 incubadas con 10 μg/ml de exosomas de BICR-18 (n=6)

Tras 24 h de cultivo se obtuvo el mRNA celular y se determinó el fenotipo de los macrófagos eva-
luando por qPCR los niveles de IL1β, MRC1, CCL2, IL-10 y TGFβ (Figura 17).

Adicionalmente se realizó un estudio de la cinética del fenotipo de los macrófagos en cocultivo 
determinando los niveles de IL1β y RMC1 tras 1, 5 y 7 días de cocultivo.

Experimento C: Papel de los exosomas en la modulación del eje inmunosupresor PD-1/PD-L1. 

Para determinar si la señalización por exosomas modulaba la expresión de PD-1/PD-L1 se realiza-
ron los siguientes grupos:

• Células BICR-18 control (n=3)
• Células BICR-18 cocultivadas con THP1 (n=3)
• Células BICR-18 incubadas con 10 μg/ml de exosomas de THP1 (n=3)

Tras 24 h de incubación se obtuvo el mRNA y se determinó por qPCR la expresión de PD-1 y PD-L1 
en los dos tipos celulares (Figura 18).

Figura 17. Representación esquemática para la caracterización fe-
notípica de los macrófagos. El experimento para estudiar el perfil de 
activación de los macrófagos se llevó a cabo en las tres situaciones: 
THP1 solas, en cocultivo con BICR-18 y THP1 incubadas con exosomas 
procedentes de BICR-18.
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Figura 18: Representación esque-
mática para determinar la expre-
sión de PD-1 y de PD-L1 a las 24 
h. El experimento para estudiar la 
expresión de PD-1 y PD-L1 se lle-
vó a cabo para BICR-18 en mono-
cultivo, en cocultivo con THP1 y en 
BICR-18 incubadas con exosomas 
procedentes de THP1. 

La inducción detectada nos llevó a analizar el papel de los factores de transcripción STAT 3 y NFkB 
en las BICR-18. Para ello se realizó un ensayo de inmunofluorescencia en células tratadas con 
exosomas de THP1 durante 1 h.

Puesto que Los resultados sugirieron un papel para STAT3 (pero no para NFkB,) se realizó un 
ensayo de inhibición tratando las células con el inhibidor específico de STAT3 5,15-Dephe-
nil-21H,23H,porfina (5,15 DPP).

Los grupos realizados fueron:
• Células BICR-18 control (n=3)
• Células BICR-18 incubadas con 10 μg/ml de exosomas de THP1 (n=3)
• Células BICR-18 incubadas con 10 μg/ml de exosomas de THP1 y 50 μM de 5,15 DPP (n=3)

Tras 6 h de incubación se obtuvo el mRNA y se determinó por qPCR la expresión de PD-1 y PD-L1.

Experimento D: Distribución de los tipos celulares en cultivos tridimensionales y estudio del 
perfil de activación de los macrófagos

Para aproximar los resultados a las condiciones de tridimensionalidad de los tumores in vivo, se 
realizó un estudio con  esferoides generados combinando los dos tipos celulares. En este caso se 
consideró el efecto de la polarización de los macrófagos. En un primer grupo, las células THP1 se 
polarizaron al fenotipo M1 mediante la adición de IFN γ y LPS. En un segundo grupo se diferencia-
ron a fenotipo M2 mediante la adición de IL-4 y IL-13. Finalmente, en un tercer grupo, no se indujo 
polarización y se mantuvieron como M0. Las diferentes poblaciones celulares se sometieron a tin-
ción, usando colorante PKH67 (verde) para BICR-18 y PKH26 (rojo) para los macrófagos.

Se realizaron 3 grupos:
• Células BICR-18 incubadas con M0 (n=2)
• Células BICR-18 incubadas con M1 (n=2)
• Células BICR-18 incubadas con M2 (n=2)
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Se prepararon seis suspensiones conteniendo cada una 150,000 BICR-18 y 50,000 macrófagos, 
que se sometieron a centrifugación para facilitar las adhesiones celulares y la formación del esferoi-
de y, tras 24 horas de incubación, se tomaron microfotografías con el microscopio de fluorescencia.
Posteriormente, se tomaron nuevas microfotografías a lo largo de diferentes días.

3. Métodos

3.1. Preparación del medio Exo-free
El medio de cultivo habitual está suplementado con un 10% de suero fetal bovino. El suero fetal bo-
vino posee de forma natural exosomas que podrían interferir en los análisis. Por ello, para preparar 
el medio de cultivo en el cual se van a realizar experimentos enfocados a los exosomas, el primer 
paso fue conseguir medio libre de exosomas. Para ello, medio suplementado con suero fetal bovino 
al 20% se sometió a una ultracentrifugación a 100.000 xg, durante 16 h, consiguiendo la sedimenta-
ción de los exosomas. A continuación, se recogió el sobrenadante (porción no sedimentada), que 
se pasó por un filtro de 0,2 μm y se guardó a 4 °C. Para su utilización se preparó una dilución 1:2 
de este medio con medio no suplementado, consiguiendo un medio al 10% de suero fetal bovino 
libre de exosomas que denominamos medio Exo-free. 

3.2. Aislamiento de exosomas 
Para la obtención de exosomas, las células se cultivaron durante, como mínimo, 24h en medio 
Exo-free. A continuación se recogió el medio de cultivo para proceder a la extracción de exosomas 
según el protocolo estándar de ultracentrifugación (Figura 19). Este protocolo se basa en centrifu-
gaciones repetidas a 4 °C a una velocidad cada vez mayor, que consigue separar restos celulares 
y vesículas de tamaño mayor que la de los exosomas. 

La primera centrifugación fue a 2,000 xg durante 10 min para eliminar las células muertas. Se 
recogió el sobrenadante y se centrifugó a 10,000 xg durante 30 min para descartar fracciones 
subcelulares y vesículas de tamaño grande. El sobrenadante obtenido se pasó por un filtro de 0,2 
μm para eliminar vesículas de tamaño superior a 200 nm. A continuación, el medio filtrado se cen-
trifugó a 100,000 xg durante 70 min con la ultracentrífuga Optima L-90Kcon el rotor SW-28y  tubos 
de policarbonato resistentes a la deformación y a la temperatura (Beckman Coulter, Brea, CA). Esta  
ultracentrifugación permitió sedimentar los exosomas, que se resuspendieron en tampón de fosfato 
salino (PBS, phosphate buffer saline) y se sometieron a un último filtrado utilizando unidades de 
filtración centrifugal de tamaño de poro de 300 kDa para eliminar proteínas contaminantes.

Finalmente, el precipitado de exosomas se resuspendió en PBS o PB (0,1M) (para su uso experi-
mental), en una solución de paraformaldehido al 4 % (para microscopía electrónica) o en tampón 
de lisis RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay) (para su análisis mediante Western Blot). 
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Figura 19: Esquema para el aislamiento de los exosomas

3.3. Microscopía electrónica de transmisión
La preparación de las muestras y su posterior observación tuvo lugar en régimen de autoservicio  en 
la Unidad de Criomicroscopía electrónica en el Parque Científico de Barcelona, que pertenece a los 
Centros Científicos y Tecnológicos de la Universitat de Barcelona (CCiTUB).
Para estudiar los exosomas aislados bajo microscopía electrónica se fijaron en una solución de 
paraformaldehido al 4 % en PBS. Se colocaron en rejillas de cobre (400 mesh) recubiertas por una 
película de carbono de 14 nm y tratadas con glow discharge para hacerlos más hidrofílicos. Tras 20 
min, se lavaron con agua Milli-Q (purificada y desionizada) y se suspendieron en acetato de uranilo 
al 2% durante 5 min. Las rejillas se estudiaron con el microscopio de transmisión JEOL-1010 a 80 kV.

3.4. Nanosight
La distribución de tamaño de las partículas se evaluó mediante un análisis de rastreo de nanopar-
tículas con un Nanosight   LM10 (Servicios Científico-técnico del Institut de Ciència de Materials 
de Barcelona-CSIC). Este sistema utiliza las propiedades de dispersión de la luz y del movimiento 
Browniano para obtener la distribución del tamaño de las partículas en una suspensión líquida. Para 
cada muestra se grabaron tres vídeos de 1 min de duración y para el blanco se utilizó PBS filtrado, 
que no dio señal.
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Tabla III. Composición de los reactivos usados para el Western Blot.

3.5. Western blot
El Western – Blot es una técnica que permite cuantificar las proteínas presentes en una muestra. 
Primeramente se obtiene el extracto proteico en conjunto para determinar la concentración de pro-
teínas de la muestra. Seguidamente el extracto proteico se somete a una electroforesis para sepa-
rar las distintas proteínas en un gel, y se transfiere posteriormente a una membrana de PVDF para 
detectar la proteína deseada por Inmunofluorescencia. La composición de los distintos reactivos 
usados se muestra en la siguiente tabla (Tabla III) y los anticuerpos usados en la Tabla IV.

El primer paso de extracción de las proteínas se realizó resuspendiendo los exosomas en tampón 
RIPA con inhibidores de proteasas. Tras 15 min en hielo, las proteínas se cuantificaron utilizando 
el espectrofotómetro Nanodrop (programa 280). En este punto es posible congelar los extractos a 
-40 °C hasta su utilización. 

Antes de someter el extracto a la electroforesis, se diluyó con tampón de carga Laemmli que con-
tiene el agente reductor TCEP (tris-2-carboxietilfosina). Antes de cargar la muestra al gel de elec-
troforesis, se escalfó a 85 °C durante 5 min y se dejó enfriar.
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El gel de electroforesis (Sodiumdodecylsulphate-poliacrilamide gel electroforesis) tiene una parte 
superior compuesta de gel empaquetador (sticking gel) al 5% de acrilamida, el cual alinea y com-
pacta las muestras antes de separarse, y un gel separador (running gel) al 12% de acrilamida, a 
través del cual avanza la muestra. Se cargaron 35 μg de extracto a cada pocillo de gel empaqueta-
dor, en paralelo, que tras compactarse,  progresaron a través del gel separador frenándose según 
el peso molecular de cada proteína. Poseemos un extracto proteico de control, del cual conocemos 
su composición proteica exacta y su resultado electroforético (Prism Ultra Protein Ladder, Abcam, 
Cambridge, UK). La electroforesis se realizó con el aparato Mini-PROTEAN (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA) a voltaje constante primero a 60V durante 30min, después a 120 V, en frío. 

Una vez separadas en el gel, las proteínas se trasfirieron a una membrana de polifluoruro de vi-
nilideno (PVDF, Immobilion-P, Merck Millipore, Billerica, MA) apta para Inmunofluorescencia. La 
transferencia se realizó en cubetas húmedas con adaptadores del Mini-PROTEAN, durante 120 min 
a una intensidad de 400 mA. Para comprobar que las proteínas se transfirieron correctamente, se 
tiñó la membrana con tinción reversible Ponceau S (Ponceau S al 0.2 %, ácido acético glacial al 5 
%) que permitió visualizar el conjunto de proteínas separadas en la membrana.

El siguiente paso consistió en bloquear la membrana: para ello se incubó  durante 1 h a temperatu-
ra ambiente con una solución de bloqueo (leche descremada en polvo al 5 % en tampón Tris, TBS). 
Dicha solución de bloqueo contiene la cantidad suficiente de albúmina que ocupa los espacios 
sobrantes de la membrana. 

A continuación se procedió a incubar las membranas a 4 °C durante toda la noche con el anticuer-
po primario, el cual detecta a la proteína deseada. El anticuerpo primario se encuentra tamponado 
con solución TBS-tween (TBS-T) a fin de aumentar la especificidad anticuerpo-antígeno. Al día 
siguiente, tras realizar tres lavados con TBS-T para eliminar el exceso de anticuerpo primario,  se 
procedió a añadir una solución con el anticuerpo secundario marcado con la molécula fluorescente 
Dylight 800 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), dejándose actuar durante 1 h a temperatura 
ambiente. De nuevo se realizaron tres lavados con TBS-T para eliminar el anticuerpo secundario 
excedente. El anticuerpo secundario permitió detectar al primario mediante el aparato de inmu-
nofluorescencia Odyssey Infrarred Imaging System (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE).
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3.6. qPCR
La reacción en cadena de la polimerasa o PCR (Polimerase Chain Reaction) la usamos para estu-
diar niveles de expresión de determinados genes de interés en la muestra. Primeramente necesitá-
bamos extraer todos los RNA presentes en la muestra, y pasarlos a cDNA mediante transcripción 
inversa. A continuación las secuencias seleccionadas se amplificaron mediante PCR a tiempo real 
(qPCR).

La extracción de RNA total se realizó usando TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), 
que lisó las células manteniendo íntegro el RNA. Tras incubarlo 5 min a temperatura ambiente, se 
añadió cloroformo y se centrifugó a 12,000 gx durante 15 min, a 4 °C, obteniéndose dos fases: la 
fase blanca inferior con el DNA y las proteínas, y la acuosa superior con el RNA. Se recogió la fase 
acuosa y tras hacerla precipitar con isopropanol se centrifugó a 12,000 gx durante 10 min, a 4 °C. 
El pecipitado se lavó con etanol al 75% y se volvió a centrifugar a 12,000 gx, durante 10 min, a 4 °C.  
El precipitado  de RNA final se resuspendió con agua dietilpirocarbonada (DEPC) para determinar 
después la concentración por densidad óptica a 260 y 280 nm mediante el espectrofotómetro Na-
noDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE).

Posteriormente se realizó la conversión de 1 μg de RNA a cDNA con el kit iScriptcDNA de Bio-Rad 
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), y se procedió al proceso de transcripción inversa con el 
termociclador Eppendorf ® Mastercycler (Hamburg, Alemanya). Este proceso consta de 3 ciclos: 
incubación a 25 °C durante 5 min, después a 42 °C durante 30 min y por último a 85 °C durante 5 
min. El cDNA resultante se ajustó a una concentración final de 10 ng/μl.

En último lugar se procedió a la cuantificación de la expresión de los genes deseados por qPCR. 
Para ello se utilizaron secuencias de oligonucleótidos específicas diseñadas para cada gen de in-
terés, juntamente con la molécula fluorófora iTaqTMSYBR® Green (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA), que desprendió una señal fluorescente proporcional a la cantidad de cadenas de cDNA de 
la muestra. Se usó el aparato DNA Engine® PeltierThermalCycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA).

El protocolo de amplificación consiste en un primer paso de 1,5 min a 95 °C que activa a la polime-
rasa, seguido de 40 ciclos de amplificación. Cada uno de los ciclos precisa de un primer paso de 
desnaturalización para separar las cadenas de cDNA (15 s a 95 °C), seguido de la hibridación del 
cDNA con los oligonucleótidos conocidos (30 s a 60 °C) y su elongación (20 s a 72 °C). Finalmente, 
las muestras se sometieron a una curva de temperaturas (melting) de 55 °C a 95 °C para descartar 
amplificaciones inespecíficas (Tabla V). 

3.5. Western blot
El Western – Blot es una técnica que permite cuantificar las proteínas presentes en una muestra. 
Primeramente se obtiene el extracto proteico en conjunto para determinar la concentración de pro-
teínas de la muestra. Seguidamente el extracto proteico se somete a una electroforesis para sepa-
rar las distintas proteínas en un gel, y se transfiere posteriormente a una membrana de PVDF para 
detectar la proteína deseada por Inmunofluorescencia. La composición de los distintos reactivos 
usados se muestra en la siguiente tabla (Tabla III)

El primer paso de extracción de las proteínas se realizó resuspendiendo los exosomas en tampón 
RIPA con inhibidores de proteasas. Tras 15 min en hielo, las proteínas se cuantificaron utilizando 
el espectrofotómetro Nanodrop (programa 280). En este punto es posible congelar los extractos a 
-40 °C hasta su utilización. 

Antes de someter el extracto a la electroforesis, se diluyó con tampón de carga Laemmli que con-
tiene el agente reductor TCEP (tris-2-carboxietilfosina). Antes de cargar la muestra al gel de elec-
troforesis, se escalfó a 85 °C durante 5 min y se dejó enfriar.

Tabla V. Condiciones específicas para la PCR.
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Las secuencias de oligonucleótidos utilizados para amplificar los genes correspondientes fueron 
las siguientes (Tabla VI).

Los resultados se evaluaron con el programa Opticon Monitor 3 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se analizaron según el método ΔCt 
(diferencia de ciclos hasta alcanzar el threshold), utilizando la Gapdh como gen control.

3.7. Marcaje mediante fluorescencia
Para estudiar la captación de exosomas por parte de las células, se utilizaron tintes fluorescentes 
inespecíficos de membrana PKH26 (rojo) y PKH67 (verde) (Sigma Aldrich). Los exosomas se tiñe-
ron con PKH26 a concentración 0,8 μM durante 5 min y las células se tiñeron con PKH67 a con-
centración 4  μM también durante 5 min. En ambos casos, la reacción se paró con BSA al 3%. Para 
eliminar la fracción de colorante no unido los exosomas se lavaron tres veces con PBS, usando los 
concentradores Nanosep 300K (Pall Corporation, NYC).

3.8. Inmunofluorescencia 
Para determinar la activación de los factores de transcripción STAT3 y NFkβ las células se incu-
baron en portaobjetos y se trataron con 30 μg/ml de exosomas. Como control positivo se utilizó 
LPS (100 ng/ml) + IFN γ (20ng/ml). A continuación se fijaron con formaldehido al 3,5% durante 5 
min, se permeabilizaron, y se incubaron con anticuerpos rabbit anti-p65 NFkβ (sc-372, Santa Cruz 
biotechnology) o anti-STAT3 (sc-483, Santa Cruz biotechnology). Acto seguido se incubaron con 
anticuerpos primarios anti-rabbit (goat anti-rabbit A11008, Alexa Life Technologies) conjugados 
con Alexa fluor-488 (Molecular Probes, Eugene, Oregon). La localización nuclear de los factores de 
transcripción se examinó mediante microscopía de fluorescencia.
      

Tabla VI. Secuencias de oligonucleótidos utilizados para la PCR.
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3.9. Esferoides
El primer paso fue realizar el recuento celular con la cámara de contaje Thoma. El número de cé-
lulas por cada línea celular para formar cada tipo de esferoide fue, en nuestro caso, de 150,000 
BICR-18 y 50,000 macrófagos M0, M1 o M2. A continuación cada línea celular se sometió a tinción 
con un marcador inespecífico de membrana: PKH67 (fluorescente verde) para BICR-18 y PKH26 
(fluorescente rojo) para los macrófagos. Una vez teñidas se mezclaron resuspendiendo ambas 
líneas celulares en un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se sometieron a centrifugación a 500 xg durante 
5 min. Tras descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 500 µl de medio de cultivo sin FBS 
(ya que el FBS favorece que las células se separen y extiendan por la superficie), se centrifugó de 
nuevo a 500 xg durante 5 min.

El esferoide formado sobre la pared (pellet resultante) se mantuvo a 37 ºC durante 12 h con la tapa 
abierta, permitiendo el intercambio gaseoso favoreciendo de esta manera la creación de uniones 
intercelulares y la estabilidad del esferoide. 

Al día siguiente hicimos saltar el esferoide con un pequeño golpe al tubo eppendorf y lo transferi-
mos cuidadosamente con la pipeta a un pocillo de una placa de 96w de baja adhesión. Se incubó 
a 37 ºC y  se fueron haciendo pequeños cambios de medio para ir introduciendo medio suplemen-
tado con FBS.

Todos los esferoides se mantuvieron durante una semana y se fueron observando bajo microscopía 
de fluorescencia para ir tomando microfotografías. Al séptimo día, los esferoides fueron sometidos 
a qPCR para cuantificar la expresión de IL1β y RMC1.

4. Análisis estadístico

Para el análisis estadístico se utilizó el programa GraphPad Prism v.6.0 (GraphPad software Inc, 
San Diego, CA). Los resultados se expresaron como el valor promedio ± el error estándar de la  me-
dia (SEM, standard error mean). Para comparar dos grupos se utilizó el test t-Student, mientras que 
la comparación entre tres o más grupos se realizó mediante el análisis de la varianza (ANOVA, one-
way analysis of variance). Una vez se determinó por ANOVA que existían diferencias significativas 
entre los grupos, se realizó el test post-hoc de Tukey. Las diferencias significativas se aceptaron 
con un intervalo de confianza del 95% (p<0,05).

MATERIAL Y MÉTODOS





RESULTADOS



62 63

Experimento A: Caracterización de los exosomas generados por las células BICR-18 y THP1. 

La caracterización de los exosomas aislados de ambos cultivos celulares se realizó mediante mi-
croscopía electrónica de transmisión (Figura 20), Nanosight, y mediante Western Blot.

Las muestras se sometieron al análisis por rastreo de las muestras líquidas y se obtuvo la distribu-
ción de las partículas según el tamaño, de esta forma (Figura 21).

Se puede observar que la gran mayoría de microvesículas presentes corresponden a un peso acor-
de con las características de los exosomas con una moda de 100,5 ± 2,9 nm (media de 134,7 nm 
± 5,6 nm) para las microvesículas pertenecientes a la población de BICR-18, y con una moda de 
99,1 nm ± 7,7 nm (media de 147,1 nm ± 7,7 nm) para las pertenecientes a la población de THP1.

Figura 20. Imagen representativa de exosomas por microscopía electrónica con tinción 
negativa. Obsérvese la característica morfología de copa. Escala: 1:100.

Figura 21. Rastreo de muestras BICR-18 y THP1 mediante Nanosight. Distribución 
según el tamaño de vesículas presentes en medio líquido de cultivo de BICR-18 y THP1 
respectivamente, mediante Nanosight. Los datos se expresan mediante tamaño (nm) y 
concentración (partículas / ml).
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Figura 22. Análisis por Western Blot de los 
exosomas. Se demuestra la presencia de Alix 
y TSG101 en ambas poblaciones celulares 
BICR-18 y THP1, respectivamente.

Experimento B: Determinación del papel de los exosomas en el diálogo celular entre macró-
fagos y células tumorales.

Tras incubar durante 60 minutos las células previamente teñidas de verde con los exosomas teñi-
dos de rojo, se pudo comprobar, mediante microscopía de fluorescencia, la captación de exoso-
mas de células BICR-18 por parte los THP1, así como la captación de exosomas de THP1 por parte 
de células BICR-18 (Figura 23).

Tras confirmar la captación bidireccional de exosomas, se evaluó el efecto de los exosomas de 
THP1 sobre la migración celular de BICR-18.
 

Además, para confirmar el enriquecimiento en exosomas de la población de vesículas extracelula-
res presentes en cada muestra, se evaluaron mediante Western Blot, los marcadores Alix y TSG101 
(Figura 22).

La co-expresión de los marcadores Alix y TSG101 permitió definir la población de vesículas como 
“exosomas” para ambas poblaciones celulares.

Figura 23. Imágenes obtenidas mediante microscopía de fluorescencia para estudiar la captación ce-
lular de exosomas. Tinción DAPI (nuclear) en azul, tinción PKH67 (citoplasmática) en verde, tinción PKH26 
(exosomas) en rojo. Tras la fusión de las microfotografías (merge) se confirma la presencia de exosomas en el 
citoplasma de ambas líneas celulares.
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Efecto de los exosomas de THP1 sobre la migración celular de BICR-18:

Como control se utilizaron células BICR-18 en su medio DMEM y se evaluó el patrón de migración 
mediante un estudio de Scratch Assay, del que se calculó el área ocupada a las 24 h. Asimismo, 
se estudió la migración de BICR-18 en cocultivo con THP1, del que de dedujo que la presencia de 
células THP1 aumentaba la migración celular. 

Finalmente, para determinar si el aumento observado en la migración de BICR-18 en cocultivo era 
debido al efecto de los exosomas de THP1, se realizó un tercer Scratch Assay de células BICR-18 
cultivadas en medio Exo-free al que se añadieron exosomas aislados de THP1. 

El área de cierre en las tres situaciones se calculó mediante la sustracción del área inicial (0 h) y la 
final (24 h) y se muestran en la (Figura 24).

Los resultados indicaron que el área cubierta por BICR-18 tras 24 horas era significativamente ma-
yor en situación de cocultivo respecto al control. Asimismo, este aumento fue similar al observado 
en BICR-18 cultivados con exosomas de THP1. Esto sugiere que el efecto sobre la migración de la 
célula tumoral BICR-18 vendría dado (al menos parcialmente) por efecto de los exosomas de los 
macrófagos.

Efecto de los exosomas de BICR-18 sobre el fenotipo de los macrófagos:

Para estudiar las modificaciones fenotípicas que ejercía la presencia de BICR-18 y sus exosomas 
sobre los macrófagos, se determinó, mediante qPCR, el perfil de expresión de los marcadores M1 
(IL-1β), M2 reparadores (MRC1 y CCL2) y M2 reguladores (IL-10 y TGF-β) en tres situaciones: cé-
lulas THP1 control, THP1 cocultivadas con células BICR-18 durante 24 h o cultivadas en medio rico 
en exosomas de BICR-18, también durante 24 h.
 

Figura 24. Scratch Assay de 
BICR-18. Imágenes representativas 
obtenidas mediante microscopía 
electrónica de BICR-18 en tiempo 
inmediatamente después de reali-
zar una herida central con punta de 
pipeta (0 h), y tras 24 h, en BICR-
18 solas (control), en cocultivo con 
THP1 (c.c)  o en presencia de exo-
somas de THP1 (exo.).  Se observa 
que el área cerrada en cocultivo es 
mayor que en la situación control, y 
que es similar al área cerrada cuan-
do las BICR-18 son incubadas con 
exosomas. 
La gráfica cuantifica el área de cie-
rre en cada situación.
*= p< 0,05 respecto al control.

* *
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Los macrófagos, tras 24 horas, expresaron las citoquinas de la siguiente forma: (Figura 25).

Los macrófagos en cocultivo con BICR-18 ten-
dieron a mostrar un perfil a medio camino en-
tre el fenotipo M1, (con inducción de la IL1β) 
y el M2-regulador, (con inducción de IL-10 
aunque sin cambios significativos en la ex-
presión de TGF-β).  Por otra parte, se observó 
una inhibición de los marcadores M2-repara-
dores (MRC1 y CCL2). Cabe destacar que no 
se observaron alteraciones significativas en la 
expresión de citoquinas cuando los macrófa-
gos se cultivaron con exosomas de BICR-18, a 
excepción de IL-10, que mostró una inducción 
equivalente a la obtenida en cocultivo. De este 
primer experimento se deduce que los macró-
fagos en contacto con células tumorales larín-
geas muestran un perfil solapado antitumoral 
y M2-like regulador. Por otra parte, se puede 
deducir que la modificación del fenotipo de los 
macrófagos no vendría dada por los exosomas 
derivados delas celulas tumorales.

Sin embargo, entendiendo que el perfil de ac-
tivación de los macrófagos es un estado diná-
mico, se quiso evaluar las modificaciones en 
el perfil fenotípico M1/M2 a lo largo del tiempo. 
Se realizó para este fin una cinética de culti-
vo, (Figura 26) comparándose la expresión de 
los diferentes marcadores tras 1, 5 y 7 días de 
cultivo.

Figura 25. Expresión de citoquinas por los ma-
crófagos, tras 24 h. Resultados relativos respec-
to al control de las citoquinas expresadas por los 
macrófagos, en las tres situaciones: THP1 solas, 
en cocultivo con BICR e incubadas con exoso-
mas procedentes de BICR-18.
*= p< 0,05 respecto al control.
+=< 0,05 respecto al cocultivo.

Figura 26. Cinética de cultivo 
de los macrófagos. Gráfico de 
barras: expresión relativa de mar-
cadores descriptivos de los fenoti-
pos de activación de macrófagos 
en situación de cocultivo, a lo lar-
go de los días.
Gráfica de líneas: al séptimo día, 
IL1β aumentó 2,5 veces su expre-
sión respecto al primer día, MRC1 
lo hizo el triple y IL-10 se expresó 
doce veces su valor inicial. Las 
THP1 solas sirvieron de control, 
y su expresión no varió a lo largo 
del tiempo (no se representa en la 
gráfica).
*= p< 0,05 respecto al control.

*

*

* *

* *

*
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+
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Estos cambios indicaron que, aunque el fenotipo a las primeras 24 h se situaba a medio camino 
entre un perfil M1 y un perfil M2-reparador, se pudo observar, a lo largo del tiempo, una tendencia 
hacia un perfil M2, y por lo tanto protumoral. Cabe remarcar el mayor aumento de la Interleucina -10 
respecto a las demás citoquinas, mostrándose un fenotipo más M2 regulador.

Experimento C: Papel de los exosomas en la modulación del eje inmunosupresor PD-1/PD-L1. 

Para estudiar si la modulación de PD-L1 en la célula tumoral laríngea está mediada por la presencia 
de macrófagos asociados al cáncer y por sus exosomas, se estudió la expresión genética de PD-L1 
mediante qPCR en distintas situaciones: células BICR-18 en monocultivo, en cocultivo con THP1 y 
BICR-18 con exosomas de THP1.

Los resultados se muestran en la Figura 27: 

La expresión de PD-L1 por parte de las células tumorales y de su receptor PD-1 por parte de los 
macrófagos se vio aumentada significativamente en situación de cocultivo, respecto al control. La  
expresión de ambos ligando y receptor se vio también incrementada tras la incubación con exoso-
mas. De forma complementaria, la expresión de PD1 se vio reducida en las BICR-18, así como lo 
hizo PD-L1 en las THP1, cuando fueron sometidas a cocultivo. 

Para evaluar si los factores de trascripción STAT3 i NFkB eran responsables de la expresión de 
PD-L1 en las BICR-18 mediada por exosomas, se realizó un estudio de inmunofluorescencia anali-
zando el efecto de los exosomas sobre la translocación de ambos factores de transcripción (Figura 
28). El control positivo se realizó con una combinación de LPS y IFN γ. 

Figura 27: Expresión relativa 
de PD-1 y PD-L1 por ambas 
poblaciones celulares median-
te qPCR. La células tumorales 
BICR-18, dotadas de PD-L1, au-
mentaron  la expresión relativa del 
ligando 5 veces tras permanecer 
24 h en cocultivo con THP1. Dicho 
efecto se reprodujo al incubar-
las con exosomas procedentes 
de macrófagos. La población de 
THP1, dotada del receptor PD-1,  
cuadruplicó su expresión relativa  
tras estar en cocultivo con BICR-
18, y lo hizo en más medida cuan-
do fueron incubados con exoso-
mas procedentes de BICR-18.
*= p< 0,05 respecto al control.
+=< 0,05 respecto al cocultivo.
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En el caso de NFkB  no se observaron cambios relevantes tras tratarlas con exosomas. Puesto que 
el control positivo tampoco mostró cambios significativos, podemos especular con que NFkB ya 
se encuentra constitutivamente activado en la célula tumoral, en condiciones basales. En cambio, 
en el caso de STAT3 se pudo detectar un claro aumento de la presencia de este factor de trans-
cripción tras el tratamiento con exosomas. En este caso, la activación detectada fue similar a la 
observada en el control positivo.

Para confirmar la participación de los exosomas en la activación de STAT3, se usó un inhibidor 
específico de STAT3. La eficacia del tratamiento se verificó determinando la inhibición de la trans-
locación de STAT3. (Figura 29). 

Figura 28. Tinción por in-
munofluorescencia STAT3 
i NFkB en BICR-18. Micro-
fotografías tras inmunofluo-
rescencia de los factores de 
transcripción NFkB y STAT3, 
en BICR-18, BICR-18 estimula-
das, y BICR-18 cultivadas con 
exosomas de THP1.

Figura 29. Tinción por inmunofluorescencia de STAT3 en BICR-18 con 5,15-DPP.
Microfotografías por inmunofluorescencia de STAT3 en BICR-18 en reposo, BICR-18 esti-
muladas con exosomas y tras añadir el inhibidor de STAT3 (5,15-DPP).
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Mientras que en situación de exosomas vemos captación de la tinción y por lo tanto funcionalidad 
de la vía STAT3, dicha captación desaparece prácticamente en presencia del inhibidor. 

A continuación se evaluó el efecto de este tratamiento sobre la expresión de PD-L1 inducida por 
exosomas, mediante qPCR. Los resultados se muestran en la Figura 30. 

Figura 30. qPCR de PD-L1 tras el tratamiento con in-
hibidor de STAT3. La expresión de PD-L1 se reduce 
tras aplicar el inhibidor 5,15 DPP
*= p< 0,05 respecto al control.
+=< 0,05 respecto al cultivo con exosomas.

*
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Parece ser que el perfil de activación de los macrófagos a las primeras horas condicionaría una 
localización específica respecto a las células tumorales. Los resultados también indican que, a lo 
largo de los días, los macrófagos adquirirían una situación espacial distinta a la inicial y más similar 
a la adquirida por los macrófagos M2-like.

Experimento D: Distribución de los tipos celulares en cultivos tridimensionales y estudio del 
perfil de activación de los macrófagos

A fin de reproducir una interacción tridimensional se generaron esferoides con 150,000 BICR-18 
y 50,000 macrófagos (M0, M1 y M2) por cada esferoide, previamente teñidos. A continuación se 
muestra la distribución que tomó cada población celular al primer y séptimo día (Figura 31) 

Figura 31. Microfotografías de los distintos esferoides tras 1 y 7 días de cultivo. Se 
muestran las células neoplásicas BICR-18 en verde y los macrófagos en rojo. Tras 24 horas 
de interacciones celulares, los macrófagos se distribuían homogéneamente en los esferoi-
des M0 y M1, mientras que los macrófagos con fenotipo M2-like adquirieron una distribución 
periférica. Al séptimo día, los macrófagos obtuvieron una organización más similar entre 
ellos, en la periferia, sin diferencias respecto a los fenotipos de activación iniciales.
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La palabra “inflamación” deriva del latín “Inflammatio”, y evoca la “iniciación en el fuego”. Fue ca-
racterizada por primera vez en el siglo I dc por el médico Cornelius Celsus, que describió la infla-
mación como un estado marcado por calor, rubor, dolor y tumor (aumento de tamaño). No fue hasta 
el siglo XIX que el patólogo alemán Rudolph Virchow (1821-1902) remarcó: “la irritación crónica que 
se manifiesta por una inflamación crónica es la clave promotora del cáncer”.

Actualmente se asume que entender el cáncer implica conocer, además, las características del 
microambiente tumoral donde se desarrolla, ya que esta región participa activamente en conferirle 
capacidad para el crecimiento, invasión y metástasis [35]. Tras evidencias recientes que los TAM 
presentes en el microambiente tumoral promueven el crecimiento tumoral y la evasión del sistema 
inmune [49], surge la hipótesis principal de este trabajo: que el mecanismo es mediado a través 
de exosomas.

En el experimento A se quiso verificar que efectivamente se estaba trabajando con la subpobla-
ción de vesículas extracelulares correspondiente a “exosomas”. Para ello, la fracción purificada 
supuestamente correspondiente a exosomas de células tumorales y macrófagos se estudió bajo 
microscopía electrónica con tinción negativa, obteniéndose las características imágenes en forma 
de copa  típicas de los exosomas. El conocimiento de la escala microscópica que usamos nos 
permitió extrapolar que las vesículas contenidas en el medio estudiado cumplían con el requisito 
que los exosomas miden menos de 200 nm (entre 30 – 150 nm). De todos modos, el análisis del 
tamaño vesicular de ambas poblaciones de exosomas se estudió de forma sistematizada median-
te el rastreo de muestras por Nanosight. El tamaño vesicular más representativo (definido por la 
moda, el valor más repetido) fue de 100,5 nm para la población vesicular de BICR18 y de 99,1 nm 
para la población vesicular de THP1, ciñéndose al tamaño propuesto como estándar para definir al 
exosoma. Además de cumplir ambos aspectos morfológicos, se analizó la presencia de los marca-
dores de superficie Alix y TSG101 mediante análisis por Western Blot. La presencia de las proteínas 
involucradas en la biogénesis de MVB (Alix y TSG101) nos confirmó que estábamos trabajando con 
exosomas [84], [86]. 

En el experimento B, previo al estudio de los efectos moleculares ejercidos por los exosomas, se 
determinó si los exosomas eran capturados por la célula receptora. Para ello, se tiñeron ambas 
poblaciones de células, sus membranas plasmáticas, sus núcleos y sus correspondientes exoso-
mas, y tras incubar las células con los correspondientes exosomas se estudió la localización bajo 
microscopía de fluorescencia. La presencia de exosomas teñidos en el interior de la célula recep-
tora confirmó que efectivamente podía tener lugar, entre células tumorales laríngeas y macrófagos, 
un diálogo mediado por exosomas. Además, se concluyó que esta comunicación podía actuar de 
forma bidireccional.

Centrando la atención en los procesos biológicos tumorales que involucran al carcinoma escamoso 
de laringe, y partiendo del hecho que los TAM promueven la progresión de células malignas [45], 
[48], se quiso investigar la capacidad pro-tumoral de las THP1 sobre las BICR-18, mediante exo-
somas. Para este objetivo se comparó en primer lugar la capacidad migratoria de BICR-18 ante la 
presencia de THP1, mediante Scratch Assay. Pudimos observar que, efectivamente, la presencia 
de macrófagos en el cocultivo aumentaba la migración celular de BICR-18. Este mismo resultado 
se obtuvo en ausencia de macrófagos, y simplemente tratando las células tumorales con los exo-
somas derivados de los macrófagos. Este resultado indica que la estimulación inducida por los 
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macrófagos está mediada por la generación de exosomas con capacidad para promover la migra-
ción de las células tumorales. El mecanismo molecular a través del cual los exosomas estimularían 
una mayor migración de las células tumorales todavía estar por dilucidar. Nuestros resultados van 
en la línea sugerida por diferentes grupos de investigación que están trabajando en la posibilidad 
de actuar sobre los exosomas liberados por los TAM para inhibir la progresión celular en diferentes 
tipos de cáncer. Nuestros resultados sugieren que también sería de aplicación en el carcinoma 
laríngeo. Así como se han llevado a cabo ensayos clínicos con vacunas de exosomas autólogos 
para el melanoma [134], no se ha probado todavía en pacientes afectos de carcinoma de laringe, 
siendo éste un posible campo a explorar.

Por otra parte, la polarización de los macrófagos es un elemento importante para la progresión 
tumoral [43]. Un fenotipo M2 – like se ha definido como predominante en el tejido tumoral [38]. El 
perfil M2-like se encuentra también involucrado en el proceso fisiológico de curación de una herida, 
pudiendo entender el cáncer como un proceso de cicatrización perpetuado y autodirigido tanto 
por las propias células tumorales como por las no-tumorales [41]. En el mismo experimento B se 
caracterizó el fenotipo de los macrófagos, midiendo la expresión de marcadores característicos 
para los fenotipos M1 y M2. A las 24 h se observó un fenotipo más próximo a M1 (aumento de IL1β 
y reducción de MRC1) aunque también se observó un aumento de la IL-10 (característica de un 
perfil M2). 

Este hecho, que al principio parece contradecir a la premisa que los TAM adquieren un perfil 
pro-tumoral, sigue la línea de investigaciones previas realizadas por el grupo de Vidyarthi, el cual 
describió que inicialmente los TAM muestran un fenotipo anti-tumoral (M1), desplazándose poste-
riormente hacia un perfil M2-like, y por lo tanto pro-tumoral [135]. En nuestro caso, para verificar el 
dinamismo en el que se mueven los macrófagos ante un proceso tumoral, se llevó a cabo a conti-
nuación una cinética de cultivo. Se analizaron los cambios en la expresión de los distintos marca-
dores de activación de los macrófagos al primer, quinto y séptimo día de cocultivo. Efectivamente, 
los macrófagos inicialmente mostraron un perfil más próximo a un estado M1-like, mientras que 
posteriormente expresaron un fenotipo más cercano a M2. Este resultado reafirmó el dinamismo en 
el que se mueven los macrófagos. 

A día de hoy se han llevado a cabo estudios dónde el fenotipo de activación de los macrófagos  
se desplazó hacia un estado M1-like tras el tratamiento y regresión de cáncer de pulmón [136]. En 
este punto surge la oportunidad de poder incidir sobre la polarización de los macrófagos y reedu-
car los TAM en el cáncer de laringe hacia un perfil anti-tumoral (M1). De hecho, esta hipótesis se 
llevó a cabo recientemente in vivo por el equipo de Jarosz-Biej, que mediante una terapia combi-
nada (agente antiangiogénico con IL-12) consiguió inhibir el crecimiento de melanoma en ratones 
incidiendo en el perfil de los TAM [137].

Respecto al mecanismo de comunicación intercelular entre TAM y célula tumoral, el equipo de 
Huang describió las microvesículas tumorales como vehículo promotor de la polarización a macró-
fagos M2-like en líneas celulares de hepatocarcinoma, melanoma y cáncer colorectal [138]. En el 
experimento B de nuestros estudios para determinar el papel de los exosomas en la polarización 
de macrófagos, los cambios fenotípicos inducidos sobre los TAM en presencia de células tumora-
les no se reprodujeron al tratar las células con exosomas, a excepción de la inducción de la IL-10. 
Esto sugiere que el mecanismo de polarización de los TAM inducido por células tumorales no es-
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taría regulado por un único factor, sino por una combinación de diferentes mediadores, incluyendo 
factores solubles, exosomas y microvesículas.

Este resultado está en la línea de los trabajos de Komohara y Hashimoto, según los cuales la comu-
nicación entre TAM i célula tumoral laríngea se daría a través de factores solubles [33], [139]. No 
obstante, no se puede descartar, tal como sugiere Huang, la participación de microvesículas de 
mayor tamaño que los exosomas en el cambio de fenotipo de los macrófagos. 

Una limitación de este estudio a la hora de atribuir la mayor migración de BICR-18 a los exosomas 
es que se trata de un estudio in vitro, tan solo con dos líneas celulares, y por tanto sin poder valorar 
el efecto que tendrían los demás componentes del microambiente tumoral como los fibroblastos, 
leucocitos, células endoteliales y factores solubles que podrían mediar la comunicación intercelular 
[35]. 

En coherencia con otras investigaciones, se constata la liberación por parte de células tumorales 
laríngeas de exosomas [140]. Dichos exosomas podrían incluso ser utilizados como diagnóstico no 
invasivo (y tal vez precoz) de carcinoma epidermoide de laringe [141]. Aunque el grupo de Whitesi-
de ha demostrado correlación entre concentración de exosomas en sangre periférica y pronóstico 
tumoral en pacientes afectos de cáncer de laringe, los inconvenientes a la hora de postular los 
exosomas como diagnóstico precoz del cáncer son varios. El primero es que la ratio TEX/exoso-
mas liberados por células normales varía ampliamente de un tumor a otro, y a día de hoy no hay 
estudios en humanos para estandarizar los datos. En segundo lugar, algunos tumores segregarían 
una cantidad de TEX en sangre cuando el tumor estuviera avanzado, dejando de ser útiles como 
diagnóstico precoz. El tercer inconveniente a tener en cuenta es que los exosomas también se han 
descrito como vehículos presentadores de antígeno tumoral al sistema inmune, por lo que su detec-
ción en sangre podría corresponder al proceso fisiológico del sistema inmune para la eliminación 
del proceso tumoral, resultando ser un falso positivo [142], [143].

Cabe destacar también del experimento B que el único cambio fenotípico que podemos atribuir 
directamente a los exosomas en nuestro trabajo sería la inducción de la IL-10, una citoquina pleio-
trópica clásicamente reconocida como anti-inflamatoria e inmuno-reguladora, confeccionando un 
microambiente propicio para el cáncer. Este resultado sugiere una nueva línea de investigación, y 
es que cabría estudiar, además de citoquinas y factores de crecimiento algunos ya descritos, [37], 
[41], [44]–[47],el papel de los exosomas generados por lo macrófago M2-like sobre  los cambios 
fenotípicos en macrófagos de la vecindad.

Otro de los mecanismos mediante el cual el TME confiere al cáncer una evasión del sistema inmune 
es la activación del eje PD-1/PD-L1 [64]. Para estudiar la participación de este eje inmunomodula-
dor en el cáncer de laringe llevamos a cabo el experimento C cuantificando, mediante qPCR, la 
expresión de ambos ligando y receptor por parte de las células tumorales y los macrófagos tras 24 
h en cocultivo. Nuestros resultados indicaron que efectivamente existe un sistema de comunica-
ción bidireccional entre la célula tumoral y el macrófago para evitar el reconocimiento inmune, que 
vendría dado por cambios en la expresión PD-1 y PD-L1 en THP1 y BICR-18, respectivamente. Asi-
mismo, se pudo deducir que la mayor expresión de PD-1/PD-L1 estaría mediada por exosomas, al 
reproducirse dicho incremento de expresión tras la incubación en medio con exosomas. De nuestro 
trabajo se desprende que los exosomas presentes en el TME ejercerían un efecto inmunosupresor 
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estimulando la expresión de PD-L1 en las células tumorales laríngeas, así como del receptor PD-1 
en los macrófagos. Es interesante destacar que se observó un patrón opuesto de expresión de 
PD-1/PD-L1 en macrófagos y células tumorales. Mientras que en cocultivo se indujo la expresión de 
PD-L1 y la inhibición de PD-1 en células tumorales, PD-L1 se inhibió y PD-1 aumentó su expresión 
en los macrófagos. Por otra parte, todos estos cambios se reprodujeron cuando se incubaron las 
células con los correspondientes exosomas.  

El efecto inmunodepresor que ejercen los TAM se ha descrito mediado por exosomas en animales 
afectos de adenocarcinoma de mama [125]. El grupo de Chen ha descrito recientemente que los 
exosomas liberados por el melanoma metastásico bloquean la respuesta inmunitaria mediante el 
eje PD-1/PD-L1 y permiten predecir la respuesta al tratamiento inmunoterápico [144]. En la misma 
línea, el grupo de Theodoraki aisló exosomas en sangre periférica de pacientes afectos de HNSCC 
que expresaban en la membrana exosomal el ligando PD-L1, ejerciendo in vitro un efecto inmuno-
supresor directo a las células inmunes de la circulación. Una mayor concentración de dichos exo-
somas circulantes se ha relacionado con un peor pronóstico tumoral [67]. Además de estos efectos 
directos descritos, nuestros resultados aportan un nuevo mecanismo de acción inmunosupresora, 
y es que del experimento C se constata que los exosomas también actuarían de forma indirecta 
alterando la expresión del eje PD-1/PD-L1. De particular importancia es la inducción de PD-L1 en 
células tumorales, ya que este ligando será el responsable de la inhibición de los linfocitos T que 
infiltren el tumor y del consecuente escape inmune.  De nuevo, un inconveniente de este trabajo es 
que se realiza en modelo in vitro y con dos poblaciones celulares, sin poder evaluar los efectos que 
ejercerían otras poblaciones presentes in vivo como fibroblastos y células endoteliales.

La identificación del eje PD-1/PD-L1 como modulador de la oncogénesis y la notable respuesta 
que ha tenido la inmunoterapia dirigida a PD-1 en distintos tipos de cáncer, llevó a pensar en que 
su presencia podría ser determinante en la oncología [145]. Sin embargo, su expresión no permi-
te predecir de forma fiable la respuesta tumoral a la inmunoterapia, al haberse encontrado que 
HNSCC aún con baja concentración de PD-1 responden a la inmunoterapia [70].

Del experimento C de nuestro trabajo también se desprende que el mecanismo molecular por el 
que las células tumorales laríngeas expresarían una mayor concentración de PD-L1 sería a través 
de la vía de transcripción STAT3. Este factor de transcripción es un punto de convergencia clave 
en la mayoría de procesos tumorales y ejerce cambios tanto en las células inmunes como en las 
neoplásicas [57], [146]. Por esa razón, STAT3 también ha sido objeto de estudio como diana te-
rapéutica a lo largo de estos últimos 20 años [147], [148], a pesar de que no se ha podido hallar 
un tratamiento efectivo y con baja toxicidad [59]. Los experimentos llevados a cabo constatan que 
la evasión del reconocimiento inmune en el cáncer de laringe estaría regulada por la expresión 
del eje PD-1/PD-L1, mediante la activación del factor de transcripción STAT3. También se puede 
afirmar que de nuevo serían los exosomas derivados de los macrófagos los responsables de dicha 
transcripción.

El mecanismo molecular por el cual exosomas derivados de TAM activarían la vía de transcripción 
STAT3 en el cáncer de laringe queda todavía por dilucidar. En el caso del cáncer de mama se ha 
descrito recientemente que la activación de STAT3 estaría inducida por exosomas a través de la 
gp130. Esta glicoproteína de membrana actúa como co-receptor para la familia de IL-6 y está aso-
ciada a las tirosina quinasas JAK, la cual tiene capacidad para activar STAT3 [149]. Un mecanismo 
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similar podría estar implicado en la activación observada en nuestros experimentos, suponiendo un 
campo a profundizar en estudios posteriores.

Desde nuestro conocimiento, estos experimentos constatan, por primera vez, que una comuni-
cación mediada por exosomas participaría en la activación de factores de transcripción nuclear 
responsables de promover la inmunosupresión en el cáncer de laringe. 

NF-kB i STAT se han descrito como cruciales en el HNSCC y con un alta grado de interconexión 
[150]. Las dos vías están persistentemente activadas en el cáncer, median las señales extrace-
lulares y actúan como factores de transcripción nuclear para regular genes involucrados en la 
proliferación, supervivencia, angiogénesis e invasión tumoral [61]. No obstante, en nuestro trabajo 
no pudimos detectar activación de la vía NFkB tras el tratamiento con exosomas. El análisis de 
inmunofluorescencia reveló un notable grado de activación en las células control sin tratar, proba-
blemente relacionada con el hecho que se tratan de células tumorales y la vía de NFkB esté consti-
tutivamente activada. En estas condiciones, el tratamiento con exosomas no pareció promover una 
mayor activación de la vía NFkB en las BICR-18.

Un último detalle a tener en cuenta es la disposición física que tienen las distintas poblaciones celu-
lares dentro del tumor, ya que condicionaría las interacciones inmunes que tienen lugar en el TME. 
En el experimento D de nuestro trabajo estudiamos la disposición de las distintas poblaciones 
celulares en un cultivo tridimensional, que nos acerca a una estructura más similar a la de un tumor 
in vivo. Para ello generamos esferoides combinando macrófagos M0, M1 y M2 con células tumora-
les y pudimos comprobar que la disposición espacial de los macrófagos depende del fenotipo de 
activación que presenten. Los M2 mostraron una tendencia a agruparse y depositarse preferente-
mente en la periferia del esferoide ya a las 24 h de cocultivo. En los otros casos (fenotipos M0 y M1) 
no adquirieron esta disposición hasta el séptimo día. Cabe destacar que este tiempo coincide con 
los siete días necesarios para que los macrófagos en presencia de células tumorales se polaricen 
hacia un perfil M2 en la cinética de cultivo del experimento B. 

Nuestros resultados in vitro están en la línea de los observados in vivo por otros grupos internacio-
nales. Se ha descrito que hay más población de macrófagos M2 en la periferia del cáncer [138] 
[151], que metafóricamente dirigirían el frente invasor tumoral y que estarían involucrados en la re-
modelación, invasión local y progresión tisular mediante enzimas líticas (MMP) [35], [152]. En base 
a los conocimientos sobre el fenotipo del macrófago y su disposición espacial en el microambiente 
tumoral, cabría esperar que los macrófagos del experimento D mostraran un fenotipo M2-like, el 
cual no se pudo determinar mediante qPCR al estar conformando un esferoide junto con células 
tumorales. Este punto ofrece una nueva línea de investigación para estudiar el mecanismo a través 
del cual los macrófagos M1 de nuestros esferoides modificarían, supuestamente, su perfil de ac-
tivación hacia M2-like. Éste mecanismo podría estar de nuevo dirigido por exosomas segregados 
por las propias células tumorales y macrófagos, que podrían ejercer efectos mediante mecanismos 
yutxacrinos. 

La inmunoterapia ofrece un beneficio indisputable respecto a los fármacos citotóxicos: dirigir el 
tratamiento oncológico según el fenotipo tumoral y el paciente en cuestión para proporcionar una 
terapia personalizada. Inicialmente, los tratamientos en el campo de la inmunoterapia se focaliza-
ron en la propia célula tumoral. El problema principal que surgía era que las células tumorales son 
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típicamente aberrantes e inestables, dificultando la caracterización y eliminación de las mismas. En 
contraste, las células presentes en el TME se mantienen más estables y por esa razón se recono-
cieron posteriormente como más atractivas para ser estudiadas como dianas terapéuticas [153]. El 
objetivo principal dejó de ser la eliminación directa de la célula tumoral per se, sino que se focali-
zaron los esfuerzos para poder reeducar el estroma tumoral, dirigiendo el sistema inmune hacia la 
eliminación de las células tumorales. Se han llevado a cabo estudio pre-clínicos que han observado 
cambios en la progresión tumoral tras modificar el fenotipo de los TAM [137], [154]. Sin embargo, 
alterar específicamente el TME es una tarea desafiante, ya que en el TME tiene lugar un número 
ingente de interacciones celulares, de manera que cualquier cambio podría tener consecuencias 
no deseadas desde el punto de vista terapéutico. 

Otro dilema que surge habitualmente en el cáncer es que distintos procesos moleculares conver-
gen en un mismo resultado, por lo que un tratamiento en monoterapia no sería efectivo. Además, el 
cáncer es altamente heterogéneo y versátil, siendo capaz de desarrollar resistencias a la monote-
rapia. Se precisan más estudios para ofrecer un terapia anti-tumoral combinada dirigida a bloquear 
la remodelación del microambiente tumoral, la angiogénesis, la evasión inmune, promover la pre-
sentación de antígenos tumorales, inducir la respuesta inmune efectiva y sustentar la supervivencia 
de las células inmunes.

Nuestros resultados indican que los TEX juegan un papel relevante en el acondicionamiento de un 
ambiente protumoral en el cáncer de laringe y en la evasión del sistema inmune vía IL-10 en macró-
fagos, vía PD-1/PD-L1 en células tumorales. Todo ello señala a los exosomas como una interesante 
diana terapéutica en el cáncer de laringe, al estar involucrados en varios niveles dentro del proceso 
oncogénico [155].
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1. Los macrófagos inducen un aumento en la migración de las células tumorales laríngeas. Este 
aumento está mediado por el intercambio de exosomas.

2. La célula tumoral induce un fenotipo M2-like en los macrófagos, caracterizado por un aumento 
de la IL1β y la IL-10. De estos cambios, tan solo el aumento de IL-10 es debido a los exosomas de 
la célula tumoral.

3. La interacción entre macrófagos y células tumorales modifica considerablemente el eje PD-1/
PD-L1. En células tumorales tiene lugar un aumento de la expresión de PD-L1 y una inhibición de 
PD-1. En macrófagos tiene lugar un efecto opuesto (inducción de PD-1 e inhibición de PD-L1). To-
dos estos cambios son debidos a señalización mediada por exosomas. 

4. La inducción de PD-L1 en células tumorales está mediada por la activación de la vía de señali-
zación STAT3, que a su vez está inducida por exosomas. 

5. El fenotipo de los macrófagos condiciona su distribución espacial respecto a las células tumo-
rales laríngeas.

CONCLUSIONES
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