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Resumen:

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en los paises
occidentales y el infarto agudo de miocardio (IAM) es, en muchos casos, el origen de
estas patologias. Este se produce cuando, debido a la falta de flujo sanguineo, no se
oxigena correctamente el corazén y mueren los cardiomiocitos, es decir, cuando se
produce una isquemia cardiaca. En este contexto, la medicina regenerativa se sitla
como una buena opcioén para el tratamiento ya que su objetivo es restaurar el tejido
dafado y, en este campo, destaca la aplicacion de células madre mesenquimales
(MSC), por sus buenos resultados en la regeneracion de diversos tipos de tejidos. Estas
células llevan a cabo su efecto terapéutico mediante la liberacion de factores paracrinos,
entre ellos las vesiculas extracelulares (EVs), cuya funcion principal es la de participar
en la comunicacion intercelular. Pese a sus enormes ventajas por su capacidad de
almacenamiento del contenido de sus células progenitoras, el uso de vesiculas
extracelulares en terapia clinica se ve limitado por su falta de caracterizacion, la
ausencia de técnicas de aislamiento mas sensibles y su gran heterogeneidad. Sin
embargo, si se consiguen solventar estos problemas, las EVs derivadas de MSC tienen
mucho potencial como terapia y como biomarcadores de patologias cardiacas, como se
ha demostrado en multitud de ensayos in vitro y en modelos animales, aunque habra

gue esperar para ver su puesta en marcha como terapia clinica convencional.
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regenerativa; enfermedad cardiovascular; isquemia cardiaca



Abstract:

Cardiovascular diseases are the main cause of death in western countries and acute
myocardial infarction (AMI) is, in many cases, the origin of these pathologies. AMI occurs
when, because of lack of blood flow, the heart is not oxygenated properly, in other words,
when cardiac ischemia occurs, and cardiomyocytes die. In this context, regenerative
medicine stands as a good option for treatment since its objective is to restore damaged
tissue and, in this field, the application of mesenchymal stem cells (MSC) stands out,
due to its good results in the regeneration of various types of tissues. These cells carry
out their therapeutic effect by releasing paracrine factors, including extracellular vesicles
(EVs), whose main function is to participate in intercellular communication. Despite their
enormous advantages of using EVs in cell free based therapies, the use of extracellular
vesicles in clinical therapy is limited by their lack of characterization, the absence of more
sensitive isolation techniques and their huge heterogeneity. However, if these problems
can be solved, EVs derived from MSC have great potential as cell-free therapy and as a
biomarker of cardiac pathologies, as it has been shown in many in vitro essays and in
animal models. In this sense, we will have to wait to see their set up as conventional

clinical therapy.
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AAA ATPasa asociada a varias actividades celulares distintas
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HSPG proteoglicano heparan sulfato
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MVE endosoma multivesicular
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1. INTRODUCCION

Las cardiopatias siguen siendo a dia de hoy la principal causa de muerte en el mundo
(ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 2020). En el Espafia, la enfermedad
isquémica del corazén es la cardiopatia mas mortal, con un 31% del total de las muertes
por enfermedades del corazén. Esta enfermedad es notablemente mas letal en hombres
gue en mujeres, ya que supone un 40% de las muertes en ellos, mientras que es un
24% de las de ellas. Dentro de este conjunto de patologias, el infarto agudo de miocardio
(IAM) es la enfermedad mas prevalente siendo un 64% del total, 67% en hombres y 60%
en mujeres (MINISTERIO DE SANIDAD, POLITICA SOCIAL E IGUALDAD, 2011).

Las isquemias cardiacas se producen principalmente por la obstruccion de las arterias,
gue reducen el flujo sanguineo que llega al corazén. El metabolismo del miocardio es
casi exclusivamente aerobio ya que las células del corazon, los cardiomiocitos, tienen
muy pocas reservas de glucégeno (Pagliaro et al., 2020). Asi, si el corazén no recibe el
suficiente flujo de sangre, los cardiomiocitos no obtienen el oxigeno necesario para
sobrevivir, y ocurre la isquemia ya que las células mueren (Lujan et al., 2012). Los
cardiomiocitos tienen una baja tasa de regeneracion, que suele ser insuficiente para
reparar por si mismo los dafios producidos. Por esta razén, la medicina regenerativa

surge como una alternativa potencial a los tratamientos actuales.

La medicina regenerativa es un campo de la medicina que se centra en la restitucion de
tejidos que han sido dafiados, por causas naturales o externas, por lo que se esta
aplicando para la regeneracién de estos cardiomiocitos que han muerto durante la
isquemia, disminuyendo asi el dafio producido en el corazén. En este campo, las células
madre mesenquimales (MSCs) han destacado sobre el resto de células estudiadas, por
su potencial para diferenciarse a distintos tipos celulares, como pueden ser células del
tejido adiposo u osteoblastos (Crapnell et al., 2013). Ademas, se pueden aislar de
muchos tejidos adultos, y crecen en adherencia facilmente. Su efecto terapéutico viene
dado, al menos en parte, por su capacidad de secrecion, ya que liberan al medio
extracelular factores de crecimiento, citoquinas y quimiocinas (Keshtkar et al., 2018).
Estas moléculas tienen efectos regenerativos de tejidos, inmunomodulatorios y
antiinflamatorios, aunque algunos de estos mecanismos aun no se conocen al completo
(Griffin et al., 2013).

Ademas de la liberacion de factores paracrinos, parte del poder terapéutico de las MSCs
proviene de la liberacion de vesiculas extracelulares (EVs). Esto se debe a que su

contenido esté influenciado por el tipo celular del que provienen, y refleja sus funciones,



lo que les da el potencial de ser usadas en lugar de sus células progenitoras. Se
diferencian tres tipos, segun su tamafio y biogénesis: exosomas, microvesiculas y
cuerpos apoptaticos. De entre los tres, exosomas y microvesiculas, las mas pequefias,
son las que han demostrado efectos terapéuticos. Su menor tamafio las hace muy utiles
para la administracién terapéutica, y también para el diagnoéstico gracias a los

marcadores que contienen (Rani et al., 2015).

Durante la isquemia, los cardiomiocitos y otras células cardiacas secretan dichas
vesiculas extracelulares, por lo que podrian ser utilizadas como biomarcadores de la
enfermedad. Ademds, ya se ha demostrado que las EVs derivadas de MSCs tienen
efectos beneficiosos sobre las células cardiacas dafiadas, haciéndolas una potencial

alternativa para el tratamiento de cardiopatias.

Pese a su enorme potencial, las EVs derivadas de MSCs (MSC-EVs) alin no son una
realidad en la practica clinica. Actualmente, aunque hay muchos ensayos preclinicos
gue demuestran su efectividad en regeneracion de tejidos, solo hay un ensayo clinico
en el que se utilicen para el tratamiento de una enfermedad isquémica del corazon, el
infarto agudo de miocardio (U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, NCT04327635).

Para llevar esta herramienta potencial a la aplicacion real, todavia son necesarias una
mejor caracterizacion de las EVs, su contenido y la estandarizacién de las técnicas de
aislamiento, ademés de mas ensayos clinicos que prueben su eficacia y seguridad en

pacientes humanos.



2. MATERIALES Y METODOS

En este Trabajo de Fin de Grado, se llevé a cabo una revision de la literatura actual
sobre vesiculas extracelulares y su aplicacion al tratamiento y diagnéstico de
enfermedades isquémicas del corazon. Se utilizé PubMed
(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/) como buscador de bibliografia, por lo que las
busquedas se llevaron a cabo en inglés, siendo las Unicas excepciones el uso de una
pagina gubernamental espafiola (el Ministerio de Sanidad, Politica Social e Igualdad), y
la web de la Organizacion Mundial de la Salud. En ningln momento se filtré por afio de
publicacion, aunque si por revistas, siendo estas todas del primer cuartil. Esto se
corroboré mediante el uso de la Herramienta de Consulta del Factor de Impacto y Otras
Métricas de la Fundacién Espafiola para la Ciencia y la Tecnologia

(https://www.recursoscientificos.fecyt.es/factor/).

La basqueda se llevo a cabo, primero, filtrando por revisiones anteriores para conocer
el estado del arte actual en este tema concreto, y después, mediante la blusqueda
individualizada de articulos de estudios experimentales u otras revisiones mas
especializadas en cada tema. La informacién recogida se dividié en los siguientes
apartados (puntos 3 al 8, ambos inclusive) del Trabajo de Fin de Grado, segln su
tematica. Toda la bibliografia esta convenientemente citada en formato de la American
Psychological Association (APA) 7th Edition.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.recursoscientificos.fecyt.es/factor/

3. LAS VESICULAS EXTRACELULARES

Las EVs son un grupo muy heterogéneo de vesiculas con membrana de distintos
origenes, como células B y T, dendriticas, plaquetas, mastocitos células epiteliales,
endoteliales, neuronales, cancerosas, oligodendrocitos, células de Schwann,
embrionarias y MSCs (Raposo & Stoorvogel, 2013). A su vez, también se pueden
encontrar en diversos fluidos biol6gicos como orina, sangre, liquido amnidtico,
cerebroespinal, saliva y leche materna. Su tamafio es muy variado, y puede ir desde los
10nm hasta 1pm. Tienen una envuelta similar a una membrana que encierra moléculas
como proteinas, 4cidos nucleicos (DNA, mRNA, miRNA, IncRNA), lipidos y metabolitos
activos. Tienen marcadores de la familia de las tetraspaninas, y los mas utilizados son
para su identificacion son CD63, CD9 y CD81.

Debido a esta gran heterogeneidad, la Sociedad Internacional de Vesiculas
Extracelulares (ISEV) dio unas normas generales en 2018 que la comunidad cientifica
debe seguir sobre la nomenclatura, separacién, caracterizacion y estudios de las EVs,
gue se va actualizando periédicamente (Théry et al., 2018). Segun esta normativa, se
define vesicula extracelular como “particulas liberadas de forma natural por la célula

delimitadas por una bicapa lipidica y que no se pueden replicar”.

En las primeras investigaciones sobre EVs (Johnstone et al., 1987), se pensaba que la
liberacion de EVs era un mecanismo celular para la eliminacion de componentes no
deseados de su espacio intracelular. Sin embargo, actualmente se conocen muchas
mas funciones de estas vesiculas, como la angiogénesis (Ma et al., 2018), apoptosis
(Yang et al., 2013), presentacion de antigenos (Lindenbergh et al., 2020; Smith et al.,
2017), inflamacién (Console et al., 2019), proliferacion (Shabbir et al., 2015) y
diferenciaciéon celular (Sharma et al., 2020). Pueden llevar a cabo estas funciones
gracias a que participan en la comunicacién intracelular, incluso cuando son liberadas a
bajas concentraciones. Las EVs pueden activar directamente receptores de la superficie
celular a través de proteinas y ligandos lipidicos bioactivos, y también pueden liberar
efectores como factores de transcripcion, oncogenes, mRNAs, RNAs regulatorios no
codificantes o microRNA (miRNA). Su funcién depende de del fenotipo de la célula de

origen y su contenido imita, en parte, al de esta.

Lo que diferencia a las EVs del resto de mecanismos de comunicacion intercelulares es
qgue, al estar envueltas por una bicapa lipidica, su contenido no es degradado por
proteasas o0 nucleasas del espacio extracelular, y llega intacto a su diana. Esta
capacidad es la que las ha puesto en el punto de mira para la creacién de nuevas

terapias sin el uso de células.



Una vez liberadas, las EVs pueden llegar a las células diana y promover cambios
fenotipicos que afectaran a su estado fisioldgico. Al igual que en otros mecanismaos de
comunicacion intercelular, las EVs deben unirse a los receptores de membrana
extracelulares de la célula diana para comenzar la cascada de sefializacién. También
pueden ser internalizadas por la célula mediante diversos mecanismos, como
macropinocitosis, fagocitosis o endocitosis mediada por clatrina. Por Gltimo, como tienen
una bicapa lipidica al igual que la membrana plasmatica celular, pueden fusionar
membranas y liberar su contenido directamente al espacio intracelular (Mulcahy et al.,
2014). En la figura 1 se puede observar un resumen de todos los mecanismos de

comunicacion mencionados. Algunos de ellos todavia no estan completamente
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Figura 1. Mecanismos de comunicacion entre las EVs y la célula diana. De
izquierda a derecha, se observa primero la unién ala membrana, que puede llevar
a una cascada de sefalizacién, presentacion antigénica, crecimiento
independiente del anclaje o cascadas de sefializacién inducidas por morfégeno.
Esta union puede ser producida por integrinas ancladas a la membrana junto con
moléculas de adhesion intercelular (ICAM), unibn a componentes de la matriz
extracelular (ECM), proteoglicanos y lectinas y proteinas de unién a lipidos junto
como la proteina 4 de membrana de célula T (TIM4), que reconocen
fosfatidilserina de la membrana de la EV. Los siguientes mecanismos son de
internalizacién de las EVs, y son macropinocitosis, fagocitosis, endocitosis
mediada por caveolas o clatrinas y balsas lipidicas, y todos ellos forman
endosomas tempranos, que pueden pasar a formar un endosoma multivesicular
(MVE) y liberar su contenido al citoplasma, o formar un lisosoma y degradar su
contenido. Tanto endosomas tempranos como MVEs pueden reciclar el

contenido y volver a secretarlo, ya que aun no hay pruebas de que esto no



suceda. Por dltimo, las EVs pueden fusionar membranas y liberar su contenido

directamente al citoplasma. (Van Niel et al., 2018)

La forma de entrada de las EVs depende de su origen y de la célula diana, distintas EVs
pueden tener como diana la misma célula, y viceversa (Mulcahy et al., 2014). Aln son
necesarios mas estudios en la materia para poder dilucidar cémo y por qué ocurre cada

uno de estos mecanismos.

3.1. CLASIFICACION DE LAS EVs

Las EVs se pueden clasificar segun diversos criterios, como su biogénesis, tamafio

morfologia, o contenido.

En cuanto a la morfologia, en un principio se pensaba que todas las EVs eran esféricas
o en forma de copa. Sin embargo, en 2013, se descubrié que esta forma de copa era
consecuencia de la fijacibn usada para la tincion negativa, ya que se habia usado
microscopia electronica de transmision (MET) (Gould & Raposo, 2013), por lo que la
morfologia de las vesiculas debia de ser mucho mas amplia de lo que se pensaba hasta
el momento. Hasta el momento se han encontrado dieciséis categorias distintas de EVs
en cuanto a morfologia, que describen tanto la forma externa (redonda, ovalada,
tubular...) como el tipo de membrana (puede ser simple, doble, triple, y mas), su

contenido, etc., como se muestra en la figura 2.

€

Single vesicle Double vesicle Double special vesicle Small double vesicle Triple vesicle or more Oval vesicle

G

~—ed

Small tubule Large tubule Incomplete vesicle Pleomorphic vesicle Vesicle sac

@ /f} . @

Lamellar bodies Coated membranes Filamentous Electron-dense vesicle Double membrane bilayers

Figura 2. Diferentes tipos de morfologia encontrados en EVs en diversos
estudios. (Arraud et al., 2014; H66g & Lotvall, 2015; Poliakov et al., 2009; Zabeo
etal., 2017)

Ademds, ahora se conoce que un tipo celular puede liberar EVs con distintas

morfologias y que incluso dentro de un mismo cuerpo multivesicular pueden variar
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(Zabeo et al., 2017).

La clasificaciébn mas comun para las vesiculas extracelulares se da por su mecanismo
de liberacion y su tamafio, y distingue tres tipos: exosomas, microvesiculas y cuerpos

apoptoticos.

Los exosomas son los mas pequefios, y contienen familias de proteinas muy comunes,
como chaperonas, proteinas del citoesqueleto, o proteinas que participan en el
transporte y la fusion. Se forman como vesiculas intraluminales (ILVs) durante la
maduracion de endosomas multivesiculares (MVES) y se secretan cuando los estos se
fusionan con la superficie celular. También pueden fusionarse con lisosomas si el
contenido esta destinado a la degradacién (Abels & Breakefield, 2016). Los exosomas
contienen proteinas funcionales de endosomas, la membrana plasmética y el citosol,
ademas de mRNA y miRNA. También pueden contener componentes del nucleo,
mitocondrias, reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi. Su contenido proteico

depende del tipo celular del que sean secretados.

Las siguientes en tamafio son las microvesiculas (MVs), que se forman a partir de la
gemacion de la membrana plasmatica y contienen proteinas citoplasmaticas especificas
de la célula de origen, como proteina de unién a GTP, metaloproteinasas de matriz,
glicoproteinas, integrinas, etc. Tienen funciones en la coagulacién sanguinea y también
en la comunicacion intercelular en algunos tipos celulares como en células cancerosas
(Van Niel et al., 2018).

Exosomas y microvesiculas contienen gran numero de moléculas de las que se
desconoce la funcién actualmente. Son estos dos tipos de vesiculas en los que se han

centrado las investigaciones actuales para su uso terapéutico.

Los cuerpos apoptdéticos son los de mayor tamafio (1-5 pm) y son funcionalmente
distintos a los dos anteriores, ya que se forman como resultado de la muerte celular
programada, y contienen DNA, histonas y restos celulares. Su formacion esta altamente
controlada para prevenir la perdida de componentes tdxicos, enzimas activos o
componentes inmunogénicos. Son una potente via de sefalizaciéon para el

microambiente que rodea a células muertas (Doyle & Wang, 2019).

A pesar de que la clasificacion por tamafio y biogénesis es la mas ampliamente utilizada
por los cientificos, la ISEV (Théry et al., 2018) considera que, al no haber consenso
sobre los biomarcadores especificos de cada tipo de EVs, no se deben usar los términos
“‘exosomas”, “microvesiculas” o “cuerpos apoptoéticos”, a no ser que se observe la
vesicula durante su biogénesis mediante técnicas de imagen. En lugar de esos

términos, se prefieren otros relacionados con: sus caracteristicas fisicas, como “EVs



pequenas”, “EVs medianas”, “EVs de alta densidad” o “EVs de poca densidad”’; su
composicién bioquimica, como “EVs CD63*" o “EVs con anexina A5”; o que describan
su condicion o su origen celular, como “EVs de podocitos” o “EVs derivados de hipoxia”.
Sin embargo, la mayor parte de bibliografia sigue usando los términos no aceptados, y
en este Trabajo Final de Grado se usaran estos términos si asi lo hacen los autores de

los articulos.

3.2. BIOGENESIS
3.2.1. Exosomas

Pese a que el primer estudio que demostraba la existencia de las EVs fue publicado por
Chargaff y West (1946), no fue hasta 1987 que Rose Johnstone acuiid el término
exosoma a las EVs (Johnstone et al., 1987). Sin embargo, esta no solo se referia a lo
gue actualmente conocemos como exosoma, sino también a otros fragmentos de
membrana conocidos como complejos de exosomas que se aislaron de fluidos
bioldgicos y que servian como unidades de eliminacion de residuos que mediaban un

nuevo mecanismo de comunicacion intercelular.

La biogénesis de los exosomas consiste en tres pasos o estadios: el primero, la
formacion de endosomas por invaginacion de la membrana plasmatica; el segundo, la
formacion de vesiculas intraluminales (ILVs), a partir de la gemacion de la membrana
endosomal, formando asi cuerpos multivesiculares (MVBSs); el tercero y ultimo, la fusiéon
de los MVBs con la membrana plasmatica y liberacién del contenido vesicular, es decir,
las ILVs, que al ser liberadas pasan a ser exosomas (Gurunathan et al., 2019). Este
proceso esta altamente regulado. Los exosomas sirven como mensajeros, ya que
comunican células mediante un proceso de corte y fusién con la ayuda de complejos de
receptores de proteinas de fijacion solubles al factor sensible a la N-etilmaleimida
(SNARES) y complejos de clasificacién endosdémica necesarios para la maquinaria de
transporte (ESCRT). El complejo ESCRT consiste en cuatro complejos de proteinas
distintos: ESCRT-O0, -I, -l y -lll (Henne et al., 2013).

El segundo paso, la formacion de las ILVs, requiere dos procesos distintos. El primero,
la reorganizacion de la membrana endosomal, que pasa a ser rica en tetraspaninas,
principalmente CD9 y CD63. El segundo, el ensamblaje de los ESCRTs con las
proteinas Alix, el gen de susceptibilidad tumoral 101 (TSG101), la proteina cargada de
cuerpo multivesicular 4 (Chmp4) y el defecto del crecimiento 1 de la proteina
transportadora de K* (SKD1) (Abels & Breakefield, 2016).



Por otro lado, también se ha demostrado que la biogénesis de MVBs también se puede
llevar a cabo sin los ESCRTS, dado que las ILVs se pueden formar en ausencia de estos
complejos (Stuffers et al., 2009). En esta ruta participan el factor 6 de ribosilacion de
ADP (ARF6), fosfolipasa D2 y sintenina. En la figura 3 se puede ver un resumen de los

mecanismos explicados.

1) Syntenin-1,
syndecan and
CD63

2) PLP, CD63,
CD81, TSG101

Figura 3. Mecanismos moleculares de la biogénesis de exosomas. A)
Biogénesis dependiente de ESCRT, en la que participan este complejo junto con
Alix, TSG101, Chmp4 y SKD1. Estos exosomas contienen, a su vez, CD63,
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) I, proteinas ubiquitinizadas y
proteinas que contienen la secuencia KFERQ. B) Biogénesis independiente de
ESCRT. Esta puede estar controlada por distintas proteinas, por lo que los
exosomas tendran distinto contenido. Si esta controlada por heparanasay ARF6,
contendran sintenina 1, sindecano y CD63, mientras que si esta controlada por
nSMasa, contendran CD63, CD81 y TSG101. (Abels & Breakefield, 2016)

El agotamiento de las proteinas tirosina quinasa regulada por HGF (Hrs) y TSG101
(pertenecientes al ESCRT-0) y molécula adaptadora transmisora de sefial (STAM) (del
ESCRT-I), disminuye la secrecion de los exosomas. Por otro lado, la inhibicién de las
proteinas Chmp4C, proteina 4B asociada a la clasificacion de proteinas vacuolares
(VPS4B), proteina transportadora de vesiculas 1 (VTAl) y Alix (del ESCTR-III,
aumentan su secrecion (Henne et al., 2013). Se ha observado un incremento en la
secrecion de exosomas tras la transfeccion con la proteina pequefia integral de
membrana del endosoma tardio (SIMPLE), mientras que una forma mutada de la

proteina interfiere con la formacién de exosomas (Zhu et al., 2013).

Los lipidos también juegan un papel importante en la biogénesis de exosomas, como es
el caso de la ceramida, ya que la inhibicion del enzima que la sintetiza a partir de
esfingomielina (la esfingomielinasa 2) reduce la liberacibn de exosomas al espacio

extracelular (Trajkovic et al., 2008).



Otro modelo de biogénesis de exosomas, también demostrado al igual que el anterior
aungque menos tenido en cuenta, es por gemacion de la membrana plasmatica sin
formacion de endosomas (Pegtel & Gould, 2019). Este modelo ocurre en un ratio similar
al anterior, como se ha demostrado mediante microscopia de fuerza atémica (Casado
et al., 2017). Mediante la misma técnica se ha estudiado la presencia de intermediarios
de gemacién de exosomas en leucocitos humanos, que aparecen en dominios discretos
de su membrana (Booth et al., 2006). También se ha observado esta forma de
biogénesis en gioblastiomas y en organismos como Caenorhabditis elegans (Wehman
etal., 2011).

Las diversas formas de biogénesis de los exosomas influyen en el contenido estos. Un
ejemplo es que las proteinas asociadas a los distintos complejos ESCRT, es decir, Alix
y TSG101, se encuentran en los exosomas, independientemente de su origen celular.
Estas proteinas se usan como marcadores de la biogénesis exosomal (Colombo et al.,
2013).

La liberacion de exosomas, por otro lado, ocurre por fusiéon del MVB con la membrana
celular. Para que esto suceda, el exosoma debe ser transportado a la membrana
plasmatica, gracias a la interaccién con el citoesqueleto de actina y microtibulos (Sinha
et al., 2016). Otras proteinas que también participan en este proceso son las GTPasas
Rab, como Rab11 (Savina et al., 2002), Rab35 (Hsu et al., 2010) y Rab27 (Ostrowski et
al., 2010). El mecanismo de fusion de los MVBs con la membrana ain no se ha
dilucidado del todo, pero si se sabe que en él participan la proteina de shock térmico 90
(HSP9O0) (Lauwers et al., 2018) y que esta regulado negativamente por mTORCL1 (Zou
et al., 2019).

En cuanto a factores que influyen en los niveles de secrecidon de exosomas, los
principales son el tipo celular, la confluencia del cultivo y la presencia o ausencia de
estimulantes y suero. Por ejemplo, las MSCs los liberan en grandes cantidades (Yeo et
al., 2013), mientras que las células dendriticas inmaduras lo hacen de forma mucho mas
limitada (Tian et al., 2014). Por otro lado, la confluencia de los cultivos celulares también
es un factor importante, dado que cultivos en confluencia producen mas exosomas que
aquellos que no han llegado a la confluencia, hecho que podria estar relacionado con el
metabolismo del colesterol (Gal et al., 1981). Sin embargo, la inhibicién por contacto que
se produce cuando se llega a la confluencia puede reducir la produccion de exosomas,
a causa de su entrada en quiescencia y consecuente blogueo de la divisién celular. El
nivel 6ptimo de confluencia varia entre investigaciones y no existe un proceso
estandarizado de medicién, por lo que no se puede afirmar cuél es el Gptimo

(Gudbergsson et al., 2016). Existen algunos estimulantes de la secrecién de EVs, como

10



ionéforos de Ca?* (Savina et al., 2003), hipoxia (Kucharzewska et al., 2013; Svensson
et al.,, 2011) o desprendimiento celular (Koumangoye et al., 2011). Por dltimo, la
presencia o ausencia de sueros influye directamente en la formacion de una monocapa
celular y, en consecuencia, la formacion correcta de estructuras celulares que participan
en la biogénesis de exosomas. El suero fetal bovino (FCS) influye en la diferenciacion
celular de los cultivos (Lund et al., 2009). La ausencia de suero provoca estrés sobre el
cultivo, resultando en alteraciones fenotipicas que se reflejan en el contenido de los
exosomas. No obstante, la ausencia de suero incrementa la formacion de exosomas (Li
et al., 2015), por lo que muchos investigadores optan por reducir el contenido de EVs
del FCS (contiene altas cantidades) o directamente usar un medio sin suero. Ambos
meétodos conllevan problemas, por ejemplo el primero reduce la proliferacién celular y
depende mucho del cuanto se reduzca el contenido de EVs del medio (Shelke et al.,
2014), y el segundo provoca estrés. Por estas razones aln no esta claro cual es la mejor
alternativa, lo que si se sabe con certeza es que cambios abruptos de los medios tienen

impacto sobre el fenotipo celular, por lo que se debe ser cuidadoso al realizarlo.

3.2.2. Microvesiculas

La biogénesis de microvesiculas estd mucho menos estudiada que la de exosomas. Por
regla general, se piensa que se forman por la gemacion hacia el exterior de la membrana
plasmética, y que es el resultado de la interaccidon entre una redistribucion de los
fosfolipidos en la membrana plasmatica y la contraccién de las proteinas del
citoesqueleto (Akers et al., 2013). La distribucion de fosfolipidos y las proteinas de
membrana es asimétrica, y esta regulada por las translocasas de aminofosfolipidos (las
flipasas los transfieren del exterior al interior, mientras que las flopasas lo hacen al
revés). La gemacion de la membrana comienza cuando se trasloca fosfatidilserina al
exterior celular (Akers et al., 2013). El proceso se completa cuando el citoesqueleto se
contrae por las interacciones entre actina y miosina. Posteriormente, el factor 6 de ADP-
ribosilacion (ARF6) inicia una cascada que activa la fosfolipasa D (PLD). Se recluta a la
quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK) a la membrana plasmatica, que
fosforila a la quinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK), activandola. La MLCK
activada es la responsable de liberar las MVs. Estas MVs contienen ARF6, MHC-I,
integrina  B1, vesicula asociada a proteinas de membrana 3 (VAMP3), y
metaloproteinasa de matriz de membrana tipo 1 (MT1MMP) (Abels & Breakefield, 2016).

Aln no se conocen bien los mecanismos que conducen a la liberacion de las MVs,
aungue si se sabe que hay diversos factores externos que pueden inducir su liberacion.
Por ejemplo, el calcio activa la calpaina cistein proteasa, que induce la redistribucién de

los fosfolipidos de forma que aumenta la liberacién de MVs (Taylor et al., 2020), y las
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condiciones de hipoxia aumentan la produccién de MVs gracias al gen dependiente de
HIF Rab22A (Guo et al.,, 2019). Ademas, se ha encontrado que algunos de los
mecanismos de liberacion de las MVs son similares a los de los retrovirus (Caobi et al.,
2020).

3.2.3. Cuerpos apoptéticos

Los cuerpos apoptoéticos Unicamente se forman durante el proceso de muerte celular
programada conocido como apoptosis. Durante el desarrollo normal de un individuo, los
cuerpos apoptéticos son fagocitados por los macréfagos, que reconocen cambios en la
membrana, como la exposicién de fosfatidilserina a la cara exterior de la membrana, al
igual que ocurre en microvesiculas. Esta molécula se une a la anexina V, que es
reconocida por los macrofagos (Xu et al., 2019). Otro cambio reconocido por
macroéfagos es la oxidacién de moléculas de superficie, que crea un sitio de union para
la trombospondina (Friedl et al., 2002) y la proteina del complemento C3b (Gavin et al.,
2019).

Debido a su gran tamafio y a que los cuerpos apoptoéticos solo se forman durante la
apoptosis y sus funciones siempre estan relacionadas con ella, no se emplean para
aproximaciones terapéuticas (Doyle & Wang, 2019). Por tanto, habra que tener en
cuenta cuando se hable de terapias con EVs que solo se refiere a microvesiculas y

exosomas.

3.3. TECNICAS DE AISLAMIENTO Y OBTENCION

El tipo de vesiculas extracelulares con mayor dificultad de aislamiento son los
exosomas. Para su ello, nos encontramos ante diversos problemas: el primero, su
tamafio; el segundo, la complejidad de componentes de los fluidos de los que se aislan;
el tercero, el solapamiento de las propiedades fisicoquimicas y bioguimicas entre ellos
y otras EVs; y el dltimo, la heterogeneidad entre exosomas. Por todas estas razones,
ademas del uso de técnicas de ultracentrifugacion que actualmente ha demostrado su
utilidad, se estan estudiando nuevas técnicas de purificaciéon. En la tabla 1 se recoge

una comparacion de las técnicas explicadas a continuacion.
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Tabla 1. Comparacidon entre las técnicas de aislamiento de exosomas o

vesiculas extracelulares pequefias més utilizadas.

Técnica Método de separacién Ventajas Desventajas

Su velocidad produce dafios en las
EVs, mucha cantidad de partida,
imposibilidad de tratamiento de varias
muestras en paralelo, tasas de
recuperacion bajas y poca pureza

Rapido, barato, no requiere
Uit trifugacioé Sep i6n por tamarfio y equipamiento especializado,
diferencial densidad poco pretratamiento, no
requiere expertos

Ultracentrifugacion por Sepgraclon por tamafio y Buena separacidn de las EVs Equipamiento caro, necesita expertos
. . densidad en un gradiente de otros componentes (alta P N
gradiente de densidad N en la técnica, lentitud
preconstruido pureza)
Separacién por tamafio y peso Més répida que las anteriores, Taponamiento u obstruccién de la
Ultrafiltracién mediante membranas no requiere instrumentacion membrana, su velocidad produce dafios
filtrantes especializada, alta pureza en las EVs

Alta pureza, rapida, sencilla, no
requiere instrumentacion
especializada

Interaccion especifica entre
proteinas y anticuerpos

Alto precio de los reactivos, solo separa

Inmunoafinidad EVs entre ellos, no de las células

Sencilla, répida, no requiere
altas velocidades, no necesita
instrumentacién especializada

Captura y precipitacion por
tamario

Mucha probabilidad de contaminaciones

Precipitacion
por otros componentes

3.3.1. Ultracentrifugacion

La ultracentrifugacién diferencial fue el primer método usado para el aislamiento de
exosomasy, a dia de hoy, es el método mas comunmente usado para la purificacion de
exosomas de fluidos bioldgicos, como sangre, orina, saliva y fluido cerebroespinal, y
también de cultivos celulares. Se basa en la separacion por tamafio y densidad de las
particulas, ya que aquellas que sean mas grandes y densas sedimentaran antes que el
resto. Su principal ventaja es que es mas rapido y barato que otros métodos (como la
centrifugacion por gradiente de densidad), no requiere de un experto para ser empleada
y hecesita poco pretratamiento de las muestras para su utilizacion. Sin embargo, su alta
velocidad produce dafios mecanicos sobre la muestra y por eso requiere de mucha
cantidad de partida (cientos de mililitros), lo que también imposibilita el poder tratar
varias muestras distintas a la vez (Helwa et al., 2017). Ademas, debido a la
heterogeneidad de los exosomas, se obtienen bajas tasas de pureza (Zhang et al.,
2018). En el anexo | se recoge un protocolo de ultracentrifugacién diferencial de

exosomas (Coughlan et al., 2020).

Por otro lado, la centrifugacion por gradiente de densidad es otro método de
ultracentrifugacién que se basa, al igual que el anterior, en la separacion por tamafio y
densidad de las particulas pero, a diferencia de la ultracentrifugacion diferencial, se da
en presencia de un gradiente de densidad ya construido en el tubo de centrifuga,
normalmente hecho de sacarosa o iodixanol. La muestra se sitla sobre el gradiente y
se centrifuga, y las particulas pasan por el gradiente. Esta técnica es muy util separando
EVs de agregados de proteinas y otras particulas (Onddi et al., 2018). Sin embargo,
requiere equipos caros de centrifugacion y técnicos altamente cualificados. En el anexo
| se ha descrito un protocolo de aislamiento de exosomas por centrifugacién por

gradiente de densidad con iodixanol (Greening et al., 2015).
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Existen dos tipos de centrifugacién por gradiente de densidad: centrifugacion zonal y
centrifugacion isopcinica. La primera separa por la tasa de sedimentacioén, ya que la
muestra se sitla sobre el gradiente, que va de mas denso en la parte inferior, a menos
denso en la parte superior, y las particulas se separan en distintas zonas segun la
densidad. Cuanto mas densa y grande sea la particula, mas rapido viajara al final del
tubo, por lo que es importante controlar la duracion de la centrifugacion, ya que si se
deja mucho tiempo todas las particulas podrian sedimentar. Por otro lado, en la
centrifugacion isopcinica, las particulas sedimentan hasta que su densidad iguala la del
medio circulante, conocido como punto isopicnico, y se mantienen en esa posicion sin
importar el tiempo de centrifugacion, al contrario que con la centrifugacion zonal. Estos
métodos pueden mejorar la pureza de la separacién, pero requieren tiempo adicional
(Doyle & Wang, 2019).

3.3.2. Ultrafiltracion

La ultrafiltracion es el segundo método mas comudn de aislamiento de EVs. Este se basa
en una separaciéon por tamafo y peso (MWCO) de las particulas, mediante el uso de
membranas filtrantes. Es decir, si las particulas son més grandes que el tamafio de poro
de la membrana, seran retenidas, y las mas pequefias pasaran. El principal problema
de esta técnica es el taponamiento u obstruccion de la membrana, aunque esto se
puede solucionar usando varias membranas de distintos tamafnos, disminuyendo el
tamafo de los filtros paulatinamente, lo que disminuye la eficiencia de la filtracion ya
gue se podrian perder exosomas en esos bloqueos. Por otro lado, es mas rapida y no
requiere instrumentacion especializada, aunque puede llevar a la rotura de exosomas

por fuerza mecanica, al igual que en ultracentrifugacion (Doyle & Wang, 2019).

Existe un kit de ultracentrifugacion conocido como ExoTIC Kit (THERMOFISHER, s.f.),
disefiado especificamente para simplificar el aislamiento de exosomas entre 30-200 nm
de tamafio (Liu et al., 2017). En el anexo | se incluye un protocolo de ultrafiltraciéon con
ExoTIC Kit (Liu et al., 2017).

3.3.3. Inmunoafinidad

Este método se basa en la interaccidon especifica entre proteinas y anticuerpos. Algunas
de estas proteinas que caracterizan los exosomas y que se pueden usar para
capturarlos son CD63, CD81, CD82, CD9, Alix 0 anexina, presentes en la cara externa
de la membrana lipidica. De esta forma, permite aislar exosomas especificos segun sus
marcadores de superficie. Es una técnica rapida, sencilla y compatible con la
instrumentacion normal de un laboratorio (Tauro et al., 2012). Los anticuerpos se

pueden unir a particulas magnéticas (Li et al., 2017), a una placa ELISA (Hosseini et al.,
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2018), o a sistemas de microfluidica (Li et al., 2017), aunque el método mas comun es
el primero. En este método, las particulas magnéticas unidas a anticuerpos se suelen
separan por citometria de flujo, de forma que, pese a que las EVs son demasiado
pequefias para ser detectadas, las particulas si tienen el tamafio suficiente y pueden
ser separadas (Lasser et al., 2012). Los métodos que usan particulas magnéticas tienen
mayor eficiencia en la captura, mejor sensibilidad que los otros métodos y no tienen

limitacion de volumen (Li et al., 2017).

Con el fin de poder analizar volimenes mas pequefios con una mejor tasa de
recuperacion, se han creado aparatos con chips de microfluidica, como el ExoTENPO
(Exosome Track-Etched Magnetic Nanopore) Chip. Este aisla exosomas usando
nanoporos magnéticos unidos a anticuerpos especificos, y aplicando un campo
magnético externo justo debajo del aparato. Los poros son tan pequefios que solo caben
particulas del tamafio de los exosomas, y se unen en dos pasos, de forma que no se
dan uniones inespecificas (Ko et al., 2017). Un protocolo del uso de este chip se incluye

en el anexo |.

3.3.4. Precipitacion

Los métodos de precipitacion consisten en capturar y aislar exosomas de un
determinado tamafio. Son técnicas faciles de utilizar, simples, que requieren bajas
velocidades y no necesitan instrumentacion especializada. Utilizan polimeros
hidrofobicos, inocuos e inertes, es decir, que no produzcan respuesta inmunogénica ni
ex vivo ni in vivo. Tienen una gran desventaja, y es que no distinguen entre exosomas
y otros componentes, por lo que en el aislamiento se pueden contaminar (Gurunathan
etal., 2019). Se deben utilizar pretratamientos, como ultracentrifugacion o ultrafiltracién
para evitar dichas contaminaciones. Un ejemplo de polimero utilizado con este fin es el
polietilenglicol (PEG), que ya se usa de manera normal para la precipitacién de virus y
otras particulas. Rider y colaboradores (2016) disefiaron un protocolo de purificacion de
exosomas conocido como ExtraPEG, adaptando protocolos de purificacién de virus.
Consiguieron aislar exosomas de grandes volumenes de medio rdpidamente y de forma

barata, de buena calidad y cantidad. Este protocolo esta incluido en el anexo I.

Hay muchos kits comerciales, como ExoQuick, que separan exosomas rapidamente,
pero cuentan con la desventaja de que los precipitados tienen muchas contaminaciones
(Tang et al., 2017).
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3.4. CONTENIDO DE LAS EVs

El contenido de las distintas EVs esta directamente relacionado con el mecanismo de
biogénesis, tipo celular y las condiciones fisiolégicas de la célula progenitora. Ademas,
las distintas técnicas de aislamiento y obtencion pueden dar lugar a resultados distintos
al estudiar el contenido. Todos estos factores provocan que el contenido de las vesiculas
sea altamente heterogéneo. Por esta razon, se han creado bases de datos que incluyen
el contenido en proteinas, acidos nucleicos y lipidos de distintas clases de EVs. También
se muestra las técnicas de purificacion y aislamiento usadas. Estas bases de datos son

Vesiclepedia (http://microvesicles.org/), ExoCarta (http://www.exocarta.org/) y EVpedia

(http://evpedia.info/).

Los exosomas y las microvesiculas comparten algunas moléculas en su cara exterior:
ambas tienen tetraspaninas CD9 y CD81, lipidos (fosfatidilserina y esfingolipidos),
integrinas para la adhesién celular, moléculas para el trafico intracelular Rab, GTPasas,
anexinas y, segun el tipo celular del que procedan, ambas pueden tener MHC | (Van
Niel et al., 2018). También comparten contenido citoplasmético, como Alix, TSG101,
VPS4, chaperonas HSP70 y 90, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
acidos nucleicos (como miRNA y otros RNAs no codificantes, mMRNA y DNA) e histonas
(Van Niel et al., 2018).

Sin embargo, también hay muchas otras moléculas que permiten diferenciarlas. En la
cara exterior de la membrana, los exosomas son ricos en las tetraspaninas CD37, CD53
y CD63, lipidos como colesterol y ceramida, y moléculas de adhesion celular como
lactadherinas o ICAM. También pueden contener MHC I, proteina precursora amiloide
(APP), receptor de célula T (TCR), ligando Fas (FasL), recetor de quimiocina CXC 4
(CXCR4), proteoglicano heparan sulfato (HSPG), CD86, proteina de priones (PrP),
receptor de transferrina (TFR), WNT, etc., pero la presencia de estas moléculas
dependera de la célula progenitora de la que se originen. En su interior contienen
enzimas (peroxidasa, piruvato quinasa y enolasa), proteinas transductoras de sefales
(proteina-quinasas, [.cateninas, 14-3-3c y proteinas G), factores de biogénesis
(sintenina, ubiquitina, clatrina, y vacuolar protein sorting 32 o0 VPS32) (Van Niel et al.,
2018).

Por otro lado, el contenido de las microvesiculas es ligeramente distinto. Estas tienen,
en su cara exterior: tetraspanina CD82, fosfatidiletanolamina, molécula de adhesion
endotelial de plaquetas 1 (PECAM1), fibronectina y, segun su célula progenitora, CD14.
En su interior, contienen Tau, proteina de union al DNA TAR (TDP43), ARF6, proteina-

quinasa asociada a RHO (ROCK), quinasa regulada por sefales extracelulares (ERK),
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PLD, tubulina y actina (Van Niel et al., 2018). En la figura 4 se puede observar un
esquema de los distintos componentes tanto del exterior como del interior de las EVs

mencionadas.
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Figura 4. Composicién de las vesiculas extracelulares: exosomas y
microvesiculas. El esquema muestra, en la parte superior, los componentes de
los exosomas y, en la parte inferior, los componentes de las vesiculas

extracelulares. (Van Niel et al., 2018)

El contenido de los cuerpos apoptéticos es completamente distinto al de microvesiculas

y exosomas, ya que contienen organulos enteros, cromatina y proteinas glicosiladas.

3.5. CARACTERIZACION

Actualmente se pueden clasificar las técnicas de caracterizacion de las EVs en dos
tipos: analisis fisicos, y analisis quimicos, bioquimicos y de composicién. Los analisis
fisicos dan informacion sobre el tamafio de las EVs y su concentracién, y son el analisis
de rastreo de nanoparticulas (NTA), andlisis de dispersion de luz dinamica (DLS),
microscopia electronica de transmisién (MET) y deteccidn de pulso resistivo sintonizable
(tRPS). Los analisis quimicos, bioquimicos y de composicion dan informacién sobre el
contenido de las EVs, y encontramos el Western Blot, el analisis proteémico y el de

secuenciacion de RNA (Doyle & Wang, 2019). La citometria de flujo se considera de
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ambos tipos. El principal reto que se encuentra sobre la caracterizacion de EVs es que
son muy heterogéneas, y su composicion cambia segun la técnica de aislamiento y de
caracterizacion usadas, asi como por los factores mencionados en el punto 1. Asi, hay
una falta de estandarizacion importante a la hora de caracterizar EVs, que es uno de los
mayores retos para su utilizacion en clinica. En la tabla 2 se recoge una comparacion

entre las técnicas mencionadas.

Tabla 2. Comparacion entre las técnicas de caracterizacidon de vesiculas

extracelulares mas usadas.

Técnica de anilisis Caracterizacién

Tipo de anilisis

Ventajas Desventajas

Requiere la preparacion de
dilucienes de las que pueden
surgir contaminaciones,

necesita grandes volimenes
{unos 0,5 mil)

Si la diversidad de tamaiios de la
muestra s muy grande, no
detecta las particulas més
pequenias

Preparacién de muestras
sencilla y rapida, permite
recuperar las EVs

Andlisis de rastreo de
nanoparticulas

Flsico de tamaiio (10 -
100 nm) y densidad

A partir de la dispersion
de la luz

A partir de las
fluctuaciones de la
intensidad de la luz

Requiere poca muestra (70
pl), detecta gran rango de
tamarios

Fisico de tamaiio
{1nrm - 6 )

Andlisis de dispersién
de la luz dindmica

Microscopia Flsico de tamaiio A partir de la dispersion Los tratamientos previos son
electrénica de (hasta 1 nm) y dep:lectrones pe Muy buena resolucién costosos y modifican la
transmisién morfologla marfologia criginal de la muestra

Alteracion de la

Deteccién de pulse
resistive sintonizable

Fisico de tamaiio (100
nm = 100 pm)

corriente base al
atravesar una
membrana

Caracterizacion
individualizada de las
particulas

Se requiere una calibracion
previa y las particulas grandes
pueden obstruir el pore

Citometria de flujo

Flsico de tamaiio y de

A partir de la dispersion

de la luz en distintos

Caracterizacion
individualizada de las

Su rango de tamafio no detecta
EVs y en ocasiones solo las
detecta en conjunto, por ko que

COmposicién angulos sobre la particulas, permite hay que combinario con ofras
muestra recuperar las EVs o
técnicas
Deteccion de
. biomarcadores Técnica ampliamente
Western blot Composicion proteicos por usada en laboratorios Destruye la muestra
anticuerpos
Andlisis protedmico ) _ y
(espectometria de  Composicidn Relacién masa/carga Muy especifica, sensibley  Destruye la mu‘.as.tra ¥ necestta
rapida personal especialzado
masas)
Andlisis por

Secuenciaciin de RNA

Composicion Especifica y sensible Costoso y destruye la muestra

secuenciacién de RNA

3.5.1. Andlisis de rastreo de nanoparticulas (NTA)

Esta técnica es la mas utilizada para la caracterizacion de EVs. En ella, se iluminan con
una luz laser las EVs, que siguen un movimiento Browniano debido a que estan en el
seno de un liguido. Cuando la luz choca con las EVs, se dispersa en la camara, y una
camara situada sobre un microscopio captura en video del movimiento de las particulas.
El software sigue el movimiento de las EVs y, mediante la ecuacion Stokes-Einstein,
estima el tamafio y la densidad a partir de dicho movimiento. El NTA es capaz de
determinar tamafios de entre 10 y 1000 nm de diametro, por lo que es capaz de detectar
todos los tipos de EVs (Dragovic et al., 2011). También es capaz de analizar muestras
marcadas con anticuerpos fluorescentes con mayor resoluciéon (Carnell-Morris et al.,
2017).

Entre sus ventajas, se encuentra que la preparacion de las muestras es muy sencilla y

rapida, y se obtienen medidas en pocos minutos. Ademas, no modifica las particulas y
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permite recuperarlas. Sin embargo, requiere de la preparacion de diluciones para poder
llegar al factor de diluciéon correcto, de las que muchas veces surgen contaminaciones,
y necesita volimenes de unos 0,5ml (Doyle & Wang, 2019; Gurunathan et al., 2019;
Zhang et al., 2018). Es muy importante que la preparacion de la muestra y que el factor

de dilucion sea el correcto para la optimizacion de la técnica.

3.5.2. Andlisis de dispersion de la luz dindmica (DLS)

El analisis de dispersion de la luz dinamica o espectroscopia de correlacién de fotones,
es una técnica alternativa a la anterior para la medicién del tamafio de EVs. Se basa en
la aplicacion de un haz de luz monocromatica sobre una solucién de particulas que
siguen un movimiento Browniano. Esta luz sufrira fluctuaciones en la intensidad de la
dispersién debido al movimiento de las particulas, y estas fluctuaciones pueden ser
medidas (Stetefeld et al., 2016). Es decir, esta técnica de andlisis es muy similar a la
anterior, pero se diferencia en que en este caso se miden las fluctuaciones, y en el

anterior se media directamente la dispersion de la luz.

Esta técnica requiere mucha menos cantidad de muestra que la anterior, unos 70 yl, y
permite medir el tamafio de las EVs en un mayor rango, entre 1 nmy 6 um de didmetro.
Por otro lado, tiene problemas al analizar muestras heterogéneas, y si la solucion tiene

particulas con tamafios muy diversos no detecta los mas pequefios (Zhang et al., 2018).

3.5.3. Microscopia electrénica de transmision (MET)

Este tipo de microscopia ya se utiliza cominmente en los laboratorios para caracterizar
la estructura, morfologia y tamafio de muchos componentes bioldgicos. Se basa en
utilizar un haz de electrones que colisionan con una muestra, y se dispersan. Después,
son recogidos por unas lentes especiales y se procesan para formar una imagen de la

muestra (Gurunathan et al., 2019).

Esta tecnologia permite visualizar y caracterizar EVs individualmente con una resolucion
de cerca de 1 nm, lo que con microscopia convencional seria imposible. Su principal
problema es que la preparacion de las muestras es costosa, ya que para poder utilizar
MET la muestra debe ser muy fina, estar deshidratada y sufrir fijacion quimica o un
marcaje (Cizmar & Yuana, 2017). Estos tratamientos pueden cambiar la morfologia
original de la muestra y darles forma de copa, tal y como ya se ha comentado (ver punto
3.1. de este trabajo), por lo que MET se suele utilizar par confirmar lo visto mediante
NTA o DLS vy visualizar la calidad de las preparaciones (Zhang et al., 2018). Estas
desventajas se pueden solventar utilizando microscopia electrénica de crio-transmision
(crio-MET), que no requiere de esta preparacién previa sino que las muestras se

mantienen en nitrégeno liquido, por lo que se mantiene la forma original de las EVs
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(Cizmar & Yuana, 2017). La crio-MET es considerada la mejor técnica para visualizar

nanoparticulas sin necesidad de deshidratacion (Gurunathan et al., 2019).

MET solo da informacién sobre la morfologia y el tamafio de las particulas, por lo que
se le puede afiadir un marcaje inmunogold para recoger informacién sobre las

propiedades bioquimicas y de composicion de las EVs (Jung & Mun, 2018).

3.5.4. Deteccion de pulso resistivo sintonizable (tRPS)

La deteccién de pulso resistivo sintonizable es una técnica de caracterizacion de EVs
en la que un fluido situado en una celda se divide en dos partes por una membrana
porosa no conductora: una mitad contiene la soluciéon de particulas, y la otra una
solucidn solo de electrolitos. Al aplicar un voltaje, las particulas se mueven y atraviesan
la membrana, alterando la corriente base. Esta alteracion se observa desde que la
particula se acerca a la membrana, cuando comienza a disminuir y, cuando la atraviesa,
la alteracién es maxima, creando un pico de disminucién de la linea base. Cuando ya
ha atravesado la membrana, se recupera la corriente base (Maas et al., 2017). Esta
técnica permite la caracterizacién de las EVs de forma individualizada (Maas et al.,
2017).

Para poder relacionar el pico de corriente con el tamafio, primero se debe calibrar con
un material del que se conozca la concentracion y volumen, como una solucion de
particulas de poliestireno, y después se relaciona con la muestra. Es capaz de medir

particulas en un rango de 100 nm a 100 um (Maas et al., 2017).

Uno de los grandes problemas de esta técnica es que, si las particulas son mas grandes
qgue el poro, pueden obstruirlo. Ademas, el tampdn utilizado para la solucion de
calibracion debe ser el mismo que el de la muestra, y esto no siempre es posible debido
a que la solucién de EVs suele provenir de una muestra biolégica de la que se
desconocen los componentes (Maas et al., 2017). Para solucionar este problema, se ha
ideado una alternativa para las muestras bioldgicas, que consiste en afadir las
particulas del calibrado directamente con la muestra, y medirlos a la vez, de forma que
ya no existe el problema del tampén utilizado (Maas et al., 2017).

3.5.5. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica ampliamente usada en los laboratorios, que permite
el andlisis individualizado de células en una disolucion (Nolan & Duggan, 2018). Esta
utiliza la dispersion de la luz visible en dos direcciones para caracterizar las células: en
un angulo de 90° se observa la presencia de granulos en la célula y la integridad, y en

un angulo de 180° se observa el tamafio. Ademas, utiliza luz fluorescente para conocer
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la composicion exterior de la membrana, ya que la muestra se trata para que exprese
proteinas fluorescentes como la GFP, se marca con marcajes fluorescentes o con

anticuerpos conjugados a un marcaje fluorescente (McKinnon, 2018).

El reto al utilizar citometria de flujo para caracterizar EVs, es que esta técnica detecta
rangos de tamarfo superiores a los de estas vesiculas (300 — 500 nm), es decir, que ho
puede medirlas directamente. Ademas, cuando la solucibn de EVs estd muy
concentrada, puede identificar varias como una sola (Szatanek et al., 2017). Con el fin
de solucionar estos problemas, se han ideado diversas estrategias. Una de ellas es
afadir un anticuerpo especifico de un marcador de membrana de las EVs que se quieran
caracterizar conjugado con un fluorocromo, por lo que podrian ser identificadas por
dicho marcador (Orozco & Lewis, 2010). Otra opcidn para las EVs mas pequefias es
inmovilizarlas en la superficie de particulas y después afadir un anticuerpo conjugado
como en el caso anterior, de forma que pueden ser detectadas (Szatanek et al., 2017).
Por ultimo, también se ha disefiado una nueva técnica de citometria de flujo conocida
como citometria de flujo de imagen, que combina la citometria de flujo convencional con
un andlisis mediante ImagestreamX, con muy buenos resultados en la caracterizacién

de microparticulas de pequefio tamafio (Erdbrigger et al., 2014).

3.5.6. Western blot

El Western blot es una de las técnicas mas utilizadas diariamente en cualquier tipo de
laboratorio, por lo que también es muy empleada para la caracterizacién de EVs. Esta
técnica se lleva a cabo realizando una electroforesis en un gel, seguida de una
transferencia a una membrana. Después se afiade un anticuerpo primario que detecta
la proteina de interés, y finalmente un anticuerpo secundario conjugado a un fluoréforo.
Las EVs, antes de llevar a cabo la electroforesis, deben ser lisadas y sus proteinas

desnaturalizadas (Kowal et al., 2017).

Esta técnica detecta proteinas especificas que se espera encontrar en la muestra, que
deben servir para identificar las EVs. Sin embargo, tiene reproducibilidad y especificidad
limitadas a las del anticuerpo usado y solo se puede llevar a cabo una vez con cada
muestra (Doyle & Wang, 2019).

3.5.7. Andlisis prote6bmico

En un andlisis proteémico se busca dilucidar tantas proteinas como sea posible. Estos
suelen realizarse utilizando espectrometria de masas, una técnica que esta basada en
la utilizacion de los efectos de los campos eléctricos y magnéticos sobre los iones que

los atraviesan. Estudia la materia mediante la formaciéon de iones en fase gaseosa y
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determina su relacibn masa/carga (m/z). Permite obtener informacién cuantitativa y

cualitativa de la muestra, por lo que es muy Uutil para detectar la composicion de las EVs.

La espectometria de masas es una técnica es ampliamente utilizada para andlisis
proteémicos de todo tipo, y es la que més se utiliza al llevar a cabo estudios de la
composicion de las EVs. Por ejemplo, se ha utilizado para estudiar en las EVs posibles
marcadores de cancer (Wu et al., 2019) y de trastornos neurolégicos (Wang et al., 2019),
y también su papel en el mecanismo patogénico de Mycobacterium tuberculosis (Lee et
al., 2015) y de hongos (Bleackley et al., 2019).

Tiene muchas ventajas, como que tiene una gran capacidad de identificacion y puede
analizar mezclas complejas, su elevada sensibilidad y especificidad y su rapidez. Por

otro lado, es una técnica destructiva que necesita operarios especializados.

3.5.8. Anadlisis por secuenciacién de RNA

Como ya se ha mencionado anteriormente, las EVs contienen RNA procedente de sus
células progenitoras, por lo que también se pueden caracterizar por su contenido en
acidos nucleicos. Hay multiples plataformas de secuenciacion de RNA que utilizan
secuenciacion de RNA pequefio, total o exosomal como lllumina, SOLID o lon Torrent,
gue ya han sido empleadas para dilucidar el contenido de las EVs (Bellingham et al.,
2012; L. Cheng et al., 2014; Conley et al., 2017; Jenjaroenpun et al., 2013; Miranda et
al., 2014). Gracias a estos y mas estudios, se ha podido crear una base de datos de
miRNA de vesiculas extracelulares, conocida como EVMiRNA
(http://bioinfo.life.hust.edu.cn/EVmMIRNA#!/), en la que se recogen perfiles de expresion,
funciones y vias en las que participan distintos miRNAs de EVs (Liu et al., 2019).

También se indica el método de aislamiento seguido.

El andlisis por secuenciacion de RNA de EVs cuenta con la ventaja de que es muy
especifico y sensible, pero, sin embargo, requiere la destruccién de la muestra para la

extraccién del RNA y requiere de aparatos caros.
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4. FUENTES CELULARES PRODUCTORAS DE EVs EN EL
CORAZON

Las EVs son liberadas por la mayor parte de las diferentes células del corazén, como
cardiomiocitos, fibroblastos cardiacos, células endoteliales y células progenitoras
cardiacas. Esto sugiere que hay una gran cantidad de comunicacién intercelular entre
las distintas células, y conocer la funcionalidad exacta de dichas EVs puede ayudar en

el diagnéstico y en la creacion de tratamientos para defectos en este 6rgano.

4.1. CARDIOMIOCITOS

Los cardiomiocitos son las células mononucleadas que forman el musculo cardiaco, y
tienen la capacidad de contraerse espontaneamente, por lo que son las células

responsables de la contraccién del masculo cardiaco.

El primer estudio demostrd que los cardiomiocitos secretan EVs fue publicado por Gupta
y Knowlton (2007). Demostraron que secretan exosomas tanto en condiciones
fisiologicas como en hipoxia, y que en el segundo caso liberan mas HSP60. También
vieron que las EVs producidas tras la hipoxia producian mas tropomiosina a, GAPDH,
miomesina, proteina C de unién a la miosina, proteina que contiene valosina, mientras
que HSP27 y 90 unicamente estaban en aquellas producida tras la hipoxia. En otro
estudio realizado por Yu et al. (2012) se demostré que los cardiomiocitos que han sufrido
hipoxia contienen TNF-a debido al factor inducible por hipoxia (HIF) 1a, por lo que

promueven la apoptosis de otros cardiomiocitos cercanos.

Los EVs derivados de cardiomiocitos, ademas de proteinas, pueden contener miRNA,
como el miRNA-30a, que promueve la autofagia (Yang et al., 2016), miRNA-214a, que
es anti-apoptotico (Eguchi et al., 2019), o miRNA-210, que promueve la angiogénesis
(Fan et al., 2018).

4.2. FIBROBLASTOS CARDIACOS

Los fibroblastos cardiacos (CFs) son los principales responsables de la sintesis de la
matriz extracelular debido a su actividad secretora, pero también de los cambios en la
misma. Los factores secretados por los CFs protegen a los cardiomiocitos de la hipoxia
(Nakazato et al., 2010), isquemia (Abrial et al., 2014), hipertrofia (Bang et al., 2014), y

pueden afectar a las propiedades electrofisiologicas de los cardiomiocitos durante estos
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procesos (Pedrotty et al., 2009). En general, los CFs parecen usar los exosomas para

la comunicacién con los cardiomiocitos (Bellin et al., 2019).

En un estudio publicado por Cosme y colaboradores (2017), se estudio el perfil
protedmico de los CFs cultivados en hipoxia, en comparacién con condiciones normales
de oxigeno. En ausencia de oxigeno, los CFs se diferencian a un fenotipo de fibroblasto
(Watson et al., 2014) y, asociado a este cambio, se incrementa la secrecién de matriz
extracelular. Se encontré un incremento en la sintesis de muchos tipos de colageno
(COL1A1, COL3A1, COL4A2, COL6A1, COLB6A2, COL12A1, COL15A1), perlecan y
fibronectina. También se descubri6 una sobrerrepresentacion de proteinas asociadas a
la mitocondria, como aconitasa 2, ATP sintasa, transportadores de H*, o NADH
deshidrogenasa, lo que sugiere que la hipoxia induce un malfuncionamiento de la
mitocondria. Los exosomas pueden jugar un papel importante en la eliminacién de estas

mitocondrias disfuncionales en condiciones de estrés.

Los exosomas derivados de CFs también contienen miRNA. Por ejemplo, pueden
contener rno-miR-21 (Bang et al., 2014), rno-miRNA-27a, rno-miRNA-28a y rno-
miRNA34a (Zhang et al., 2017), todos ellos relacionados con la hipertrofia del musculo

cardiaco.

4.3. CELULAS ENDOTELIALES

Las células endoteliales vasculares forman la barrera entre la sangre y otros tejidos, y
tienen una importante funcion en el mantenimiento de la homeostasis, especialmente
tras sefiales de estrés como puede ser la hipoxia. Esta respuesta se da mediante la

liberacion de factores de crecimiento, citoquinas y exosomas.

En un estudio llevado a cabo por de Jong et al. (2012), se demostr6 que células
endoteliales expuestas a TNF-a mostraban cambios tipicos en la activacion de estas
células, como la liberacion de exosomas con altos niveles de proteina de adhesion
intercelular 1 (ICAM-1). Ademas, se dieron cuenta de que la composicion de mRNA de
estas EVs también se veia afectada. En otro ensayo (Balkom et al., 2013), se demostrd
gue las células endoteliales secretan exosomas con miR-214 para estimular la
angiogénesis. Estos descubrimientos demuestra el potencial de los exosomas derivados

de células endoteliales como marcadores de estrés y dafio (Sluijter et al., 2018).
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4.4. CELULAS PROGENITORAS CARDIACAS

Las células progenitoras cardiacas (CPCs) son un grupo heterogéneo de células en el
corazén con capacidad de diferenciarse a miocitos u otras células vasculares tras un
dafo. Si se cultivan en suspension, tienden a formar agregados esféricos, denominados
cardioesferas (CDCs) (Barile et al.,, 2007). Tanto los agregados como las células
individuales son capaces de liberar exosomas. Al estudiar el contenido de dichos
exosomas, se observo gue contiene mayores cantidades de hsa-miR-210, hsa-miR-132,
hsa-miR-146a-3p, y hsa-miR-181 que las EVs derivadas de CFs, siendo el primero
responsable del efecto antiapoptédtico de dichos exosomas (ya que disminuye la
actividad de la efrina A3 y la proteina tirosina fosfatasa 1), y el segundo con sus efectos
angiogénicos (porque disminuye la actividad de RasGap-p120) (Barile et al., 2014).

Se ha estudiado cémo estas CPCs son capaces de proteger a los cardiomiocitos de la
apoptosis, y se ha encontrado que mmu-miR-21 disminuye la expresién de la proteina
de la muerte celular programada 4 (PDCD4), y que este factor participa en el eje miR-
21/PDCD4, que media la apoptosis de los cardiomiocitos por estés oxidativo (Xiao et al.,
2016). Ademas, presentan en su superficie la proteina del plasma asociada al embarazo
A (PAPP-A), que promueve la liberacion del factor de crecimiento similar a la insulina 1
(IGF-1) (Barile et al., 2018). En un estudio publicado por Nie et al. (2018), se demostrd
gue los exosomas liberados por CPCs contienen muchos miRNAs que estimulan la
supervivencia celular, proliferacién y angiogénesis como hsa-miR-3615, hsa-miR-6087,
hsa-miR-1244, y hsa-miR-3687, y que contienen tanto proteinas como sus respectivos
MRNAS.

Los CDCs también tienen efecto cardioprotector, ya que contienen grandes cantidades
de hsa-miR-146, que se une a Irakl y Traff6, dos mediadores de la via del receptor tipo
Toll-NK-kB (Ibrahim et al., 2014).
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5. LAS EVs EN EL DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

Dado que las EVs son liberadas a los fluidos extracelulares, como la sangre, la linfa o
la orina, éstas son una herramienta potencial de diagnéstico de enfermedades
cardiovasculares. De hecho, se ha observado que los niveles de EVs se incrementan
en pacientes con riesgo o que ya padecen este tipo de enfermedades (Walenta et al.,
2012). Durante su biogénesis, las EVs almacenan marcadores de superficie y moléculas
citosolicas de las células progenitoras. De entre estas moléculas, los acidos nucleicos,
sobre todo miRNAs, destacan como buenos marcadores de diagnostico y prondstico.
La caracterizacién de EVs y células circulando por fluidos biol6gicos con este fin se
conoce como biopsia liquida (Zhou et al., 2020). Esta presenta diversas ventajas, siendo
la principal que la toma de muestra no es invasiva, por lo que reduce la cantidad de
cirugias necesarias, sin embargo, aun es necesario seguir avanzando en el desarrollo

de esta técnica para incrementar su precision.

Las EVs presentan a su vez ventajas respecto a otras particulas que se pueden detectar
mediante biopsia liquida. La primera, que circulan por gran parte de los fluidos
bioldgicos, ademas, la bicapa lipidica que las forma les da una alta estabilidad ante la
degradacion, por lo que su contenido se mantiene intacto y pueden ser almacenadas y
transportadas ex vivo, ademas de que su contenido en &cidos nucleicos no se ve
alterado como si ocurre al estudiar el DNA libre en circulacion (cfDNA) (M6hrmann et
al., 2018). La mayor parte de los acidos nucleicos de fluidos bioldgicos se encuentra, en
realidad, en exosomas (Fernando et al., 2017). Por otro lado, dan mucha informacion
sobre las células progenitoras, ya que contienen moléculas procedentes de ellas. Por
ultimo, expresan marcadores de superficie especificos, tanto de EVs como de células

progenitoras, por lo que su identificacion es sencilla (Cai et al., 2015; R. Xu et al., 2016).

En cuanto a los miRNAs de EVs, se dice que son los biomarcadores ideales para
diagnéstico clinico ya que son protegidos de la degradacion por RNasas, por lo que son
mucho mas estables. Hay diversos miRNAs que han sido identificados como buenos
biomarcadores, para diversas patologias cardiacas. Un ejemplo es que se ha
descubierto que, tras un infarto agudo de miocardio, los niveles de miR-1a, 208a y 499-
5p se incrementan 10* - 10° veces (Cheng et al., 2019). En el mismo estudio también se
observdé que miR-133a aumentaba significativamente, pero en este caso
predominantemente fuera de las EVs. Todos estos miRNAs suprimen la expresion de
CXCR4 en células mononucleares de médula 6seay, por tanto, median la movilizacion

de células progenitoras de médula ésea a la circulacion para la reparacion isquémica
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(Jujo et al., 2013). En aquellos pacientes que sufren y sobreviven un infarto agudo de
miocardio, hay una alta incidencia de fallo cardiaco por isquemia posterior (Ezekowitz
et al., 2009), por lo que la identificacion de biomarcadores para este tipo de fallos podria
ayudar a reducirla. Actualmente, se usan como biomarcadores el péptido natriurético
tipo B (BNP) y el propéptido natriurético tipo B N-terminal (NT-proBNP) (Bettencourt,
2004), pero tienen una baja especificidad ya que se ven influidos por otros factores como
la edad o fallos renales, por lo que se ha continuado la investigacion para encontrar
otros mejores marcadores. En un estudio llevado a cabo por Matsumoto et al. (2013),
identificaron miR-192, 194 y 34a, tres miRNAs localizados en exosomas y sintetizados
por la via p53, como moléculas cuyos niveles incrementaban tras el fallo cardiaco por
isquemia en pacientes que previamente habian sufrido un infarto agudo de miocardio.
También se han buscado biomarcadores de insuficiencia cardiaca sistolica cronica en
un estudio realizado por Goren y colaboradores (2012). Se encontr6 que los niveles de
miR-423-5p, 320a, 22 y 92b, incrementaban significativamente entre pacientes y control,

con una especificidad del 90% y una sensibilidad del 87%.

Por otro lado, también se han encontrado un biomarcador de miRNA exosomal para las
miocardiopatias periparto: miR-146a (Halkein et al., 2013). En ese ensayo se demuestra
gue, ademas de sus funciones ya conocidas sobre la inmunidad innata (Taganov et al.,
2006), esta molécula también participa en la angiogénesis reduciendo la proliferacion y

viabilidad de células endoteliales.

Algunas proteinas han sido estudiadas como biomarcadores del dafio cardiaco. Como
ya se ha mencionado antes, BNP y NT-proBNP son los mas usados actualmente, pero
hay algunas proteinas exosomales que son prometedoras como biomarcadores de
diagnéstico. En un estudio llevado a cabo por Cheow et al. (2016), encontraron seis
nuevas proteinas exosomales con potencial para el diagndstico, de tres rutas distintas
gue se activan tras dafio miocardico. La primera ruta son las proteinas del complemento
C1Q1A y C5. La segunda via es el metabolismo de lipidos, habiendo identificado la
apoproteina D (APOD) y C-lll (APOC3). La dultima, proteinas de la activacion de
plaquetas, la glicoproteina de plaquetas |b subunidad a (GP1BA) y la proteina basica

pro-plaquetaria (PPBP).

En otro estudio realizado por de Jong et al. (2012), se demostr6 que los cardiomiocitos,
en condiciones de hipoxia, liberan TNF-a mediante VEs debido a la expresion de la
subunidad 1a del factor inducible de hipoxia (HIF-1a). EI TNF-a, a su vez, actua sobre
células endoteliales, haciendo que activen moléculas de proteccion de superdxidos
(como la superéxido dismutasa 2), la respuesta inmune (el ligando de citoquinas 2, IL-8
y 32), y la via NF-kB (NF-kappa B, NF-kappa BIAy TN1P1). También se vio que las EVs
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son capaces de modificar la matriz extracelular gracias a proteinas como LOLX2,
fibronectina y colageno. Por Gltimo, se identificaron genes relacionados con la respuesta
al estrés (como NDRG1 o CIRBP) y con la apoptosis (como Bcl2). En conjunto, estas

proteinas distinguen a las células en hipoxia de las células control.
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6. POTENCIAL TERAPEUTICO DE LAS EVs DERIVADAS DE
MSCs

Las MSCs son células adultas multipotentes de origen mesodérmico que son
progenitoras de todos los tejidos estromales, por lo que tienen un gran potencial en el
campo de la medicina regenerativa. Actualmente no se han encontrado marcadores que
identifiguen MSCs humanas, aunque en 2006 la Sociedad Internacional de Terapia
Celular y Genética propuso un conjunto de marcadores y caracteristicas celulares para
su identificacién como criterios minimos para poder definir a una célula como MSC
(Dominici et al., 2006). Las tres caracteristicas minimas para que una célula pueda ser
definida como MSC son: la primera, tener adherencia al plastico en condiciones de
cultivo estandar usando matraces de cultivo tisular; la segunda, deben tener marcadores
de superficie; la tercera y Ultima, mantener la capacidad de diferenciarse a osteoblastos,
adipocitos y condroblastos in vitro. Los marcadores que deben expresar al menos un
95% de las MSCs son CD73 (también conocido como ecto-5'-nucleotidasa), CD90
(también conocido como Thy-1) y CD105 (también conocido como endoglina), mientras
gue otros que no deben expresar, 0 expresar en una proporcién menor al 2% para evitar
contaminaciones de otros tipos celulares son CD14 o CD11b (marcador de macréfagos
0 monocitos, los tipos de células hematopoyéticas que es mas probable que contaminen
un cultivo de MSCs), CD34 (marcador de progenitores hematopoyéticos y de células
endoteliales), CD45 (marcador panleucocitario), CD79a o CD19 (marcadores de células
B que se podrian adherir al cultivo de MSCs) y el antigeno leucocitario humano de tipo
Il DR o0 HLA-DR (no es expresado a no ser que la MSC sea estimulada). Esta carencia
de HLA-DR es una de las razones por la que se cree que las MSC tienen una baja
inmunogenicidad al ser transplantadas (Ryan et al., 2005), ya que de esta forma no son

reconocidas por las células T CD4".

Se ha sugerido que la actividad biol6gica de las MSCs reside en su capacidad de actuar
a nivel paracrino mediante la liberacién de factores bioactivos o a través de mecanismos
indirectos que involucran a fagocitos (Ryan et al., 2005) y, por tanto, el potencial
terapéutico de las MSCs viene dado por esta capacidad secretora, mas que por su
habilidad de diferenciarse a distintos tipos celulares. Un ejemplo es un estudio realizado
por Katsuda y colaboradores (2014), en el que se dieron cuenta de que el efecto
terapéutico de las MSCs era resultado de los factores secretados por dichas células,
como interleucinas (IL1-RA, IL-6, IL-8), factores de crecimiento (NGF, HGF), etc., que

participan en la inmunosupresion, el crecimiento hepatico y la hematopoyesis.
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Gran cantidad de estudios han demostrado los efectos terapéuticos del uso de MSCs,
con buenos resultados. De hecho, hay mas de diez mil estudios en fase de ensayo
clinico actualmente (U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, s.f.-a).

Aunque durante mucho tiempo el estudio del efecto terapéutico de las MSCs se ha
centrado en la secrecion de moléculas, actualmente se sabe que esta accion viene, en
parte, de la secrecién de EVs. De hecho, ya se ha visto que tienen accién terapéutica
en diversos tipos de enfermedades, como se vera en los siguientes apartados. La
ventaja de utilizar EVs, con respecto a sus células progenitoras, es que son mas
seguras, que se pueden almacenar sin perder su funcion, y que contienen informacion

de la célula progenitora, como proteinas, RNAy lipidos (Rani et al., 2015).

En un articulo publicado por Witwer y colaboradores (2019), se sugirié que, para que
una MSC pueda ser utilizada como fuente de EVs, se deben conocer al menos cuatro
caracteristicas: la primera, el tejido del que procede; la segunda, que sea parte de al
menos uno de los tres linajes mencionados anteriormente (osteoblasto, adipocito o
condroblasto) y que, por lo tanto, no es un fibroblasto; la tercera, si esta modificada o

no; y la dltima, se debe testar la funcionalidad de las EVs.

6.1. APLICACIONES TERAPEUTICAS EN PATOLOGIA AUTOINMUNE
Y ENFERMEDADES INFLAMATORIAS

Las MSCs tienen importantes funciones moduladoras de la respuesta inmune que
afectan tanto a la respuesta adaptativa como a la innata, cuando han sido preparadas
por el microambiente inflamatorio. La inmunosupresién mediada por MSCs requiere
gue primero sean activadas por células del sistema inmune, concretamente liberando
citoquinas proinflamatorias como INF-y junto a TNF-a, IL-1a o IL-1B. Es entonces
cuando las MSCs liberan las citoquinas inmunosupresoras, como la prostaglandina E2,
indoleamina 2,3-dioxigenasa, TGF- 1 e IL-10 (Katsuda et al., 2013).

En 1996 se demostrd por primera vez que las EVs liberadas por las células B pueden
promover respuestas en las células T (Raposo et al., 1996), es decir, se prob6 que estas
vesiculas tienen actividad inmunorreguladora gracias a que son moléculas
sefalizadoras. Es importante destacar que las MSCs deben ser activadas para que las
EVs derivadas de ellas secreten los factores terapéuticos. Ademas, las EVs tienen
efectos inmunosupresores sobre las células T y NK y tienen un rol crucial en lainduccién
de células T reguladoras y mieloides para inhibir la respuesta inmune. En un estudio
realizado por Franco da Cunha et al. (2020) se vio que las MSC-EVs reducian la

diferenciacién de los linfocitos T hacia el fenotipo Thl, generando células que sintetizan
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mas Foxp3 y menos IFN-y. También se dieron cuenta de que cambiaban el perfil de
miRNA, disminuyendo la expresién de miR-23a-3p, lo que incrementa la expresion de
su diana, TGFBR2. Este hecho indica que la via TGF- 3 esta implicada, que inactiva la
via mTOR y, por tanto, se da una alteracion del perfil metabdlico de las células T. Estos

descubrimientos sugieren que las MSC-EVs inducen tolerancia imunolégica.

Se ha estudiado la aplicacién terapéutica de MSC-EVs para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes en modelos animales, concretamente en diabetes tipo 1y
uveoretinitis (Shigemoto-Kuroda et al., 2017). Se encontrd que las EVs el suprimen el
desarrollo de Thly Th17, inhiben la activacion de las células presentadoras de antigeno
y las células T, e incrementan la expresion de IL-10 (citoquina inmunosupresora). Por
tanto, este tipo de vesiculas pueden ser beneficiosas para el tratamiento de
enfermedades autoimunes en las que Thl y Thl7 juegan un papel importante, como

son las mencionadas.

6.2. APLICACIONES TERAPEUTICAS EN PATOLOGIA CARDIACA

Las cardiopatias son, desde hace 20 afios, la principal causa de mortalidad en el mundo,
y ha ido aumentando en mas de 2 millones de personas (ORGANIZACION MUNDIAL
DE LA SALUD, 2020). Entre todas las enfermedades dentro de este grupo, el infarto
agudo de miocardio (IAM) es la causa mas comun de fallo cardiaco. El IAM provoca la
apoptosis, necrosis e hipertrofia de cardiomiocitos, dafios en la neovascularizacion,
fibrosis intersticial, inflamacion y reduccién de la contractilidad muscular, por lo que, para
su tratamiento, es necesaria la regeneracion del tejido y la inhibicion de la remodelacion
patolégica (Ranganath et al., 2012). Los tres principales dafios de una isquemia por
reperfusion son: reduccion del contenido en ATP/NADH, incremento del estrés oxidativo
y muerte celular. Lo especialmente preocupante de esta cardiomiopatia, es que un
corazon dafiado de esta forma no es capaz de regenerarse por si mismo a través de
regeneracion del masculo cardiaco, sino que se forma una cicatriz fibrosa que puede
llevar a disfuncion cardiaca y el remodelado del ventriculo izquierdo (Dai et al., 2015;
Wu et al., 2017).

Hay un gran namero de estudios que han demostrado la accién terapéutica de las EVs
derivadas de MSCs sobre la regeneracion cardiaca de los cardiomiocitos. Las EVs
participan en un gran nimero de vias metabdlicas. Arslan y su equipo (2013) vieron que
estas vesiculas disminuian los dafos de la isquemia por reperfusién, es decir, que
incrementan los niveles de ATP, disminuyen el estrés oxidativo y activan la via

fosfatidilinositol-3-quinasa/proteina quinasa B (PI3K/Akt). Estos efectos provocan una
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mejora de la contractilidad y una reduccién de la necrosis en cardiomiocitos. Por otro
lado, se observd que las EVs contenian miRNA especificos, como miR-19a (Yu et al.,
2015) y miR-144 (Wen et al., 2020), que reducen la expresion de fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) en cardiomiocitos, incrementando la expresion de la via
Akt, con sus correspondientes efectos beneficiosos. Esta via también previene la
apoptosis, induce la autofagia de las células dafiadas (Liu et al.,, 2017) y evita la
piroptosis (Tang et al., 2020). Otra via que ha sido diana para la regeneracién del tejido
cardiaco es la Wnt/B-catenina (Cui et al., 2017). También se ha visto que algunas MSC-
EVs contienen miR-125b, el cual tiene una gran variedad de dianas. Se ha visto que, en
cardiomiocitos, este miRNA regula negativamente a SIRT7, que juega un papel
importante en la regulacion de la apoptosis celular y la respuesta al estrés del corazoén,
de forma que protege contra el dafio por isquemia-reperfusién. Esta molécula también
incrementa la viabilidad celular y disminuye la apoptosis, ya que reduce la expresion de
Bax, caspasa 3 y los niveles de IL-1[3, IL-6 y TNF-qa, e incrementa los niveles de Bcl-2
(Chen et al., 2020).

Otro efecto beneficioso de las MSC-EVs es que son capaces de polarizar el fenotipo de
los macréfagos M2, es decir, aquellos con propiedades antiinflamatorias, para disminuir
el dafio cardiaco tras un infarto de miocardio. En esta polarizacion interviene el receptor
esfingosina-1-fosfato 1 (S1PR1) (Wen et al., 2020). En un estudio realizado por Liu et
al. (2020), demostraron que el factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF)
atenuaba el dafio por hipoxia o carencia de suero, ya que este factor inhibe la

fragmentacién mitocondrial y la apoptosis activando la via AMPK.

Las MSC-EVs también tienen efectos terapéuticos sobre las células endoteliales. En
estas vesiculas, el factor derivado de células estromales 1 (SDF-1) esta sobreexpresado
mientras que, tras un infarto de miocardio, tiene mucha menos expresion. La
sobreexpresion de este factor activa la via PI3K, con sus correspondientes efectos

mencionados anteriormente (Gong et al., 2019).

Ademas de cardiomiocitos y células endoteliales, se ha estudiado si las EVs tendrian
efecto terapéutico sobre células madre cardiacas en que han sufrido dafios por
isquemia-reperfusion, y se ha visto que incrementan la supervivencia, el potencial
angiogeénico y la capacidad de autorrenovacion (Harrell et al., 2019). Estas funciones se
atribuyen a la presencia de miRNAs especificos, como miR-15, miR-21, mi-R-22 y miR-
146a (Zhang et al., 2016).

Por ultimo, se ha estudiado la modificacion de EVs para mejorar su potencial terapéutico

(de Abreu et al., 2020). Para empezar, se han modificado EVs para incrementar su
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tiempo de vida, que sin maodificar es de minutos (Smyth et al., 2015), mediante la adicién
de PEG (Kooijmans et al., 2016). También se han afiadido péptidos a la membrana para
gue interaccionen de forma mas especifica con las células diana, como el péptido
WLSEAGPVVTVRALRGTGSW para cardiomiocitos (Mentkowski & Lang, 2019), o el
CSTSMLKAC para el miocardio sufriendo isquemia (Antes et al., 2018). Por otro lado,
también se ha intentado modificar el contenido de las EVs modulando sus células
progenitoras, a través de condiciones de estrés (Ribeiro-Rodrigues et al., 2017),
cambios en el medio (Kang et al., 2016) o adicion de agentes externos (lbrahim et al.,

2019; Wei et al., 2019), para enriquecer a las EVs secretadas de ciertas moléculas.

6.3. APLICACIONES TERAPEUTICAS EN PATOLOGIA RENAL

La insuficiencia renal aguda se define como una disminucién de la funcién renal vy
pérdida de células tubulares, que se asocia a un aumento de la urea y la creatinina en
el suero. El posible efecto terapéutico de las MSC-EVs en este tipo de dafio ha sido
estudiado en diversas ocasiones y se ha visto que viene dado en parte por los mRNAs
y miRNAs que contienen (Bruno et al., 2009, 2012; Gatti et al., 2011; Reis et al., 2012;
Tomasoni et al., 2013). Estos participan en la proliferacion de las células tubulares que
sobreviven al dafio. Ademas, participan en la supervivencia a la insuficiencia renal
inducida, por un lado por cisplatina, ya que incrementan la expresion de genes
antiapoptoticos como Bcl2 y BIRC8 de las células renales, ademas de reducir la
expresion de los proapoptoticos, como las caspasas 1y 8 (Bruno et al., 2012); y, por
otro lado, por gentamicina (Reis et al., 2012). También protegen de la insuficiencia renal
aguda tras dafio por isquemia-reperfusidon y de una posible posterior enfermedad renal
crénica, dado que inhiben la apoptosis y estimulan la proliferacion de células tubulares
(Gattietal., 2011). Por ultimo, no solo los acidos ribonucleicos ejercen efecto terapéutico
en el dafio renal, sino que se ha visto que la presencia de IGF-1 mejora la proliferacion

celular (Tomasoni et al., 2013).

La fibrosis de glomérulos y tibulos causada por una hiperglicemia debida a la diabetes
es la principal causa de una enfermedad crénica renal (Papadopoulou-Marketou et al.,
2017). Con el fin de tratar esta enfermedad, se ha estudiado el uso de MSC-EVs para
su tratamiento. En un estudio de Grange y colaboradores (2019) se demostrd que las
MSC-EVs tienen efectos beneficiosos en la progresion de la nefropatia diabética en
ratones, ya que inhiben el engrosamiento de los glomérulos y su consecuente expansion
del area glomerular, ademas de la del espacio de Bowman. También inhiben la fibrosis

glomerular e intersticial. En otro estudio realizado por Eirin et al. (2017) en cerdos con
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enfermedad crénica renal provocada por estenosis de la arteria renal y sindrome
metabdlico, se observdé que las EVs restauraron la tasa de filtracion glomerular, y
disminuyeron la inflamacion, la hipoxia medular y la fibrosis. Este estudio sugiere que el

efecto terapéutico de las EVs puede estar mediado por su contenido en IL-10.

6.4. APLICACIONES TERAPEUTICAS EN PATOLOGIA PULMONAR

El sindrome de dificultad respiratoria aguda se caracteriza por un incremento en la
permeabilidad de la membrana capilar alveolar, un influjo de fluido pulmonar rico en
proteinas y una disfuncion del surfactante, lo que resulta en hipoxemia (A. Liu et al.,
2020).

En un estudio reciente (Park etal., 2019) se ha descubierto que las MVs tienen un efecto
terapéutico beneficioso en neumonia severa causada por Escherichia coli en pulmones
humanos, ya que incrementan la tasa de aclaramiento del fluido alveolar, disminuyen la
permeabilidad pulmonar y también la cantidad de bacterias con su consecuente
disminucioén de la inflamacién. También estudiaron si el pretratamiento de las MSCs
mejoraba las propiedades antimicrobianas de las MVs, y vieron que si se trataba con
acido policitidilico (poli I:C), esta si mejoraba, ya que se pudo asociar con un menor
influjo de células inflamatorias. Sin embargo, en este ensayo no se pudo mejorar la
presién traqueal, ni la elasticidad ni la oxigenacion pulmonares. Aln asi, este ensayo
preclinico abre las puertas al tratamiento de esta patologia con MSC-EVs. Por otro lado,
en un estudio hecho en ratones (Tang et al., 2017), se ha visto que la administracién de
MSC-MVs mejoraba la inflamacién pulmonar producida por lipopolisacaridos
bacterianos y restauraba la permeabilidad capilar del pulmén. Al estudiar el contenido
de las MVs, se vio que expresaban una alta cantidad de mRNA de angiopoyetina 1, y
gue el efecto terapéutico estd mediado, en parte al menos, por la expresion de esta

proteina.

Por ultimo, también se ha estudiado si estas EVs tienen efecto terapéutico en sindrome
de dificultad respiratoria causado por virus. Un ejemplo es un estudio realizado por
Khatri et al. (2018), en el que se estudio la aplicacion de este tratamiento en modelos
porcinos con dificultad respiratoria causada por el virus influenza. Demostraron que las
vesiculas reprimian la replicacion del virus en células epiteliales de pulmén, inhibian la
produccion de citoquinas y quimiocinas proinflamatorias e incrementaban las

antiinflamatorias como IL-10, lo que supone un posible tratamiento para la enfermedad.
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6.5. APLICACIONES TERAPEUTICAS EN PATOLOGIA NERVIOSA

Las isquemias cerebrales son la enfermedad mas importante del sistema nervioso
central, y son la causa de la mayoria de los casos de derrame cerebral. La falta de
oxigeno y glucosa lleva a una disminucion de la sintesis de ATP, lo que reduce el
gradiente i6nico de la membrana plasmatica, conduciendo a un aumento de iones Na*
y Ca?*en el citoplasma. La acumulacién de glutamato y la activacion de los receptores
N-metil-D-aspartato (NMDA) y acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionico
(AMPA), lleva a un incremento de la entrada de iones Ca?*. Los enzimas dependientes
de este ion también aumentan, lo que activa la producciéon de mediadores de la
apoptosis como acido nitrico, radicales libres, y acido araquidonico. Todos estos
procesos resultan en el dafio de la membrana plasmatica, la destruccién de estructuras
celulares y la activacion de la cascada de sefiales inflamatorias, que pueden concluir en
la apoptosis 0 necrosis de la célula, segin la magnitud de los dafios y el estado
metabdlico de la célula (Roy-O’Reilly & McCullough, 2014).

Hasta ahora las terapias que intentaban reducir la reacciéon inmunoldgica tras una
isquemia cerebral usando mediadores de la inflamacién o inhibidores de células
inmunes no han sido eficaces, por lo que se esta estudiando el uso de MSC-EVs (M.
Guo et al., 2020). En modelos en ratones, se ha visto que estas vesiculas, gracias a su
pequefio tamafio pueden cruzar la barrera hematoencefalica y provocan neurogénesis
enddgena, incrementan el nimero de axones, y mejoran las funciones vitales de los
animales. También se ha observado neuroproteccién a largo plazo y modulacion de la

respuesta inmune periférica (Dabrowska et al., 2019).

Por otro lado, también se esta estudiando su potencial uso para el tratamiento del
Alzheimer. Esta enfermedad se caracteriza por una deposicion de péptidos B-amiloides
y la agregacion de tau hiperfosforiladas formando agregados neurofibrilares. Se ha visto
gue la neprilipsina y el enzima de degradacion de la insulina participan en la degradacion
de los péptidos B-amiloides, por lo que se ha estudiado si las EVs derivadas de MSCs
gue contienen estas proteinas podrian tener ese efecto terapéutico, con resultados
prometedores (Ding et al., 2018; Katsuda et al., 2013). Ya se esta realizando un ensayo
clinico con la finalidad de conocer la seguridad y eficacia de las EVs derivadas de MSCs
del tejido adiposo (U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, NCT04388982).
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7. ENSAYOS CLINICOS CON LAS EVs PARA EL
TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES ISQUEMICAS

Las MSC-EVs han tenido mucho éxito en el tratamiento de patologias en fase preclinica,
con beneficios sobre todos los resultados medidos en el 81% de los estudios, y en al
menos uno de ellos en el 97% (Tieu et al., 2020). Debido a esos buenos resultados,
muchos de ellos han pasado a fase clinica. Actualmente hay doscientos noventa y siete
estudios en fase de clinica que emplean EVs (U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE,
s.f.-b; U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, s.f.-c).

De entre todos estos ensayos clinicos, solo uno utiliza EVs en el tratamiento de
isquemias cardiacas (U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, NCT04327635), pero
aun no ha finalizado y se encuentra en fase |. En él, se hace un estudio de la dosis de
administracién mas segura de un nuevo farmaco conocido como producto purificado de
exosomas (PEP), en pacientes que han sufrido un infarto de miocardio y se someten a
una intervencion coronaria por via percutanea. La intervencién coronaria se debe
realizar entre 4 y 12 horas tras el inicio de los sintomas y el PEP se administra como
maximo 20 minutos después de la colocacion del stent o de la dilatacion. Se experimenta
con tres dosis: 5%, 10% y 20% de PEP, de un volumen de 10 ml, inyectadas una Unica
vez. Tras la inyeccion, se miden la toxicidad limitante de la dosis y la dosis méaxima
tolerada en los dias 1 al 14 tras el tratamiento. También se miden el tamafio de la cicatriz
del infarto, la fraccion de eyeccion, anormalidades abdominales y respuestas

aloinmunes.

Este ensayo cuenta con una publicacién de un estudio realizado sobre un modelo
porcino del mismo farmaco (Kisby et al., 2021). En este estudio se busco dilucidar la
mejor pauta de administracion del farmaco; se comparoé la inyeccién del farmaco en un
régimen de una dosis en comparacion con diversas dosis, y tras una exposicion aguda
0 subaguda. Las conclusiones fueron que el uso de varias dosis mejoraba
significativamente la proliferacion celular. Sin embargo, este estudio no se realiz6 sobre
el miocardio, sino sobre tejido vaginal. Aln asi, demostré la utilidad del PEP para

regeneracion tisular.
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8. PERSPECTIVAS DE FUTURO Y CONCLUSIONES

Las vesiculas extracelulares estan siendo objeto de estudio para el tratamiento y
diagnéstico de diversos tipos de patologias gracias a su presencia en la mayor parte de
los fluidos biolégicos, y debido a su papel en la comunicacién intercelular (Raposo &
Stoorvogel, 2013). Desde su descubrimiento, se ha avanzado mucho en el conocimiento
de su biogénesis, funcionalidad y mecanismos moleculares, sin embargo, todavia
guedan muchas incognitas por resolver antes de estandarizar su uso en la practica

clinica.

Actualmente ni siquiera hay un consenso sobre su nomenclatura entre organismos e
investigadores (Théry et al., 2018), y mucho menos un procedimiento estandarizado
para su aislamiento y caracterizacién, lo que impide su puesta en practica en
aplicaciones clinicas. Las técnicas actuales de aislamiento cuentan con diversos
problemas debido al pequefio tamafio de las vesiculas y su gran heterogeneidad, lo que
dificulta un aislamiento selectivo. El contenido, por otro lado, depende de factores como
el tipo de célula progenitora, su estadio fisiolégico, 0 su biogénesis, por lo que la
clasificacién y caracterizacién de las vesiculas extracelulares sigue siendo un reto.
Ademads, todavia se desconocen muchos de los mecanismos moleculares tanto de

biogénesis como de actuacion de las vesiculas extracelulares (Van Niel et al., 2018).

Por otro lado, el potencial de las MSCs en medicina regenerativa estd mas que
demostrado. Se sabe que las EVs liberadas por estas células son el medio por el que
ejercen, al menos en parte, su poder terapéutico (Ryan et al., 2005), por lo que su uso
es preferible al ser de menor tamafio y contener muchas de las moléculas liberadas por

sus progenitoras.

A pesar de estos desafios aun por superar, los resultados de las EVs derivadas de
MSCs en modelos preclinicos de diversas patologias son realmente prometedores. Se
ha demostrado su potencial en patologias autoinmunes, cardiacas, renales,
pulmonares, y nerviosas. De entre ellas, destaca su potencial aplicaciébn a las
cardiopatias, puesto que son la primera causa de muerte en el mundo segun la
Organizacion Mundial de la Salud (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 2020).

Con este fin, se ha estudiado el tratamiento de esta patologia mediante EVs derivadas
de MSC. Sin embargo, a dia de hoy solo hay un ensayo clinico que las utiliza, todavia
sin resultados. Aln asi, todos los estudios en animales hacen de esta terapia un
potencial tratamiento para las cardiopatias, ya que se ha conseguido mejorar la
contractilidad de cardiomiocitos (Arslan et al., 2013), reducir su necrosis (Arslan et al.,

2013), apoptosis (Liu et al., 2017) y piroptosis (Tang et al., 2020), incrementando asi la
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viabilidad celular y la supervivencia tras un infarto de miocardio (Chen et al., 2020),
incrementar su potencial angiogénico y su capacidad de autorrenovacion (Harrell et al.,
2019), inducir la autofagia de las células dafiadas (Liu et al., 2017) y disminuir la

apoptosis de células endoteliales (Gong et al., 2019).

No obstante, el uso de EVs para el tratamiento de cardiopatias cuenta con limitaciones.
Por un lado, para que las EVs actien sobre las células deben interaccionar
correctamente con la membrana plasmatica y liberar su contenido al interior celular, pero
puede ocurrir que interaccionen con la membrana de células que no sean las diana,
pero que tengan sus mismos receptores de membrana, por lo que se deben conocer
muy bien las células diana, o que si interaccionen con las diana pero que estas las
digieran con lisosomas y no puedan ejercer su accion. Ademas, la accién terapéutica
de las EVs viene dada por su contenido, que viene dado, a su vez, por su célula
progenitora, por lo que es muy importante el estudio de la caracterizacion de las EVs
para aplicarlas como tratamiento, y asi saber qué moléculas ejercen el poder curativo.
Por ultimo, el seguimiento de las EVs in vivo al ser administradas esté limitado a la

realizacién de biopsias.

La aproximacion que resulta mas prometedora ya que pone solucién a todas las
limitaciones que se tienen actualmente, es la modificacion de EVs (de Abreu et al.,
2020). Esta permite hacer mas especifica la interaccion entre célula diana y EV
mediante la adicion de moléculas a su membrana (Antes et al., 2018; Kooijmans et al.,
2016; Mentkowski & Lang, 2019), enriquecer las EVs del contenido de interés
modulando las células progenitoras (lbrahim et al., 2019; Kang et al., 2016; Ribeiro-
Rodrigues et al., 2017), y mejorar el seguimiento tras la distribucién gracias a la adicion

mediante ingenieria genética de genes reporter, como la luciferasa (Lai et al., 2014).

Por ultimo, se deben estudiar los aspectos regulatorios de este tipo de tratamientos para
que lleguen a la realidad. Las vesiculas extracelulares entran en la categoria de
medicinas biolégicas (Lener et al., 2015). Para poder ser comercializadas, las EVs
deben ser correctamente caracterizadas, aisladas y almacenadas, pero aun se debe
crear un protocolo estandarizado para ello, lo que imposibilita actualmente su

distribucion como producto farmacéutico.

Teniendo en cuenta todas las limitaciones a las que estan sometidas, las EVs aun deben
superar un nimero de desafios de estandarizacion de protocolos y distribucion para que
su utilizacién en el ambito clinico se convierta en realidad. No obstante, teniendo en

cuenta su ventaja competitiva respecto a las terapias celulares y el nUmero de estudios
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en curso es previsible que en los proximos afios se aclaren muchas dudas respecto a

las ventajas de este tipo de terapia respecto a las predecesoras.
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