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RESUMEN

Las vesiculas extracelulares constituyen un nuevo mecanismo de comunicacion intercelular, junto a los cldsicos mediados
por contacto directo entre células y por la emision de moléculas. Su estudio ha despertado considerable interés desde su
descubrimiento en 1983 en reticulocitos. El término incluye diferentes tipos de vesiculas que varian en tamaio y origen,
considerdndose fundamentalmente exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptéticos.

Estas estructuras se encuentran formadas por una membrana lipidica, donde se enclavan diversos tipos de receptores, y
pueden transportar diversas moléculas como azicares, proteinas y dcidos nudleicos, asi como metabolitos. Se han descrito
en fodos los reinos de la naturaleza (participando en diversos tipos de interacciones, tanto intercelulares como inter-es-

pecificas), asi como en todo tipo de fluidos biolégicos, constituyendo parte de lo que se conoce como “biopsia liquida”.
De hecho, su presencia en muestras procedentes tanto de procesos fisiol6gicos como en procesos patoldgicos las ha hecho | Palabras Clave:
excelente biomarcadores. Su papel en salud y enfermedad estd siendo ampliamente investigado.
En este contexto, el estudio de las vesiculas extracelulares producidas por pardsitos, y en concreto por helmintos, constituye | Vesiculas extracelulares

un campo de investigacion en expansion, de gran interés biomédico, como es el control de las infecciones causadas por | Helminfos

estos. De hecho, dichas vesiculas pueden ser utilizadas para realizar un diagndstico rdpido y especifico, asi como constituir | Comunicacion pardsito-hospedador
herramientas para vacunacion, y ser posibles dianas de nuevos tratamientos.
La capacidad de las vesiculas extracelulares de modular la respuesta inmunitaria, abre asimismo nuevas posibilidades | Keywords:
de su uso frente a enfermedades autoinmunes.

Extracellular vesicles

ABSTRACT Helminths
Extracellular vesicles participate in intercellular communications, altogether with dlassic mechanisms like dirgct | HoStparcsite communication
contact between cells and the secretion of mediators. They have attracted considerable interest since their dis-

covery in reticulocytes in 1983. The term includes different types of vesicles that vary in size and origin, with
exosomes, microvesicles and apoptotic bodies as the major ones.

These structures are sorrounded by a lipid membrane, where various types of receptors are located, and can
carry different cargo molecules, including sugars, proteins, nucleic acids and metabolites. They have been des-
cribed in all kingdoms in nature (participating in both intercellular and inter-specific ommunications), in all
types of biological fluids (as part of liquid biopsy). In fact, their presence in samples from both physiological
and pathological processes has suggested them as excellent biomarkers. Their role in health and disease is
being widely investigated.

In this context, the study of extracellular vesicles produced by parasites, and specifically by helminths, constitutes
a growing field of research, with great biomedical interest, mainly in the control of infections caused by them.
In fact, these vesicles can be used to generate rapid and specific diagnosis systems, to produce new tools for
vaccination, and fo identify targets for new treatments.

The ability of extracellular vesicles to modulate the immune response also opens new possibilities for their
use against autoimmune diseases.
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1. INTRODUCCION

Algunos autores mencionan a Darwin y sus estudios de la
Pangénesis, donde se citan las “gémulas”, como los precursores de
lo que hoy conocemos como material secretado por las células en
forma de dcidos nucleicos circulantes, priones y vesiculas extracelu-
lares (1). Pero siendo mds precisos, los primeros estudios sobre su
existencia datarian de 1947, donde se detectaron como “polvo ce-
lular” en residuos de plaquetas. Curiosamente, 20 afios después
también se detectaron estructuras compatibles en plantas (1).

Pero fue en dos articulos cientificos publicados en 1983,
por los grupos de Phil Stahl de la Washington University en St.
Louis, USA y Rose Johnstone en McGill University, en Montreal, Ca-
nadd, quienes las describieron en el reciclaje de receptores de trans-
ferrina en reticulocitos (2, 3).

El campo de estudio sobre vesiculas extracelulares ha evo-
lucionado espectacularmente en los Gltimos aios, encontrdndose
cerca de 25000 articulos cientificos si hacemos una bisqueda
bibliogrdfica utilizando “extracelular vesicles”, y se ha editado la
revista cientifica Journal of Extracellular Vesicles (https://onlineli-
brary.wiley.com/journal/20013078), muy reconocida en el campo
de la Biologia Celular.
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En los Gltimos afios ha existido cierta controversia en
cwanto a la nomendatura a emplear, utilizandose diversos nombres
para referirse a dichas vesiculas, habiéndose consensuado por parte
de la International Society for Extracellular Vesicles (ISEV,
https://www.isev.org/), la utilizacién precisumente del término “ve-
siculas extracelulares” (VEs), que abarcaria a los tres tipos princi-
pales, identificados por su tamaiio y origen, tal cual son exosomas
(los mds pequefias y que se liberan por la fusion de cuerpos multi-
vesiculares con la membrana plasmdtica), microvesiculas (secretadas
por gemacion a partir de la membrana plasmdtica) y cuerpos apop-
téticos (derivados de la rotura celular) (4) (Figura 1).

Por lo que se refiere a su composicion, utilizaré una ima-
gen publicada en 2013 por el grupo del Dr. Sanchez-Madrid (Aca-
démico Correspondiente de la Real Academia Nacional de
Farmacia), donde se puede ver que dichas vesiculas contienen en
su superficie numerosas moléculas incluyendo receptores y
tetraspaninas (estas consideradas como marcadores de vesiculas),
asi como fosfolipidos y azicares. Asimismo, en su interior transpor-
tan diverso material que incluye proteinas de origen citosélico (en-
zimas como enolasa, proteinas del citoesqueleto, de choque térmico,
efc.), asi como dcidos nucleicos (RNAs, como mRNAs y miRNAs, asi
como DNA) (5) (Figura 2).

Cuerpos apoptéticos
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“11., RNAs pequefios
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Microvesiculas
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() (30-200 nm)

Figura 1. Biogénesis de los principales fipos de vesiculas extracelulares (Modificada de Drurey et al. (4); Reproducida bajo licencia de Creative Commons)
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Figura 2. Esquema de la estructura y componentes presentes en vesiculas extracelulares (Tomada de Gutiérrez-Vazquez et al,, (5); Reproducida con permiso de John

Wiley and Sons)

2. VESICULAS EXTRACELULARES COMO UN NUEVO PARA-
DIGMA EN LA COMUNICACION INTERCELULAR EN BIOME-
DICINA

El envio de dichos componentes protegidos por una mem-
brana lipidica constituye un nuevo paradigma en la comunicacion
intercelular, que se une a los mecanismos cldsicos de comunicacion
que incluyen el contacto directo entre células o por moléculas me-
diadoras (i.e. citoquinas, hormonas, etc.).

En el congreso del Grupo Espaiiol de Investigacion e
Innovacion en Vesiculas Extracelulares (GEIVEX, hitp://www.gei-
vex.org) de 2016 celebrado en Donostia, los Dres. Matias Sdenz y
David Otaegui acuiiaron el término de “whatsapp celular” para re-
ferirse a estas vesiculas y su papel en la comunicacion, haciendo un
analogismo con los sistemas de comunicacion que utilizamos los hu-
manos en la actualidad. De hecho, las VEs participan en muy dis-
tintos procesos de comunicacion en distintos tejidos que incluyen el
desarrollo de tumores, la respuesta inmunitaria, o la comunicacion
madre-feto, y por ello estas vesiculas y sus componentes pueden ser
utilizadas como biomarcadores en diagnéstico, como dianas de fra-
tamiento o vehiculos para el transporte de farmacos, o incluso como
sistemas de vacunacion (6) (Figura 3).

Dichas VEs pueden promover o atenuar una enfermedad,
encontrdndose presentes en todos los fluidos bioldgicos analizados
hasta ahora, como se indica en el articulo de revision dirigido por
Dra. Yaiiez-M, y donde tuve el honor de participar junto a nume-
rosos investigadores espafioles (7). Dicha publicacion, tiene ya (a
fecha 8 de mayo de 2021) mds de 1200 citas en Pubmed y de 2500
en Google Scholar.

3. UTILIDAD DE LAS VESiCULAS EXTRACELULARES EN
HELMINTOS: UTILIDAD EN EL CONTROL DE ENFERMEDADES

El control de las helmintiasis, infecciones que llevan con
los humanos desde su origen, y que son consideradas como “enfer-
medades desatendidas” (https://www.who.int/teams/control-of-ne-
glected-tropical-diseases/overview) (8), requiere en la actualidad
de nuevas herramientas, que permitan tanto un diagndstico rdpido
y espeifico, la posibilidad de generar vacunas, asi como la identi-
ficacion de dianas para nuevos tratamientos (9). Precisamente, en
nuestro grupo de investigacion del Area de Parasitologia en la Uni-
versitat de Valéncia hemos venido participando en estudios de ca-
racterizacion de la interaccion hospedador-helminto, analizando
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Figura 3. Aplicaciones biomédicas de vesiculas extracelulares. Modificado de Gholizadeh ef al. (6)

los materiales que secretan los helmintos (denominados de excre-
cion/secrecion). Asi, alld por los primeros afios de este siglo, y uti-
lizando técnicas de Protedmica pudimos identificar numerosas
proteinas citosolicas, denominadas por enfonces como “ moonligh-
ting proteins”, por su aparente funcion dual, distinta durante el dia-
como enzimas glicoliticas-; o “a la luz de la luna”, -como partici-
pantes en la interaccion con el hospedador. Estas proteinas citosdlicas
como la piruvato hidratasa, o enolasa, carecen de las sefales tipicas
de rutas de secrecion cldsicas, como son la presencia de péptido seial
o dominios GPI (glicosil fosfatidil inositol). Por tanto, explicar su
presencia en productos de excrecion/secrecion de helmintos era re-
almente una cuestion no resuelta por entonces, como también ocu-
rria en levaduras o artropodos, por citar otros organismos.

Y justamente en 2010 cayd en nuestras manos un articulo
de revision sobre caracterizacion protedmica de exosomas (VEs mds
pequenias), de los Dres. Mathivanan y Simpson de Australia, y que
resultd altamente inspirador (10). En él se mostraba como muchas
de esas moléculas que habiamos identificado mediante técnicas de
Protedmica en materiales de excrecion/secrecion de helmintos, eran
secretadas en exosomas en mamiferos. Rapidamente nos pusimos
manos a la obra para confirmar si los helmintos secretaban también
VEs, adaptando los protocolos previamente descritos para cultivos
de células de mamifero al cultivo de adultos de dos trematodos,
Echinostoma caproni'y Fasciola hepatica (o duela grande del hi-
gado), obtenidos de infecciones experimentales en roedores en el
primer caso, y de infecciones naturales (higados decomisados de
mataderos) en el segundo caso.
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Tras un proceso de aislamiento mediante procesos de centri-
fugacion diferencial, filtracion y ultracentrifugacion, las vesiculas fueron
caracterizadas mediante microscopia electronica de transmision, mi-
croscopia electronica de barrido y mediante técnicas de Protedmica.
Dichos estudios confirmaron la presencia de dichas vesiculas secretadas
por helmintos, y que las mismas contenian efectivamente proteinas
como enolasa. Pudimos, asimismo, comprobar que este mecanismo de
secrecion mediante VEs es mayoritario en helmintos, ya que mds del
50% de las proteinas secretadas lo hacian dentro de estas vesiculas.
Etiquetamos dichas vesiculas con un fluoréforo y comprobamos su in-
corporacion especifica a células intestinales de mamifero en cultivo.
Dichos resultados fueron publicados finalmente en 2012 (11).

Con posterioridad, nuestro grupo también ha sido pionero

en la identificacion de RNAs pequeios (microRNAs) en VEs de helmin-
tos, en concreto las secretadas por el trematodo pardsito del ganado
Dicrocoelivm dendriticum (duela pequefia del higado) (12).
Desde entonces numerosos estudios han descrito VEs en diversos hel-
mintos, tanto trematodos, cestodos como nematodos, utilizando dife-
rentes técnicas de aislamiento e identificando tanto proteinas como
microRNAs en los mismos, como se muestra en la Tabla |, constituyendo
un campo en continuo crecimiento (Tabla I).

De hecho, dichas vesiculas han sido recientemente conside-
radas como “great balls of wonder”, en un nimero especial de la re-
vista International Journal for Parasitology gestado a partir de un
Seminario Internacional celebrado en la isla griega de Hydra, y para-
fraseando el titulo de una cancion de 1957 del discolo Jerry Lee Lewis
(13).
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Las vesiculas extracelulares purificadas a partir de adultos
de Fasciola hepatica, y aisladas mediante cromatografia de filtracion
molecular presentan curiosamente gran diversidad morfoldgica,
apareciendo no solamente redondeadas, sino también como tubos,
en formas enrolladas, etc., estructuras que desaparecen al degradar
la membrana con un detergente (14).

El andlisis protedmico y la localizacion de las proteinas en
las vesiculas extracelulares de Fasciola hepatica, realizada en colo-
boracion con el grupo del Dr. Mark Robinson, en Belfast, UK, mues-
tra una gran similitud con lo que se habia descrito en VEs de
mamiferos por Mathivanan y colaboradores (10, 15).

3.1. Utilidad Diagnéstica

Los estudios de identificacion de los componentes de las
vesiculas extracelulares en infecciones por helmintos estdn permi-
tiendo su evaluacion para sistemas de diagndstico. En este contexto,
se han identificado biomarcadores tanto para infecciones por tre-
matodos y cestodos, ya sea tanto a partir de muestras de animales
infestados experimentalmente, como a partir de muestras de pa-
cientes. En la mayoria de los estudios se buscan fundamentalmente
miRNAs, tanto del helminto como del hospedador (Tabla ).

Con el objetivo de identificar biomarcadores de infeccion
por Fasciola hepatica en ganado bovino, nuestro grupo viene cola-
borando con investigadores del Instituto de Salud Global de Barce-
lona (Dr. Del Portillo), de la Universidad de Granada (el también
Académico Correspondiente de esta Corporacién, el Prof. Osuna) y
del ISCIII de Madrid (Dr. Sotillo). Para ello, y tras aislar VEs de
plasma de vacas sanas y vacas parasitadas mediante cromatografia
de filtracion molecular, dichas VEs han sido caracterizadas por cito-
metria de flujo (con anticuerpos frente a tetraspaninas de la super-
ficie), se han cuantificado las nanoparticulas, y se ha confirmado su
aislamiento mediante microscopia electronica de transmision. Re-
sultados preliminares de caracterizacion mediante técnicas de pro-
tedmica parece indicar que existen diferencias en cuanto a las
proteinas presentes en ambos tipos de muestras, lo que nos debiera
conducir a la identificacion de posibles biomarcadores de la infeccion
(Tabla I).

3.2. Utilidad Vacunal

Por lo que respecta a la evaluacion de las VEs como agen-
tes vacunales para prevenir la enfermedad, también aqui nuestro
grupo de investigacion, con las profesoras Dolores Bernal y Maria
Trelis, y la colaboracion del Prof. Rafael Toledo, ha sido pionero en
el estudio del uso de VEs de helmintos en vacunacion. Se evaluo
dicho potencial utilizando un modelo experimental de parasitacion
con Echinostoma caproni en raton. Los animales fueron inoculados
subcutdneamente con VEs purificadas a partir de cultivos del para-

sito, y posteriormente retados via oral con metacercarias del pardsito
para generar la infeccion experimental. Los resultados mostraron
que dicha inmunizacion no prevenia la infeccion posterior, pero al
menos el desarrollo de la parasitacion era mds benévolo, con una
mayor longevidad de los animales vacunados, frente al grupo con-
trol no inmunizado. Asimismo, los vermes obtenidos de dicho grupo
inmunizado mostraron menor desarrollo y menor fertilidad (16).
Mds recientemente, otros grupos han descrito el uso de VEs de hel-
mintos en vacunacion (Tabla I), y se ha publicado una revision sobre
el tema (4).

3.3. Utilidad En El Tratamiento De Enfermedades Autoin-
munes

Finalmente, dichas VEs se han utilizado recientemente
para modular la respuesta inmunitaria, abriendo la posibilidad de
su uso como agente ferapéutico en enfermedades autoinmunes. Los
estudios pioneros de la Dra. Buck, de Edimburgo, UK, demostraron
que las VEs producidas por el nematodo intestinal de roedores
Heligmosomoides polygyrus podrian modular la respuesta inmuni-
taria en un modelo experimental de alergia, mejorando la respuesta
frente alérgenos del polvo (17).

Ese mismo afio nosotros habiamos pronosticado que las
VEs podrian modular la respuesta inmunitaria en enfermedades
autoinmunes (18), y nos planteamos la siguiente pregunta:
¢Podrian VEs de Fasciola hepatica modular la respuesta inmunitaria
en enfermedades autoinmunes (p.e. colitis ulcerosa) sin los
inconvenientes de una infestacion (terapia helmintiana)?

Para contestar esa pregunta, y en colaboracion con
investigadores de la Universitat de Valencia, liderados por el Dr.
Monteagudo, del Departamento de Patologia, y las Dras. Recio y
Giner, del Departamento de Farmacologia, asi como con la colabo-
racion del grupo liderado por el Dr. Sdnchez Madrid, del Centro
Nacional de Investigaciones Cardiovasculares, llevamos a cabo unos
ensayos donde administramos subcutdneamente VEs de Fasciola
hepatica, y después produciamos un proceso de colitis ulcerosa
aguda en un modelo de raton mediante la administracion por via
oral del agente quimico sulfato sédico de dexirano (DSS). Lo que
pudimos observar es que la inmunizacion previa con las VEs hacia
disminuir drdsticamente los efectos del dexirano, reduciéndose la
ulceracion intestinal y el sangrado rectal en dichos ratones, donde
se recuperaba la integridad de la mucosa. Demostramos, asimismo,
que dicho efecto no se debia a la estimulacion de linfocitos T maduros,
como pudimos comprobar al realizar idénticos ensayos en ratones
deficientes para el gen RAG1, los cuales carecen de los mismos (19).
Resultados similares han sido también descritos por ofros grupos de
investigacion, utilizando VEs de nematodos como Ancylostoma y
Trichinella, lo que apoya nuestros resultados (20, 21).
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Tabla I. Helmintos pardsitos donde se han descrito vesiculas extracelulares, indicando su origen, composicion y posible ufilidad en Biomedicina.

; z Componentes
S Brigen ¥Es identificados
Trematodos  Fasaolo hepaticn adulto proteinas
adulto proteinas
odulto miRNAs
adulto proteinas, miRNAs
adulto, y suero PO
animales P
adulto proteinas hospedador
adulto proteinas
huevos y juveniles ND
Edhinostoma caproni adulo proteinas
adulto proteinas
Dicrocoelivm .
- adulto miRNAs
Schistosoma joponicum adulto proteinas
adulto proteinas y miRNAs
huevo‘s, ¥ suero miRNAS
animales
odulto miRNAs
huevos miRNA
Schistosoma mansoni odulto profeinas
R 2 proteinas, miRNAs,
esquistosdmula 1sRNAs
adulto (suero miRNAs
humano)
adultos, y suero ; F
e proteinas, miRNAs
adulto profeinas
adulto proteinas hospedador
Schistosoma bovis adulto ND
Sk adulto roteinas
haematobivm H
Opisthordhis viverrini adulte proteinas
Calicophorondavbneyi adulto proteinas
Edhinococws ;
Cestodos i metacestodo profeinas
metacestodo proteinas, miRNAs
S quiste hidatidico proteinas
granvlesus
quiste hidotidico proteinas suero
R, roteinas
metacestodo L
protoescolex profeinas

Funcién/utilidad sugeridas
comunicacion hospedador
biogénesis e regulacion respuesta
inmunitaria
regulacidn respuesta inmunitaria
regulacidn respuesta inmunitaria
diagndstico
regulacidn respuesto inmunitaria
secwestro drogas antiparasitarias
comunicacion hospedador
comunicacdén hospedodor

vawna

reguladién respuesta inmunitaria
omunicacion y regulacion r.
inmunitaria
ND

tomunicacién y diagndstico

regulacidn respuesta inmunitoria

suprime fibrosis hepdtica
vowno
regulacién respuesta inmunitaria

diagnéstico

diagnéstico y reguladién r.
inmunitaria

omunicaddn con hospedador
vowna
ND
vownadon
omunicacin y cardndgeno

ND

comunicaddn y regulacion r.
inmunitaria

regulacién respuesta inmunitaria

fador virulendia, biogénesis y
diagnosis

diagndstico
comunicadén hospedador

municadén hospedador
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4. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como hemos visto, las vesiculas extracelulares de helmintos
pueden tener utilidad no solo para controlar helmintiasis, sino fam-
bién para el control de procesos autoinmunes. La posible ufilizacion
de las VEs y sus componentes a nivel biomédico, tanto a nivel veteri-
nario como clinico, requerird de ensayos de validacion y estandariza-
(ion, que permitan poder escalar, mediante técnicas relativamente
sendillas y reproducibles, la produccion de moléculas discretas (épro-
teinas, miRNAs?) para su uso. Ello ademds requerird finalmente cum-
plir los requerimientos de las agencias reguladoras, como la Agencia
Europea del Medicamento (EMA) o la Agencia Espaiola del Medica-
mento y Productos Sanitarios (AEMPS). El camino no serd ni fdcil ni
corto, pero “caminando se hace camino”, y en nuestro caso siempre
en compaiia.

5. CONCLUSIONES

En los tltimos afios hemos vivido un gran auge en el es-
tudio de las vesiculas extracelulares de numerosos seres vivos, ha-
biéndose descrito su papel no solo como material de desecho sino
como mediadores en la comunicacion entre células y organismos,
incluso de reinos diferentes. Su identificacion y caracterizacion en
helmintos ha permitido resolver algunas cuestiones no resueltas
hasta entonces, como era la presencia de moléculas de origen cito-
solico en la superficie, asi como en los materiales secretados y ex-
cretados por los mismos. Asimismo, se ha podido confirmar esta via
de secrecion como una de las principales en helmintos.

El estudio de las vesiculas extracelulares de helmintos ade-
mds de promover el conocimiento sobre las mismas a nivel de cien-
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cia bdsica, ha permitido la identificacion de biomarcadores que pue-
den ser de utilidad en ciencia aplicada, como es el control de hel-
mintiasis, por cuanto facilitarian el diagndstico y la prevencion de
la enfermedad. Asimismo, dichos estudios estdn generando nuevas
dianas de tratamiento e incluso nuevas posibilidades de trata-
miento, no solo de helmintiasis, sino también de enfermedades de
tipo autoinmune. Futuros ensayos debieran validar dichos resultados
permitiendo la estandarizacion de protocolos de produccion de mo-
léculas discretas con posible potencial clinico.
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