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RESUMEN

Las microvesiculas de membrana externa secretadas por bacterias, son estructuras microscopicas,
conformadas por parte de la membrana y pared bacteriana, contienen diferentes componentes como
proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos y otros metabolitos. En el género bacteriano, se
describieron inicialmente en bacterias Gram-negativas, sin embargo, de manera reciente se han
identificado en las bacterias Gram-positivas. Al principio no se conocia cuél era la composicion de
estas microvesiculas secretadas, sin embargo, debido a los avances en protedmica y gendmica han
permitido identificar en estas estructuras una amplia variedad de proteinas involucradas en diversas
funciones celulares, como la inmunomodulacion. También se han identificado &cidos nucleicos como
ADN y ARN portando genes codificantes para diferentes factores de adherencia y virulencia. Por esta
razén, las microvesiculas se han asociado a diversos procesos de patogenicidad, donde algunas
proteinas identificadas promueven los procesos de migracion, e invasion de bacterias hacia las células
del huésped y de esta manera estimulan los procesos de interaccion microorganismo-hospedero.
Debido a la importante funcidon que tienen estas microvesiculas, se ha propuesto utilizarlas como
posibles componentes vacunales en contra de bacterias patdgenas. Por lo tanto, en esta revisién se
analizan temas importantes como la biogénesis, el contenido intracelular y extracelular asociado a las
microvesiculas, asi como el cargo asociado y su potencial uso para el desarrollo de vacunas a base de
microvesiculas secretadas.
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47

Articulo de revision



http://doi.org/10.5281/zenodo.7425479
https://eoi.citefactor.org/10.11235/BUAP.07.28.03
https://orcid.org/0000-0001-8062-4160
https://orcid.org/0000-0001-5172-703X
https://orcid.org/0000-0003-0017-8629
https://orcid.org/0000-0002-0162-4929
mailto:alejandro.carabarin@correo.buap.mx

AyTBUAP 7(28):47-74
Gonzalez-Vazquez et al., 2022

ABSTRACT

The outer membrane microvesicles secreted by bacteria are microscopic structures and are constituted
by part of the membrane and bacterial wall, it contains different components such as proteins,
carbohydrates, lipids, nucleic acids, and other metabolites. In the bacterial genus, they were initially
described in Gram-negative bacteria, however, it has recently been identified in Gram-positive
bacteria. At first, the composition of these secreted microvesicles was unknown, however, due to
advances in proteomics and genomics, a wide variety of proteins involved in various cellular functions,
such as immunomodulation, have been identified in these structures. Nucleic acids such as DNA and
RNA carrying genes encoding different adhesion and virulence factors have also been identified. For
this reason, microvesicles have been associated with several pathogenicity processes, where some
identified proteins promote the processes of migration and invasion of bacteria towards host cells and
thus stimulate the processes of microorganism-host interaction.

Due to the important function of these microvesicles, it has been proposed to use them as possible
vaccine components against pathogenic bacteria. Therefore, important issues such as biogenesis,
intracellular and extracellular content associated with microvesicles, as well as associated cargo and
its potential use for the development of secreted microvesicle-based vaccines are discussed in this
review.

Keywords: Bacteria; cargo; microvesicles; vaccines.

METODOLOGIA consideraron los estudios publicados en idioma
inglés, que presentaran un texto completo.
Ademas, para identificar articulos pertinentes
adicionales mediante referencias de estudios

Para esta revision, todos los estudios elegibles
sobre vesiculas de membrana externa (OMVs,
por sus siglas en inglés) secretadas por bacterias
causantes de enfermedades infecciosas en
humanos, publicados desde 1995 hasta 2021 se
buscaron sistematicamente en bases de datos
electrénicas como; Google Scholar, PubMed,
Scopus y Science direct, se utilizaron palabras
clave en inglés de la siguiente manera:
biogenesis AND OMVs, immune response
AND OMVs, Gram-negative bacteria AND
OMVs, Gram-positive bacteria AND OMVs,
Vaccines AND OMVs, infectious disease AND
OMVs, biotechnology AND OMVs. Se

recuperados, se realizé una bldsqueda manual.
Los estudios no considerados fueron aquellos
sobre OMVs de organismos eucariotas,
estudios relacionados con enfermedades de
origen no bacteriano y articulos del tipo
editoriales, cartas al editor, comentarios,
resumenes de  conferencias, articulos
duplicados o en otro lenguaje diferente al
inglés. Inicialmente se descargaron 350
articulos los cuales fueron revisados,
descartandose los que no pudieron ser

considerados para este estudio, posteriormente
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se revisaron 230 articulos descartandose los
estudios con informacion preliminar de los
mismos grupos de trabajo y seleccionando los
mas actuales, finalmente para la escritura de
esta revision se consideraron 87 articulos.

INTRODUCCION

La estrecha comunicacion entre las células es
esencial para la supervivencia de cualquier
sistema vivo, este proceso puede estar mediado
por factores solubles, moléculas de adhesion y
moléculas presentes en la superficie celular [1].
En 2006 Rataczak J et al., proponen una nueva
forma de comunicacion intracelular la cual
podria ser mediada por Microvesiculas (MVs)
[2]. Anteriormente, las MVs fueron
consideradas como restos celulares inertes sin
ninguna funcién, lo que podria ser la
consecuencia de algun dafio a las células, o
podrian ser el resultado de un intercambio
transmembranal que causaria la secrecion de
MVs [3].

Sin embargo, en 1996 Raboso et al., observaron
cambios en los linfocitos B debido a la
presencia de MVs secretados por el virus
Epstein-Barr [4]. A partir de ese momento, las
MVs comenzaron a tener importancia médica,
debido a que las MVs secretadas por algunos
patégenos podian modificar la estructura
celular en las células del hospedero para invadir
y diseminarse a otros tejidos [5].

En un trabajo realizado por Kadurugamuwa y
Beveridge en 1995, se demostro que la bacteria
Pseudomonas aeruginosa secretaba MVs, las
cuales contenian en su interior a las proteinas:
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fosfolipasa C, fosfatasa alcalina y hemolisina;
por lo tanto, este grupo propuso que las MVs
pudieran servir como una reserva de factores de
virulencia, las cuales permitirian a las bacterias
Ilevar a cabo su patogénesis en el huésped [6].

En un trabajo realizado por Beveridge en 1996,
observé que la secrecion de vesiculas, podrian
mantener a las colonias bacterianas integras
ante varias condiciones adversas, como la
presencia de antibidticos o condiciones de
estrés fisico o quimico [7]. Al realizar estudios
de protedmica en las MVs, se encontraron una
variedad de proteinas involucradas en procesos
de patogénesis como el lipopolisacérido (LPS),
el cual es caracteristico de las bacterias Gram-
negativas y otra proteina encontrada llamada
HUMY Ila cual se une al grupo hemo. Estas
proteinas permiten la unién de la bacteria a las
células del hospedero, para posteriormente
activar una serie de vias de sefalizacion, y
permitir el proceso de invasion [8].

A partir de 1995 hasta 2013 ha habido un
incremento significativo en el estudio de estas
MVs, en bacterias patdgenas, lo cual permitio
conocer los mecanismos de invasion de estas
bacterias al hospedero [9]. Se han utilizado
diferentes términos para referirse a las MVs en
bacterias, como  exosomas,
microvesiculas, ectosomas 0 macroparticulas
[10]. Sin embargo, el término mas utilizado
para referirse a las MVs de origen bacteriano
tanto bacterias Gram-negativas como en Gram-
positivas, es el de vesiculas de membrana
externa (OMVs, por sus siglas en inglés) [9].

vesiculas,
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Funcionalidad de las OMVs

Las OMVs tienen diversas funciones
fisiolOgicas y patoldgicas para la supervivencia
de bacterias, teniendo una funcion multifacética
y que influye en la ecologia bacteriana [11].
Entre su participacion prominente, se encuentra
su uso como vehiculos de toxinas bacterianas a
células eucariotas, y es que una posibilidad es
que las OMVs de origen natural funcionan
como un sistema de suministro a larga distancia
de componentes especificos. Ademas de ser
reconocidas por su papel en la adquisicion de
nutrientes, respuestas al estrés y liberacion de
toxinas, asi como tener factores de adhesion y
virulencia para evadir el sistema de defensa del
hospedero asociado a su liberacion natural [12].
Las OMVs permiten que las enzimas alcancen
objetivos distantes de forma concentrada,
protegida y dirigida [13]. Siendo una de sus
funciones, la degradacion de biomoléculas
complejas en el medio de cultivo con la
finalidad de que los nutrientes estén disponibles
[14]. Por lo tanto, estas microvesiculas
desempefian un papel relevante en la
transferencia de nutrientes entre especies.
Ademas de que pueden aliviar el estrés causado
por los antibidticos peptidicos dirigidos a la
membrana, como la polimixina B, actuando
como dianas sefiuelo y transportando estas
moléculas fuera de la célula [11]. Si bien los
microorganismos se encuentran en
competencia continuamente en el medio
ambiente, las OMVs producidas por una
bacteria pueden inducir la muerte de otros
entre  bacterias

microorganismos, incluso
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Gram-negativas y Gram-positivas [14]. Las
microvesiculas de algunas bacterias tienen
enzimas bacterioliticas capaces de distinguir
entre células propias y no propias, alcanzando o
no a las bacterias que las rodean. En las
microvesiculas, las hidrolasas de
peptidoglicano presentes son las mismas que las
de otra cepa, la capa de peptidoglicano no
puede ser escindida por la enzima. Sin
embargo, si las OMVs se fusionan con células
de una cepa que no es propia, entonces la
enzima puede degradar la pared celular e
inducir la muerte bacteriana [14].

Un mecanismo importante de destacar es la
secrecién de OMVs para diseminar factores de
virulencia que permiten el establecimiento de
las bacterias y como resultado causar una
infeccion bacteriana [15]. Las bacterias pueden
regular y modular el sistema inmunoldgico
innato del hospedero para establecer una
infeccion. Por lo tanto, las OMVs pueden
generar  mecanismos  defensivos  como
ofensivos durante la infeccion (Figura 1). A la
defensiva, son wusadas para secuestrar
antibioticos, bacteridéfagos y anticuerpos; unir o
degradar péptidos antimicrobianos; y cebo de
antigenos al activar a los receptores
denominados PAMP’s (Patrones Moleculares
Asociados a Patdgenos) con la finalidad de
distraer al sistema inmunologico. El potencial
de las microvesiculas como armas ofensivas es
la capacidad de administrar auto lisinas y
factores de virulencia o citotoxinas que afectan
a las células del hospedero [11].
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Funciones defensivas de las OMVs:

1. Supresiénde la respuestainmunolégica

2. Envio de factores de resistencia

3. Promocién de la fomacién de
Biopelicula

4. Disminuir condicionesde estrés

5. Obtenciénde nutrientes

6. Activacion y modulacion de Patrones
Moleculares Asociados a Patégenos
(PAMP’s)

Funciones ofensivas de las OMVs:

1. Induccién de muerte a bacterias
competidoras

2. Envio de factores de virulencia

3. Activacion de una respuestainflamatoria

4. Alteracion del tejido del hospedero
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Aplicaciones biotecnologicas de las OMVs:
1. Entrega de Farmacos

2. Funcién de adyuvante

3. Desarrollode vacunas

4. Bionanofabrica

Figura 1. Representacion esquematica de una OMV. En la Figura se ilustra una OMV con las proteinas
y receptores asociados a membrana, asi como el contenido intra microvesicula que comprende acidos
nucleicos y proteinas (toxinas, factores de virulencia, enzimas). También se muestran las funciones
ofensivas y defensivas de las OMVs utilizadas en las interacciones bacteria-bacteria y bacteria-
huésped; asi como sus posibles aplicaciones biotecnoldgicas. Creado con BioRender.com.

Composicion de OMV

El estudio y el analisis de las microvesiculas ha
revelado sus constituyentes principales, como
proteinas y lipidos, los cuales varian segun la
entidad de origen. Con los grandes avances de
la tecnologia a lo largo del tiempo se han
realizado perfiles protedmicos basados en la
espectrometria de masas, gracias a esto se han
identificado miles de proteinas presentes en las
microvesiculas, proporcionado informacion
para revelar la biogenesis y las funciones
fisiopatoldgicas de las OMVs bacterianas
Gram-negativas [16]. Diferentes analisis han
demostrado una gran abundancia de proteinas
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de membrana externa (Omp) en las OMV como
OmpA, OmpC 'y OmpF, proteinas
periplasmicas (AcrA y fosfatasa alcalina) y
varios factores de virulencia implicados en la
invasion y adhesion a los tejidos del hospedero
[12]. Los datos sugieren que la localizacion de
las proteinas, en las células de origen, influye
en gran medida su inclusion en las OMVs,
como se observa en Serratia marcescens y
Helicobacter pylori donde las proteinas
periplasmaticas asociadas con la parte interna
de la membrana externa, presentan una mayor
incorporacion dentro de las OMVs, en
comparacion con las proteinas que estan unidas
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a la membrana interna [17,18]. En palabras més
sencillas, el contenido proteico de las OMVs se
encuentra influenciado por el contenido de
proteinas de la membrana exterior celular de las
que provienen, esto significa que mantienen las
caracteristicas especificas de la cepa de origen.
En contraste con las proteinas celulares, las
contenidas en OMVs son  proteinas
relacionadas con la region extracelular, la
membrana externa, el periplasma, y la
membrana interna [16]. Ademas, se encuentran
enriquecidas con proteinas asociadas a
patogénesis, plegamiento de proteinas,
ensamblaje de la membrana externa vy
transporte de sideréforos. Estos hallazgos
ponen el camino para comprender la biogénesis
y mecanismos fisiopatologicos de las OMVs.

Inmunomodulacién en el hospedero

Como se ha descrito a lo largo del texto, las
funciones bioldgicas de las microvesiculas son
diversas, pueden funcionar como medios de
transporte para moléculas sefalizadoras y
activadoras de la formacion de biopelicula,
hasta como entidades encargadas de la
adhesion, crioproteccion [19]. Entre las
respuestas de adaptacion de las bacterias a los
cambios ambientales, se sabe que las de la
membrana y pared celular son las mas
significativas. Por lo tanto, se han observado
varios mecanismos con los cuales, las bacterias
cambian tanto su membrana como el medio
extracelular en presencia de diferentes factores
ambientales que causan estrés en el
microorganismo. Entre estos mecanismos, la

52

AyTBUAP 7(28):47-74
Gonzélez-Vazquez et al., 2022
liberacion de OMVs en bacterias Gram-
negativas ha despertado interés, debido a su
participacion en procesos de patogenicidad. Las
OMVs se han asociado con la capacidad de
incrementar la virulencia de la bacteria,
principalmente en el patdgeno Pseudomonas
aeruginosa, el cual, libera factores de virulencia
por medio de las OMVs para adherirse al
epitelio del pulmon humano; desde el
descubrimiento de este fenomeno, se han
encontrado mecanismos similares en muchas
otras bacterias Gram-negativas [6]. De esta
manera, se ha determinado que las
microvesiculas  realizan  una  funcion
inmunomoduladora, regulando la entrega de
diferentes constituyentes a las células
receptoras, permitiendo el mantenimiento de la
virulencia y la colonizacién por parte de las
bacterias en diferentes hospederos [20]. Las
OMVs se relacionan con el aumento de la
adhesion de las bacterias a los tejidos del
huésped, lo que les ayuda a resistir su
eliminacion fisica por parte del hospedero, asi
como con PAMP’s como lipopolisacaridos y
porinas, los cuales provocan una fuerte
respuesta inmune en células endoteliales,
induciendo la expresién de citocinas y otro tipo
de moléculas que participan en la respuesta
inmune innata, de tal manera que la respuesta
por parte del hospedero es exacerbada,
ocasionando dafios en células, tejidos y
organos. Por otro lado, se han encontrado en
OMVs, lo que parecen ser super antigenos,
como leucotoxinas, LPS y CIlyA, los cuales
tienen la caracteristica principal de ser mas
potentes que sus formas solubles [21]. La
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secrecion de estas moléculas, como toxinas y
factores de virulencia, ayudan a las bacterias a
invadir al hospedero de manera mas eficiente,
asi como a secuestrar su maquinaria de
sefializacion y evadir el sistema inmune,
modulandolo, lo cual es fundamental para su
supervivencia.

OMVs en bacterias Gram-negativas

El inicio en el estudio de las OMVs de este
género bacteriano comenzo6 a partir de 1960
mediante el uso de microscopia electronica
[22]. Sin embargo, debido a la aparicion de
diferentes técnicas moleculares y proteémicas;
como la electroforesis de primera y segunda
dimension; asi como el uso de técnicas de
andlisis de espectrometria de masas como
MALDI-TOF, han permitido conocer los
componentes de OMVs en varias bacterias
Gram-negativas e incluso ha sido posible
dilucidar las condiciones en las que hay un
aumento significativo en la secrecion de estas
OMVs. En la bacteria E. coli, se observé que la
variacion en la temperatura aumenta la
secrecion de OMVs, debido al aumento en la
fluidez en la doble membrana [23].

Biogénesis de OMVs en bacterias Gram-
negativas

La biogénesis se describe como el fendbmeno de
formacion y brote de las OMVs al exterior de la
célula de origen. Sin embargo, hasta ahora no
se conoce con exactitud como se inicia este
proceso en las células, recientemente se ha
descrito un posible mecanismo, el cual de
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manera general explicaria como se lleva a cabo
en las bacterias Gram-negativas. Se cree que la
acumulacion de ciertos componentes en el
espacio periplasmico, podrian inducir en el
interior de la célula una serie de rutas de
sefializacion la cuales activarian los procesos de
secrecion de las OMVs [24].

La membrana de las bacterias Gram-negativas
estd formada por una membrana externa, una
membrana interna y un espacio periplasmico.
En la membrana externa hay una doble capa de
fosfolipidos, en ella encontramos ancladas
varias proteinas como las porinas OmpA vy
Ompc, asi como un lipopolisacarido Ilamado
LPS, el cual es caracteristico de este género.
Inmediatamente en el espacio periplasmico se
encuentra una capa de péptido glucano, en el
que se encuentra la lipoproteina (Lpp), que
permite la unién con la membrana externa. En
la membrana interna encontramos las proteinas
TolQ, ToIR y la proteina integral TolA que
cruza el espacio periplasmico y se une con el
complejo Tol-Pal, el cual hace contacto directo
con la membrana externa. La baja
concentracion de la proteina Lpp, en algunas
zonas de la membrana podria inducir la
acumulacion de ciertas proteinas en la
membrana lo cual podria inducir la secrecion de
las OMVs [23].

En P. aeruginosa, se ha descrito la
participacion de la proteina sefial de quinolona
(PQS), la cual podria desestabilizar una regién
rica en pentasacaridos del LPS, causando una
curvatura en la membrana y la posterior
expulsion de las OMVs [6]. Sin embargo, esta
proteina no se ha encontrado en el resto de las
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bacterias Gram-negativas, por esta razon se
cree que otras proteinas como OmpA,
encontradas en E. coli, podrian estar regulando
este proceso [24].

Cargo de las OMVs en bacterias Gram-
negativas

Los OMVs se han definido como portadores
naturales de una amplia variedad de
biomoléculas. Se han encontrado proteinas,
lipidos y é&cidos nucleicos, los cuales
constituyen el llamado cargo de las OMVs.

Desde 2007, con el uso de técnicas como las de
ultra centrifugacion y biologia molecular, asi
como las ciencias omicas mencionadas
anteriormente, han permitido identificar una
gran cantidad de biomoléculas, las cuales son
importantes en la patogénesis.

Mediante el uso de técnicas de protedmica
como la electroforesis de proteinas (SDS-page),
secuenciacion, MALDI-TOF y western-blot, ha
sido posible identificar una gran cantidad de
proteinas presentes en las OMVs. Las proteinas
identificadas en OMVs se han clasificado en
tres grupos.

En la primera categoria, se encuentran las
proteinas de membrana como porinas, proteinas
de transporte, adhesinas, fosfolipasas, proteasas
y proteinas como la flagelina y pilina [24]. Las
porinas identificadas hasta ahora en la
membrana externa de las OMVs son OmpA,
OmpC, OmpE y OmpF las cuales tienen un
peso molecular aproximado de 40 kDa. La
funcidn de estas proteinas es permitir la entrada

de moléculas como carbohidratos, iones,
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aminoacidos o  antibidticos como la
fluoroquinolona en la bacteria [25]. Otra
proteina identificada en las OMVs es la
proteina de union a la transglicosilasa de 30
kDa: MItA, la cual interactGa con otras como la

proteina OmpV [26].

En la segunda categoria se encuentran las
proteinas con funcidn toxica como la citolisina,
las proteasas y las ureasas [24]. En las OMVs
secretadas por Salmonella, se han encontrado
proteinas involucradas como factores de
virulencia, tal es el caso del regulon PhoP /
PhoQ, el cual regula la expresion de al menos
el 1% de los genes en la bacteria Gram-negativa
e incluso se han encontrado factores
transcripcionales como PagC o PagKl / K2 y
PagJ, los cuales participan en el sistema de
secrecion [27]. Las OMVs secretadas por la
bacteria Legionella pneumophila presentan a
las proteinas acido fosfatasa (Mapa), proteasa
(Msp) y quitinasa (ChiA), las cuales se
encuentran involucradas en el sistema de
secrecién tipo IV, debido a su capacidad de
adherirse a las células del epitelio del huésped
[28]. Hasta ahora, se han descrito siete sistemas
de secrecion en bacterias Gram-negativas; los
cuales le permiten adherirse a las proteinas de
las células del hospedero e invadir, por lo
anterior, se ha propuesto que la secrecion de
OMYV sea considerada como un nuevo sistema
de secrecidn tipo cero, debido a la gran cantidad
de proteinas secretadas e involucradas en los
procesos de invasion al hospedero [29].

En la tercera categoria se encuentran las
proteinas con funciones diversas, pero
directamente involucradas en la invasion de
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bacterias Gram-negativas al hospedero. En esta
categoria  encontramos el  factor de
alargamiento (EF-Tu), proteinas GADPH,
chaperonas, proteinas de choque térmico y
enzimas enolasas. Esta Ultima proteina cataliza
la transformacion de 2-fosfoglicerato en 2-
fosfoenolpiruvato durante la glucolisis, es decir
se encuentra involucrada en el metabolismo de
la bacteria. Sin embargo, la enolasa se ha
clasificado recientemente en un grupo de
proteinas Ilamadas multifuncionales
(moonlighting) [30]. Este grupo de proteinas se
caracteriza por presentar diferentes funciones,
por lo cual se cree que la enolasa no solo tiene
la funcién de unién a plasmindgeno, ademas
podria tener otra funcion como adhesina la cual
estableceria la union del patdégeno con el
hospedero [31].

Otra proteina localizada en las OMVs, es la
proteina con una funcion de chaperona de 60
kDa llamada GroEL, esta proteina heptamérica
es importante durante el proceso de
plegamiento de proteinas [32]. En Shigella
flexneri, en sus OMVs se identificaron las
proteinas IpaB, IpaC e IpaD que tienen la
funcion de invadir las células diana [33].

Otra biomolécula importante en las OMVs son
los lipidos, los cuales son componentes
importantes en la membrana de las bacterias
Gram-negativas, debido a que mantienen la
estructura y la rigidez de la célula bacteriana.

La composicién de fosfolipidos de la membrana
de las OMVs es similar a los lipidos ubicados
en la doble bicapa lipidica de las bacterias
Gram-negativas. En las OMVs secretadas por
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E. coli, se logrd identificar una gran cantidad de
lipidos, como fosfogliceroles,
fosfaidiletanolamidas, fosfoatidil glicerol vy
cardiolipinas, componentes esenciales en la
membrana de este genero [34].

Helicobacter pylori es una de las pocas
bacterias que presenta colesterol en su
membrana, por este motivo este lipido también
se ha encontrado en la membrana de las OMVs
secretadas por esta bacteria [18,24].

Las OMVs presentan en su interior material
geneético, el cual podria incorporarse en la
célula huésped, aungue esta hipdtesis alin no se
ha confirmado [12]. Sin embargo, se sabe que
el material genético localizado en el interior de
las OMVs son ADN plasmidico, ADN de fago,
ADN cromosémico [35] y ARN [12,36]. Este
ultimo ha adquirido importancia debido a la
capacidad de inhibir la expresion de ciertos
ARN mensajeros del hospedero. Tal es el caso
del ARN pequefio no codificante (SARNS)
denominado MicF el cual fue encontrado en las
OMVS secretadas por la bacteria E. coli, en los
cuales se observo que este SARNSs tenia la
capacidad de sobreexpresar la porina OmpF
localizada en la membrana de las OMVs [37].
Otro tipo de ARN también se ha identificado en
el interior de las OMVs como los micro ARNs
(msARN), los cuales son similares a los
miARN localizados en las MVs de las células
eucariotas. Los msARN tiene la capacidad de
suprimir la expresion de algunas citocinas como
IL-5, IL-13 y IL-15 [38]. E inclusive en las
OMVs  secretadas por la  bacteria
Mycobacterium tuberculosis, se ha purificado
un conjunto de aproximadamente 4 SARN
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denominados ASdes, Aspks, AS1726 vy
AS1890. El SARN Asdes, se ha detectado en el
plasma de pacientes con tuberculosis, este
mecanismo es similar a los miIARN de las
celulas eucariotas los cuales han servido como
biomarcadores de diagndstico de etapas
tempranas en procesos cancerigenos. Por lo
cual, en un futuro se podrian utilizar los ARN
de las OMVs en el diagndstico de bacterias
patogenas [38].

Funciones de las OMVs

Las OMVs secretadas por bacterias patdgenas
tienen la capacidad de transferir una gran
cantidad de biomoléculas, como proteinas,
ADN o ARN [12], para establecer una
comunicacion con la célula diana y poder
invadir. Por lo anterior las OMVs presentan una
gran variedad de funciones involucradas en
mecanismos de defensa del patdgeno, asi como
procesos de evasion de la respuesta inmune.

Las OMVs secretadas por las bacterias Gram-
negativas patdgenas presentan proteinas
involucradas en los mecanismos de
supervivencia / defensa del patdgeno, estas
proteinas tienen la capacidad de suprimir la
respuesta inmune del huésped e inducir
mecanismos de defensa del patégeno. Uno de
esos mecanismos de defensa es la formacion de
biopeliculas [39]. La biopelicula es una
estructura formada por la agregacion conjunta
de bacterias, que permite proteger la bacteria de
varios agentes adversos, como los antibiéticos.
Durante la formacién de esta estructura,
bacterias como P. aeruginosa secretan OMVs,
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las cuales liberan un exopolisacarido al medio,
para mantener unidas a las bacterias y formar
un conglomerado bacteriano [40]. Otras
proteinas identificadas en las OMVs
involucradas en los mecanismos de defensa de
los patdgenos, son aquellas proteinas
involucradas en los mecanismos del estrés
oxidativo, como la proteina superdxido
dismutasa (SOD), encontrada en las OMVs
secretadas por la bacteria Acinetobacter
baumanii, esta proteina inhibe los agentes
oxidativos como peroxido de hidrégeno (H20z)
y al ion superoxido (O2") secretados por las
células inflamatorias de los macréfagos
[12,41].

En los ultimos afios, la resistencia a los
antibidticos en bacterias Gram-negativas ha
aumentado considerablemente en todo el
mundo. Uno de los maltiples mecanismos de
resistencia a los antibidticos podria ser la
secrecion de OMV, las cuales sirven como
vehiculos para los genes involucrados en la
resistencia a antibioticos [42]. Las OMVs
secretadas por P. aeruginosa presentan un gen
el cual codifica para una p-lactamasa, la cual
inhibe la entrada de los antibidticos de la
familia de los betalactdmicos [43]. Otros genes
encontrados en las OMVs del patégeno
hospitalario Streptomonas maltophila son los
que codifica para las enzimas L1 metalo -
lactamasa y L2 serin - lactamasa [44].

Las OMVs secretadas por el patdgeno entérico
Salmonella typhimurium causante de la
salmonelosis en la poblacion, sus OMVs
secretan una B-lactamasa, la cual es capaz de
degradar los antibioticos de tercera generacion
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como las cefalosporinas  [45]. Los
carbapenémicos son los antibidticos de eleccion
para eliminar a Acinetobacter baumanii, sin
embargo, las OMVs secretadas por esta bacteria
tienen un plasmido en el cual se presenta una
blaOXA-24, un gen codificante para una -
lactamasa, esta proteina degrada antibidticos f3-
lactamicos y de manera reciente se ha
identificado a las OMVs como responsables de
eventos de transferencia horizontal de genes
relacionados con la resistencia a estos
antibidticos, en estos estudios se utilizaron
OMVs purificadas de aislados de Klebsiella
pneumoniae resistentes a B-lactamicos y las
cuales fueron usadas para interactuar con una
cepa de K. pneumoniae no resistente, se
demostrd la eficiencia de transformacion de las
OMVs purificadas asi como la transferencia del
plasmido llevando el gen responsable de la
resistencia en esta cepa no resistente. Mas aun,
este experimento de transformacién de OMVs
se realizo con distintas bacterias como E. coli,
S. enterica, P. aeruginosa, demostrandose la
adquisicion del gen de resistencia para
B-lactdmicos, estos resultados
indican que la transferencia de genes a través de
plasmidos mediante OMVs se puede realizar de
manera intraespecifica e interespecifica
[46,47]. Debido a lo anterior, la secrecion de
OMVs por diversas bacterias patdgenas, podria
ser la causa de encontrar  cepas
multidrogorresistente a diferentes antibioticos
de primera y segunda generacién, de manera
reciente en hospitales [48].

antibioticos
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OMVs en bacterias Gram-positivas

A partir de 2009, comenzaron a publicarse
trabajos relacionados con la purificacion de
OMVs en bacterias Gram-positivas. Para 2013,
estos estudios representaron solo el 3% de todo
el trabajo relacionado con las OMVs. Las
bacterias Staphylococcus aureus y Bacillus
subtilis fueron en las que inicialmente se
purificaron las OMVs pertenecientes a dicho
género, estas OMVs tenian caracteristicas

como la presencia de una
membranosa mas simple en
comparacion con las Gram-negativas e incluso
el tamario, de estas oscilan entre 20-100 nm [9].

particulares,
estructura

Debido a los avances de la microscopia ha sido
posible identificar las OMVs secretadas por las
bacterias Streptococcus mutans, Streptococcus
suis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
agalactie, Listeria monocytogenes,
Propiebacterium acnes, Bacillus anthracis,
Mycobacterium avium, Mycobacterium
kansasii, Mycobacterium phlei, Mycobacterium
bovis, Mycobacterium ulcerans y Streptomyces
Lividans [49].

Al igual que las OMVs secretadas por las
bacterias Gram-negativas, las OMVs de las
bacterias Gram-positivas también sirven para
evadir y modular la respuesta inmune del
hospedero, lo cual permite la infeccion e
invasion de las bacterias. Ademas de favorecer
la sobrevivencia de patdgenos ante la presencia
de antibioticos [49].
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La gran cantidad de factores de virulencia
presentes en las OMVs de las bacterias Gram-
positivas podria causar dafios graves al
hospedero. Las proteinas como las coagulasas,
las hemolisinas, la inmunoglobulina del tipo
IgG vy la proteina N-acetilmuramoil-L-alanina-
amidasa, presentes en las OMVs de la bacteria
Staphylococcus aureus [50-52], estas pueden
inducir un proceso de inflamacion severo en las
vias respiratorias [53]. En 2011, Hong SW y
col. informaron por primera vez la relacion de
las OMVs de S. aureus con la presencia de la
dermatitis utopica [54]. Sin embargo, no fue
sino hasta 2014 donde se encontré en las
OMVs, la proteina alfa hemolisina, la cual
induce de manera significativa la respuesta
inflamatoria en el hospedero [55]. No todas las
OMVs secretadas por bacterias Gram-positivas
presentan proteinas con algun efecto negativo
en el hospedero, las OMVs secretadas por
bacterias como Bifidobacterium longum,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei y
Lactobacillus plantarum, son capaces de
inducir en el organismo una respuesta
favorable, por tal motivo se han usado como
probidticos en los alimentos de consumo diario
para humanos [49].

OMVs fines de

vacunacion

Las utilizadas con

El principio basico para el desarrollo de una
vacuna es aislar, inactivar e inmunizar [56]. Sin
embargo, debido a los avances en la ciencia,
esto ha permitido el desarrollo de métodos mas
efectivos para la seleccion de una vacuna, la
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cual sea eficiente y segura.

Las OMVs son vehiculos no replicativos,
compuestos por una gran cantidad de proteinas,
las cuales permiten la comunicacion de las
bacterias con otras células de su propio origen
0 bien con las células diana, esta comunicacion
le permite modificar el entorno en el que se
encuentran para permitir la sobrevivencia de la
bacteria. Las OMVs contienen proteinas con
funciones  inmunomoduladoras que les
permiten inducir una respuesta adaptativa en el
hospedero e incluso activar una respuesta
humoral y una respuesta celular [57].

Interaccion de las OMVs con las células
dianay la respuesta inmune

La entrada de las OMVs a las células diana
puede ser por diversos mecanismos como la
macropinocitosis o bien por procesos de
endocitosis [58].

El LPS localizado en las OMVs, ingresa a las
células diana mediante un proceso de
endocitosis provocando el aumento de la
concentracion de una proteina llamada caspasa
11, la cual podria inducir la secrecion de
citocinas proinflamatorias [59]. Las OMVs
secretadas por H. pylori presentan en su
superficie un complejo de proteinas las cuales
son reconocidas por el hospedero como
patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPS), las cuales se unen a los receptores
tipo Toll (TLRs) de las células diana,
principalmente el TLR-4 el cual interacciona
con otras proteinas ademas del LPS [60]. Una
vez que se lleva a cabo la interaccion, esta es
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capaz de activar la respuesta inmune del
hospedero  provocando un  incremento
considerable de células inflamatorias como
neutrdfilos y macrofagos, asi como de células
dendriticas. Las OMVs son capaces de inducir
en los neutrdfilos una variedad de citocinas
proinflamatorias como interleucina 1-p, IL-8,
factor tumoral de necrosis o (TNF-a), ¢
inclusive algunas pueden activar la secrecion
del factor necrotizante citotoxico (CNF-1) [58].
Los macrofagos también secretan citocinas ante
la presencia de las OMVs debido a que algunas
proteinas presentes son capaces de unirse a los
receptores TLR2/4 de la célula inflamatoria e
inducir la activacion de factores de
transcripcion los cuales permitirdn la secrecion
de citocinas como TNF-a, IL-8, IL-1p, IL-6, IL-
10, e inclusive oOxido nitrico [61,62]. Se ha
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observado que las OMVs secretadas por
Shigella boydii son capaces de polarizar una
respuesta inmune tipo T cooperadora del tipo
Thl en los macrofagos virgenes (Tipo 0 o
naive) a nivel peritoneo en ratones [63]. Por tal
motivo se podria pensar que la respuesta
inmune activada por las OMVs podria ser capaz
de eliminar al patégeno [58]. Otras células
importantes en la respuesta inmune son las
células dendriticas, las cuales al unirse las
OMVs a sus receptores, estés secretan citocinas
como IL-6 e IL-1P, las cuales son secretadas
por la activacion de factores transcripcionales
como NF«p [64]. Diversos estudios realizados
in vitro con diferentes células han demostrado
el papel de las OMVs como causantes de
procesos inflamatorios (Tabla 1).

Tabla 1. Estudios in vitro evaluando los efectos de las OMVs en lineas celulares.

Origen de OMVs/Linea Resultados del estudio Referencias
celular
Odoribacter splanchnicus/ Las OMVs provocaron una disminucion significativa [65]
células HT-29 en la produccion de IL-8 con respecto al control LPS

de E. coli. Se plantea el efecto antiinflamatorio de las

OMVs en el epitelio intestinal
Escherichia coli/ células Las OMV aumentaron la expresion de la molécula de [66]
endoteliales microvasculares adhesién intercelular endotelial 1 (ICAM-1), la
(HMVECsS) selectina E y la molécula de adhesién de células

vasculares 1. La participacion de las OMVs es

importante en los procesos inflamatorios

independientes de la presencia de la bacteria.
Salmonella typhimurium/ Se estimulé a macroéfagos para producir 6xido nitrico [67]
Macrofagos J774 y células (NO) y TNF-a. En células dendriticas, se favorecio
dendriticas su maduracion y secrecion de IL-12 y TNF-o.
Francisella tularensis/ Las OMVs activan a los macréfagos y favorecen la [68]
macréfagos derivados de liberacion de citocinas proinflamatorias como L4,
medula 6sea 1L10, IL TNF-a.
Bordetella pertussis/ células Las OMVs se adhieren fuertemente a las células [69]
epiteliales pulmonares A549 epiteliales, pero el suero anti-OMV inhibe la

adhesién de la bacteria a las células pulmonares.
Neisseria lactamica Las OMVs inducen en las células de bazo la [70]
expresando el antigeno diferenciacion de una gran cantidad de linfocitos T
SmTSP-2 de Schistosoma CD4+ y CD8+ que expresan IFN -y, IL-4 e IL-2.
mansoni/ células de bazo
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OMV como posibles vacunas

A partir de la comprension de las OMVs y sus
beneficios para las bacterias, se han
desarrollado vacunas con base en las OMVs
secretadas. En Klebsiella pneumoniae se han
realizado estudios de vacunacion con OMVs
secretadas de la misma bacteria, en estos
resultados se demostrd la induccion de una
respuesta inmune humoral mediada por IgG
dosis dependiente de OMVs, e inmune celular
mediada por Linfocitos CD4+ productores de
IFN-o0 la cual resulto favorable para la
sobrevivencia del modelo murino cuando se
inmunizé con OMVs y posteriormente fueron
experimentalmente infectados con una dosis
letal de K. pneumoniae, demostrandose una
sobrevivencia del 100 % comparado con los
animales no inmunizados [71].

Otro desarrollo de vacuna con base de OMVs
secretadas, es en el caso de la vacuna en contra
de la bacteria Neisseria meningitidis. Las
OMVs secretadas por N. meningitidis tienen la
capacidad de inducir una respuesta inmune
humoral a largo plazo en el hospedero. Esto se
demostré en un trabajo previo en el cual se
usaron las OMVs secretadas por dicha bacteria
para inmunizar ratones, estos animales
desarrollaron una respuesta inmune de memoria
mediada por linfocitos B y T. Los ratones
generaron un perfil de isotipos de anticuerpos
IgA, IgM e IgG (1gG2a, IgG2b, 1gG3) [72], e
inclusive las OMVs estimularon a los
neutrdfilos para la secrecion de I1L-1, asi como
de las quimiocinas CXCL8, CCL3 y CCL4
[73]. También las OMVs secretadas por
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Legionella pneumophila pueden inducir la
secrecion de citocinas proinflamatorias [74].

Recientemente las OMVs secretadas por E. coli
se han utilizado como posibles vacunas: al
utilizar las OMVs para inmunizar ratones se
incrementd una respuesta inmune tipo Thl y
Th17, en este modelo murino, posteriormente
los ratones inmunizados fueron infectados con
una dosis letal de la bacteria y la respuesta
inmune permitié la supervivencia del 80 vy
100% de los ratones previamente inmunizados
por las OMVs a concentraciones de 0.5y 1 ug,
respectivamente. En el caso de los animales
control a los que solamente se les administrd
PBS, posterior a la infeccion experimental
demostraron una sobrevivencia del 20%. Estos
resultados indican la efectividad de las OMVs
como vacuna en E.coli [38,66,75].

Actualmente ha habido una demanda creciente
de vacunas contra patdgenos
multidrogorresistentes en los hospitales, debido
a las implicaciones econémicas de
hospitalizacidn de los pacientes, asi como el uso
de otros antibioticos de otra generacion, lo cual
implica un gasto elevado a la sociedad [76].
Una de las bacterias causantes de las
enfermedades nosocomiales resistentes a
multiples farmacos es Acinetobacter baumanni.
Por tal motivo se han usado las OMVs
secretadas por A. baumanni para inmunizar
ratones, los cuales mostraron un alto porcentaje
de supervivencia posterior a la infeccion
experimental con la bacteria, observando
también una respuesta inflamatoria discreta.
Inicialmente en este estudio se identifico la
dosis letal de UFC/raton la cual fue de 5.5 x 10°,
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posteriormente se infectaron los animales
previamente inmunizados con las
OMVs/adyuvante y el grupo control al cual
solamente se le administro PBS en presencia
del adyuvante aluminio, los resultados
demostraron una sobrevivencia del 73.3 % en
los animales a los cuales se les inmuniz6 con las
OMVs y un 7.14% en el grupo control, estos
resultados indican una buena respuesta inmune
especifica por parte de las OMVs en el modelo
murino, y esta respuesta es capaz de favorecer
la eliminacion de A. baumanni [77,78]. Se han
publicado trabajos similares de las OMVs
secretadas por otra bacteria resistente a
maltiples farmacos como Staphylococcus
aureus, sus OMVs pueden inducir una fuerte
respuesta mediada por linfocitos B, sin
embargo, esto no permitid la supervivencia de
los animales debido a la respuesta celular nula,
la cual es esencial para eliminar a esta bacteria
[79]. Diversos estudios ya se han realizado de
manera in vivo, utilizando diferentes modelos
animales a los cuales se les ha inmunizado con
OMVs y se ha evaluado el papel inmune que
tienen, demostrandose las respuestas inmunes
innata y celular que genera la inmunizacion de
las OMVs (Figura 2), asi como su potencial uso
para el desarrollo de vacunas patégeno-
especificas (Tabla 2). Finalmente, los estudios
realizados con OMVs han permitido que ya se
encuentre disponible una vacuna, en la cual
parte de sus componentes son OMVs de
Neisseria meningitidis del grupo B adsorbidas
en hidréxido de aluminio, esta vacuna tiene el
nombre comercial de Bexsero y es producida
por Glaxosmithkline, ya fue aprobada para su
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uso por la FDA y se encuentra disponible para
inmunizacion de lactantes a partir de los 2
meses de edad y hasta personas adultas menores
de 50 afios y su finalidad es prevenir la
meningoencefalitis [80-84].

CONCLUSIONES

El andlisis de microvesiculas derivadas de
microorganismos patdgenos actualmente cubre
un amplio campo de estudio, debido al alto
contenido de biomoléculas involucradas en la
patogénesis de las bacterias, esto permitira
comprender como se favorece el mecanismo de
interaccion  huésped-microorganismo  en
bacterias. Por lo tanto, las OMVs se han
considerado para la preparacion de vacunas
principalmente contra bacterias patdgenas,
debido a su capacidad de generar una respuesta
inmune en modelos previamente inmunizados
con OMV. El desafio en los proximos afios sera
comprender la funcionalidad de las OMVs y
modificar adecuadamente estas microvesiculas
a través de ingenieria genética o diferentes
estrategias (Figura 3) con la finalidad de
generar vacunas efectivas contra bacterias de
interés clinico, esto favorecera una reduccion
considerable en la incidencia de infecciones
por bacterias patdgenas
multidrogorresistentes,  disminuyendo  la
morbilidad y mortandad en poblaciones

graves

susceptibles. De igual manera se requerirdn mas
estudios con la finalidad de evaluar si las
estrategias de modificacion de las OMVs o los
enfoques de ingenieria genética podrian alterar
estas

las caracteristicas originales de
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microvesiculas o si se tuvieran que realizar evaluacion como vacunas en los diferentes
modificaciones adicionales para reducir modelos usados.
inmunogenicidad o toxicidad antes de su
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Figura 2. Mecanismo de respuesta inmune generado por las OMVs. EI mecanismo propuesto y con
base en diferentes estudios (ver texto y tablas 2-3), indican que al inmunizar a un modelo animal con
las OMVs purificadas, los componentes asociados a la superficie de estas seran reconocidos por los
receptores tipo-Toll presentes en la membrana de células presentadoras de antigenos, las cuales pueden
ser las células dendriticas o los macréfagos. La interaccion con otros receptores especificos como el
complejo principal de histocompatibilidad tipo Il (MHC-I11), el receptor de células T (TCR) y citocinas,
activaran la diferenciacion de Linfocitos T naive o ThO a las subpoblaciones de Linfocitos T, los cuales
seran capaces de responder de manera efectiva ante ciertos patégenos, entre estas poblaciones se han
encontrado a los Thl, Th2 y Thl7. Estas poblaciones diferenciadas se caracterizan por secretar
citocinas en particular y a su vez poder activar a los linfocitos B para que se activen, proliferen y
diferencien en células plasmaticas hiperproductoras de anticuerpos o inmunoglobulinas (1gGs).
Permitiendo la activacion de las respuestas inmunes innata y adaptativa, las cuales permite eliminar a
los microorganismos patégenos. Creado con BioRender.com.
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Tabla 2. Estudios in vivo evaluando la inmunogenicidad de diferentes OMVs contra
patdgenos causantes de enfermedades infecciosas.

Origen de OMVs/modelo animal
utilizado

Resultados de la inmunizacién

Referencias

Escherichia coli/rat6n

La inmunizacién con las OMVs favorece la
induccion de ICAM-1, asi como la adhesion de
leucocitos in vitro, y la expresién de ICAM-1y el
secuestro de neutréfilos en los pulmones in vivo

[66]

Bordetella bronchiseptica/ratén
hembra BALB/c

Linfocitos obtenidos de bazo de ratones
previamente inmunizados con las OMVs,
demostraron una mayor proporcién de células T
CD4+/CD8+ y células B CD19+ e indujeron
niveles significativamente altos de citocinas
Th1/Th2/Thl7.

(85]

Haemophilus parasuis/cerdo

Los animales inmunizados con las OMVs
demostraron una sobrevivencia del 100 %
posterior a la infeccion experimental a diferencia
de los animales no inmunizados los cuales
solamente sobrevivieron en un 25%. Ademas, se
determinaron la presencia de citocinas TNF-a,
IL6, IL8, IL10. Por lo tanto, las OMVs inducen

una respuesta especifica en contra de H. parasuis.

[86]

Acinetobacter baumannii/ ratén
hembra ICR

La inmunizacidn intramuscular de las OMVs
generd un incremento en anticuerpos especificos
1gG e IgA. En la infeccion experimental los
ratones demostraron proteccion en el modelo de
sepsis

[77]

Salmonella typhimurium
decoradas con el dominio RBD
de la proteina spike del SARS-
CoV-2/ Hamster

Los animales inmunizados con las OMVs
decoradas, demostraron un incremento de las
inmunoglobulinas 1gG, ademas los animales
inmunizados presentaron menor pérdida de peso
comparados con los animales control. Estos
resultados indican el potencial uso de las OMVs
decoradas con una proteina en particular en
contra del SARS-CoV-2

[87]
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Figura 3. Estrategias biotecnoldgicas para el desarrollo de vacunas a base de OMVs. Algunas de las
estrategias ya se estan realizando en el &mbito biotecnoldgico y otros son propuestas para un futuro
desarrollo. A. La unién de proteinas especificas a la superficie de las microvesiculas, esta se ha
realizado a través de ingenieria genética, en la cual se ha modificado a las bacterias para que al formar
sus OMVs, estas incorporen las proteinas de interés a su membrana. B. Dependiendo de las
caracteristicas quimicas de las proteinas que se evallen, si son de caracter hidrofilico podrian
acumularse en el interior de la OMV. C. Incorporar diferentes proteinas de diversos microrganismos y
generar OMVs multivalentes, las cuales pueden ser proteinas hidrofobicas que se pueden incorporar
en la superficie de la OMV. D. La incorporacion de proteinas hidrofilicas las cuales pueden quedarse
en el interior de la OMV. E. Recientemente se ha propuesto incorporar plasmidos los cuales lleven un
gen codificante para una proteina en especifico dentro de la OMV a traves de procesos como
electroporacion o transfeccion mediada por virus. F. Inclusive se pueden incorporar diferentes
plasmidos llevando genes codificantes para diferentes proteinas. G. Otra incursion es la incorporacién
de ARN mensajero en el interior de la OMV, actualmente existen vacunas contra el SARS-CoV-2
donde se incorpora mRNA en el interior de arbovirus, los cuales funcionan como acarreadores. H.
Finalmente las OMVs purificadas pueden ser utilizadas como adyuvante, las OMvs secretadas por las
bacterias Gram Negativas presentan LPS las cual es un componente de membrana inmunogénico, este
componente puede ser capaz de activar una respuesta proinflamatoria permitiendo el arribo de células
del sistema inmune que reconoceran a la OMVsy al antigeno purificado, generandose asi una adecuada
respuesta inmune. Creado con BioRender.com.
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