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RESUMEN.

El envejecimiento se trata de un proceso bioldgico complejo que conlleva a un deterioro
progresivo del organismo asociado a la edad. Se han identificado nueve procesos interconectados
que caracterizan al envejecimiento. Ademas, existe evidencia de que las alteraciones en un tejido
producidas por el envejecimiento pueden transmitirse a otros tejidos. En este proceso intervienen
las vesiculas extracelulares. Se tratan de estructuras delimitadas por una bicapa lipidica, de
tamafio nanométrico que son secretadas por todas las células del organismo y presentes en la
mayoria de fluidos corporales. Existen tres tipos de vesiculas extracelulares en funcion de su
biogénesis y tamafio: exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptoticos. Estas vesiculas son un
importante mecanismo de comunicacion intercelular ya que participan en la transmision de
biomoléculas entre las células. En el contexto del envejecimiento, estas vesiculas son capaces de
promover su progresion mediante la entrega de informacion nociva desde células envejecidas a
células sanas. Dada su participacion en los procesos que regulan el envejecimiento, las vesiculas
extracelulares también estan vinculadas a la progresion de enfermedades relacionadas con la edad,
entre las que destacan las enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y cancer. En estas
patologias las vesiculas extracelulares secretadas por las células afectadas median procesos de
comunicacion en los que promueven la progresion de la enfermedad. La compresion de los
mecanismos por los cuales las vesiculas participan en el transcurso de dichas enfermedades ha
esclarecido nuevas estrategias de terapias basadas en vesiculas extracelulares. Estas se presentan
potencialmente utiles y con ventajas frente a otras terapias. Ademas, dada su localizacion
generalizada y su participacion en el transporte de moléculas patologicas, también presentan
utilidad como biomarcadores para el diagndstico de enfermedades en las que la deteccion

temprana y el tratamiento precoz son determinantes en la evolucion de la enfermedad.

Palabras clave: vesiculas extracelulares; envejecimiento; enfermedades relacionadas con la

edad; terapias; biomarcadores.



Indice de abreviaturas.

e ARD: enfermedades relacionadas con la edad; de sus siglas en inglés "Age-Related diseases".

e Ap: proteina f-amiloide.

e BHE: barrera hematoencefalica.

e CD: antigenos de diferenciacion; de sus siglas en inglés “clusters of differentiation”

e DAMP: patrones moleculares asociados al dafio mitocondrial, de sus siglas en inglés
“damage-asociated mitochondrial patterns”.

o DDR: respuesta al dafio en el ADN; de sus siglas en inglés "DNA damage response".

e EA: enfermedad de Alzheimer.

o EC: células endoteliales; de sus siglas en inglés “endotelial cells”.

o EP: enfermedad de Parkinson.

e EPC: células progenitoras endoteliales; de sus siglas en inglés "Endotelial Progenitor Cells"

e ERO: especies reactivas de oxigeno.

e ESCRT: complejos de clasificacion endosomal requeridos para el transporte; de sus siglas
en inglés “Endosomal Sorting Complexes Required for Transport”

e GnRH: hormona liberadora de gonadotropina.

e HSP: proteinas de choque térmico; de sus siglas en inglés “heat shock proteins”.

e ICAM-1: molécula de adhesion intercelular 1; de sus siglas en inglés “Intercellular Adhesion
Molecule 1.

e [LV: vesiculas intraluminales; de sus siglas en inglés "intraluminal vesicles".

o LDL: lipoproteinas de baja densidad; de sus siglas en inglés "low density lipoproteins".

e LDLox: lipoproteinas de baja densidad oxidadas; de sus siglas en inglés "low density
lipoproteins oxidized".

o NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas; de
sus siglas en inglés “Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells”

e MHC: complejo mayor de histocompatiblidad; de sus siglas en inglés “Major
Histocompatibility Complex”.

e miARN: micro ARN.

e MSC: células madre mesenquimales; de sus siglas en inglés "Mesenchymal Stem Cells".

e mTOR: diana de rapamicina en células de mamifero; de sus siglas en inglés “mammalian
Target of Rapamycin”

e MYV: microvesiculas.

e MVB: cuerpos multivesiculares; de sus siglas en inglés "Multivesicular Bodies".

e ncARN: ARN no codificante.

e PD-L: ligando para muerte programada; de sus siglas en inglés "Programmed Death-ligand".

e SASP: fenotipo secretor asociado a la senescencia; de sus siglas en inglés “Senescence-
Associated Secretory Phenotype”.

e siARN: ARN de interfermencia pequefio; de sus siglas en inglés "small interfering RNA”.

e SNC: sistema nervioso central.

e TNF-a: factor de necrosis tumoral a; de sus siglasen inglés “tumor necrosis factor”.

e VE: vesiculas extracelulares.

e a-syn: « sinucleina.
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1. Introducion.

1.1 Envejecimiento.

El envejecimiento es considerado el principal factor de riesgo asociado a la aparicion de
enfermedades. La tendencia creciente en el nimero de personas que envejecen hace que aumente
la prevalencia de estas patologias, lo que supone un aumento de la morbilidad ademas de un gran

coste econdmico en términos sanitarios (Kirkland y Tchkonia 2017).

El envejecimiento se trata de un fendmeno bioldgico complejo que se produce por la
acumulacion de dafios celulares irreparables en los distintos tejidos, que conllevan a un deterioro
progresivo del funcionamiento del organismo asociado a la edad (Niccoli y Partridge 2012).
Como resultado aparecen cambios biologicos tipicos del envejecimiento manifestados como un
deterioro en los sistemas sensoriales (vista, oido, gusto, tacto y olfato) y en sistemas organicos
como el sistema cardiaco, respiratorio, excretor, digestivo y locomotor (Kritsilis et al. 2018). Por
lo tanto, con la edad aumenta la probabilidad de aparicion de patologias relacionadas con el
envejecimiento como enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas y cancer

(Mohamad Kamal et al. 2020).

Se han identificado nueve procesos biologicos que caracterizan el envejecimiento:
inestabilidad gendmica, desgaste de telomeros, alteraciones epigenéticas, pérdida de proteostasis,
desregulacion en la deteccion de nutrientes, disfuncion mitocondrial, células senescentes,
agotamiento de células madre y alteracion de la comunicacion intercelular (Lopez-Otin et al.
2013; Aunan et al. 2016). No se sabe por completo cual es el porcentaje de contribucion de cada
uno de ellos en la progresion del envejecimiento (Kulkarni et al. 2020), y ademas existe una mayor
complejidad ya que estos procesos estan interconectados y, errores en un proceso puede tener una
repercusion directa o indirecta en otros (Fakouri et al. 2019). Estos pueden agruparse en tres
categorias interconectadas: causas del dafio, respuestas al dano y responsables de los cambios

fenotipicos del envejecimiento (Figura 1) (Lopez-Otin et al. 2013; Aunan et al. 2016).
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Figura 1. Procesos que intervienen en el envejecimiento e interconexion entre ellos. En un primer
escalon se encuentran las causas del dafo (inestabilidad genomica, desgaste de teldmeros, alteraciones
epigenéticas y pérdida de proteostasis), como consecuencia de ellas aparecen las respuestas al dafio
(desregulacion de nutrientes, disfuncion mitocondrial y senescencia celular) y finalmente como resultado
de estas aparecen las alteraciones responsables de los principales cambios fenotipicos del envejecimiento
(agotamiento de células madre y alteracion en la comunicacion intercelular) (Modificado de Aunan et al.
2016)

La inestabilidad gendmica, el desgaste de telomeros, las alteraciones epigenéticas y la pérdida

de proteostasis son considerados mecanismos biologicos causantes del daiio (Aunan et al. 2016).

La inestabilidad gendmica se produce por una acumulacion de dafios en el ADN causados
tanto por factores enddgenos (ej.: especies reactivas de oxigeno (ERQO)) como exogenos (ej.:
radiaciones). Normalmente estos dafios pueden corregirse gracias a los mecanismos de reparacion
del ADN, pero a medida que se envejece también aparecen defectos en estos mecanismos,
provocando la acumulacion de dafios en el material genético (Li et al. 2021). Estas lesiones en el
ADN pueden desencadenar mutaciones y fallos en la replicacion y transcripcion, activando asi la
llamada respuesta al dafio en el ADN (DDR), encargada de la reparacion de este o, si no fuera
posible, de la apoptosis o senescencia celular, para evitar la transmision del dafio. La inestabilidad
genOmica es una causa y no una consecuencia del envejecimiento y esto puede probarse
atendiendo a sindromes en los que una mutacion en el ADN conduce a un envejecimiento

prematuro, como por ejemplo el sindrome de Werner (Niedernhofer et al. 2018).

Los telomeros son secuencias repetitivas de nucleétidos de los extremos de los cromosomas.
Estos extremos se acortan en cada ciclo de replicacion y la ADN polimerasa no es capaz de
extenderlos. Solo es posible gracias a la enzima telomerasa, pero la mayoria de las células
somaticas no la expresan. Por tanto, con la edad se producira un desgaste progresivo de los

telomeros tipico del envejecimiento (da Costa et al. 2016). Este acortamiento es fisioldgicamente



normal con la edad y solo supone un problema cuando la longitud de estos alcanza el limite de

Hayflick, ya que se desencadenan dafios en el ADN y senescencia celular (Li et al. 2021).

Las alteraciones epigenéticas son cambios en la expresion de genes sin afectar a la secuencia
de bases del ADN. Incluyen cambios en la metilacion del ADN, cambios en modificaciones
postraduccionales de histonas, remodelacion de la cromatina y alteraciones en la expresion de
determinados ARN no codificantes (ncARN) (Kane y Sinclair 2019). Generalmente se considera
que con la edad las células sufren una hipometilacion del ADN. Todas estas alteraciones
epigenéticas provocan una alteracion en la homeostasis celular y tienen una contribucion causal
al envejecimiento y a la aparicion prematura de enfermedades asociadas al envejecimiento (ARD)

(Siametis et al. 2021).

El mantenimiento de la proteostasis, es decir, de la homeostasis del proteoma celular se
consigue gracias a mecanismos regulados y coordinados que aseguran la correcta sintesis de
proteinas, plegamiento, trafico y la degradacion de polipéptidos no funcionales para evitar su
acumulacion. Esta red de proteostasis restaura alteraciones no deseadas en el proteoma
permitiendo que las células dispongan de las proteinas necesarias y evitando que se formen
agregados de proteinas mal plegadas. Esto se consigue gracias al plegamiento mediado por
chaperonas, a la degradacion via proteasoma y a la autofagia (Labbadia y Morimoto 2015). Sin
embargo, con la edad se produce un deterioro progresivo de estos mecanismos, por lo que se
produce una acumulacion de proteinas mal plegadas, caracteristico de patologias

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer o Parkinson (Klaips et al. 2018).

La segunda categoria incluye mecanismos que se producen como respuestas al dafio y son
la desregulacion en la deteccion de nutrientes, disfuncion mitocondrial y senescencia celular. Se
ha visto que estos mecanismos son beneficiosos a baja intensidad, pero a alta intensidad causan
el efecto contrario, inducen el envejecimiento y tienen un papel importante en el desarrollo de

enfermedades (Aunan et al. 2016).

En la vejez los sistemas sensores de deteccion de nutrientes se pierden o se regulan a la baja.
Esto provoca un deterioro metabolico que implica principalmente una disminuciéon de la
sensibilidad a insulina, aumento de grasa visceral y disminucion de masa magra. En consecuencia,
se favorece la aparicion de trastornos cardiovasculares o metabolicos, enfermedades
neurodegenerativas, atrofia muscular y cancer (Lopez-Otin et al. 2013; Aunan et al. 2016). La via
insulina-IFG1 (factor de crecimiento similar a insulina) es uno de los sistemas de deteccion de
nutrientes y su atenuacion es una buena estrategia para retardar el envejecimiento (Pyo et al.

2020).



Las mitocondrias son los principales productores de ERO gracias a la cadena transportadora
de electrones. Se ha demostrado que, por debajo de un umbral, estos ralentizan el envejecimiento,
ya que activan vias de homeostasis celular. Sin embargo, a medida que aumenta la edad, también
lo hace la produccion de ERO en un intento de compensar el deterioro progresivo asociado al
envejecimiento. Cuando los niveles de ERO superan un umbral se desencadena el efecto
contrario: se produce disfuncion mitocondrial, aumenta atin mas la produccion de ERO, se

promueve la apoptosis y la inflamacion y se agrava el dafio asociado a la edad (Li et al. 2021).

La senescencia celular consiste en la detencion irreversible del ciclo celular y, por tanto, de
la proliferacion celular (Regulski 2017). Esto es debido a la expresion de genes inhibidores del
ciclo celular. Los que principalmente expresan las células senescentes son los inhibidores de la
cinasa dependiente de ciclina (CDKI) p21 y pl6 (Campisi y d’Adda di Fagagna 2007). En
individuos jovenes se trata de un mecanismo de proteccion, donde las células dafiadas adquieren
este estado de senescencia para evitar que continien dividiéndose, pudiendo desencadenar
carcinogénesis. Estas células senescentes se van eliminando gracias al sistema inmune, lo que
favorece la regeneracion de tejidos y la homeostasis corporal. Sin embargo, con el envejecimiento
las células senescentes van acumuldndose en los tejidos, como resultado tanto de una mayor
produccion de estas, dado el incremento de dafios celulares con la edad, como por una reduccion
en su eliminacion por la disminucion de la funcionalidad del sistema inmune, conocida como
inmunosenescencia. (Yin et al. 2021). Estas células se mantienen metabdlicamente activas y
adquieren un fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP) que hace que secreten moléculas
perjudiciales, como citocinas proinflamatorias, que alteran la funcion de tejidos y promueven el

envejecimiento y las enfermedades asociadas al mismo (Schumacher et al. 2021)

Finalmente, la ultima categoria agrupa a los principales responsables de los cambios
fenotipicos del envejecimiento: agotamiento de células madre y alteracion en la comunicacion

intercelular (Aunan et al. 2016).

El agotamiento de células madre supone la disminucion de la capacidad regenerativa de los
tejidos y por tanto de la pérdida de funcion de 6rganos y la aparicion de patologias. Se produce
como consecuencia de la DDR (Schumacher et al. 2021). Asi el agotamiento de células madre
hematopoyéticas conduce a la aparicion de anemias, la disminucion de células madre
mesenquimales, a osteoporosis, el agotamiento de células madre intestinales, a una disminucion
de la funcion intestinal y el agotamiento de células madre musculares puede conducir a
sarcopenia. Todas estas son caracteristicas comunes del envejecimiento lo que sugiere que las

células madre tienen un papel importante en el mismo (Li et al. 2021).



Por ultimo, en el envejecimiento ademas de alteraciones celulares, también se producen
alteraciones en la comunicacion intercelular. La comunicacion intercelular tiene un papel clave
en el envejecimiento al regular los niveles neuroendocrinos, endocrinos y neuronales. Estas
sefializaciones tienden a desregularse con la edad a medida que aumenta la inflamaciéon y
disminuye la vigilancia inmunoloégica (Li et al. 2021). Por ejemplo, la reduccion de hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) esta relacionada con el envejecimiento. Esta disminucion
se produce porque la inflamacion activa al factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas (NF-kB) que, al controlar la transcripcion del ADN, en el hipotalamo
provoca una disminucion de GnRH, lo que predispone al organismo a la aparicion de patologias
asociadas a la vejez (Zhang et al. 2013). La inflamacion es una situacion definida por un estado
proinflamatorio de bajo grado, caracterizado por una alta secrecion de citocinas proinflamatorias,
autofagia alterada y aumento de la sefializacion del NF-kB (principal regulador de las respuestas
inflamatorias), unido a una disminucion de la funcionalidad del sistema inmune frente a patdgenos

(Salminen et al. 2012).

Ademas de todos estos mecanismos que participan en la progresion del envejecimiento, existe
evidencia de que las alteraciones en un tejido provocadas por el envejecimiento pueden
transmitirse a otros tejidos y asi propagar el mismo. Las vesiculas extracelulares tienen un papel

clave en este proceso (Yin et al. 2021).

1.2 Vesiculas extracelulares.

Las vesiculas extracelulares (VE) son particulas de entre 40 y 1000 nm de diametro
aproximadamente, y hasta 5000 nm si hablamos de cuerpos apoptdticos. Se tratan de estructuras
sin nucleo, delimitadas por una bicapa lipidica (Cavalcanti et al. 2021), que son liberadas por
todas las células y estan presentes en la mayoria de los fluidos corporales (sangre, orina, lagrimas,
semen, liquido sinovial y leche materna) (Gupta et al. 2021), por lo que se trata de un importante
método de comunicacion intercelular (Raposo y Stoorvogel 2013). Clasicamente, las vesiculas
extracelulares se pueden clasificar segiin su tamafio y su biogénesis en los tres grupos que se
detallan a continuacion (Figura 2), aunque actualmente estan definiéndose nuevos y mas
estandarizados criterios de clasificacion. Dada la heterogeneidad dentro de las VE, a lo largo de
esta revision utilizaremos el término VE en general, excepto cuando se especifique un tipo de

vesicula concretamente.



EXOSOMAS MICROVESICULAS CUERPOS APOPTOTICOS
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Figura 2. Biogénesis y composicion de los distintos tipos de VE. Los exosomas tienen un tamafio de
entre 40 y 150 nm y se forman mediante una ruta en endocitosis-exocitosis, pasando por la formacion de
MVB. Su formacién puede ser dependiente o independiente de ESCRT y su carga se compone
principalmente por proteinas ESCRT en caso de formacion dependiente de estas y proteinas CD9, CD63 y
CDS8I1 entre otras, ademas de lipidos y material genético. Las microvesiculas tienen un tamafio de hasta
1000 nm, se forman por gemacion externa y desprendimiento directo de la membrana plasmatica. Su
membrana es rica en fosfatidilserina y presenta proteinas de superficie. El contenido incluye material
genético, y distintos tipos de proteinas entre las que destacan las tetrasplaninas. Los cuerpos apoptoticos
tienen un tamafio de hasta 5000 nm y se forman por desprendimiento directo de la membrana celular durante
la apoptosis pudiendo contener organulos celulares (Modificado de Cabeza et al. 2020).

- Exosomas o nanovesiculas, aquellas que tienen un diametro entre 40 a 150 nm (Cavalcanti
etal. 2021), rango de tamafio de virus (Liu et al. 2020). Los exosomas se forman a través una ruta
de endocitosis-exocitosis. En primer lugar, las células forman endosomas tempranos a partir de
una pequefia porcion de citoplasma, estos maduran hasta endosomas tardios (Stoorvogel et al.
1991) y posteriormente se forman cuerpos multivesiculares (MVB) compuestos por vesiculas
intraluminales (ILV) formadas por gemacion interna de la membrana endosomal. Finalmente,
estos MVB pueden degradarse via lisosomal (Doyle y Wang 2019) o fusionarse con la membrana
celular y liberar los ILV como exosomas al espacio extracelular (Abels y Breakefield 2016). Una
vez ahi, los exosomas pueden tomar tres vias distintas para interactuar con las células receptoras
y liberar su contenido: fusion directa con la membrana celular, endocitosis o adhesion a la
superficie celular mediante la interaccion ligando-receptor (Tkach y Théry 2016). No se conocen
bien los factores que determinan el destino de estas vesiculas, sin embargo, hay estudios que
demuestran que los niveles de colesterol de estas influyen en su destino. Asi, exosomas con altos
niveles de colesterol son secretados y los que carecen de este se degradan mediante lisosomas
(Raposo y Stoorvogel 2013; Doyle y Wang 2019). El contenido de estas vesiculas incluye
proteinas, acidos nucleicos y lipidos y este dependera de la célula fuente de la que provengan.
Existen exosomas dependientes de complejos de clasificacion endosomal requeridos para el

transporte (ESCRT) e independientes de ESCRT. En los primeros, entre sus proteinas se



encuentran proteinas ESCRT y sus accesorias, ya que su formacion y transporte esta regulado por
estas. También se componen de antigenos de diferenciacion (CD) CD63, CD9, CDS8I,
principalmente, que son proteinas transmembrana llamadas tetraspaninas (Doyle y Wang 2019).
Ademas, pueden contener proteinas componentes del citoesqueleto, anexinas y proteinas GTPasas
de fusion de membranas (RAB) (implicadas transporte en la membrana intracelular) y proteinas
de choque térmico (HSP) 70 y 90. Las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de clase I también se encuentran en los exosomas de la mayoria de los tipos de células as
generalmente es similar a la de la membrana plasmatica de la célula originaria. Se ha determinado
un enriquecimiento en los exosomas con respecto a la célula fuente de colesterol, fosfatidilserina,
glucoesfingolipidos, ganglidsidos esfingomielina y ceramida. Y por el contrario una menor
proporcion de fosfatidilcolina y diacilglicerol (Zaborowski et al. 2015; Skotland et al. 2017;
Novoa-Herran 2021). En cuanto al material genético, pueden contener ADN, aunque es mas
comun la presencia de pequefios fragmentos de ARN que incluye ARNm, y ARN no codificante
como ARN ribosoémico, ARN de transferencia, micro ARN (miARN), ARN de interferencia
pequefio (siARN)...) (Abels y Breakefield 2016).

- Ectosomas o microvesiculas, tienen un diametro de hasta 1000 nm (Cavalcanti et al. 2021),
rango de tamafio de bacterias (Liu et al. 2020). Se generan por gemacion externa y
desprendimiento directo de la membrana plasmatica al espacio extracelular (Mathieu et al. 2019).
Una vez en el espacio extracelular interactiian con las células receptoras mediante interacciones
especificas ligando-receptor gracias a la presencia de proteinas de superficie presentes en las
membranas de las vesiculas (Keshtkar et al. 2018). El contenido de estas vesiculas también sera
diferente dependiendo de su célula fuente, pero en general, las proteinas contenidas en estas
microvesiculas, debido a su modo de formacion, son principalmente, proteinas citosolicas y de la
membrana, como las tetraspaninas. Ademas, aparecen proteinas del citoesqueleto (actina y
tubulina), integrinas, proteinas de choque térmico, y otras proteinas glicosiladas o fosforiladas.
Las proteinas del citoesqueleto que se encuentran en este tipo de VE provienen de su célula de
origen y aparecen debido a su modo de formacion y para permitirles una mejor permeabilidad
asegurando su integridad estructural (Ullah et al. 2020). No pueden contener proteinas especificas
de organulos celulares, ya que estos no estan involucrados en su biogénesis (Doyle y Wang 2019).
En cuanto a la fraccion lipidica se ha determinado un enriquecimiento en estas vesiculas en
colesterol, diacilglicerol, fosfatidilserina y ceramida respecto a la célula fuente (Novoa-Herran
2021). El contenido en material genético es similar al de los exosomas, es decir, principalmente

pequenos fragmentos de ARN, y especialmente ricos en miARN (Abels y Breakefield 2016).

- Cuerpos apoptéticos, con un didmetro de hasta 5000 nm, rango de tamafio de plaquetas

(Liu et al. 2020). Estos son fragmentos de mayor tamafio que se desprenden de células que se
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encuentran en las tiltimas etapas de la apoptosis, mediante la formacion de vesiculas y evaginacion
de la membrana celular (Cheng y Hill 2022), para facilitar la eliminacion de restos celulares. La
formacion de cuerpos apoptoticos es un mecanismo que usa la célula para evitar que salgan al
exterior celular componentes toxicos, enzimaticamente activos o inmunogénicos de la célula, que
podrian provocar la destruccion de otras células, inflamacion o reacciones inmunogénicas (Kalra
et al. 2016). Una vez formados, los cuerpos apoptoticos expresan en su superficie receptores de
células fagociticas, lo que permitira su captacion y degradacion por estas tltimas (Elmore 2007).
El contenido de estos también depende de la célula de la que provenga, pero es muy distinto a las
anteriores vesiculas, puesto que pueden contener organulos intactos. Por lo tanto, contendran en
gran cantidad proteinas asociadas a organulos como el nucleo, mitocondrias, aparato de Golgi y
reticulo endoplasmatico (como histonas y HSP60) (Doyle y Wang 2019). El contenido en lipidos

de los cuerpos apoptoticos no ha sido determinado con exactitud (Novoa-Herran 2021).

Se sabe que las VE participan en la comunicacion intercelular mediante el transporte de
moléculas bioactivas desde una célula fuente hasta una célula diana. Este sistema de
comunicacion debe mantenerse bien coordinado para un correcto funcionamiento del organismo.
Las VE permiten la transmision de sefiales a las células receptoras mediante la informacion
contenida en ellas. La sefial entregada dependera de la célula de la que derive la vesicula. Por
tanto, en determinadas ocasiones, en las que las células se encuentran un estado envejecido o
dafiado, las VE liberadas tendran efectos negativos en las células receptoras, pudiendo inducir
dafio celular en ellas y propagando asi el envejecimiento (Monti et al. 2021). Ademas, esta
situacion adquiere una mayor importancia por el hecho de que las células senescentes (cuya
cantidad se ve aumentada con la edad) liberan un mayor numero de VE, que seran absorbidas por

el resto de células (Robbins 2017).

Por tanto, dado que, en un ambiente celular envejecido, las VE favorecen la progresion del
envejecimiento gracias a la transmision de sefiales nocivas entre las células, es importante estudiar
el papel de estas en los distintos procesos que participan en el envejecimiento. Igualmente, las VE
pueden transmitir sefiales beneficiosas si derivan de células sanas como las células madre, por lo
que también es interesante estudiar la posible utilidad terapéutica de dichas vesiculas (Lananna y

Imai 2021).

2. Objetivos.

Dado el creciente interés por las vesiculas extracelulares en los ultimos afios, el objetivo

general de esta revision bibliografica es recopilar informacion actualizada acerca del papel de las

vesiculas extracelulares en el envejecimiento y su implicacion en enfermedades relacionadas con
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la edad, asi como su posible utilizacion terapéutica y su uso potencial como biomarcadores. Para

ello se han planteado los siguientes objetivos especificos:

Describir que es el envejecimiento y cuales son los mecanismos biologicos que lo

caracterizan.

e Describir que son las VE, los tipos, biogénesis, contenido y destino tras su liberacion.

e Exponer el papel de las VE en los procesos que intervienen en el envejecimiento y en las
enfermedades asociadas a este.

e Determinar el potencial terapéutico de las VE, especialmente en ARD, asi como el empleo

como biomarcadores.

3. Metodologia.

Para la realizacion de esta revision bibliografica se han consultado bases de datos cientificas
como Pubmed/Medline y Mendeley principalmente, en las que se ha podido acceder a los articulos
gracias al acceso institucional a través de la Universidad de Sevilla, ademas de la herramienta
“Google Scholar”. Se han examinado preferentemente articulos publicados en los tltimos afios,
aunque también se han incluido algunos articulos anteriores en los que se exponen conocimientos
mas basicos.

Los términos de btisqueda han sido “extracellular vesicles”, “exosomes”, “apoptotic bodies”,
“aging”, “cellular senescense”, “aged-related diseases”, “cardiovascular”, “neurodegenerative”,

LN

“cancer”, “terapeutic” solos o en combinacion.

Ademas, inicialmente se consulté la utlima edicion del libro Fundamentos de Fisiopatologia
— Porth, disponible en CRAI Antonio de Ulloa, para tener una vision general y conocer mejor las

bases del envejecimiento.

Simultaneamente, se utilizé el gestor bibliografico Mendeley, que permiti6é agrupar toda la
bibliografia utilizada y generar las referencias de forma automatica siguiendo el estilo Vancouver

(autor, fecha).
Para la creacion de unas imagenes se utilizo el programa BioRender, disponible en linea.

Otras imagenes se modificaron sobre la original traduciéndolas e incluyendo u omitiendo

informacion.
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4. Resultados y discusion.

4.1 Papel de las vesiculas extracelulares en el envejecimiento.

El envejecimiento, como se ha visto, esta mediado por numerosos procesos biologicos tantos
celulares como intercelulares. Ademas, existe una interconexion entre ellos en el que cobran
especial importancia las vesiculas extracelulares, ya que son las encargadas del intercambio de
moléculas bioactivas entre las células (Figura 3). Inicialmente no se prestd mucha atencion a las
vesiculas extracelulares ya que se pensaba que eran una herramienta para la eliminacion de
“basura celular”. Sin embargo, en los ultimos afios, se ha demostrado que se trata de un importante
mecanismo de comunicacion intercelular entre tejidos y 6rganos tanto cercanos como lejanos

(Monti et al. 2021).

Célula senescente

Combinacién
Ligando-receptor

- e (N 47 Eechons

Desgaste de telomeros Lo
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\ O ‘//7/%_/_'\ Alteraciones epigenéticas \
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I\ 'X& Inestabilidad genémica

Acumulacién de ERO

Activacion Proteinas téxicas
SASE Nri:?f :’}'Sﬁ Pérdida de homeostasis
Agotamiento de Activacié ria e i Célula
células madre receptora

Figura 3. Papel de las VE en el microambiente del envejecimiento. Los niveles de VE derivadas de
SASP pueden aumentar debido a dafios en el ADN, peroxidacion lipidica o dafios en las mitocondrias que
se producen en el envejecimiento. Estas VE interaccionan con células receptoras por endocitosis o via
ligando-receptor, liberan su contenido y pueden trasmitirles el estado envejecido (o de senescencia) de la
célula fuente a través de la inestabilidad genodmica, alteraciones epigenéticas, desgaste de telomeros,
desregulacion de la proteostasis y la deteccion de nutrientes, activacion inflamatoria e inmune, disfuncion
mitocondrial y agotamiento de células madre. Se utilizan los exosomas como ejemplo explicativo, aunque
es aplicable también a microvesiculas (Modificado de Yin et al. 2021).
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Durante el envejecimiento y especialmente en células senescentes se produce una mayor
secrecion de VE relacionadas con el mismo. Esto puede explicarse ya que la secrecion de VE que
contienen moléculas dafiinas para la célula, especialmente ADN citosolico, es una forma de
eliminarlas y es necesaria para la supervivencia celular ya que si no se induciria la apoptosis
celular (Takasugi 2018). Estas VE son componentes del SASP, caracterizado por una gran
secrecion de moléculas como citocinas proinflamatorias, quimiocitocinas, factores de crecimiento

y metaloproteinasas (Monti et al. 2021).

La alteracion del contenido de estas VE y el aumento en su secrecion se debe a la acumulacion
de dafios en la célula. Estos pueden ser debidos a la disfuncion mitocondrial y peroxidacion
lipidica, que provoca un aumento en los niveles de ERO y en consecuencia se genera un gran
estrés oxidativo, o a lesiones irreparables en el ADN que desencadenan la DDR. La célula dafiada
entra en estado de senescencia y libera gran cantidad de VE del SASP. La produccién de estas
VE se basa en p53 y p65, ya que se ha visto que su inhibicion reduce la liberacion de vesiculas.
Estas VE al interaccionar con las células receptoras, por interaccion especifica ligando-receptor
o por endocitosis, liberan su contenido y este hace su efecto en las células. La consecuencia de la
transmision de VE de una célula envejecida a otra sana sera la transmision del estado de

envejecimiento o de senescencia (Yin et al. 2021).

Este estado de envejecimiento celular puede adquirirse de varias formas, aunque en realidad
todos estos procesos estan interconectados. Cuando el contenido de las VE se dirige al niicleo
celular puede desencadenarse alteraciones epigenéticas, inestabilidad genomica y desgaste de los
telomeros (Yin et al. 2021). Con el desgaste de los teldémeros aumentan los niveles de expresion
de ARN con repeticiones teloméricas (TERRA), cuya funcion es la proteccion de los extremos de
los cromosomas, tanto libre en las células como englobado en VE (Takasugi 2018). Las VE
transportan TERRA desde los telomeros disfuncionales al espacio extracelular y entonces se
desencadena una respuesta inflamatoria mediada por macrofagos al reconocer estas VE, para
eliminar a las células con telomeros desgastados (Wang y Lieberman 2016). Ademas, las VE
pueden transportar distintos tipos de ncARN, como miARN, desde células dafiadas hasta células
sanas, lo que les hace participes de la transmision célula-célula de la inestabilidad genémica (Bao

et al. 2021) y las alteraciones epigenéticas (Behbahani et al. 2016).

El contenido de las VE también puede provocar una desregulacion en la proteostasis en las
células receptoras. Existen dos mecanismos por los cuales las VE derivadas de células envejecidas
pueden promover la desregulacion de la homeostasis de las proteinas: el transporte de agregados
proteicos disfuncionales provenientes de la célula de origen a través de las VE o la inhibicion de

la proteostasis en la célula receptora. En ambos casos el resultado final seria una acumulacion de
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agregados proteicos, provenientes de la célula envejecida, en la célula inicialmente sana. Este
deposito de proteinas celulares es una caracteristica tipica de las enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de Parkinson, que son

patologias asociadas al envejecimiento (Guix 2020; Yin et al. 2021).

Por otro lado, el contenido perjudicial de estas VE puede afectar a las mitocondrias de la
célula receptora provocando su disfuncion, en consecuencia, se producira una mayor liberacion
de ERO y se ocasionara su acumulacion y un elevado estrés oxidativo, induciendo senescencia en
la célula receptora. Las células senescentes con mitocondrias disfuncionales pueden liberar VE
cargadas con ADN mitocondrial. Estas actian como patrones moleculares asociados al dafio
mitocondrial (DAMP). El aumento de los niveles de DAMP intracelular favorece la inestabilidad
genOmica, mientras que un aumento de los niveles de VE cargadas con ADN mitocondrial
extracelular provoca el reconocimiento de los patrones generando una respuesta inmunitaria e

inflamatoria (Yin et al. 2021).

Asimismo, todos estos procesos, al participar en la disfuncion celular, también contribuyen a
la activacion de fendmenos inflamatorios e inmunitarios. Las VE pueden desencadenarlos a través
de las vias de activacion del gen NF-kB, de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK) en
tejido adiposo, del receptor de reconocimiento de patrones TLR4 o de la diana de rapamicina en

células de mamifero (mTOR) en células madre mesenquimales (Mato-Basalo et al. 2022).

Finalmente, las VE derivadas del SASP pueden inducir el agotamiento de células madre. Esto
se desencadena porque el contenido de las VE provoca dafios en las células madre que hacen que
estas entren en estado de senescencia o de apoptosis. Esto puede justificarse mediante estudios en
los que la incubacion de vesiculas derivadas de células madre jovenes con vesiculas derivadas de
células madre envejecidas induce un estado de senescencia en las inicialmente sanas por la
activacion de la via mTOR (Fafian-Labora et al. 2020). El agotamiento de células madre supone
la incapacidad para la regeneracion de tejidos y para mantener la homeostasis, por tanto, se trata

de un mecanismo importante en la progresion del envejecimiento (Robbins 2017).

Debido a la gran variedad y complejidad de las cargas de las VE, las funciones que estas
tienen en el entorno del envejecimiento se ha visto que son muy diversas. Pero, lo que esta claro
es que las VE participan en la trasmision del envejecimiento a través de la comunicacion célula-
célula. Estas tienen la capacidad de transformar el estado de la célula receptora mediante el
traspaso de la informacion contenida en su carga. Por tanto, la VE derivadas de células
envejecidas son capaces de transmitir este estado de envejecimiento en las células receptoras y

asi favorecer su propagacion (Yin et al. 2021).
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4.2. Vesiculas extracelulares en las enfermedades relacionadas con la edad.

El envejecimiento en si no es una enfermedad, pero si se trata de un factor de riesgo para las
ARD (Krisko y Radman 2019). Las ARD mas prevalentes en paises desarrollados son las

enfermedades cardiovasculares, neurodegeneracion y el cancer (Niccoli y Partridge 2012).

Numerosos estudios han determinado que las VE tienen un papel importante en el contexto
de estas enfermedades, ya que participan en su progreso. Ademas, una vez conocida la
implicacion de las VE en el transcurso de la enfermedad estas podrian usarse como una estrategia

terapéutica (Hill 2019).

4.2.1. Vesiculas extracelulares y enfermedades cardiovasculares.

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en el mundo. Las dos
formas mas destacadas son la enfermedad coronaria y el accidente cerebrovascular. Entre los
factores de riesgo se encuentran la edad y patologias cuya incidencia aumenta con la edad como
la obesidad, diabetes mellitus tipo II e hipertension arterial (Niccoli y Partridge 2012; Buford
2016; Chatterjee et al. 2020; Fazeli et al. 2020). Con la edad aumenta la probabilidad de sufrir un

infarto agudo de miocardio y de morir a causa de él (Niccoli y Partridge 2012).

La aterosclerosis es la principal causa comun de las enfermedades cardiovasculares. Consiste
en la acumulacion de placas fibroadiposas en la capa intima arterial. Estas producen un
estrechamiento en la luz de las arterias obstruyendo el flujo sanguineo. En ocasiones pueden
romperse y formar un coagulo de sangre. La oclusion de los vasos provoca isquemia, que

contribuye a la aparicion de accidentes cerebrovasculares (Libby et al. 2019).
Se han observado vesiculas extracelulares en placas de ateroma y niveles circulantes

aumentados en pacientes con aterosclerosis, lo que evidencia la implicacion de las VE en el

progreso de la enfermedad, desde su inicio hasta etapas mas tardias (Figura 4) (Gir¢ et al. 2021).

16



Trombos

f

Fosfatidilserina
e} VE {m; sular
® o

® VE-Plaq
®e
T Reclutamiento
monocitos Ruptura placa
Plaquetas
INO »
1 Permeabilidad Monocitos o
S [
o
1ICAM-1 R " 2

ve-ec @
L LDL Disfuncién A= o
endotelial -
(K J

Nucleo lipidico
y necrético

Capa fibrosa__——
—=

\e o, %
. \ ™ 0 }\\/ VECE
Endotelio ® | v )
- oA \/ VEMT | )
//VELOL R _— ¢
o ~ (=] oD . Célula espumosa
Intima (<] el O

LDLox @

Macréfago (M1) Macréfago AL

— B - — - -—

Media
1 Migracion células
masculo liso capa media

Figura 4. Papel de las VE en la progresion de la placa aterosclerdtica. En presencia de factores de
riesgo, las EC liberan VE que favorecen la disfuncion endotelial. Esto conduce a la inclusion de LDL que
se oxida. Tanto las LDLox, las plaquetas como las EC liberan VE que promueven el reclutamiento de
monocitos y su diferenciacion a macrofagos con fenotipo proinflamatorio. Estos ingieren LDLox y se
convierten en células espumosas, que liberan VE favoreciendo la migracion de células de musculo liso de
la capa media para formar, paralemente a la formacion de un nucleo lipidico y necrético, una capa fibrosa
sobre la placa (elaboracion propia con BioRender, basada en (Libby et al. 2019; Charla et al. 2020; Gir6 et
al. 2021; Coly y Boulanger 2022).

La aterosclerosis se inicia con una disfuncion endotelial. Las VE y mas comtinmente las
microvesiculas (MV) circulantes derivadas de células endoteliales (EC) provocan la disfuncion
del endotelio al disminuir la produccién de 6xido nitrico y aumentar la permeabilidad (Paone et
al. 2019). Esta disfuncion endotelial permite la incorporacion de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) en el espacio subendotelial, donde se oxida pasando a LDL oxidada (LDLox). Estas
moléculas liberan VE promueven un aumento de los niveles de moléculas de adhesion intercelular
(ICAM-1), por lo que se fomenta el reclutamiento de monocitos (Fu et al. 2017). Las plaquetas
también liberan VE que promueven el reclutamiento y adhesion de monocitos. Ademas, la
persistencia de factores de riesgo (hipertension, hiperglucemia, obesidad, inflamacion...)

favorece igualmente el reclutamiento de monocitos en el lugar de la lesion (Gir6 et al. 2021).

Estos monocitos se diferencian a macroéfagos y adquieren un fenotipo proinflamatorio
llamado M1. Las EC en presencia de LDLox secretan VE que colaboran en la transformacion del
fenotipo de los macrofagos. Asimismo, estos macrofagos también secretan VE que favorecen la
acumulacion de mas macrofagos (Coly y Boulanger 2022). Estos ingieren LDL oxidada sin
ningun tipo de regulacion y se convierten en células espumosas. Igualmente, también liberan VE
que promueven la proliferacion y migracion de células de musculo liso desde la capa media a la

intima (Yang et al. 2021).
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Esta migracion de células de musculo liso provoca la formacion de una capa fibrosa sobre la
placa, que le confiere estabilidad. La liberacion de VE por las EC promueve la diferenciacion de
estas células musculares hacia un fenotipo caracterizado por una mayor proliferacion y migracion.

En engrosamiento de placa se produce en para aumentar su estabilidad (Charla et al. 2020).

Sin embargo, la lesion progresa hacia el crecimiento de un nucleo lipidico y necroético
formado por la muerte por necrosis de células espumosas y de musculo liso. La presencia de este
nucleo de células muertas desencadena una respuesta inflamatoria que provoca la liberacion por
los macrofagos de metalopreinasas de matriz (MMP) que participan en la degradacion y ruptura

de la placa (Charla et al. 2020).

Al romperse, las VE contenidas en la placa quedan expuestas y, dado que en su superficie se
encuentran factores necesarios para la coagulacion (como el factor tisular), desencadenan la
activacion plaquetaria. Ademas, el enriquecimiento de sus superficies en fosfatidilserina
contribuye a la produccion de trombina. Por lo que, finalmente se favorece la formacion de

trombos en el lugar de la lesion. (Hutcheson y Aikawa 2018 ).

4.2.2. Vesiculas extracelulares y enfermedades neurodegenerativas.

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la pérdida progresiva de neuronas
y estructuras cerebrales. L.as mas comunes son la enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad
de Parkinson (EP) (aunque existen otras como la enfermedad de Huntington, la esclerosis lateral
amiotrofica y la esclerosis multiple) y la edad es el principal factor de riesgo de ambas. En estas
enfermedades es comun la acumulacion de proteinas no funcionales en distintas zonas del cerebro.
A medida que se envejece, estas proteinas afectan mas a las neuronas mas viejas, tanto porque
son mas sensibles a ellas, como porque tienen una menor capacidad para degradarlas (Niccoli y

Partridge 2012).

El conocimiento actual manifiesta la participacion de las VE en la patologia de las
enfermedades neurodegenerativas. Esto se apoya en el hecho de que en estas enfermedades las
proteinas mal plegadas se extienden a diferentes regiones del cerebro (Figura 5) , lo que alude a
que en el progreso de la enfermedad se produce la comunicacién intercelular entre neuronas y

células gliales de dichas proteinas (Hill 2019).
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Figura 5. Transmision de VE entre células del SNC en EA y EP. En la EA se secretan VE cargadas con
AB y VE cargadas con TAU. En la EP se secretan VE cargadas con a-syn. En ambos casos estas VE
transportan estas proteinas patoldgicas hacia otras células sanas favoreciendo la propagacion de ambas
enfermedades (Modificado de Rastogi et al. 2021).

La mayoria de las células del sistema nervioso central (SNC) (neuronas, microglia,
oligodendrocitos y astrocitos) liberan VE (Xiao et al. 2021). Estas vesiculas transportan con su
contenido las proteinas mal plegadas contribuyendo a su propagacion por el cerebro, por lo que
cooperan en el progreso de las enfermedades neurodegenerativas. Asimismo, se ha visto que la
carga de miARN también se altera con la enfermedad y puede transferirse a otras células
modulando la expresion génica a nivel postranscripcional (Hill 2019). A continuacién, nos
centraremos en la EA y EP y la implicacion que tienen las VE en ellas, ya que son las mas

prevalentes.

La enfermedad de Alzheimer es la enfermedad neurodegenerativa que afecta a mas personas
en el mundo. Se manifiesta como demencia, deterioro cognitivo y pérdida de memoria. Esta
generada por la acumulacion extracelular de proteina B-amiloide (AB) formando las llamadas
placas seniles y la agregacion intracelular de la proteina TAU anormalmente fosforilada formando
ovillos neurofibrilares (Jan et al. 2017). En una situacion de EA las células del SNC liberan al
espacio extracelular VE que envuelven las proteinas citadas anteriormente y son capaces de
transportarlas a otras zonas del cerebro, entre neuronas y células gliales, favoreciendo la
progresion de la enfermedad. No se ha determinado qué células son las que liberan estas VE
neurotoxicas, pero se ha propuesto microglia y astrocitos (Gao et al. 2021). La neurotoxicidad de
estas VE se basa en que sus lipidos promueven la formacion de AB soluble a partir de AB3 insoluble
extracelular (Croese y Furlan 2018) y la transportan hacia las placas seniles (Quek y Hill 2017).

Ademas, las VE pequefias (exosomas) son capaces de propagar la proteina TAU entre las células,
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principalmente hacia las interneuronas gabaérgicas del hipocampo. La transmisiéon de TAU a
través de VE se ve favorecida frente a la de TAU libre (Ruan 2022). La expresion de varios tipos
de miARN se ve disminuida, como por ejemplo miARN-29 (Jahangard et al. 2020). Por otro lado,
también el contenido de estas VE incluye ceramida y factor de respuesta proapoptotico (PAR-4)
que inducen la apoptosis de astrocitos. Ademas, participan en la desregulacion de Ca®* neuronal,
por lo que la funcién mitocondrial se ve afectada, disminuyendo la capacidad neuronal de resistir

dafios (Yuan et al. 2021).

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun. Se
caracteriza por hipocinesia, temblor en reposo, rigidez e inestabilidad postural. La enfermedad
aparece por la degradacion de neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra debido al deposito
de una proteina mal plegada, a-sinucleina (a-syn), formando agregados llamados cuerpos de
Lewy (Jan et al. 2017). Las VE liberadas al espacio extracelular por las células del SNC en el
contexto de esta enfermedad promueven la transmision y agregacion de a-syn. Las VE
transportan esta proteina entre neuronas, astrocitos y microglia favoreciendo la expansion de la
enfermedad. Ademas, los agregados de a-syn contenidos en exosomas producen una mayor
neurotoxicidad que los libres, ya que la asociacion con exosomas facilita la absorcion por la célula
receptora (Croese y Furlan 2018). La acumulacion de a-syn en células gliales promueve la
inflamacion de estas, que puede extenderse a otras células gliales o neuronas. Ademas, estas
células liberaran también VE cargadas con MHC-II, factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y
citocinas proinflamatorias que estimulan la apoptosis neuronal (Yuan et al. 2021). Se ha visto que
exosomas del liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con EP indujeron la agregacion de o-
syn en una linea celular sana, lo que confirma que, las VE pueden transferir sefiales que favorecen

la progresion de la EP (Stuendl et al. 2016).

Han et al. estudiaron el efecto de la inyeccion de VE aislados del suero de pacientes con EP
a ratones sanos. El resultado fue la induccién de la enfermedad en estos tltimos. Se desencadend
la degeneracion neuronal por agregacion de o-syn, activacion microglial y elevacion de los
niveles de citocinas proinflamatorias. Esto confirma que en un contexto de EP, las vesiculas se
cargan con a-syn patologica y factores inflamatorios (como TNF-a e interleucinas 1B (IL-1B) y
puede transferirse a otras células propagando la neurodegeneracion. Estos resultados evidencian
que la comunicacion a través de VE juega un papel importante en la patogenia de la EP y, por

extension, en las enfermedades neurodegenerativas (Han et al. 2019).
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4.2.3. Vesiculas extracelulares y cancer.

El cancer es una enfermedad asociada al envejecimiento en el que la edad es el principal factor
de riesgo (Chatsirisupachai et al. 2019). Opuestamente a las enfermedades presentadas
anteriormente, que se caracterizan por senescencia celular y un aumento de la apoptosis, el cancer
se caracteriza por una proliferacion celular descontrolada porque las células no responden a los
puntos de control. Los factores de riesgo del cancer incluyen antecedentes familiares, exposicion
a sustancias nocivas (ej.: tabaco, radiaciones, virus del papiloma...) y la edad. El motivo por el
cual con el envejecimiento aumenta el riesgo de desarrollar cancer puede deberse a la
acumulacion de dafios celulares o a la mayor susceptibilidad ante las mutaciones oncogénicas

(Niccoli y Partridge 2012).

Se ha descubierto que las VE tienen gran participacion en el entorno tumoral. Las células
cancerosas liberan VE que participan en la comunicacion intercelular entre otras células
cancerosas y células sanas. Estas vesiculas actian promoviendo el crecimiento y la supervivencia
celular en las células receptoras por lo que son un mecanismo que refuerza el crecimiento del
tumor. Las VE participan en varios procesos relacionados con el cancer: progresion del cancer,

metastasis, inmunosupresion y quimiorresistencia (Figura 6) (Chang et al. 2021).
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Figura 6. Implicaciones de las vesiculas extracelulares derivadas de células cancerosas. Las VE
participan en la progresion del cancer por varios mecanismos: un aumento de la angiogénesis que deriva en
una mayor proliferacion celular; la inmunosupresion gracias al enriquecimiento de las VE en PD-L1; y el
favorecimiento de la metéstasis por un aumento en la migracion de células. Ademas de la aparicion de
resistencias a los firmacos quimioterapicos utilizados para el tratamiento (Modificado de Chang et al. 2021)
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En cuanto a la progresion del tumor, las VE derivadas de células tumorales pueden promover
la angiogénesis mediante un aumento del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), y
la formacion de nuevos vasos sanguineos gracias a este, favorece el crecimiento del tejido
canceroso (Chang et al. 2021). Por otro lado, también promueven la metastasis. Estas vesiculas
derivadas de células cancerigenas contienen oncoproteinas y fragmentos de ARN oncogénicos
que pueden transferirse a células vecinas sanas e inducir ahi la formacion de una zona con las
condiciones Optimas para la formacion de un segundo tumor, llamada nicho pre-metastasico
(Cheng y Hill 2022). Ademas, también agilizan la metastasis facilitando el proceso de migracion
de células cancerosas desde el entorno de un tumor primario hacia una localizacion secundaria
(Becker et al. 2016). Asimismo, también participan en la inmunosupresion, tanto del entorno del
tumor como sistémica. Se ha visto que las VE derivadas de células cancerosas estan enriquecidas
en ligando para muerte programada (PD-L1). Este activa al receptor de muerte programada (PD-
1) y provoca la disfuncion de las células inmunitarias. (Chang et al. 2021). Por ultimo, las VE
también estan implicadas en la resistencia a quimioterapicos. Esto se basa en la hipdtesis de que
las células cancerosas tratadas con agentes quimioterapicos liberan gran cantidad de VE cargadas
con survivina, una proteina que promueve la supervivencia celular. Al interaccionar con otras
células cancerosas les transfiere la proteina y posteriormente el farmaco aplicado ya no seria

efectivo contra esa célula (Kreger et al. 2016; Chang et al. 2021).

Un estudio que prueba esta transferencia de informacion es el realizado por Yoon et al. en el
que se trataron células epiteliales gastricas sanas con exosomas derivados de células cancerosas
gastricas. El resultado fue un aumento de la viabilidad celular y una inhibicion de la senescencia
y apoptosis, lo que llevo a un gran crecimiento en el numero de células. Ademas, se vio aumentada
la expresion y la actividad de la telomerasa en las células tratadas. Esto sugiere que los exosomas
derivados de las células tumorales pueden inducir la cancerizacion de las células sanas cercanas,

promoviendo la progresion del tumor (Yoon et al. 2022).

4.3 Aplicaciones de VE en el en el envejecimiento y enfermedades relacionadas con la
edad.

4.3.1 Uso de VE como biomarcadores.

Un biomarcador es una sustancia medible y evaluable objetivamente que se utiliza como un
indicador de un proceso fisioldgico, patologico o de respuesta a farmacoterapia (Lee et al. 2019).
La localizacion de las VE en todos los fluidos corporales en los que se han examinado hasta el
momento las convierte en candidatos ideales a biomarcadores, por su gran accesibilidad (Doyle

y Wang 2019) y su particion en la comunicacion intercelular (DeCastro et al. 2021).
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La funcion principal de los biomarcadores de enfermedades es permitir la deteccion temprana
de las patologias, asi como la determinacion del pronostico de la enfermedad. Esto se basa en que
las VE secretadas por las células son capaces de reflejar la extension de la lesion, lo que permite
el abordaje de la patologia en sus etapas mas tempranas y en consecuencia la obtencion de
resultados mas favorables. El contenido de las VE circulantes cambia en individuos enfermos en
comparacion con los sanos (Barile y Vassalli 2017), lo que permite el diagnostico temprano de
ARD, especialmente util en las enfermedades neurodegenerativas (DeCastro et al. 2021). Estas
se aislan de los distintos fluidos y se analiza su perfil de proteinas y genes expresados en busca
de biomarcadores de enfermedades. Para ello se compara el perfil protedbmico y gendémico

obtenido con el expresado por fluidos de individuos sanos (Figura 7) (Mathivanan et al. 2010).
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Figura 7. Obtencion de biomarcadores derivados de VE. Los fluidos de un paciente enfermo contienen
gran variedad de VE circulantes. Entre ellas se encuentran VE derivadas de células sanas y VE derivadas
de las células enfermas implicadas en la patologia, entre otras. El aislamiento de las VE, el analisis de su
expresion de moléculas derivadas de enfermedades (ARN, ADN y proteinas) y su comparaciéon con VE
aisladas de individuos sanos, permite identificar biomarcadores utiles para el diagnostico y pronéstico de
enfermedades, asi como para la monitorizacion de la respuesta a tratamientos (Elaboracion propia basada
en Mathivanan et al. 2010).

Por ejemplo, en la EA, el diagnéstico se produce cuando se manifiestan los sintomas de la
enfermedad, en una etapa avanzada de la misma. Esto es debido a que no se conocen
biomarcadores eficientes para el diagndstico temprano de EA, por lo que se detecta cuando ya
existe un deterioro cognitivo importante. Se ha determinado que los pacientes con EA presentan
menores niveles en sangre y liquido cefalorraquideo (LCR) de exosomas con miARN-193b. Por
lo que la medicion de estos permite detectar la EA en sus primeras etapas y diferenciarla de un

deterioro cognitivo leve (con mayores niveles de miARN-193b en exosomas circulantes) (Croese
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y Furlan 2018). Ademas, también es posible el diagnodstico y la determinacion del estado de la
enfermedad mediante la deteccion de VE enriquecidas en las proteinas responsables de esta (A3
y TAU) (Schou et al. 2020). Es decir, las VE tienen potencial para ser usadas en “biopsia liquida”
para establecer el estado de progresion de la enfermedad (Zhou et al. 2020). Del mismo, modo
es posible el uso de VE como biomarcadores de EP, ya que se ha determinado un enriquecimiento
en a-syn en VE circulantes de pacientes con EP y su deteccion elevada en sangre podria servir

como diagnostico de la patologia (Doyle y Wang 2019).

La aplicaciéon de VE como biomarcadores también puede ser de gran utilidad en céancer, ya
que la deteccion en etapas tempranas y la administracion de un tratamiento precoz podria evitar
la metastasis y aumentar la supervivencia de los pacientes (Bhat et al. 2021). Muchas VE
circulantes estan enriquecidas con fragmentos de ARNm asociados con el cancer y analisis de

estas VE podria permitir la deteccion temprana de determinados tumores (Cheng y Hill 2022).

Ademas, las VE también se pueden usar para monitorizar la respuesta del organismo a un
determinado tratamiento farmacoterapéutico. Nos niveles del marcador dependen del estado de
progresion de la enfermedad. Por lo tanto, con la administracion de un tratamiento eficaz cabria
esperar un cambio en los niveles del biomarcador. Estos cambios se pueden monitorizar y asi

determinar la eficacia del tratamiento (Doyle y Wang 2019).

4.3.2. Uso terapéutico de VE.

El interés por las posibilidades terapéuticas que ofrecen las VE, en especial los exosomas por
su menor tamafio, ha tenido un crecimiento exponencial en los ultimos afios. La participacion de
estas en numerosos procesos relacionados con el envejecimiento las sitia como un objetivo
alentador para el desarrollo de nuevas terapias basadas en VE. Se trata de un campo aun en
investigacion, pero ya se ha visto que su uso puede ser ventajoso debido sus caracteristicas.
Presentan una baja inmunogenicidad, una gran estabilidad, posibilidad de almacenamiento, gran
tolerancia, la posibilidad de modificar a las células diana seglin su contenido y la capacidad para
atravesar barreras biologicas, entre las que destaca la barrera hematoencefélica (BHE). Esta
ultima caracteristica es especialmente ventajosa en el contexto de las enfermedades
neurodegenerativas, en las que el desarrollo de nuevas terapias esta limitado por la imposibilidad
de la mayoria de las moléculas para cruzar la BHE (Pardridge 2012). Ademas, su tamafo
nanométrico evita que sean reconocidos por el sistema fagocitico nuclear, mejorando la
estabilidad de la carga en la circulacion (Cui et al. 2021) y en consecuencia también la eficacia

de la entrega en las células diana (Jan et al. 2017).
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Se sabe que la administracion de células madre mesenquimales (MSC) derivadas de distintos
tejidos como la médula dsea, cordon umbilical o tejido adiposo es beneficiosa para el tratamiento
de enfermedades, sobre todo para la regeneracion de tejidos, ya que se injertan en el tejido dafiado
y comienzan a diferenciarse sustituyendo a las células dafiadas. No obstante, se llego a la
conclusion de que el 98% de sus efectos positivos provenian de su secretoma (es decir, el conjunto
de biomoléculas que una célula secreta al exterior celular y que depende de su expresion génica)
(Bang y Kim 2022), en el que se incluian VE y factores solubles paracrinos. Asi, se penso en la
posibilidad de, en lugar de administrar las células madre directamente, usar VE derivadas de
MSC. Estas vesiculas presentan las mismas propiedades inmunorreguladoras y regenerativas de
las MSC (Wiklander et al. 2019), y ya existe amplia evidencia de la eficacia del uso de VE
derivadas de células madre como herramienta terapéutica, por lo que cada vez es mas cercana la
posibilidad del empleo de estas VE en el tratamiento de enfermedades relacionadas con la edad
como las enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas y cancer, entre otras

(Figura 8) (el Andaloussi et al. 2013; Das y Kale 2021).
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Figura 8. Transferencia de VE derivadas de células madre sanas a células envejecidas. Una propuesta
de terapia con VE consiste en el tratamiento de células envejecidas (caracterizadas por dafios en el ADN,
disfuncion mitocondrial, alta generacion de ERO, gran liberacion de factores de SASP, etc.) con VE
derivadas de células madre sanas. Se consiguen efectos beneficiosos como la reparacion del ADN, la
disminucion de la apoptosis y la disminucion de la generacion de ERO (Elaboracion propia con BioRender,
basada en Das y Kale 2021).

Sin embargo, dependiendo de la fuente de MSC, la carga y los efectos en la célula diana seran
distintos, incluso en el contexto de la misma enfermedad. Por ejemplo, el contenido de miARN
varia mucho entre las tres fuentes principales de MSC (médula dsea, cordon umbilical y tejido
adiposo). Por lo tanto, esta heterogeneidad plantea la posibilidad de buscar otras fuentes mas

ideales de células madre para cada patologia (Bang y Kim 2022), por ejemplo, células
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progenitoras endoteliales para infarto de miocardio, aunque sera necesaria la realizacion de

pruebas adicionales (Wiklander et al. 2019).

Dado que la estructura de las VE esta basada en fosfolipidos, crean un entorno ideal para la
incorporacion de moléculas para su transporte (Herrmann et al. 2021). Las VE pueden cargarse
de forma enddgena o exogena (Figura 9). La carga enddgena consiste en modificar genéticamente
a la célula fuente para que sobreexprese la proteina o ARN que se desea incorporar en las VE y
estas lo haran naturalmente durante su formacion. Posteriormente se procede al aislamiento y
purificacion (Elsharkasy et al. 2020). La carga exdgena se basa en la incorporacion del contenido
(pequetios farmacos, ARN o proteinas) en las VE una vez aisladas en el exterior (Oliveira et al.
2021).
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Figura 9. Métodos de carga de VE mediante bioingenieria. La carga endoégena se consigue al modificar
genéticamente las células para que secreten las VE ya cargadas con la biomolécula deseada y
posteriormente se aislan para su uso terapéutico. En carga exdgena primero se procede al aislamiento de
VE naturales secretadas por células sanas y a continuacion se introduce la biomolécula (farmacos, ARN,
proteinas...) que se desee (Oliveira et al. 2021).

La posibilidad de modificacion de las VE mediante técnicas de ingenieria molecular supone
una gran ventaja para su uso en terapéutica, ya que asi se mejoran las propiedades de las VE y las
hace mas eficaces en el tratamiento de enfermedades. Las principales posibilidades de
modificacion de las VE (aunque existen otras posibles transformaciones) mediante ingenieria son
la modificacion de la carga y la expresion de moléculas de superficie, ademas de la combinacion

de ambas (Wu et al. 2021).

Las VE pueden cargarse con biomoléculas, farmacos o material genético con una intencion
terapéutica. Por ejemplo, la carga de exosomas con farmacos que originalmente no pueden
atravesar la BHE (como doxorrubicina o catalasa) permitiria solventar esta limitacion y ampliar

la posible aplicacion de biomoléculas para tratamiento de enfermedades del SNC. Ademas de
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permitir el paso por la BHE, también pueden limitar los efectos secundarios de determinados
farmacos como el paclitaxel, en el que su uso como antitumoral esté restringido por la aparicion
de reacciones adversas dependientes de la dosis. También mejoran la estabilidad y
biodisponibilidad de moléculas que, libres, la presentan disminuida, lo que limita su utilizacion
terapéutica, como la curcumina. La carga con material genético como ADN o ARN las convierte
en agentes de terapia génica, lo que les permite modificar la informacion genética alterada de las

células receptoras y asi tratar diversas enfermedades (Zhang et al. 2020).

Por otro lado, también podrian modificarse para que expresen moléculas de superficie
especificas. Por ejemplo, la incorporacion de ligandos de superficie especificos para un
determinado receptor expresado en las células diana permite dirigir a las VE selectivamente a
estas cé¢lulas. Se produce una interaccion especifica ligando-receptor que hace que aumente la

eficacia del tratamiento (Wiklander et al. 2019).

Para poner de manifiesto el potencial terapéutico de las VE se han llevado a cabo numerosos
estudios en los que se usan VE derivadas de distintas células, con o sin modificaciones por
bioingenieria, en el tratamiento de determinadas enfermedades. A continuacion, se revisaran
algunos ejemplos de propuestas de terapias basadas en VE para el tratamiento de ARD y los

resultados obtenidos.

Bai et al. demostraron los beneficios del empleo de exosomas derivados de células
progenitoras endoteliales (EPC) como tratamiento de la aterosclerosis causada por diabetes
mellitus. Descubrieron que de los 10 miARN mas expresados en estas VE, la mayoria participan
en la aterosclerosis, algunos con efectos negativos impulsando la aparicion de aterosclerosis y
otros con un efecto beneficioso para el control de la patologia. El experimento consistié en la
inyeccion por via intravenosa de exosomas derivados de EPC en modelos de raton con diabetes
aterosclerdtica. Tras el tratamiento con estas vesiculas, se observo que el efecto general fue una
disminucion de la placa de ateroma y de los factores inflamatorios, ademas de una disminucion
del estrés oxidativo y una mejora en la vasodilatacion, lo que conllevd a una mejora en la

disfuncion endotelial y en la aterosclerosis (Bai et al. 2020).

En la actualidad, no existe ningun tratamiento eficaz contra la EA. Esto unido a que se trata
de la enfermedad neurodegenerativa mas frecuente, hace de las VE una posible terapia muy
prometedora (Cui et al. 2021). Jahangard et al. estudiaron el efecto de la inyeccion de exosomas
derivados de MSC de médula 6sea cargados con miARN-29b en modelos de ratas con EA (la

familia de miARN-29 se regula a la baja en la EA). Se obtuvieron resultados positivos,
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mostrandose una mejora en el deterioro cognitivo y de la memoria asociado a la enfermedad

(Jahangard et al. 2020).

Wang et al. presentaron otro estudio en el que usaron exosomas derivados de macrofagos
cargados con curcumina. La curcumina tiene propiedades beneficiosas para el tratamiento de esta
enfermedad, sin embargo, no puede cruzar la BHE de forma libre. Esta limitacion fue solventada
con su inclusion en exosomas. Se realizo la inyeccion de los exosomas cargados con curcumina
en modelos in vivo de raton con EA y se obtuvieron resultados positivos. Se inhibio la
fosforilacion de TAU, lo que condujo a una disminucion de las lesiones neuronales, un alivio del
deterioro cognitivo y una mejora en los problemas de memoria asociados a la EA (Wang et al.

2019).

Por otro lado, para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson Xue et al. probaron que la
administracion via intraperitoneal de VE derivadas de MSC favorecieron la reversion beneficiosa
de la EP en modelos de raton con dicha enfermedad, gracias a la promocion de la angiogénesis al

aumentar la expresion de ICAM-1 (Xue et al. 2021).

Otra propuesta de tratamiento para la EP consiste en la inyeccion de VE derivados de
macrofagos cargados con catalasa (enzima antioxidante que revierte los efectos de las ERO
toxicas) en modelos de raton con EP. Esto se basa en que en la EP se originan niveles bajos de
catalasa y de super 6xido dismutasa, y al producirse ERO, estas desencadenan activacion de la
microglia e inflamacion cerebral. Por tanto, la administracion de VE cargadas con catalasa puede
revertir estos efectos y mejorar la neurodegeneracion en la EP. Se ha visto que solo es efectivo si
se inyecta la catalasa contenida en VE, no de forma libre, ya que solo asi esta podra cruzar la BHE

(Haney et al. 2015; Xiao et al. 2021).

En el campo del cancer el empleo de VE esta dirigido principalmente a la modificacion de
exosomas mediante la carga con farmacos quimioterapicos, fragmentos de ncARN o ligandos de
superficie (Oliveira et al. 2021). La carga de VE con agentes quimiterapicos permite disminuir la
citotoxicidad hacia células sanas y los efectos secundarios respecto a la administracion de farmaco
libre. Igualmente pueden cargarse con fragmentos de ncARN como miARN, siARN, etc. Un
ejemplo de propuesta de terapia contra el cancer de pancreas consistio en el disefio de exosomas
cargados con siARN que se dirigia e inhibia la expresion del gen K-Ras mutado en la mayoria de
tumores pancreaticos. La administracion de exosomas cargados con el siARN en modelos de raton
con cancer de pancreas mostraron una disminucion del tumor y un aumento en la supervivencia

frente a los ratones control (Chang et al. 2021) .
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Ademas, también se pueden insertar ligandos especificos en las superficies de los exosomas
para promover su union a receptores sobreexpresados en células tumorales. Esto mejora la
selectividad del tratamiento y proporciona una mejora en la captacion del farmaco (Ma et al.
2021). Un ejemplo de este tipo de modificacion fue el llevado a cabo por Tian et al. en el que se
modificaron mediante ingenieria exosomas derivados de células dendriticas inmaduras para que
expresaran la glicoproteina de membrana 2b asociada a lisosomas (lamp2b) fusionada con el
péptido de direccionamiento iRGD para integrina av. Posteriormente se purificaron y se cargaron
con doxorrubicina. Con la incorporacion del péptido de direccionamiento se consiguio dirigir al
farmaco eficazmente a las células de cancer de mama integrina av+ y conseguir un mayor efecto

antitumoral (Tian et al. 2014).

5. Conclusiones.

Las VE son capaces de transmitir informacion de una célula a otra, por tanto, en el entorno
del envejecimiento, estas VE transportaran biomoléculas derivadas de células envejecidas hasta
otras células. La captacion de dichas VE por células sanas desencadena una transmision del estado
envejecido derivado de la célula fuente. Dado que las VE intervienen en numerosos procesos
relacionados con la progresion del envejecimiento y en consecuencia de la aparicion y
propagacion de ARD, se penso en la posibilidad de utilizarlas como herramientas de diagndstico

e incluso terapéuticas.

Los estudios realizados hasta la fecha sugieren un gran potencial terapéutico de las VE para
el tratamiento de ARD debido a las ventajas derivadas de sus caracteristicas intrinsecas. Sin
embargo, la aplicacion en clinica de terapias basadas en VE aun es un desafio debido a que, al ser
un campo bastante novedoso, aun son necesarios mayores avances técnicos entorno al mismo. En
primer lugar, es necesaria la aprobacion estandarizada de un sistema de aislamiento y
caracterizacion de VE que reduzca la heterogeneidad en los tipos de VE. El aislamiento de VE se
ha estado llevando a cabo por ultracentrifugacion, obteniéndose bajos rendimientos, por lo que
seria necesario el empleo de técnicas mas novedosas. Para la obtencion de VE a gran escala se
usan biorreactores, sin embargo, aparecen problemas relacionados con el medio empleado, que
también contiene VE. Por otro lado, sera necesaria la identificacion del mecanismo de accion de
las VE como agentes terapéuticos, asi como las dosis y demas pardmetros necesarios para la

aplicacion clinica, ademas de la realizacion de los ensayos de seguridad precisos.

En cuanto al uso como biomarcadores, es prometedor, sobre todo en patologias
neurodegenerativas y cancer, en los que una deteccion temprana y tratamiento precoz pueden ser

determinantes para el paciente. Sin embargo, su aplicacion en clinica también presenta
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limitaciones. Principalmente seria necesario el desarrollo de métodos de aislamiento
relativamente rapido y con alto rendimiento de las VE, ademas de la estandarizacion entre
laboratorios de los procedimientos empleados para el diagnodstico. La cuantificacion de VE atn
sigue siendo un reto debido al pequefio tamafio de estas. Por todo esto, aunque el potencial de las
VE es muy prometedor y la investigacion entorno a ellas ha tenido un crecimiento exponencial
en los ultimos afios, aun se requiere de avances tecnoldgicos y ensayos clinicos que muestren

seguridad y un balance beneficio/coste positivo.
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