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1. RESUMEN

Los conocimientos sobre las vesiculas extracelulares en hongos son tan novedosos que
su comprension y aplicacion se esta desarrollando en la actualidad. Estas estructuras se
desarrollan en todos los dominios, pero en el reino fungi todavia existen numerosas
incognitas sobre todo en cuanto a su proceso de secrecion. Hoy en dia se piensa que ésta
puede producirse gracias a la existencia de enzimas degradadoras de la pared fungica.
También, hay que tener en cuenta que su membrana lipidica y el aparato de Golgi son
fundamentales en la secrecion de estas vesiculas.

Gracias al Ambiosome se puso de manifiesto la propiedad viscoelastica de la pared
fungica desarrollando asi una nueva via para el conocimiento de dicho mecanismo. Esta
propiedad confiere la caracteristica por la cual la pared celular podria deformarse
permitiendo el paso de las vesiculas al medio externo.

Las vesiculas extracelulares fingicas presentan numerosos componentes proteicos entre
los que se pueden destacar enzimas como gliceraldehido-3-fosfato, enolasa,
fosfoglicerato mutasa I y proteinas de choque térmico (HSP70) que intervienen
favoreciendo tanto la diseminacion de la infeccion como la evasion del sistema inmune
en el hospedador.

Los ultimos avances en este campo determinan que las vesiculas extracelulares de
especies fungicas patdogenas son capaces de potenciar el crecimiento intracelular de
especies no virulentas fagocitadas sin ser necesario su proximidad entre ellas.

Hoy en dia, se esta trabajando en el desarrollo de diferentes vacunas conformadas con

vesiculas extracelulares fingicas para su futura aplicacion en la clinica.

2. INTRODUCION Y ANTECEDENTES

2.1 Vesiculas extracelulares en eucariotas

A lo largo de los ultimos veinte afios ha surgido un auge en el interés cientifico por el
estudio de las vesiculas extracelulares (EVs) debido al papel tan importante que
desempefian en muchos procesos fisiologicos y patoldgicos [1].

Aunque existen discrepancias en cuanto a su clasificacion por la falta de un “gold
estandard” metodoldgico, gracias a la “citometria de flujo” se estdn logrando numerosos
avances [2].

Las EVs son un conjunto heterogéneo de estructuras membranosas liberadas por las

células. Poseen una gran variedad de componentes (&cidos nucleicos, toxinas,



S
S
s
D
=
~
N
=
S
~
S
-
=
~
N
-
N
S
o~
NI
N
Q
b
Ny
=
S
N
N
<
S
QO
=
=
~
Q
~
o
)
~=
=
~
=
S
%
N
)
Q
~N
«
N
X
N
N
=
N9
=
)
A
S
Q
=
N
=
S
by
Q
=
S
N
I
N
=
S
)
~
S
~
S
=
~
=
Q
=
S
3
~
)
=
S
N
S
~
S
~
S
S
~=
o
~
=
S
=
=
\4\-
=
S
N
S
=
N
=
Q
~
=
~
o
=
N
LS
S
~
=
)
=
X
)

lipoproteinas, enzimas...) y desempefian importantes funciones en la patogénesis y
fisiologia microbiana [3].
En la actualidad se diferencian 3 grandes subgrupos de EVs: cuerpos apoptoticos,

microvesiculas y exosomas [4] [Figura 1].
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Figura 1: Tipos de vesiculas extracelulares. Imagen modificada de Gustafson y
colaboradores [5].

Los cuerpos apoptéticos son restos celulares que se generan en la etapa tardia de la
apoptosis y se forman como consecuencia de la fragmentacion celular generada en este
proceso. Presentan un alto contenido en proteinas resistentes a la prote6lisis y su tamafo
puede comprender desde lum a 5 um [6].

Las microvesiculas o ectosomas se forman por pequefias evaginaciones de la membrana
plasmatica. La mayoria de ellas se rompen al poco de ser liberas pero otras pueden
llegar a recorrer largas distancias. Su tamafo varia entre 150 nm a 1 um [7].

Los exosomas, son estructuras membranosas de un tamafio entre 30-100 nm que
albergan distintas macromoléculas. Estas se ensamblan en el endosoma dando lugar a
los cuerpos multivesiculares (MVBs) que se fusionan con la membrana plasmatica [8].
En la actualidad, la funcion de los exosomas esta en pleno estudio de investigacion,
atribuyéndolas una funcion en la comunicacion intercelular y, en ocasiones, la
intervencion asociada a procesos patologicos.

Sus propiedades estan estrechamente relacionadas con su membrana lipidica y la
composicion de la misma. La primera procede en su mayor parte de la membrana
plasmatica de la célula progenitora y presenta al mismo tiempo caracteristicas

distintivas tales como; la presencia o ausencia de ciertas proteinas, ligandos y moléculas
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de adhesion especificas. Todo ello, lleva a pensar que cada exosoma tiene sus propias
caracteristicas y funciones determinadas.

Cabe destacar que la composicion de la membrana lipidica es responsable de las
caracteristicas de los exosomas. Entre las cuales podemos destacar; inmunogenicidad,
toxicidad, selectividad de accion y capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica que
son necesarias para desempefiar sus funciones propias [9].

Las EVs, en definitiva, han sido descritas como un mecanismo para el trafico de
moléculas al espacio extracelular producido por todas las células existentes, lo que hace

pensar que es un fendémeno universal [10].

2.2 Vesiculas extracelulares fungicas

A fecha de hoy, se sabe que todas las especies fungicas que se han estudiado,
incluyendo levaduras e hifas, son capaces de usar las vesiculas extracelulares como
mecanismo general de transporte de proteinas intracelulares a través de la pared celular.
Todavia no se ha descrito como es el proceso del paso a través de su gruesa pared
celular.

Su caracterizacion comenz6 en 2007 con Cryptococcus neoformans [3], mediante
microscopia electronica de transmision (TEM).

En un primer momento existia la hipétesis de que las EVs s6lo estaban relacionadas con
procesos patogénicos, debido a que en la mayoria de ellas se identificaban factores de
virulencia en su interior. Esto cambié cuando se descubrio en el modelo no patogénico
de Saccharomyces cerevisiae (yeast model) [11] en el que se evidenciaba la produccion
de EVs.

La principal aproximacion para el estudio de la biogénesis de las EVs en hongos fue
mediante la caracterizacion de las vesiculas producidas por mutantes con defectos en
ambos mecanismos de secrecion (convencional y no convencional). Se estudiaron 8
mutantes de diferentes especies y aunque no se obtuvieron resultados concluyentes se
determino la gran complejidad de los procesos para la formacion de las EVs fungicas
[12].

Uno de los problemas que existe para el estudio de las EVs fungicas es el bajo numero
de marcadores conocidos asi como de técnicas para la observacion in situ de las
vesiculas. Se describié uno de ellos en un transformante de C. neoformans al expresar la

proteina 14-3-3 fusionada con la proteina verde de fluorescencia (GFP) por su extremo
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C-terminal. Esto permitié la utilizaciéon del microscopio de fluorescencia para su

observacion [13].

3. OBJETIVOS

El objetivo de esta revision bibliografica es dar a conocer la importancia de las
vesiculas extracelulares fingicas en los procesos fisioldgicos y patogénicos.

En este trabajo se plasman los ultimos avances de estas estructuras fungicas que son
claves para conocer tanto su composicion, la complejidad de su secrecion, su modo de
interaccionar con el hospedador como su posible futura aplicacion en el campo clinico

como diagnostico y terapéutico.

4. METODOLOGIA

Para la realizacion de este trabajo, basado en una revision bibliografica, se utilizo en su
gran mayoria la base de datos PubMed® y buscadores de internet como Google
Académico y Google de donde se obtuvieron los diferentes articulos que comprende
este trabajo. Posteriormente, se contrasto toda la informacion recopilada y se procedio a

la elaboracion de esta revision.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta revision bibliografica se pretende abordar diferentes aspectos e hipotesis sobre
las vesiculas extracelulares flingicas. Su analisis, hoy en dia, presenta numerosas

incognitas que a lo largo de este apartado iremos mostrando.

5.1 Caracterizacion de las vesiculas extracelulares fungicas

Es muy importante llegar a conocer la composicion de las EVs fungicas pues permite
estudiar tanto su origen como el tipo celular del que fueron secretadas y aporta
informacion sobre su papel fisiologico.

Las vesiculas de C.neorformans fueron las primeras en identificarse y se las asocid con
capas externas e internas de la membrana celular, relacionandolas con el proceso de
secrecion, explicado anteriormente. Por espectrometria de masa, se detectaron
componentes glucidicos, esteroles y glucoceramidas propias de la pared flngica.
Ademas, por técnicas de protedmica, se revelaron las similitudes que existian entre las

proteinas de las EVs de diferentes hongos como: S. cerevisiae (348 proteinas),



S
S
s
D
=
~
N
=
S
~
S
-
=
~
N
-
N
S
o~
NI
N
Q
b
Ny
=
S
N
N
<
S
QO
=
=
~
Q
~
o
)
~=
=
~
=
S
%
N
)
Q
~N
«
N
X
N
N
=
N9
=
)
A
S
Q
=
N
=
S
by
Q
=
S
N
I
N
=
S
)
~
S
~
S
=
~
=
Q
=
S
3
~
)
=
S
N
S
~
S
~
S
S
~=
o
~
=
S
=
=
\4\-
=
S
N
S
=
N
=
Q
~
=
~
o
=
N
LS
S
~
=
)
=
X
)

C. neoformans (97 proteinas), Histoplasma capsulatum (260 proteinas) y

Paracoccidioides brasiliensis (205 proteinas) [Figura 2] [14].

/40 : 230

/ C. neoformans S. cerevisiae
/

,
( 3 |

TR .

Figura 2: Comparativa del analisis de proteinas vesiculares de EVs de diferentes
especies fungicas. Imagen tomada de Rodrigues y colaboradores [14].

Por otro lado, este andlisis demostré la existencia de una especificidad propia de cada
especie como ocurre en el caso de S. cerevisiae que presenta 5 proteinas
glicosilfosfatidilinisitol (GPI) dentro de las cuales se diferencia: asparticoproteasa,
endogluconasa y otras 3 proteinas GPI de funcidon desconocida, no localizadas en las
otras especies comparadas [11] o como en C. neoformans que es el unico en el que se
han identificado la UDP-glucurénido descarboxilasa y la UDP-glucosa deshidrogenasa,
enzimas esenciales en el metabolismo del acido glucurénico [15]. Todo esto sugiere
que a pesar de las similitudes en las proteinas existen procesos especificos de las
especies.

Se pone de manifiesto la presencia de multiples enzimas de rutas metabolicas como
glicolisis, fermentacion, gluconeogénesis, ruta de las pentosas fosfato, entre otras.
Siendo las enzimas mas relevantes: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, enolasa y
transaldolasa detectadas en C. neonformans, C. albicans, P. brasiliensis e H.
capsulatum [16].

También se han detectado enzimas que en situaciones de estrés celular, podrian
favorecer a la liberacion de las vesiculas como son hidrolasas, lipasas, glicosilasas y
proteasas [17].

Ademas, las EVs fungicas pueden contener RNAm y microRNA [2].
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5.2 Secrecion de las vesiculas extracelulares fungicas

El proceso de secrecion de las EVs fungicas es tan diverso y complejo que ha generado
numerosos estudios e hipotesis.

Se pueden diferenciar tres hipdtesis, no excluyentes entre si, sobre la liberacion de las
vesiculas en los microorganismos [3] [Figura 3]:

1. La primera hipotesis sugiere que una vez liberadas por el citoplasma son
forzadas a pasar por su pared gracias a la presion del turgor.

2. La segunda hace referencia a la existencia de enzimas modificadoras de la pared
celular que se secretan junto a las vesiculas y pueden generar el ablandamiento
de esta pared favoreciendo su liberacion.

3. Tercera hipotesis. Las vesiculas pueden pasar a través de los canales de la pared

celular debido a la deformacion que estas pueden sufrir.

Channel
T

G e e e e
.......'....’.Q......4
..............‘........

Peptidoglycan

Turgor pressure Cell membrane

a b c

Figura 3: Modelos de secrecion de vesiculas. a Presion del turgor. b Enzimas modificadoras. ¢
Canales de la pared. Imagen tomada de Brown y colaboradores [3].

En cuanto a las rutas de secrecion a través de las células se diferencian dos modelos;
convencional y no convencional. Esto se conoci6 al estudiar el secretoma de C. albicans
[18]. Los procesos de regulacién de ambas vias interfieren en la composicion, proceso y

cinéticas de las EVs [11] [Figura 4].
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Figura 4: Vias de secrecion. A via clasica o convencional. B via alternativa o no clasica. Imagen
modificada de Gil-Bona A y colaboradores [18].

En las células eucariotas, la ruta de secrecion mayoritaria es la denominada ruta
convencional basada en la presencia del péptido sefial en el extremo amino terminal.
Son translocadas al reticulo endoplasmatico posteriormente transportadas a través del
aparato del Golgi y de ahi a la superficie celular, secretando su contenido al exterior [3].
Se ha observado que numerosas proteinas que carecen del péptido sefial utilizan
procesos vesiculares para ser secretadas, por lo que desarrollan una via alternativa de
secrecion a la convencional [18].
Como se sabe, el proceso de secrecion tiene su ultima interaccion con la membrana
plasmatica de las células pero a nivel de hongos dicha interaccion surge a nivel de la
pared celular [14]. Aqui es donde aparece una de las grandes incognitas del proceso de
secrecion puesto que por un lado, esta pared es una densa y compleja trama de
moléculas y por otro, la mayor parte de las proteinas fungicas carecen del péptido sefial
necesario para la secrecion convencional [18].
Se pone de manifiesto la posible existencia de la ruta de secrecion no convencional al
determinar que la eficacia de formacion de vesiculas extracelulares es semejante entre
mutantes de S. cerevisie, con defectos en la formacion de cuerpos vesiculares derivados
del endosoma (MVBs), y su cepa silvestre [19] .

5.2.1. Implicacion de la membrana plasmatica en la secrecion
La membrana plasmatica es un componente a tener en cuenta para el conocimiento del
proceso de secrecion de las EVs a través de la pared fungica. Esto conlleva a tres

posibles procesos diferentes de implicacion de la membrana plasmatica [Figura 5]:
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(I) macropinocitosis invertida, donde entra en juego su propia membrana plasmatica,
(IT) evaginacion de la membrana desarrollando un ectosoma y (III) procesos de
endocitosis desarrollando los MVBs, basados en la semejanza con los exosomas de
mamiferos que pueden fusionarse con la membrana plasmatica en el momento de

secrecion para conformar asi las vesiculas extracelulares [20].

wh

Figura 5: Procesos de interaccion de la membrana (I) macropinocitosis
invertida, (II) ectosoma, (II[) MVBS. Imagen tomada de Rodrigues y
colaboradores [20].

5.2.2. Relacion del Aparato de Golgi con las vesiculas extracelulares
Existe una concreta evidencia de que los patrones de secrecion derivados del aparato del
Golgi interfieren en las vesiculas extracelulares fingicas [19]. Esto se evidencia porque
si se interfiere en la expresion de los genes SEC 4y SEC 6 (codifican para el control
del transporte de proteinas a través del RE y Golgi en la via alternativa) se inhibe la
formacion EVs.
No se puede cuestionar la implicacion del aparato de Golgi en la formacién de estas

vesiculas.

5.2.3. Secrecion a través de la pared celular
En C. neoformans se desarrollaron 3 hipotesis para poder explicar el paso de las EVs a
través de la pared celular [20] que sugieren: (I) el movimiento por los canales de la
misma, (II) la presion mecanica que fuerza a las vesiculas a pasar a través de los poros
de la pared y (IIT) la remodelacion de dicha estructura para favorecer a su transito.
Al contrario que en las plantas, en la pared fingica no se han observado canales en su
estructura y las vesiculas interactuaran de forma directa con la pared sin ninguna

estructura previa, por lo cual la primera hipotesis queda descartada.



S
=
D
S
N
=
S
~
=
=
S
N
-
=
S
Q
N
R
S}
=
Q
S
N
Ny
=
QO
=
=
S
~=
Q
~
S
)
~
=
~
=
S
%
N
=
Q
Q
~
«
N
g
N
Q
=
S
<=
)
A
S
Q
~
S
=
Q
=
S
N
N
S
)
~
S
~
=
S
=
=
=
Q
=
S
S
3
~
)
I
S
&
Q
S
~
S
~
S
S
~
=
=
=
S
N
S
X
)
=
Q
~
=
~
o
~
=
=
~
S
=
)
=
X
)

Por otro lado, mediante estudios de microscopia se ha demostrado la existencia de poros
de un tamafno de 1 a 400 nm en la pared pero al no evidenciarse la relacion vesicula-
poro [20], esta teoria queda descartada.

De este modo la hipotesis mas acertada es la tercera, remodelacion de la pared
desarrollada por Nimrichter y sus colaboradores [15]. Gracias a estudios de las vesiculas
de C. albicans, P. brasiliensis, H. capsulatum, S. cerevisiae, y C. neoformans se pudo
conocer que en su composicion se localizan enzimas degradadoras de peptidoglucano
y/o quitina, lo que apoya dicha hipotesis [14].

Atendiendo a esta hipotesis, las vesiculas son preformadas en el interior de la célula,
situdndose en las invaginaciones de la membrana y ocupando el espacio periplasmatico
de tal manera, que asi pueden atravesar la pared celular y ser secretadas al exterior. Las
EVs fungicas al atravesar la pared celular del hongo remodelan su estructura mediante
la hidrolisis de polisacaridos, manoproteinas y al mismo tiempo, esta lisis sirve para

exponer componentes internos al exterior.

5.2.4. Viscoelasticidad de la pared como posible puerta de salida para las
vesiculas extracelulares

La pared fungica presenta propiedades viscoelasticas y deformables que pueden llegar a
permitir el transito de las vesiculas a través de ella. Esto se demostré gracias a Walker y
colaboradores [21] mediante la reciente investigacion en la via de entrada del
AmBisome en C. albicans y C. neoformans.
El AmBisome es un agente antifingico conformado por anfotericina B empaquetada en
liposomas de 60-80 nm. Es uno de los pocos fungicidas de amplio espectro que se usa
en la clinica para el tratamiento de infecciones flungicas sistémicas, el cual ha de
atravesar la pared celular para poder alcanzar la membrana plasmatica donde interactua
con el ergoesterol.
Esta forma farmacéutica de la anfotericina B es la menos toxica para el ser humano de
las 3 formas lipidicas usadas en la clinica por esto, se usa como uno de los tratamientos
de eleccion en los casos de sospecha de una infeccion fungica en los que se desconoce
el agente etioldgico [22].
El AmBisome, puede transitar por la matriz de la pared celular sin problemas a pesar de
que el tamafio de los poros de la pared (5,8 nm) es mucho menor al tamafio del los
liposomas. Esto hace pensar que se aprovecha de la viscoelasticidad de la pared para su

entrada, por lo que las vesiculas pueden utilizar dicha propiedad para su secrecion [21].
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En realidad, el tamafio de estas particulas eran de 20 nm mas pequefios que los
liposomas nativos, lo que puede ser debido al proceso de formacion del AmBisome. Se
observo por TEM que los liposomas estaban intactos en la parte externa, interna y en la
membrana plasmatica de la célula fungica [Figura 6] pero se cree que se disocian al
llegar a la membrana plasmatica, no se observan en el citoplasma, permitiendo la accion
de la anfotericina con el ergoesterol.

Posteriormente, para determinar la razon por la cual el AmBisome atraviesa la pared, se
realizd el mismo proceso pero englobando ademdas de anfoterecina B en el liposoma
particulas de oro de 1,5 nm para aportar mayor rigidez e impedir su deformacion. Del
mismo modo, se probo con particulas de oro sin estructura liposomica y se observo por
TEM que los liposomas de oro eran capaces de atravesar la pared y la membrana,
mientras que las particulas de oro aisladas eran incapaces de entrar [Figura 6]. Esto
implica que es el propio liposoma capaz de desplazar los polisacaridos de la pared para

poder penetrarla [21].

[a]

Figura 6: Imagenes de TEM de la pared de C. albicans SC5314 incubada con 12 pug/ml Ambiosome. [a]
Liposomas intactos en la pared externa. [b] Liposomas con oro encapsulado atraviesan la pared celular [c]
particulas de oro no encapsuladas son incapaces de atravesar la pared. Imagen tomada de Walker y
colaboradores [21].

Estas observaciones sobre el paso del Ambiosome por la pared celular presentan
importantes implicaciones para esclarecer el proceso de secrecion de las vesiculas
extracelulares fungicas. El hecho de que el liposoma pueda penetrar a través de la pared
hace pensar que exista un mecanismo semejante pero en direccion contraria, de tal

manera que las vesiculas encuentran un camino para ser secretadas.

5.3 Anadlisis proteomico de las vesiculas extracelulares fuingicas en su interaccion

con las células del hospedador

La interaccion de las EVs fungicas con el hospedador se basa en el contacto existente

entre algunos componentes de la superficie de estas (a0 y p-glucanos, manoproteinas,
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galactomananos, glucuronoxilomanano (GXM), quitina y proteinas atipicas) y células
del hospedador [16].

También, se ha podido constatar que componentes de las EVs como la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), la enolasa, la transaldolasa intervienen en la
interaccion con el hospedador.

La GAPDH es una proteina citoplasmatica que se localiza también en el exterior de C.
albicans mediando en la interacciéon con la fibronectina y laminina, proteina de la
lamina basal, ademas se encuentra en P. brasiliensis interviniendo en la misma union
que en el caso anterior pero interactia con las fibras de colageno I facilitando la
infeccion [16]. Gracias a estos conocimientos, hoy en dia, la GAPDH es una diana de
vacunacion ya que al poder bloquear su accion se puede limitar la diseminacion del
microorganismo, desarrollando asi anticuerpos frente a ella.

La enolasa, proteina imnunogénica, es importante en la interaccion con el hospedador
tanto es asi, que se sugiere que Ig G anti-enolasa y aldolasa frente a C. albicans en
combinacion pueden ser marcadores para las candidiasis invasivas. Ademas, dicha
enzima puede inducir a la fibrolisis, facilitando la diseminacion del parasito [16].

Se han determinado otras enzimas metabdlicas que intervienen en las interacciones con
el hospedador como es la fosfoglicerato mutasa 1 (Pgmtl) que cataliza la 8* reaccion de
la glicolisis. Dicha enzima, presente en las EVs de C. albicans, interacciona con el
factor H, FHL-1 el plasmindgeno, fibronectina... facilitando la infeccion, la evasion del
sistema inmune y la degradacion de la matriz extracelular [16].

Se ha de resaltar la accion de las proteinas de choque térmico (HSP) que se localizan en
las EVs como por ejemplo, HSP70 recombinante (Cn-rHSP70) de C. neoformans. La
interaccion de ésta con los macrofagos no dafia a la fagocitosis pero si incrementa la
supervivencia del hongo dentro de los macrofagos por un descenso de los niveles de
NO. Cn-rHSP70 puede regular la expresion de los receptores TLR4 de los macrofagos e
interfiere de forma directa en su temprana polimerizacion por lo que no pueden generar
un buen control sobre el hongo [23]. Todo ello indica que las EVs contienen proteinas
que favorecen la supervivencia de C. neoformans en el hospedador.

Por otro lado, C. albicans expresa en sus EVs dos proteinas del tipo de HSP70: SSA1 y
SSA2. Esta ultima se localiza en la pared y en la membrana plasmatica tanto en su
forma de levadura como de hifa [16].

A su vez, SSA1 interactia de forma parcial en la penetracion de este hongo en las

células M del intestino, favoreciendo la evasion del sistema inmune.
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Al mismo tiempo, en las EVs se localizan componentes importantes de la pared celular
como son [3-1,3 glucanasas (Xoglp, Sun4ly MP65) caracterizadas en C. albicans [16].
Siendo la mas importante la primera que es un receptor para el péptido antimicrobiano
LL-37 producido por los neutréfilos.

Sun41 interacciona con las citoquinas, interviene en la adhesion a los tejidos del
hospedador y en la formacion de biofilms [24].

También existe influencia por otras glucanasas secretadas por C. albicans, H.
capsulatum, C. neoformans, and P. brasiliensis en el momento del reconocimiento por

el hospedador pero queda por determinar su accion.

5.4 Vesiculas extracelulares fungicas como medio de potenciacion de virulencia

Una de las caracteristicas mas importantes de las cepas patdogenas flngicas es su rapida
proliferaciéon dentro de los macréfagos del hospedador. El estudio de Bielska y
colaboradores en Cryptoccocus gattii [25] revela que existe una especifica coordinacion
en el comportamiento de cada una de estas c€lulas para llegar a multiplicarse lo mas
posible. Este proceso se conoce como el mecanismo de “division of labour”.

Este mecanismo estd mediado por las EVs fungicas, concretamente se demostrd en C.
gattii y se observéd que unicamente las EVs de cepas patdgenas son capaces de potenciar
el crecimiento intercelular de cepas no virulentas cuando se desarrolla una coinfeccion.
Ademas, para generar esa interaccion no tienen porque estar ambas cepas en el mismo
macrofago, es decir, el mecanismo de “division of labour” se realiza a distancia [25].

Se comprob6 mediante un sistema transmembrana donde se separaba fisicamente a la
cepa patogena (C. gattii R265) de la no virulenta (C. gattii ICB 180) que estaba en
contacto con macréfagos, pero si se permitia el paso de particulas menores a los 400
nm. Bajo estas condiciones se desarroll6 un aumento significativo del crecimiento de
ICB 180 dentro de los macréfagos, demostrando asi que las moléculas secretadas por
R265 son suficientes para dicha proliferacion a distancia [25]. Al realizarse al contrario

no se produjo ningin aumento del crecimiento [Figura 7].
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Figura 7: Representacion grafica del aumento de proliferacion de C. gattii ICB 180 en
presencia de Evs de C. gattii R265. Imagen tomada de Bielska y colaboradores [25].

Se determin6 que el material capsular fungico no era suficiente para generar el aumento
del crecimiento, lo que sugiere que es necesario un sistema de secrecion intacto. Se
realizaron técnicas de ultracentrifugacion, microscopia electronica y andlisis de
nanoparticulas manifestandose la existencia de EVs de C. gattii con un tamafio menor a
100 nm.

Para demostrar si las EVs de R265 son las que presentan la capacidad de producir dicho
aumento de la proliferacion en ICB 180, una vez fagocitada esta cepa se anadieron
dichas EVs y se produjo la respuesta esperada de manera dosis dependiente [Figura 8].
También se trabajo introduciendo las vesiculas antes de la infeccion pero no se observo
tal crecimiento mientras, que si se trataba a los macrofagos con las EVs antes de la
infeccion si se desarrollaba un leve crecimiento [25]. Esta pequefia proliferacion puede

deberse a que las EVs se desestabilizan en presencia de las proteinas séricas.
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Figura 8: Grafica del efecto dosis dependiente del aumento de proliferacion
de C. gattii ICB180 en presencia de EVs de C. gattii R265. Imagen tomada
de Bielska y colaboradores [25.]
Todos estos resultados determinan a las EVs fungicas como aceleradores del

crecimiento intracelular y por lo tanto, de la virulencia en C. gattii, pero s6lo para cepas

que presenten una minima capacidad de proliferacion intracelular.
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Este fenomeno no sélo se desarrolla por la presencia de EVs sino que también es
fundamental su composicién porque si se alteran sus proteinas, membrana lipidica o
RNA se elimina su capacidad de aumentar la proliferaciéon. Por otro lado, se ha
constatado que la alteracion o presencia del DNA no es imprescindible para dicha

funcioén [25].

5.5 Papel de las vesiculas extracelulares fungicas como vacunas

Las EVs ademas de proporcionar mejores condiciones y estabilidad a los componentes
proteicos, facilitan su diseminacion por el organismo y la interaccion con las células del
sistema inmune del hospedador.

Las vacunas vesiculares son siempre mas seguras y presentan menos problemas que las
conformadas por cepas atenuadas. En la actualidad, se han desarrollado vacunas con
vesiculas de membrana externa de bacterias Gram negativas (OMV), como la vacuna
para la meningitis B (Bexsero) [26].

Este tipo de vacunas son muy eficaces cuando la cepa que circula por el medio es la
misma que las de las EVs. Sin embargo, no todas son 6ptimas para desarrollar vacunas
como ocurre en C.neoformans que son inestables en presencia de las proteinas del suero
del hospedador [26].

En Malassezia sympodialis, se ha observado la accion inmunoldgica de las EVs
fingicas por su capacidad de modular el sistema inmune in vivo a través de la
estimulacion de la IL-4 y el TNF-a .

En la clinica no existe todavia ninguna vacuna antifingica y mucho menos conformada
por EVs, pero se estd trabajando con diferentes estrategias como proteinas
recombinadas y glucoconjugados, ya que las células del hospedador carecen de estos
ultimos compuestos [27].

Un ejemplo de posible vacuna proteica de C. albicans es la desarrollada en el estudio
llevado acabo por Gil-Bona y colaboradores [18]. En el que se seleccion6 una proteina
de la pared 1,3- B-glucosiltransferasa (Bgl2) que se localiza tanto en las vesiculas como
en su secretoma y presenta un caracter inmunogénico, lo cual interesod para su posible
uso como vacuna. Ademas, por analisis protedmicos se clasifico como un biomarcador
de las candidiasis sistémica.

Los problemas que se deben tener en cuenta para el desarrollo de una vacuna anti-

Candida son; su gran capacidad de variacion morfologica, la existencia de una posible
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tolerancia inmunologica por parte del hospedador y la dificultad de generar inmunidad
activa en pacientes imunocomprometidos [27].

Se ha de destacar que las Evs fingicas activan la inmunidad por multiples mecanismos
hasta el punto de poder actuar a favor del hospedador frente a la infeccion, lo cual
refuerza su sentido como vacuna.

Se necesitan mas estudios sobre las Evs fingicas para su aplicacion como vacunas en el

futuro.

6. CONCLUSIONES

Los estudios realizados sobre las EVs fungicas son tan recientes que todavia queda
mucho camino por recorrer para conocer toda su complejidad y funciones mas
relevantes.

1. Todas las células son capaces de producir EVs y en concreto las EVs fungicas
presentan  numerosos componentes  proteicos, glucidicos, esteroles,
glucoceramidas, RNAm y microRNA.

2. Numerosas proteinas fungicas carecen del péptido sefial y utilizan procesos
vesiculares para ser secretadas.

3. La pared fungica presenta propiedades viscoelasticas y deformables que pueden
llegar a permitir el transito de las vesiculas a través de ella.

4. Las EVs fungicas son estructuras ricas en antigenos que ayudan a la secrecion de
enzimas metabolicas que intervienen y facilitan la infeccion. Ademas, podrian
activar la inmunidad por multiples mecanismos.

5. La GAPDH, la enolasa y la Pgmtl interaccionan con la fibronectina facilitando
la diseminacion del microorganismo y la evasion del sistema inmune.

6. Esnecesario realizar estudios para ver la utilidad de las EVs fungicas como

vacunas.
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