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Resumen

Las células de los mamiferos secretan una gran variedad de vesiculas extracelulares (EV)
que participan activamente en la comunicacién intercelular. Entre ellas, los exosomas
son un tipo de EV cuyo tamano esta comprendido entre los 20 y 150 nanémetros que
juegan un papel importante en la comunicacién intercelular. De este modo, se ha
descrito el papel de los exosomas en distintos procesos como la regeneracion de tejidos,

la respuesta inmunitaria o en la progresién de diferentes tipos de canceres.

Por otro lado, se ha observado que la actividad de la via de sefalizacién de Notch juega
un papel muy importante en procesos de diferenciacién celular, la angiogénesis o la
proliferaciéon, entre otros. Ademas, se ha relacionado con la aparicidn y progresién de
un gran numero de patologias, como el cancer. Trabajos recientes han advertido que la
actividad de la via de Notch puede regularse mediante un nuevo mecanismo de
sefializacion mediado por exosomas. En este trabajo se profundizé en este nuevo de
mecanismo de sefializacidn de la via de Notch en dos contextos diferentes como son las

terapias regenerativas y el cancer.

Un trabajo previamente publicado por nuestro equipo de trabajo demostré que las
células madre mesenquimales (MSC) que mantenian una expresion aumentada del
factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a; HIF-MSC) aumentaban el potencial terapéutico
de las MSC nativas en un modelo de infarto agudo de miocardio (IAM) en rata a través
de un aumento de la angiogénesis y una reduccién de la fibrosis. Varios trabajos han
estudiado la relacion entre la via de sefalizacion de Notch y HIF-1a; asi como la
influencia de ambos en el proceso angiogénico. Por estos motivos, en este trabajo nos
interesamos por evaluar la relacion de ambas vias y su efecto sobre la angiogénesis a
través de los exosomas liberados por las HIF-MSC y las MSC. Los resultados permitieron
observar que la expresion de HIF-1a indujo un aumento en la secrecién y la transferencia
de exosomas de MSC a cultivos primarios de células endoteliales. Adema3s, se observd
gue los exosomas derivados de HIF-MSC tenian un mayor potencial angiogénico tanto
in vitro como in vivo en parte debido a una mayor incorporacién del ligando de la via de

Notch Jagged1l.
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En la ultima década, se ha observado que los exosomas procedentes de células
tumorales contribuyen a la progresién tumoral a través de mecanismos como la
activacion de la transicion epitelio mesénquima (EMT), el establecimiento de nichos pre-
metastaticos o lainmunomodulacién. En este sentido, se sabe que la via de sefalizaciéon
de Notch es capaz de activar la EMT durante la progresion de distintos tipos de canceres.
Asi mismo, los canceres de mama de peor prognosis han sido reiteradamente
relacionados con una desregulaciéon de la via de sefalizacion de Notch. Por estas
razones, nos inquietd la posibilidad de que la sefializacion de la via de Notch a través de
exosomas estuviera influyendo en la progresidon del cancer de mama. De este modo,
estudiamos la presencia de componentes de la via de sefializacion de Notch en los
exosomas procedentes de dos lineas tumorales de cancer de mama, una mds agresiva
(MDA-MB-231) y otra menos agresiva (MCF-7). Asi, se observo que varios componentes
de Notch se sobreexpresaron en los exosomas procedentes de MDA-MB-231 en
comparacion con los procedentes de MCF-7. Fue de particular interés la deteccién del
dominio intracelular con actividad transcripcional de Notchl (N1ICD) sobreexpresado
en los exosomas procedentes de MDA-MB-231. Debido a que previamente habia sido
demostrado que una sobreexpresion de NI1ICD en MCF-7 aumentaba su
tumorigenicidad a través de una induccion de la EMT, se evalud el efecto de los
componentes de Notch incorporados en los exosomas procedentes de ambas lineas
tumorales sobre cultivos de MCF-7. Nuestros resultados sugieren que los componentes
de Notch incorporados en los exosomas procedentes de MDA-MB-231 son funcionales
y contribuyen a la induccién de la EMT al ser agregados a cultivos de MCF-7 en parte

debido a la actividad de N1ICD.
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Summary

Mammal cells secrete a great variety of extracellular vesicles (EV) that actively
participate in intercellular communication. Among them, exosomes are a type of EV
whose size is between 20 and 150 nanometers and play an important role in intercellular
communication. In this way, the role of exosomes in different processes such as tissue
regeneration, the immune response or in the progression of different types of cancers

has been described.

On the other hand, it has been observed that the Notch signaling pathway plays a very
important role in processes such as cell differentiation, angiogenesis or proliferation,
among others. In addition, it has been related to the appearance and progression of a
large number of pathologies, such as cancer. Recent works have shown that the activity
of the Notch pathway can be regulated by a new signaling mechanism mediated by
exosomes. In this work, we deepened this new signaling mechanism of the Notch

signaling pathway in two different contexts: the regenerative therapies and cancer.

A work previously published by our laboratory showed that mesenchymal stem cells
(MSC) that maintained an increased expression of hypoxia-inducible factor 1a (HIF-1q;
HIF-MSC) increased the therapeutic potential of native MSC in a model of acute
myocardial infarction (AMI) in rats through an increase in angiogenesis and a reduction
in fibrosis. Several studies have studied the relationship between the Notch signaling
pathway and HIF-1a as well as the influence of both in the angiogenic process. For these
reasons, in this work we were interested in evaluating the relationship of both pathways
and their effect on angiogenesis through exosomes released by HIF-MSCs and MSCs. The
results showed that the expression of HIF-1a induced an increase in the secretion and
the transfer of exosomes of MSC to primary cultures of endothelial cells. In addition, it
was observed that exosomes derived from HIF-MSC had a greater angiogenic potential
both in vitro and in vivo in part due to a greater incorporation of the Notch ligand

Jagged1.

In the last decade, it has been observed that exosomes from tumor cells contribute to
tumor progression through mechanisms such as the activation of epithelial to

mesenchymal transition (EMT), the establishment of pre-metastatic niches or
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immunomodulation. In this sense, it is known that the Notch signaling pathway is
capable of activating EMT during the progression of different types of cancers. Likewise,
breast cancers of bad prognosis have been repeatedly related to a deregulation of the
Notch signaling pathway. For these reasons, we were concerned about the possibility
that the signaling of the Notch pathway through exosomes was influencing the
progression of breast cancers. In this way, we studied the presence of Notch signaling
pathway components in exosomes from the metastatic and more aggressive MDA-MB-
231 and the non-metastatic and less aggressive MCF-7 cell lines. It was observed that
several Notch components were overexpressed in exosomes from MDA-MB-231
compared to those from MCF-7. Of particular interest was the detection of the
intracellular domain with transcriptional activity of Notchl (N1ICD) overexpressed in
MDA-MB-231 exosomes. It has been previously demonstrated that an overexpression
of N1ICD in MCF-7 increases its tumorigenicity through an induction of EMT. Because of
this, we evaluated the effect of Notch components incorporated in exosomes from both
tumoral cell lines on MCF-7 cultures. Our results suggested that Notch components
incorporated into MDA-MB-231 exosomes were functional and contributed to the

induction of EMT when added to MCF-7 cultures in part due to N1ICD activity.
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Resum

Les cel-lules dels mamifers secreten una gran varietat de vesicules extracel-lulars (EV)
que participen activament en la comunicacié intercel-lular. Entre elles, els exosomes sén
un tipus de EV amb una grandaria compresa entre els 20 i 150 nanometres que juguen
un paper important en la comunicacio intercel-lular. D'aquesta manera, s'ha descrit el
paper dels exosomes en diferents processos com la regeneracid de teixits, la resposta

immunitaria o en la progressié de diferents tipus de cancers.

D'altra banda, s'ha observat que I'activitat de la via de senyalitzacié de Notch juga un
paper molt important en processos de diferenciacid cel-lular, la angiogénesis o la
proliferacié, entre altres. A més, s'ha relacionat amb |'aparicié i progressié d'un gran
nombre de patologies, com el cancer. Treballs recents han advertit que I'activitat de la
via de Notch pot regular-se mitjangant un nou mecanisme de senyalitzacié mediat per
exosomes. En aquest treball es va aprofundir en aquest nou de mecanisme de
senyalitzacido de la via de Notch en dos contextos diferents com sén les terapies

regeneratives i el cancer.

Un treball préviament publicat pel nostre equip de treball va demostrar que les cél-lules
mare mesenquimals (MSC) que mantenien una expressié augmentada del factor
inducible per hipoxia 1a (HIF-1a; HIF-MSC) augmentaven el potencial terapéutic de les
MSC natives en un model d'infart agut de miocardi (IAM) en rata a través d'un augment
de la angiogénesis i una reduccié de la fibrosi. Diversos treballs han estudiat la relacié
entre la via de senyalitzacié de Notch i HIF-1a; aixi com la influéncia de tots dos en el
procés angiogénic. Per aquests motius, en aquest treball ens vam interessar en estudiar
la relacio de totes dues vies i el seu efecte sobre |la angiogénesis a través dels exosomes
alliberats per les HIF-MSC i les MSC. Els resultats van permetre observar que I'expressié
de HIF-1a va induir un augment en la secrecié i la transferéncia d’exosomes de MSC a
cultius primaris de cél-lules endotelials. A més, es va observar que els exosomes derivats
de HIF-MSC tenien un major potencial angiogénic tant in vitro com in vivo en part a causa

d'una major incorporacio del lligant de la via de Notch Jagged1.

En I'Gltima década, s'ha observat que els exosomes procedents de cél-lules tumorals

contribueixen a la progressié tumoral a través de mecanismes com l'activacié de la
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transicié epiteli mesenquima (EMT), l'establiment de ninxols pre-metastatics o la
inmunomodulacid. En aquest sentit, se sap que la via de senyalitzacié de Notch és capag
d'activar I'EMT durant la progressié de diferents tipus de cancers. Aixi mateix, els cancers
de mama de pitjor prognosi han sigut reiteradament relacionats amb una desregulacié
de la via de senyalitzacié de Notch. Per aquestes raons, ens va inquietar la possibilitat
que la senyalitzacié de la via de Notch a través d’exosomes estiguera influint en la
progressid del cancer de mama. D'aguesta manera, estudiem la preséncia de
components de la via de senyalitzacié de Notch en els exosomes procedents de dues
linies tumorals de cancer de mama, una més agressiva (MDA-MB-231) i una altra menys
agressiva (MCF-7). Aixi, es va observar que diversos components de Notch es
sobreexpresaben en els exosomes procedents de MDA-MB-231 en comparacié amb els
procedents de MCF-7. Va ser de particular interés la deteccié del domini intracel-lular
amb activitat transcripcional de Notchl (N1ICD) sobreexpresat en els exosomes
procedents de MDA-MB-231. Debut a que préviament havia sigut demostrat que una
sobreexpressié de N1ICD en MCF-7 augmentava la seua tumorigenicidad a través d'una
induccio de I'EMT, es va evaluar I'efecte dels components de Notch incorporats en els
exosomes procedents de les dues linies tumorals sobre cultius de MCF-7. Els nostres
resultats suggereixen que els components de Notch incorporats en els exosomes
procedents de MDA-MB-231 eren funcionals i contribuien a la induccié de I'EMT en ser

agregats a cultius de MCF-7 en part a causa de |'activitat de N1ICD.
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1. Introduccion
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1. Introduccion

1.1 Mecanismos de Comunicacion Celular

En 1839 Matthias Jakob Schleiden y Theodor Schwann propusieron la teoria celular para
los vegetales y los animales, respectivamente. En ella defendieron que todos los
organismos estaban compuestos por células, y que todas ellas derivan de otras que les
preceden. No obstante, los primeros indicios de vida en la tierra sugieren que los
primeros organismos unicelulares monopolizaron la tierra hace mas de 4000 millones
de afios y éstos fueron adaptandose gradualmente a su entorno’. La teoria evolutiva
establece que estas adaptaciones al ambiente fueron generando formas de vida mas
complejas, surgiendo a partir de éstos, alrededor de 500 millones de afios después, los
primeros organismos multicelulares y con ellos aparecieron los mecanismos necesarios

para establecer vias de trafico de informacidn entre sus células?.

La comunicacion intercelular es el proceso mediante el cual una célula es capaz de influir
en el comportamiento de otra. Muchas observaciones sugieren que los mecanismos de
comunicacion intercelular fueron muy importantes en la evolucion de los organismos
unicelulares mas simples hacia organizaciones mas complejas. En este sentido, se han
aportado evidencias de que los mecanismos que permiten a las células influir en el
comportamiento de otra han existido en la tierra mucho antes de la aparicién de los
primeros organismos multicelulares 2. Por ejemplo, en la reproduccién sexual de las
levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae, se ha observado que secretan en el
ambiente un péptido que es captado por otras haploides del sexo opuesto haciendo que
se preparen para el apareamiento. A continuacidn, ambos organismos haploides se
fusionan generando, al final del proceso, células con nuevos reordenamientos genéticos
importantes que se traducen en el desarrollo de ventajas adaptativas 2. Asi mismo, la
comunicacidn mediada por interacciones célula-célula se ha considerado esencial para
gue surgieran los primeros organismos que dan lugar en la actualidad a los cuatro reinos
eucariotas (protistas, animales, hongos y plantas) tal y como sugiere la teoria

endosimbidtica formulada por Lynn Margulis en 1967 3.
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De este modo, los mecanismos de comunicacion celular han acompafnado a las
diferentes formas de vida desde tiempos remotos sirviéndoles de herramienta para
cooperar y adaptarse en la colonizacidon de diferentes ambientes. En este mismo
sentido, varios estudios han sugerido que los mecanismos de comunicacion descritos en
organismos unicelulares, como las levaduras, estan estrechamente relacionados con
otros encontrados en células de organismos multicelulares como los animales. Sin
embargo, tanto los procesos de duplicacion y divergencia genética, como la presién
evolutiva que genera la necesidad de coordinar el funcionamiento de un organismo
multicelular, han hecho que estos mecanismos de comunicacién en animales sean mas

complejos 2.

A principios del siglo pasado, en un trabajo publicado por John Newport Langley 4, se
observé que ciertos agentes eran capaces de desencadenar respuestas bioldgicas. Asi,
hipotetizé por primera vez la presencia de moléculas receptoras o aceptoras en las
células que eran los responsables de sensibilizar a una célula ante ciertas sefiales o
estimulos. En la actualidad, han sido descritos y siguen describiéndose un gran nimero
de receptores y estimuladores diferentes que permiten a las células comunicarse

enviando y recibiendo senales de naturaleza bioquimica y mecanica.

Por consiguiente, cada célula de los animales estd preparada para responder a un
conjunto de sefiales extracelulares producidas por otras células que actian en
diferentes combinaciones para modular su comportamiento. Prestando atencion a la
distancia a la que estas sefiales desarrollan su efecto se pueden clasificar del siguiente

modo (Figura 1.1):

- Autocrina: La sefal actia en la célula que la produce, pero se secreta e

interacciona con un receptor de la célula.

- Yuxtacrina: La sefial actla sobre células adyacentes en contacto con la célula

emisora.

- Paracrina: La sefial actua sobre células situadas en la vecindad de la célula emisora

de la senal.
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- Endocrina: La sefal actua sobre células localizadas lejos de la célula que la
produce. Las células endocrinas producen hormonas que viajan a través de la sangre y

llegan a otras regiones del cuerpo.

* Autocrina * Juxtacrina
) Ligando —
O B libre r
T\“ Receptor
U Membrana ,le
0 Plasmatica Q)
- 5
e —
* Paracrina * Endocrina

Vaso sanguineo

Figura 1.1 Representacion de los tipos de sefializacidn celular. Figura creada usando Servier Medical Art.

En este trabajo el interés se ha focalizado en un mecanismo de comunicacion celular
paracrino mediado por EVs. En particular, hemos estudiado la influencia de los
exosomas en la actividad de una conocida via de senalizacién celular, la Via de Notch,
en dos contextos diferentes: las terapias regenerativas y en el cadncer. Los exosomas son

vesiculas lipidicas secretadas por las células que, tras su descubrimiento en la década de
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1980>°, fueron consideradas durante afios como un mecanismo celular para la
liberacion de sustancias de desecho. Hoy en dia, como se describird a continuacién, ha
cambiado la perspectiva del papel de los exosomas existiendo un gran nimero de
estudios que sugieren papeles particularmente importantes en la comunicacién

intercelular.

1.1.1 Vesiculas Extracelulares: los Exosomas

Las células pueden comunicarse con ellas mismas, con células vecinas o con células
localizadas a distancias mas largas a través de la secrecidn de vesiculas extracelulares
(EVs). Estas vesiculas son estructuras membranosas esféricas con un interior acuoso y
tanto en diferentes regiones de su membrana como en el lumen contienen diferentes
combinaciones de biomoléculas como proteinas, lipidos, RNAs, miRNAs, etc. Las células
secretan diferentes tipos de EVs que se clasifican en exosomas o ectosomas en funciéon
de su tamafio y de la membrana sub-celular que les da origen (Figura 1.2)’. Ademés,
existen otro tipo de vesiculas extracelulares denominadas cuerpos apoptéticos. Estos se
forman tras la muerte celular programada o apoptosis por fragmentacion de la célula
muerta, tienen un rango de tamafios alrededor de 1-5 um y también estan compuestos

por diferentes combinaciones de proteinas, lipidos, mRNAs, miRNAs, DNA, etc 8.

Por un lado, los precursores exosomales, denominados vesiculas intraluminales (ILVs),
se originan a partir de microinvaginaciones de la membrana en las vesiculas procedentes
de las rutas de endocitosis o cisternas endociticas del interior de las células. Una vez se
acumulan estas ILVs, las cisternas pasan a denominarse cuerpos multivesiculares (MVBs)
(Figura 1.2)>2, Finalmente, los MVBs, en respuesta a algun estimulo o no, se trasladan
desde regiones perinucleares de la célula a regiones proximas a la membrana plasmatica
de la célula donde, tras fusionarse con ella, exocitan su contenido en ILVs al espacio
extracelular (Figura 1.2 y 1.3). Las ILVs una vez liberadas al espacio extracelular se
denominan exosomas y tienen un rango de tamafios entre 20-150 nm de diametro
(Figura 1.2). Por otro lado, los ectosomas, con un rango de tamafios de 100-1.000 nm de
diametro, se generan rapidamente a partir de evaginaciones de la membrana plasmatica

de la célula (Figural.2)%12, Primero, el futuro contenido de los ectosomas se acumula
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en regiones de la cara citosdlica de la membrana plasmatica que tienen una composicién
particular, después, estas regiones desarrollan evaginaciones que finalizan con la fisién

de la vesicula y su liberacién al espacio extracelular (Figura 1.2) °1°,

Ectosomas
(100-1000 nm)

» O

Exosomas
(20-150 nm)

Figura 1.2 Tipos de vesiculas extracelulares. Los ectosomas se forman directamente a partir de
evaginaciones de la membrana plasmatica de la célula. Por otro lado, las vesiculas intraluminales (ILVs),
se forman por invaginaciones de la membrana de las vesiculas endociticas tempranas. Las vesiculas
endociticas tempranas pasan a denominarse entonces MVBs. Los MVBs viajan a regiones proximas a la
membrana plasmatica y tras la fusion con ella liberan las ILVs al espacio extracelular. Las ILVs en el espacio
extracelular son los exosomas. Las esferas rojas, simbolizan moléculas de la proteina clatrina (VAC:
vesiculas asociadas a clatrina). Las proteinas asociadas a la membrana o transmembrana se representan
como triangulos o rectangulos, respectivamente. Las flechas blancas indican la direccién de las proteinas,
los lipidos y los MVBs entre los organulos y la membrana plasmatica. RE: Reticulo endopldsmico; adaptado

de Raposo, G. y colaboradores °.

Tanto las diferencias de origen como el mecanismo a través del cual se generan estos
dos tipos de vesiculas sugieren que los exosomas y los ectosomas son diferentes. Con el
objetivo de clarificar las diferencias funcionales, se han realizado numerosos esfuerzos
a lo largo de muchos afios para tratar de aislar por separado ambas fracciones de EVs. A

pesar de haberse optimizado los mecanismos de aislamiento de vesiculas de pequefio
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tamafio mediante protocolos que combinan ultacentrifugaciones seriadas vy
ultrafiltracion, la mayoria de trabajos publicados en la actualidad que usan el término
exosomas se refieren a poblaciones enriquecidas en vesiculas de pequefio tamafio con
determinados marcadores exosomales y ausencia de otros marcadores de
contaminacién que comentaremos a continuacion'®!4, No obstante, la mayoria de
técnicas que se usan hoy en dia no eximen la posibilidad de estar aislando poblaciones
enriquecidas en exosomas con cierto contenido en ectosomas!®. A continuacion, se

explica el origen, la composicidn y caracteristicas de ambas poblaciones de EVs.

1.1.1.1 Mecanismo de Formacidn y Liberacion de las Vesiculas

Extracelulares

Ha sido descrito que la formacién de las ILVs en el interior de los MVBs depende
principalmente de un complejo proteico que participa en el transporte endosémico de
diferentes moléculas (ESCRT, del inglés endosomal sorting complex required for
transpor) y de la ceramida?®. El ESCRT es una maquinaria molecular que se compone de
cuatro complejos multiproteicos: (ESCRT)-0, -I, -1l y, -lll, que se asocian a otras proteinas
citosélicas como Alix, VPS4 o ARRDCL1. Asi, este complejo se ha descrito que participa en
procesos de remodelado de la membrana plasmatica durante las evaginaciones virales,
la citoquinesis o la autofagia. Del mismo modo, se ha observado también su
participacién durante la formacién de las ILVs contribuyendo a las microinvaginaciones
de la membrana en las cisternas endociticas y en el transporte de determinadas
proteinas al interior de las ILVs”1772°, Sin embargo, los detalles de cdmo contribuye el
complejo ESCRT en la biogénesis de las ILVs continla siendo un proceso desconocido.
Por otro lado, la ceramida es una molécula de caracter lipidico que se encuentra en las
membranas de los exosomas. Se ha observado que participa de un modo critico en las

microinvaginaciones de las cisternas endociticas que dan origen a las ILVs?®.

El proceso de generacion de los ectosomas es menos conocido que el de las ILVs. Sin
embargo, tras la acumulacion de ciertas moléculas en regiones especiales de la
membrana plasmadtica, se considera que los mecanismos que deben de gobernar el

proceso de evaginacion y fisién de la membrana plasmatica estén relacionados con una
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redistribucion de los fosfolipidos de la membrana a través de enzimas dependientes de
calcio, como las flipasas y las flopasas, y al menos dos complejos ESCRT que activarian

procesos analogos a los que ocurren en la formacién de las ILVs”1°,

A diferencia de los ectosomas que se forman directamente en la membrana plasmatica
de la célula, las ILVs contenidas en los MVBs tienen que desplazarse de la regién
perinuclear de las células hacia regiones préximas de la membrana plasmatica para
fusionarse y finalmente ser liberadas al espacio extracelular (Figura 1.3). Este proceso
puede ocurrir de un modo continuo o aumentarse en respuesta a ciertos estimulos
como la activacion de ciertos receptores, la presencia de ciertos factores de sefializacion
como el AMP ciclico, el calcio o la hipoxia??2. En cambio, los ectosomas, una vez se
generan por acumulacién de ciertas moléculas en microdominios de la membrana

plasmatica son liberados rapidamente.

Figura 1.3 Imagenes de microscopia electrénica del proceso de liberacion de exosomas a partir de los
MVBs en células madre hematopoyéticas. A. Se observan dos MVBs préximos a la membrana plasmatica
de la célula con gran cantidad de ILVs en su interior. B. Zoom en uno de los MVB del apartado A. C. El MVB
comienza a fusionarse con la membrana plasmatica de la célula. D. La fusién del MVB con la membrana
plasmatica termina y las ILVs son liberadas al exterior celular, denominandose a partir de entonces

exosomas. Adaptado de Sahoo, S. y colaboradores?:.
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Asi, en respuesta a los estimulos apropiados, puede incrementarse la movilizacién de
los MVBs hacia la membrana plasmatica. Varios trabajos han descrito la participacién de
varias proteinas G como RAL, RAB27a y RAB27b en la movilizacién de los MVBs?425, Una
vez los MVBs alcanzan la membrana plasmatica han de fusionarse con ella en regiones
particulares para liberar su contenido al exterior de la célula. Se ha observado que las
regiones donde se fusionan las MVBs pueden situarse a lo largo de toda la membrana o
en regiones concretas. Varios estudios han sugerido que los complejos proteicos de la
familia SNARE se encuentran en los MVBs (P-SNARE) y en la membrana plasmatica (dos
Q-SNARE: SNAP23 y Sintaxina-1), son importantes en el proceso de fusién entre los

MVBs y la membrana plasmatica?®.

Una vez los ectosomas y los exosomas son liberados al espacio extracelular pueden
navegar e interaccionar de diferentes formas con las membranas plasmaticas de las

células diana.

1.1.1.2 Reconocimiento y Sefializacion de las Vesiculas

Extracelulares en las Células Diana

Una vez liberadas las EVs pueden quedarse en el espacio extracelular entre las uniones
intercelulares, pero también pueden abandonar estas regiones y moverse a lugares mas
alejados a través de los diferentes fluidos corporales como la linfa o la sangre?’. Un
aspecto interesante de las EVs es el reconocimiento de sus células diana. A pesar de que
el mecanismo todavia se desconoce, varios estudios han propuesto una serie de
moléculas como las tetraspaninas, las integrinas, los proteoglicanos, las lectinas vy
moléculas de adhesién como la laminina o la fibronectina como mediadoras del proceso.
De este modo, las EVs en funcion de la composiciéon de proteinas de su membrana

podrian tener dianas celulares méas o menos especificas?®31.

Se han observado diferentes formas a través de las cuales las EVs llevan a cabo su
sefializacion en las células diana. En algunas ocasiones, la sefializacidn se desencadena
al interaccionar determinados ligandos expuestos en la superficie de las EVs con
receptores de las células diana (Figura 1.4)32. No obstante, otras veces la sefializacion

mediada por las EVs ocurre después de la fusiéon de sus membranas con las de la célula
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diana y consiguiente liberacidén del contenido citosdlico de las EVs en el interior de la

célula (Figura 1.4)33-3,

El proceso de fusion puede ocurrir en diferentes localizaciones de la célula. Asi, la fusidn
puede ocurrir directamente con la membrana plasmatica; aunque otras veces las EVs se
internalizan después de interaccionar con ciertos componentes de la membrana
plasmética que activan procesos de fagocitosis o macropinocitosis3%3%37, En estos casos,
las vesiculas entran en el sistema endocitico y es ahi donde se terminan de fusionar y
liberar su contenido al interior de la célula (Figura 1.4). No obstante, se ha descrito que
en algunas ocasiones las vesiculas internalizadas pueden volver a secretarse sin llegar a
verter su contenido en la célula que los endocita (Figura 1.4)3%3841 |as moléculas
involucradas en el proceso de fusién de las membranas plasmaticas todavia se
desconocen. Se ha especulado mucho con la participacién de otras proteinas que han
demostrado tener papeles en la fusion de membranas y que, a su vez, se han

identificado en las membranas de las EVs como CD9 y las sincitinas 1y 23842747,

Célula

secretora f Ectosomas
! :

Exosomas

Figura 1.4 Mecanismos de sefalizacion de las vesiculas extracelulares. La sefializacion de las vesiculas
extracelulares puede ser: 1) por interaccidn directa de la EV con la membrana plasmatica de la célula
diana. 2) Por interaccidn con la membrana plasmatica de la célula diana, fusionandose y vertiendo su
contenido en el citosol. 3) Mediante endocitosis, fagocitosis o macropinocitosis en MVBs. 4) Dentro de la
célula, por fusidon con la membrana del compartimento endocitico que las contiene y liberacidn de su

contenido al interior del citosol de la célula. Las proteinas asociadas a la membrana o transmembrana se
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representan como tridngulos o rectdngulos, respectivamente. Las flechas blancas indican la direccidn de
las proteinas, los lipidos y los MVBs entre los organulos y la membrana plasmatica. Adaptado de Raposo,

G. y colaboradores®.

El significado de la sefalizacién mediada por las EVs depende de su combinacién de
biomoléculas. Asi, se han descrito tanto diferencias en la composicién entre exosomas
y ectosomas como también entre las EVs secretadas por diferentes tipos celulares y las

secretadas por el mismo tipo celular en estados fisioldgicos diferentes*®4°,

1.1.1.3 Composicion Citosdlica y de la Membrana de las

Vesiculas Extracelulares

La caracterizacion de las membranas lipidicas de las EVs permitié observar que no hay
grandes diferencias en cuanto a la composicidn lipidica de las membranas de los
exosomas y los ectosomas. Ambos tipos de vesiculas tienen un alto contenido en
colesterol, esfingomielina y ceramida. No obstante, en la membrana de los exosomas se
suelen encontrar altas concentraciones del fosfolipido lisobisfosfatidico, ausente en
otras membranas celulares®!%*°, En cuanto a la composicion de proteinas de los
exosomas, se ha observado una alta concentracidn de las tetraspaninas CD63, CD81 y
CD9 (Figura 1.5). Aparte de las tetraspaninas, también se ha descrito la presencia de
otras proteinas que se suelen usar como marcadores exosomales por su alta
concentracion en ellos como la flotilinal, TSG101 o Alix. La presencia de estos
marcadores junto con la ausencia de otros marcadores como la Calnexina, que esta
presente vesiculas procedentes del reticulo endoplasmatico y no en exosomas, se usan

para medir la pureza de los aislamientos.
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Current Biology

Figura 1.5 Estructura y composicion de exosomas y ectosomas. Se observa un tamafio mayor de los
ectosomas respecto a los exosomas. Por otro lado, se pueden observar algunas de las diferencias en
cuanto a la composicién en algunas de las biomoléculas presentes en exosomas y ectosomas, como la
mayor abundancia de tetraspaninas o integrinas en los exosomas o las glicoproteinas en ectosomas.

Adaptado de Meldolesi, J2.

Por otro lado, en ambas poblaciones de EVs se ha descrito la presencia de proteinas,
RNAs o miRNAs presentes en el citosol o la membrana plasmatica de las células que los
liberan, en menor o igual concentracion (Figura 1.5). No obstante, muchos estudios han
advertido de la presencia de algunas de estas moléculas en concentraciones superiores
a las que se encuentran en la célula lo que sugiere que existen mecanismos especificos
para la incorporacidn de éstas al interior de las vesiculas. De este modo, varios trabajos
han sugerido que el mecanismo por el cual ciertas proteinas, RNAs o miRNAs se cargan
en las EVs ocurre de un modo dependiente de una cooperacion del complejo ESCRT
junto con otras proteinas. Por ejemplo, varias de las proteinas que han sido identificadas
en ILVs estan ubiquitinadas. Posteriormente, estas proteinas que han sido etiquetadas
para su introduccién en exosomas son deubiquitinadas por el complejo ESCRT a través
de su interaccidn con la enzima tirosina fosfastasa (HD-PTP)*8. Las tetraspaninas también

se les ha relacionado con la incorporacion de determinadas moléculas en los exosomas,
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asi como ciertas modificaciones postraduccionales como miristoilaciones,
sumoilaciones o palmitoilaciones, se han descrito como etiquetas para la introducciéon

de éstas en exosomas y en ectosomas.

Por consiguiente, en las EVs se pueden encontrar un gran nimero de moléculas en
diferentes combinaciones que puede variar en funcion del estado fisioldgico de la célula
que los libera. La combinacidn de biomoléculas incorporadas dentro de las EVs junto con
el estado fisiolégico de la célula diana determinard la sefalizacion
desencadenada®?026485152  En este sentido, se han encontrado muchos tipos de
moléculas clave con actividades funcionales muy interesantes una vez son incorporados
por la célula diana como Wnt, HIF-1 o el ligando de la via de Notch DII4>3=>>, En concreto,
la via de sefializacion de Notch, como se detallarda mas adelante, esta intimamente
relacionada con la regulacién del proceso angiogénico que es clave en la recuperacién
del tejido cardiaco después de un infarto de miocardio. De este modo, la posibilidad de
gue componentes de Notch se estuvieran incorporando en los exosomas resulté de
especial interés. A continuacion, detallaremos el funcionamiento de esta via de

sefializacion.

1.1.2 La Via de Senalizacion de Notch

En 1914, John S. Dexter observé una muesca (Notch en inglés) heredable en las alas de
algunas de las moscas de la especie Drosophila melanogaster mientras trabajaba en el
Olivet College (Michigan, Estados Unidos). Tres afios mas tarde, Thomas Hunt Morgan
descubrio el alelo responsable al que llamaron Notch®®. A mediados de 1920, Morgan y
sus colaboradores identificaron varios alelos de Notch cuyas mutaciones generaban
diferentes respuestas fenotipicas. Mas adelante, se descubrid la presencia de mas
componentes relacionados con esos fenotipos y sus homdlogos en otros organismos

como C.elegans o en animales superiores>’—°.

En la actualidad, se sabe que la via de sefializacién de Notch es una ruta evolutivamente
conservada que participa en muchos procesos biolégicos como el estado de
diferenciacién celular, la proliferacion, la apoptosis, la migracion, el desarrollo de

drganos, la morfogénesis, etc. Por otro lado, su desregulacién se relaciona con la
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aparicion de patologias como el cancer, el sindrome de Alagille o la arteriopatia conocida
como CADASIL®%®2, De este modo, se ha visto que la via de Notch estd implicada en
procesos muy dispares y con significados contradictorios que la hacen una via de dificil
estudio. A pesar de esto, el mecanismo de sefalizaciéon es relativamente sencillo,
comenzando por la interaccion entre un ligando y un receptor, ambos situados en la

membrana plasmatica de células adyacentes (Figura 1.6).

1.1.2.1 Activacion de la Via de Notch

En mamiferos, la via clasica de activacidon de la via de Notch se inicia cuando uno de los
ligandos de la via de Notch tipo Delta o Jagged de una célula (célula estimuladora)
interacciona con uno de los receptores de Notch (Notch1-4) de células adyacentes
(célula receptora) (Figura 1.6). También existe un mecanismo no canénico de activacién
de la via que puede ser tanto dependiente como independiente de ligando®. Sin
embargo, en este trabajo se estudié el mecanismo cldsico de activacién. La interaccién
entre el ligando y el receptor desencadena una serie de cambios conformacionales en
el receptor que permiten a proteinas miembros de la familia de las secretasas y las
metaloproteasas realizar una doble escision del receptor de Notch en su cara
extracelular e intracelular (Figura 1.6)%4. En primer lugar, ocurre la escision extracelular
del receptor (escisién S2) que genera el dominio extracelular de Notch (NECD) y
posteriormente, el receptor se escinde por su cara intracelular (escision S3) liberandose
el dominio intracelular del receptor de Notch (NICD) (Figura 1.6). A continuacion, NICD
se transloca al nucleo donde interacciona con la proteina de unién al DNA RBPJ y con la
proteina coactivadora de la transcripcion de tipo Mastermind (MAML1) (Figura 1.6). Esta
unién permite a RBPJ disociarse de otras proteinas que actlan como correpresores de
la transcripcidon y, juntos, este complejo de proteinas formado por NICD, RBPJ y MAML1,
activan la transcripcién de genes diana de la via de Notch (Figura 1.6) 577, Los genes
diana de la via de Notch mejor caracterizados son de la familia de HES y HEY. Sin
embargo, se ha demostrado la regulacion a nivel transcripcional de muchos otros genes
como C-MYC, E-Cadherina, etc®®%. Una vez se genera el NICD a partir del receptor

escindido, no existen intermediarios entre la membrana plasmatica y el nucleo, por lo
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tanto, no se produce ninguna amplificacion de la sefial y NICD toma la responsabilidad

de la activacién de los genes diana de la via.
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Figura 1.6 Via de sefializacion de Notch. La interaccion de uno de los ligandos de la via de Notch (de los
tipos Delta o Jagged) expuestos en la membrana plasmatica de la célula estimuladora, con uno de los
receptores de Notch expuestos en la membrana de la célula receptora, desencadena una serie de
escisiones en el receptor (escisiones S2 y S3 por las metaloproteasas ADAM vy la y-secretasa,
respectivamente) que inician el proceso de sefializacion de la via. Estas escisiones generan los dominios
NECD y NICD. Después de la escision S3, el NICD libre viaja al nucleo donde se asocia, junto con las
proteinas RBPJ y MAML1, al DNA. Esta unidn provoca la liberacién de otros represores de la transcripcion
que estaban unidos al DNA, permitiendo la transcripcién de genes diana de la via de Notch. Por otro lado,
los receptores funcionales de Notch se generan en el aparato de Golgi, donde se escinden por primera

vez por la proteasa Furina (escisién S1) y se establecen los patrones de glicosilacion por las glucosil-
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transferasas de la familia Fringe (FNG). Los diferentes patrones de glucosilacién del receptor hacen variar

sus afinidades de interaccidn con los diferentes ligandos. Adaptado de MacGrogan, D. y colaboradores™.

1.1.2.2 Receptores y Ligandos de la Via de Notch

1.1.2.2.1 Ligandos de la Via de Notch

En funcidon de su homologia con los dos tipos de ligandos que se descubrieron en
Drosophila, hay 5 ligandos de la via de Notch descritos en mamiferos designados como
tipo Deltal, 3-4 (Dll1,3-4; del inglés Delta Like Ligand) o tipo Serratal o 2 (Jaggedl o 2).
Todos ellos son proteinas transmembrana de tipo 1, es decir, con un solo paso a través
de la membrana plasmadtica y comparten varias caracteristicas estructurales (Figura
1.7)%*. Desde la parte mas distal hasta la zona mas préxima a la membrana de la regién
extracelular de los ligandos, comparten las siguientes estructuras: su region N-terminal
(NT), los dominios conocidos con el nombre DSL (Delta-Serrate-LAG2) y varias
repeticiones del dominio EGF (factor de crecimiento epidérmico) (Figura 1.7)’%72. La
region N-terminal, los dominios DSL y los dos dominios EGF mas préximos a DSL son los
que llevan a cabo la interaccién con el receptor de Notch (Figura 1.7)”3. A diferencia de
los ligandos tipo Delta, en los ligandos de tipo Jagged hay un mayor nimero de
repeticiones del dominio EGF y en la zona mas préxima a la membrana plasmatica hay

una region adicional rica en residuos de cisteina (CRD) (Figura 1.7)%*.

La regidn intracelular de los ligandos es pequefia, contiene muchos residuos de lisina y
en ella se encuentra la regiéon C-terminal de la proteina. La funcidn de la regién

intracelular de los ligandos es la de interaccionar con el citoesqueleto de la célula.

1.1.2.2.2 Receptores de la Via de Notch

Hay 4 tipos de receptores de Notch en mamiferos (Notchl- Notch4). Del mismo modo
gue los ligandos, los 4 receptores son proteinas transmembrana de tipo 1 y son
sintetizados como un Unico polipéptido que una vez traducido es escindido en el aparato
de Golgi por la convertasa conocida con el nombre de Furina (escisién S1) (Figura 1.6)73.

Esta escisidon es imprescindible para generar el heterodimero funcional del receptor que
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se transloca a la membrana plasmatica, donde el heterodimero permanece unido a
través de una unién no covalente dependiente de Ca*2’4. Una vez en la membrana, el
extremo N-terminal de la proteina queda localizado en la cara extracelular y el C-
terminal en laintracelular (Figura 1.6 y 1.7). Los 2 heterodimeros que forman el receptor
entero se nombran segln su situacién respecto a la membrana plasmatica: dominio

extracelular de Notch (NECD) y dominio intracelular de Notch (NICD) (Figura 1.6y 1.7)%4.

Por un lado, en la cara extracelular estd NECD que es el encargado de interaccionar con
el ligando (Figura 1.7). Desde la regidn mas distal hasta la membrana plasmatica, NECD
esta compuesto por varias repeticiones del dominio EGF, una regién rica en residuos de
cisteina (LNR) y finalmente en la zona mds cercana a la membrana se localiza la
interaccion entre los dos heterodimeros del receptor (Figura 1.7)%*. Los residuos de
cisteinay la unidon de ambos heterodimeros componen un dominio (region de regulacion
negativa (NRR)) que impide la escision por las metaloproteasas de tipo ADAM (escisidn

S2) si no existe una interaccion con un ligando de la via (Figura 1.7)7.

Por otro lado, en la cara intracelular se encuentra NICD que una vez llevada a cabo la
escision por la y-secretasa (escisién S3) y liberado de la membrana, es el responsable de
translocarse al nucleo y ejecutar la activacion de la via. En la estructura de NICD se
diferencian varias regiones con diferente funcidn (Figura 1.7). En la zona mas cercana a
la membrana plasmatica se encuentra el médulo de asociacién a RBPJ (mdédulo RAM) y
repeticiones de tipo Ankirina (ANK) (Figura 1.7)76. Estos, son necesarios para
interaccionar con el complejo proteico (RBPJ o CSL) que estd unido al DNA suprimiendo
la expresién de los genes Hairless-LAG1677678, Después, cerca del extremo C-terminal
hay una secuencia PEST que regula la degradacién de NICD (Figura 1.7). Entre las
repeticiones de Ankirina y la secuencia PEST de NICD se pueden encontrar también
varias sefiales de localizacidon nuclear y una regidon que se hipotetiza que puede ser

responsable de fendmenos de transactivacion®.
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Figura 1.7 Estructura y composicion de los ligandos y receptores de la Via de Notch. CRD: dominio rico
en cisteinas. DSL: dominio Delta-Serrate-LAG2. NT: regién N-terminal. LNR: Dominio rico en cisteinas del
receptor de Notch. HDC y HDN: son las regiones de NICD y NECD, respectivamente, donde interaccionan
los dos dominios del heterodimero de Notch. HDC, HDN y LNR, conforman la region de regulacion negativa
del receptor de Notch: NRR. RAM: Médulo de asociacion a la proteina de union al DNA RBPJ. ANK: Dominio
de repeticiones de tipo ankirina. PEST: es la regidn mas proxima al extremo C-terminal del receptor y se

encarga de la regulacion de la degradacién de NICD. Adaptado de Bray, S. J. y colaboradores® .

1.1.2.3 Interaccion entre el Receptor y el Ligando de la Via de

Notch

La interaccién entre los ligandos de Notch y sus receptores ocurre cuando las regiones
extracelulares de ambos componentes que estan situados en la membrana de células
diferentes entran en contacto. Esta interaccién trans- genera un cambio de
conformacion en el ligando que permite la unién de la proteina MIB1 en su regién
intracelular (Figura 1.6). La proteina MIB1 dirige la ubiquitinacién del ligando en su cara
intracelular, lo que inicia el proceso de internalizacion del ligando, generando una fuerza
mecdnica que tira del ligando unido al receptor’®. Esta tension estira del receptor,
guedando expuesta en la region NRR del receptor la diana para la escisién S2 por parte
de las metaloproteasas ADAM (Figura 1.8)7°. Esta escisién separa el dominio NECD de
NICD que queda unido por la parte intracelular a la membrana (Figura 1.8).
Posteriormente, como ya se ha comentado, se produce la escisién S3 que libera el

dominio NICD?®°.
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Figura 1.8 Representacion de la escision S2 del receptor tras la interaccién de un receptor de Notch con
un ligando de la via de Notch. A. En ausencia de interaccién con un ligando, la regidn de regulacion
negativa del receptor (NRR) bloquea la diana de escisién S2 a las metaloproteasas de la familia ADAM. B.
Tras la interaccion con un ligando de la via de Notch, el ligando estira del receptor. Esa tensidn expone la
diana de las metaloproteasas ADAM. Entonces, ocurre la escisién S2 del receptor. LNR: Dominio rico en
cisteinas del receptor de Notch. HD: es la regién de interaccidon entre NICD y NECD. HDC, HDN y LNR,
conforman la region NRR. RAM: Mddulo de asociacién a la proteina de unién al DNA RBPJ. ANK: Dominio

de repeticiones de tipo ankirina. Adaptado de Bray, S. J. y colaboradores®.

A excepcidén del ligando DII3, al que se le han atribuido exclusivamente funciones
inhibitorias de la via de Notch®-8?, |a interaccién en trans- de los distintos tipos de
ligandos de la via de Notch con sus receptores provoca la activacién candnica de la via.
Sin embargo, muchos trabajos han permitido observar que todos ellos presentan

diferencias funcionales®3.

Por otro lado, se ha visto que los receptores y los ligandos de una misma célula son
capaces de interaccionar en cis- (Figura 1.9). En este caso, el resultado de esta
interaccion es opuesto al de la interaccidn en trans-. La interaccion cis- entre receptores
y ligandos no activa la via candnica de sefializacién. En su lugar, impide que los
componentes que interaccionan en cis- lo hagan en trans- y por lo tanto activar la via.
De esta manera, una célula puede regular la actividad de la via de Notch en funcién tanto

del nimero como del tipo de receptores y ligandos que tiene en su membrana
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plasmatica (Figura 1.9). Una célula con mas receptores que ligandos siempre tendra
algun tipo de receptor libre para interaccionar en trans- con un ligando y viceversa. Asi,
una célula es capaz de definirse como una célula estimuladora (n2 ligandos> n?

receptores) o receptora (n? ligandos < n2 receptores) de la sefalizacién de Notch (Figura

1_9)81,84,85.
Receptores de Notch>Ligandos de Notch = Célula Receptores de Notch<Ligandos de Notch = Célula
Receptora Estimuladora
k é E.; é % ) \ ' Elj . ) P 1 g _»;/
Receptor
de Notch
§ ngando = =i E
= E g
el Notch ol ~ BA
"™ Q.
é Membrana é

Plasmadtica 5 :

Figura 1.9 Interaccion en cis- entre ligandos y receptores de la via de sefalizacion de Notch. La relacion
entre el n? de receptores y ligandos que una célula tiene define que una célula sea estimuladora o

receptora de la sefializacién de Notch. Adaptado de Bray, S. J. y colaboradores®.

De esta manera, como hemos dicho, la activacion de la via de Notch puede tener
diferentes significados dependiendo del ligando y del receptor que participen en la
interaccion en trans-. Por otro lado, la célula también es capaz de controlar la expresién
de cada tipo de ligando o receptor, asi como cuales de ellos estaran funcionales a través
de las interacciones en cis-. Estos mecanismos reguladores muestran parte de la
complejidad de la via. Sin embargo, no son las Unicas formas de regular la actividad y la
especificidad de la via de Notch. En este sentido, se ha visto que tanto la glicosilacién
como la endocitosis de ligandos y receptores también juegan un papel importante en

regular su actividad’*%°,
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1.1.2.5 Trafico Endocitico de Componentes de Notch y las
Ubiquitin Ligasas

La actividad de la via de Notch sufre cambios debidos a la accién de los factores que
controlan la endocitosis y el trafico de sus receptores y ligandos®”#. Como ya se
comento, la endocitosis del ligando tras su interaccidn con el receptor genera la fuerza
mecdanica necesaria para exponer la diana de escisiéon de las proteasas ADAM en la
region de regulacion negativa (NRR) permitiendo asi su corte y el inicio de la ruta (Figura

1.6 y Figura 1.8)8’79>, Consecuentemente, se ha visto que en ausencia de la ubiquitin

ligasa, E3, de la familia de proteinas Mindbomb (MIB) o Neuralized (NEUR), se ve

reducida la internalizacion de los ligandos con una reduccién en la actividad de la via®*°~

101 De este modo, dado que la ubiquitinacion del ligando es importante para la actividad
del ligando se puede saber en funcion del contenido en las enzimas de las familias NEUR
y MIB si una célula es estimuladora o receptora, aportando un mecanismo mas que

permite los procesos de polarizacidn celulari0?-104,

Se ha observado que los receptores de Notch también pueden ser internalizados debido
a la accidn de las ubiquitin ligasas, E3, Itch y Deltex. El trafico de los receptores no afecta
a la actividad de la via Unicamente a través del nimero de receptores presentes en la
superficie celular, sino que se ha descrito que la via de sefializacién de Notch, tras la
internalizacion de los receptores, puede ser activada de un modo ligando
independiente®”/88105-108  por otro lado, como hemos discutido en la seccién 1.1.2.3,
varias proteinas presentes en los precursores exosomales pueden estar ubiquitinadas,

interpretdandose como una etiqueta para su introduccién en exosomas.

La via de senalizacion de Notch, es relativamente sencilla en cuanto a su mecanismo de
accién. Sin embargo, como se ha podido observar, existen varios mecanismos que
regulan su actividad, incrementando la versatilidad y complejidad de la via. Ademas,
esta via, ha sido clasicamente considerada como un mecanismo de sefializacion
yuxtacrina. Sin embargo, en los Gltimos afios este concepto estd cambiando. Este cambio
se debe en concreto a un trabajo de Sheldon, H. y sus colaboradores, donde se observo
la incorporacién de componentes funcionales de la via en los exosomas®3. Este

descubrimiento implica expandir la via de Notch hacia nuevos horizontes en los que la
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via puede actuar a mayores distancias debido a su incorporacidén en exosomas. En este
trabajo, se estudid la via de sefializacion de Notch y su relaciéon con los exosomas, en

dos contextos diferentes: la terapia regenerativa cardiaca y el cancer de mama.

1.2 Terapias Regenerativas

La medicina regenerativa es una rama de la investigacidn traslacional que se ocupa del
proceso de reemplazo o regeneracién de células, tejidos u érganos humanos, para
recuperar o reestablecer una funcidon normal. Se ha observado que la capacidad
regenerativa de los organismos, y de cada érgano en particular, varia mucho entre las
distintas especies, asi como en funcion de su estado de desarrollo. De este modo, se ha
observado que el corazén de los humanos, y en general de los mamiferos recién nacidos,
retiene una capacidad regenerativa que se pierde en el estado adulto'®®-113, Debido a
esto, como describiremos a continuacidn, las patologias cardiacas que implican la
muerte de parte del tejido cardiaco, como puede ser el infarto agudo de miocardio
(IAM), son un desafio para el cuerpo humano y requieren del desarrollo de terapias que

ayuden a reestablecer la funcién normal.

1.2.1 El Infarto Agudo de Miocardio (IAM) y Tratamiento

Convencional

El corazén es un drgano muscular cuya funcidn principal es bombear la sangre hacia el
organismo para aportar oxigeno y nutrientes a los tejidos. A su vez, el musculo cardiaco
se nutre a través de la circulacidon coronaria, la cual se encarga de asegurar la irrigaciéon

cardiaca (Figura 1.10)%4,

52



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

Arteria
Coronaria
Izquierda

/

Arteria
Vena ~ Pulmonar

Arteria
Coronaria
Derecha Rama

Y Circunfleja

" Arteria Coronaria
v
Izquierda
Descendente

Coronarias
(Azul)

Figura 1.10 Circulaciéon Coronaria. A. Esquema de las vias coronarias principales. B. Angiografia que
muestra la extensa red formada por la microvasculatura coronaria. Adaptado de

www.cleavelandclinic.org y de www.hashpe.tumblri.com.

El infarto agudo de miocardio (IAM) se produce por una reduccidn u obstruccion del
flujo sanguineo en alguna de las arterias coronarias. Esa obstruccién provoca una
disminucion del flujo sanguineo en el territorio vascular afectado. Esta disminucién no
es homogénea en todo el territorio isquémico y se pueden reconocer dos regiones
diferentes: una zona en la que practicamente no hay irrigacién (nucleo isquémico) y una
zona circundante (zona de penumbra) que mantiene una irrigacion parcial, que preserva
la viabilidad de las células del musculo cardiaco de la zona. Después del 1AM, el
miocardio daflado, sobre todo en el nucleo isquémico, es sustituido por tejido fibrdtico
cicatricial debido a la baja capacidad regeneradora de los cardiomiocitos adultos*. Con
el tiempo, la sustitucidn en el corazén de tejido miocardico por tejido cicatricial resulta
en una insuficiencia cardiaca, que se define como la incapacidad del corazén para
bombear la cantidad de sangre necesaria que cubre las demandas de oxigeno vy
nutrientes del organismo. Consecuentemente, el corazéon en un intento de reestablecer
las demandas de sangre al organismo, sufre un proceso patoldégico de remodelado
(Figura 1.11). En este proceso se aumenta aun mas el tejido fibrético, el tejido
miocardico sigue reduciéndose, el corazdn se dilata, la insuficiencia cardiaca se acentua

y finalmente provoca un fallo cardiaco irreversible!?®,

El tratamiento convencional se ha centrado en evitar que empeore la insuficiencia

cardiaca después del IAM!Y. En este sentido, los tratamientos se han centrado en
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reperfundir el territorio vascular afectado de la forma mas rapida posible y en reducir el
consumo energético del corazén para evitar la muerte del mayor nimero posible de
cardiomiocitos. Asi, se han desarrollado diferentes estrategias como: la lisis del trombo
que obstruye las arterias coronarias, la reapertura de la obstruccion mediante el uso de
“stents” cuando esta es debida a un engrosamiento de las paredes arteriales o la
derivacion vascular, también denominada baipas, que consiste en la introduccién de un
vaso sanguineo de otra regién del cuerpo del paciente para saltar la zona donde se
localiza la obstruccién de la arteria (Figura 1.11) . En combinaciéon con estas
aproximaciones, se realizan tratamientos con farmacos como los inhibidores de la
enzima angiotensina convertasa (ACE) o de los receptores de angiotensina (RA), que
dilatan los vasos sanguineos para que aumentar el flujo sanguineo en las regiones
afectadas (Figura 1.11). También se suelen usar otros farmacos como los B-bloqueantes
o los antagonistas del receptor de mineralocorticoides (RM), cuya funcién principal es
reducir la frecuencia cardiaca, la presion sanguinea y la demanda energética del corazén
(Figura 1.11). Estos tratamientos cardioprotectores han logrado reducir la mortalidad
debida al IAM!8-120, por otro lado, también se han desarrollado tratamientos cuyo
objetivo en este caso es servir de soporte mecdnico para pacientes que ya sufren
insuficiencia cardiaca (Figura 1.11). Asi, se han desarrollado dispositivos que ayudan
mecdanicamente al bombeo del corazén (VAD) para suplir las demandas de sangre del
organismo®21122, A pesar de los esfuerzos por desarrollar tratamientos eficaces, hoy en
dia el IAM es la principal causa de muerte en el mundo, con una mortalidad de
aproximadamente 9 millones de personas al afio, siendo la Unica solucién al problema
el trasplante de corazén, que no es una opcidn realista debido a la complejidad del

procedimiento en si mismo y a la escasez de donantes!?31%4,
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Figura 1.11 Tratamiento convencional del infarto agudo de miocardio. En los mamiferos adultos, la
respuesta por defecto ante un infarto agudo de miocardio (IAM) es la fibrosis, causando la pérdida de
contractibilidad cardiaca. El progreso de la patologia lleva a la insuficiencia cardiaca. Las terapias
convencionales se han centrado en salvar de la muerte celular al miocardio isquémico mediante una
reperfusidon temprana de la zona (recuadro granate) y en evitar el remodelado cardiaco con farmacos o
soportes de asistencia mecanica (recuadros azules). Existen un gran nimero de evidencias preclinicas que
han demostrado el prometedor porvenir de las terapias regenerativas. Sin embargo, estas aproximaciones
terapéuticas tienen muchos obstéaculos para la traslacion a la clinica (recuadro verde). Adaptado de

Hashimoto, H. y colaboradores!?®,

Por consiguiente, el desarrollo de nuevos tratamientos para el IAM continla siendo
necesario y requiere del esfuerzo conjunto de la comunidad cientifica para el disefio de

nuevas terapias que mejoren las actuales.

1.2.2 Terapias Avanzadas para el Tratamiento del IAM

En este contexto, surgieron las terapias avanzadas para el tratamiento del IAM, cuyo
objetivo es la regeneracion del corazén infartado. En este tipo de terapias, se pueden
diferenciar dos grupos: aquellas que hacen uso de células como agente terapéutico y

aquellas que no.

Los tratamientos libres de células se han centrado en promover los procesos de

regeneracion del corazdn, tratando de estimular las células residentes. De este modo,
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en algunos de ellos se ha intentado transformar los fibroblastos cardiacos que invaden
la zona infartada en células cardiacas!?>'?® y, en otros, se ha tratado de inducir
proliferacion en los cardiomiocitos residentes, para que cardiomiocitos de nueva
generacion vuelvan a poblar la regién infartada'?’. Por otro lado, dado que se ha
observado que el corazén de los neonatos en los mamiferos es capaz de recuperarse
después de sufrir un IAM!, se estan estudiando los mecanismos que gobiernan la
regeneracion del corazén para tratar de desarrollar nuevas terapias que estimulen esos

mecanismos en el corazén adulto?8129,

De igual modo, las terapias que usan células como herramienta terapéutica buscan
regenerar la zona afectada, pero mediante el trasplante de células (terapia celular). En
este trabajo, se profundizé en describir la procedencia de los efectos beneficiosos

observados empleando la terapia celular como estrategia terapéutica del IAM.

1.2.3 Terapia Celular en el Tratamiento del IAM

La terapia celular del IAM tiene como principal objetivo promover la regeneracién de la
zona afectada del corazén. Con este fin, se han usado diferentes tipos de células que se
pueden clasificar en funcién de su procedencia. Unas son células residentes del
corazdn!®y las otras son células de procedencia distinta al corazdn. En este sentido, se
han usado células de musculo esquelético, células derivadas de médula ésea y células
madre mesenquimales (MSC). Estas ultimas habian mostrado in vitro tener la capacidad
de diferenciarse a células cardiacas, creyéndose que serian capaces de proliferar y
diferenciarse a cardiomiocitos para repoblar las zonas afectadas del corazén3-133, En

este trabajo, se realizaron ensayos con MSC.

1.2.3.1 Propiedades de las MSC

Las células madre son aquellas que tienen la capacidad de autorrenovarse y de
diferenciarse en distintos tipos celulares’®*. De este modo, estas células se pueden

clasificar en funcidn de los tipos celulares a los que se pueden diferenciar (potencia):
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- Células madre totipotentes: Son aquellas capaces de crecer y de dar lugar a todos

los tipos celulares del organismo. Tienen la capacidad de formar un organismo

completo. El cigoto seria un ejemplo de célula madre totipotente!3>136,

- Células madre pluripotentes: Estas células también pueden dar lugar a todos los

tipos celulares. Sin embargo, no son capaces de formar un organismo completo.

Las células madre embrionarias serian un ejemplo de célula pluripotente!3”.138,

- Células madre multipotentes: En este caso, la célula madre multipotente solo

pueden generar células de su misma capa o linaje de origen embrionario. Un
ejemplo serian las células madre de la sangre (hematopoyéticas). Estas pueden

diferenciarse a multiples tipos celulares sanguineas'*.

- Células madre oligopotentes: Estas solo pueden diferenciarse en unos pocos

tipos de células como, por ejemplo, las células madre'®.

- Células_madre unipotentes: Son aquellas células también conocidas como

progenitoras que, tienen la capacidad de diferenciarse en un solo tipo de células.
Un ejemplo son las células madre musculares que pueden diferenciarse

exclusivamente a células musculares?0.

- Células madre pluripotentes inducidas o iPS: Estas células tienen la misma

capacidad de crecimiento y de diferenciacion que las células madre
pluripotentes, pero se generan in vitro a partir de distintos tipos de células

adultas?3?.

Por consiguiente, las Células Madre Mesenquimales o MSC se consideran células madre
multipotentes. Es decir, con la capacidad de diferenciarse a aquellos tipos celulares de
su mismo linaje embrionario (Figura 1.12 A). De este modo, se ha observado in vitro que
las células madre mesenquimales son capaces de diferenciarse a adipocitos,
condrocitos, osteocitos y miocitos, entre otros!4'. También se ha observado que, al ser

trasplantadas en el Utero, estas células son capaces de anidar y diferenciarse a multiples
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Figura 1.12 Multipotencia y origen de las MSC. A. Representacidn de algunos de los tipos celulares en los
que las MSC pueden diferenciarse. B. Fotografias mediante microscopia dptica a 100X de MSC aisladas a
partir de médula ésea (MO), sangre de cordén umbilical (SCU) o tejido adiposo (TA). Adaptado de

www.stemcellclinic.com y de www.lgcstandards-atcc.org.

Las MSC fueron identificadas por primera vez por Friedenstein y colaboradores y
aisladas del estroma de médula ésea por Pittenger y colaboradores en 1999143144 Sin
embargo, hoy en dia estas células se han podido aislar y cultivar en gran cantidad a partir
de origenes diferentes como sangre periférica adulta, tejido adiposo, piel, pulpa dental,
higado, musculo esquelético, sangre de corddn umbilical, placenta, etc (Figura 1.12 B).
Son células con una manipulacién ex vivo sencilla ya que se adhieren a las superficies
plasticas y presentan un tiempo de divisién corto. Ademas de la sencillez para aislar un
gran numero de células, su posterior cultivo in vitro y su diferenciacién a diferentes tipos
celulares, las MSC presentan otra caracteristica que les ha hecho ser un tipo celular
atractivo para su eleccidn en terapia celular. Se ha observado que estas células debido
a la ausencia o a la reducida expresion de moléculas MHC de clase la y MHC de clase Il
junto a la expresion de citocinas antinflamatorias, las hacen unas células
inmunoprivilegiadas. Esto hace que su trasplante no genere una respuesta de las células
T en un entorno alogénico!#°. En consonancia con esto, en 2010, en nuestro equipo de
investigacion se realizé terapia celular para inducir una mejora en la funcién cardiaca

después de un IAM comparando dos tipos celulares, las MSC derivadas de médula ésea
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frente a las células madre hematopoyéticas aisladas de sangre de corddon umbilical. En
particular, se observé que las MSC fueron mas eficaces que las hematopoyéticas, dado
gue reducian mas el drea del infarto y prevenian en cierto grado el remodelado

ventricular!#®.

Hay controversia a la hora de establecer de donde proceden los efectos terapéuticos de
las terapias celulares con MSC. Sin embargo, la reducida tasa de supervivencia de las
MSC trasplantadas ha hecho que gane fuerza la hipotesis que considera que los efectos
terapéuticos proceden de las sustancias paracrinas que liberan las MSC en lugar de a

procesos de proliferacion y transdiferenciacion'#’.

1.2.3.2 Efecto Terapéutico Inducido por las MSC: Hipdtesis

Paracrina

En sus inicios la terapia celular con MSC resulté atractiva para la ciencia debido a la
multipotencia de estas células y su posible uso como agentes terapéuticos que
regeneraran los tejidos dafiados. Sin embargo, existen experimentos que han
demostrado que las MSC trasplantadas ejercen su efecto terapéutico sin dejar rastro de
ellas mismas'#®-1°0, Existen varios trabajos en los que se ha observado el efecto de las
sustancias paracrinas liberadas por las MSC en la zona trasplantada en multiples
procesos como en inmunomodulacién, en la diferenciacién y/o proliferacion de células
enddgenas. De este modo, se planted una hipdtesis que proponia que el efecto
terapéutico de la terapia celular cardiaca con MSC procedia principalmente de la amplia
gama de moléculas y vesiculas que estas células liberan, conociéndose esta como la
“hipdtesis paracrina” del efecto terapéutico de las MSC (Figura 1.13)1471517154_ Se han
descrito distintos tipos de moléculas o vesiculas secretadas por las MSC entre las que se
destacan: factores de crecimiento, factores que participan en la morfogénesis de tejidos,
quimioquinas, citocinas, glicosaminoglicanos (GAGs) o vesiculas extracelulares (EVs)
147,151-154 ' Muchos estudios han aportado evidencias de la participacién de estas
sustancias en la proteccion del tejido cardiaco dafado después de un IAM frente a

procesos como: apoptdsis, inmunomodulacion, estimulacion de la angiogénesis,
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tamafio de la cicatriz de las zonas infartadas o previniendo el remodelado patoldgico del

tejido (Figura 1.13)%*>,

[ ) Efecto Autocrino

Secrecion de Vesiculas y
moléculas solubles

!

Efecto Paracrino

Terapia Cardiaca con
MsC

Figura 1.13 Mecanismos paracrinos en la terapia celular cardiaca. Adaptado de Ydfiez-Md, M.y

colaboradores*>®,

A pesar de los efectos terapéuticos de las MSC en terapia celular cardiaca en modelos
animales, la implementacidn de este tipo de terapias en ensayos clinicos ha mostrado
resultados modestos®®’. Por ello, se han intentado desarrollar estrategias diferentes que
procuran mejorar el efecto terapéutico de estas células. Con este objetivo, se han
cultivado las MSC previamente a su trasplante en diferentes condiciones
(precondicionamientos) como un bajo porcentaje de oxigeno (hipoxia), se han realizado
modificaciones genéticas en ellas mediante vectores virales para aumentar la expresion
de ciertas proteinas como factores transcripcionales, citoquinas o factores de
crecimiento, etc 1°%. Como resultado de estas investigaciones se ha visto que, entre otras
cosas, el precondicionamiento de las MSC en un ambiente hipdxico antes de ser
trasplantadas en un modelo de isquemia, aumentaba la actividad de la via de
supervivencia Akt e incrementaba su efecto terapéutico’®®. Como veremos en el

siguiente apartado, la respuesta molecular y celular a la hipoxia viene en gran parte
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mediada por el factor inducido por hipoxia-1a (HIF-1a), que es un factor de transcripcién
muy sensible a ser inhibido por la célula en presencia de oxigeno'®®. De este modo,
nuestro grupo de investigacion observd, en un trabajo ya publicado, , una mejora en el
potencial terapéutico de las MSC cuando éstas habian sido modificadas genéticamente
para tener incrementada la expresion de HIF-1a (HIF-MSC) de forma permanente en un

modelo de IAM en rata 161,

1.2.3.3 Respuesta a la Hipoxia: HIF-1a

Los organismos aerobios necesitan oxigeno (O;) para producir energia. Es por esto que
las células se estresan cuando estan en un ambiente con poco oxigeno (hipoxia).
Durante las condiciones de hipoxia, las células desarrollan un gran numero de
respuestas adaptativas con el objetivo de contrarrestar las bajas tensiones de oxigeno.
De este modo, las células sometidas a condiciones de hipoxia reducen su consumo
energético, detienen su ciclo celular y comienzan a secretar factores que inducen
supervivencia y angiogénesis. De entre todas las vias de sefializacion implicadas en
regular la respuesta a la hipoxia, muchos estudios han sugerido que los factores HIF son
reguladores clave. En este sentido, se ha observado que HIF-1 estd involucrado en Ila
activacion de la transcripcion de mas de 100 genes de respuesta a condiciones de
hipoxia. Estos genes estan implicados en procesos biolégicos como el metabolismo de
la glucosa, la proliferacion celular, migracién, supervivencia y angiogénesis'®?. Gran

parte de la funcidén de estos factores viene determinada por su estructura molecular.

El factor transcripcional HIF-1 es una proteina heterodimérica compuesta por dos
subunidades, HIF-1a y HIF-1B (Figura 1.14)%3, Ambas subunidades proteicas contienen
dominios bHLH (basic-helix-loop-helix)1®41%> Los dominios bHLH son esenciales para que
se forme el heterodimero funcional formado por HIF-1a y HIF-1B, asi como para unirse
a la secuencia de DNA en los genes diana (Figura 1.14). Se ha descrito la presencia de
dos dominios de transactivacion (TAD) en HIF-1a: NHj-terminal (N-TAD) y COOH-
terminal (C-TAD) (Figura 1.14). Por un lado, N-TAD esta implicado en la degradacion de
HIF-1ay, por el otro, C-TAD se encarga de interaccionar con coactivadores como

CBP/p300 para regular la expresién de genes diana de HIF-1a en hipoxia (Figura 1.14)%6,
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Ademas, a diferencia de HIF-1B, HIF-1a presenta en todas sus subunidades un dominio
de degradacion dependiente de oxigeno (ODDD) (Figura 1.14)%7. Ambas subunidades
de HIF-1 se expresan de forma constitutiva. Sin embargo, debido a esta diferencia
estructural, Unicamente HIF-1B es estable en presencia de O,. Se han descrito dos
mecanismos principales que regulan la actividad transcripcional de HIF-1 (Figura 1.15).
Ambos mecanismos se pueden clasificar en funcién de la dependencia con la proteina
conocida como Von Hippel-Lindau o VHL, que es una subunidad de una enzima E3

ubiquitin ligasa (Figura 1.15)168,

oDD
]
I 1
HIF-1a bHLH PAS - N-TADI C-TAD
P-300/CBP
HIF-1B bHLH PAS TAD

Figura 1.14 Dominios funcionales de los factores transcripcionales HIF-1a y HIF-1B. bHLH: dominios
basic-helix-loop-helix. PAS: dominio conservado tipo PAS. ODD: dominio dependiente de oxigeno. N-TAD
y C-TAD: son dominios de transactivacidon. Estos dos ultimos, son los responsables de la actividad
transcripcional de HIF. C-TAD interacciona con el coactivador transcripcional CBP/p300. Adaptado de

Georgina, N.y colaboradores®,

- Mecanismo dependiente de la proteina VHL (Figura 1.15): como se ha

comentado, la subunidad HIF-1a contiene un dominio sensible al O2. En este
dominio se localizan dos residuos de prolina que sirven de sustrato para un grupo
de enzimas conocidas con el nombre de HIF-1 prolil-hidroxilasas (HPH) 167,169.
Estas enzimas requieren de 02, ademads de ascorbato y hierro, para llevar a cabo
su reaccién de hidroxilacion. En presencia del oxigeno suficiente y de los otros
dos cofactores, las enzimas HPH hidroxilan los residuos de prolinal69,170.
Consecuentemente, una vez hidroxilados ambos residuos de prolina de HIF-1a
por las enzimas HPH, la subunidad es reconocida por la proteina VHL y entonces

es ubiquitinada degradandose finalmente en el proteasomal71.-
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- Mecanismo independiente de la proteina VHL (Figura 1.15): este es un

mecanismo alternativo que usan las células para regular la actividad de HIF-1 a
través de la subunidad HIF-1a. Sin embargo, no requiere de la participacion de la
proteina VHL. En condiciones normales de 02, el factor inhibidor de HIF-1 (FIH-
1) dirige una hidroxilacién dependiente de oxigeno de un residuo de asparragina
en HIF-1a. Esta hidroxilaciéon impide la interaccién de HIF-1a con el coactivador

CBP/p300, bloqueando asi la transcripcion de genes diana de HIF-1a1727175,

Normoxia

Proteasoma

OH ’—_-» @ 02
Ub 2
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e 2 0
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4 N, HIF-1la mRNA .
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Figura 1.15 Mecanismos de sefalizacion y regulacion de HIF-1a en condiciones de normoxia e hipoxia.
El factor transcripcional, HIF-1a, en presencia de oxigeno (normoxia) se degrada mediante dos
mecanismos: dependiente o independiente de la proteina VHL (Von Hippel-Lindau). En ausencia de
oxigeno (hipoxia), HIF-1a se une al coactivador P33/CBPy a HIF-1B, entonces, viaja al nticleo donde activan
genes de respuesta a la hipoxia. OH: hidroxilacion. Ub: ubiquitinacién. HPH: HIF-1a prolil-hidroxilasas. FIH:
factor de inhibicién de HIF-1a. HRE: Elementos del DNA de respuesta a la hipoxia. Adaptado de Kiers, H.

D.y colaboradores'’®,

Como ya se comenté en la seccidn 1.1.2 de esta introduccidn, la via de sefializacién de

Notch participa con un rol importante en la regulacidon de una enorme diversidad de
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procesos e interacciona con muchas otras vias de sefializacién. Asi, muchos trabajos han

descrito una interaccion entre la via de sefalizacién de Notch y HIF-1.

1.2.3.3.1 Relacion entre Notch y HIF-1

Muchos trabajos diferentes han relacionado las vias de Notch y HIF-1177-17%, De este
modo, se ha observado que HIF-1a es capaz de aumentar la actividad de la via de Notch
a través de diferentes mecanismos. Por ejemplo, se ha visto que HIF-1la puede
interaccionar fisicamente con NICD y contribuir a su estabilizacién. Por otro lado,
Gustafsson y colaboradores con sus experimentos han sugerido que la interaccién entre
HIF-1a y Notch es necesaria para mantener el estado indiferenciado de la célula en
hipoxial”’. Alternativamente, también se ha visto que HIF-1a se puede unir a regiones
del promotor del gen diana de la via de Notch HES1 para contrarrestar la
retroalimentacién negativa de la sefializacion de Notch en las células madre
tumorales'®, Asimismo, se ha observado que HIF-1a es capaz de aumentar la actividad
de la enzima y-secretasa mediante interaccidn directa y aumentando asi la actividad de

la via de Notch?89,

En el trabajo publicado por nuestro laboratorio en el que se inyectaron MSC o HIF-MSC
en un modelo de IAM en rata, se observé que el incremento en el potencial terapéutico
de las HIF-MSC era principalmente debido a un incremento en la proliferaciéon de los
cardiomiocitos y del proceso angiogénico, asi como a una reduccién en la fibrosis'e?,
Dada la relacién entre las vias de senalizacion de Notch y HIF-1 con el proceso
angiogénico y el protagonismo de las sefales paracrinas en el efecto terapéutico de las
MSC, en este trabajo nos interesamos en estudiar la influencia de ambas vias en el

proceso angiogénico mediado por exosomas.

1.2.4 Angiogenesis

Durante el desarrollo embrionario, las células endoteliales (ECs) ensamblan la red
ramificada de tubos que forman los vasos sanguineos. Esta red permite el transporte de

fluidos, nutrientes, células circulantes, hormonas y gases hasta todos o casi todos los
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tejidos del organismo en los vertebrados. Finalmente, en el organismo adulto, la
vasculatura consiste en un conjunto jerarquico de vasos compuesto por arterias,
arteriolas, capilares, vénulas y venas que permiten la circulacidn de la sangre oxigenada
entre el corazdn, los pulmones y los tejidos. Aunque el sistema vascular del organismo
adulto es muy complejo, la mayoria de vasos sanguineos que se forman lo hacen en
forma de brotes a partir de vasos pre-existentes. Este proceso se conoce como
angiogénesis y su desequilibrio contribuye a la aparicion de numerosas
enfermedades!®. Asi, por ejemplo, una angiogénesis insuficiente es el principal factor
limitante en la recuperacién de patologias isquémicas mientras que, la estimulacién de
la angiogénesis por las células cancerosas promueve la neovascularizacién de los
tumores, el crecimiento vy, la progresién hacia el proceso metastatico. De este modo,
considerando los beneficios que puede conllevar en la clinica la manipulacién
terapéutica de la angiogénesis patoldgica, en las Ultimas décadas ha resultado muy

atractivo el estudio de los mecanismos que controlan este proceso®!.

1.2.4.1 Mecanismos Celulares en la Angiogénesis

La angiogénesis es un proceso complejo con varias etapas que culmina con la formacién
de nuevos vasos sanguineos. Para ello, es imprescindible un control y una coordinacién
perfecta del comportamiento de las ECs. Los vasos sanguineos ya establecidos, se
caracterizan por tener un espacio o lumen del vaso, por donde fluye la sangre, formado
por una monocapa de ECs inactivas (Figura 1.16). Estas células, estan recubiertas por la
cara externa de una membrana basal que a su vez contiene pericitos distribuidos de
forma dispersa por diferentes regiones del vaso (Figura 16). Este fenotipo quiescente de
las ECs se mantiene hasta que se detectan en el ambiente sefiales que estimulan la
angiogénesis (sefiales proangiogénicas) (Figura 1.16). En ese momento, las ECs sufren
un profundo cambio en su comportamiento que consiste en una pérdida de las uniones
entre ellas, una activacién de proteasas que degradan la membrana basal que les
recubre y la adquisicién de un comportamiento invasivo y migratorio muy marcado que
permite iniciar la formacidon del nuevo vaso (Figura 1.16)%8%182 De todas las ECs que
reciben las sefiales proangiogénicas, solamente un pequefio grupo de ellas son las que

experimentan ese cambio de comportamiento que dara lugar a la formacion de nuevos
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vasos. Estas ECs son las células de la punta del vaso que se esta formando (CPs), las
cuales, desarrollan filopodios que les permiten percibir y responder a sefales de
atraccién o repulsidon que guian el crecimiento del vaso en el microambiente (Figura
1.16)18318 por otro lado, las ECs que van apareciendo detrads de las CPs (células del
cuerpo del vaso, CCs) a medida que se va formando el nuevo vaso mantienen un
fenotipo menos migrador, pero son claves para el soporte de los nuevos vasos que estan
creciendo (Figura 1.16). Asi, generan el tronco de los nuevos capilares y mantienen la

conexion con el vaso a partir del cual surgen?218>186

Una vez iniciado el proceso, el brote de ECs contindia en una direccidn definida hasta
gue conecta con los vasos adyacentes y realizan anastomosis, permitiendo la fusién del
vaso de nueva generacion con el vaso pre-existente que contacta (Figura 1.16). Cuando
las CPs entran en contacto con otras ECs, pierden su fenotipo migrador, establecen
uniones estrechas con las ECs y se fusionan, formando un lumen continuo sin
obstrucciones que permite el flujo sanguineo (Figura 1.16). Aunque el conocimiento del
proceso anastomoético es limitado, parece claro que en el proceso deben de estar
involucrados otros tipos celulares ademas de las ECs (Figura 1.16). Asi, se ha sugerido
gue ciertas poblaciones de macrdéfagos deben de participar como chaperonas celulares
que promueven la anastomosis vascular (Figura 1.16)*’. Ademas, el reclutamiento de
células accesorias es un factor critico en el proceso de maduracién del vaso sanguineo
de nueva generacion. Factores como el factor derivado de las plaquetas B (PDGFB) y
TGF-B1 se ha descrito que reclutan células perivasculares como pericitos o células de la
musculatura lisa para estabilizar las paredes de los vasos de nueva generacidn (Figura
1.16)182188185 Asimismo, el depdsito de la membrana basal en la cara externa de las ECs
y el refuerzo de las uniones entre ellas contribuye también a la supresién del fenotipo

migrador y al restablecimiento del comportamiento quiescente (Figura 1.16).
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Figura 1.16 Mecanismos celulares en el proceso angiogénico. Las concentraciones de factores de
crecimiento establecen las células endoteliales de los vasos sanguineos cambien su fenotipo quiescente
hacia un fenotipo de célula migradora. Esa célula sera la célula de la punta del vaso (CP) sanguineo que
migrara en funcion de los gradientes de concentracidn de los factores de crecimiento del ambiente hasta
encontrar otro vaso y mediante anastomosis generar uno nuevo. Las células detras de la CP seran las
células del cuerpo del vaso (CC). Estas, mantendran el contacto con el vaso de origen y formaran el sostén

y lumen del nuevo. Adaptado de Herbert, S. P.y colaboradores®®.

Por consiguiente, un proceso clave en el proceso angiogénico es la determinacién del
comportamiento de las ECs como CPs o como CCs. Las pistas moleculares que guian ese
cambio en el comportamiento de las ECs son complejas y aun no se conocen por
completo. Sin embargo, hay cierto consenso en algunas de ellas. De este modo, la via de
sefializacion de Notch junto con la sefializacién a través del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) se consideran hoy en dia los principales reguladores del

proceso!®1193,
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1.2.4.2 Determinacion del fenotipo celular CP o CC: La via de

senalizacion de Notch y VEGF

El factor de crecimiento del endotelio vascular A (VEGFA) es el principal regulador que
inicia la formacién de nuevos vasos sanguineos durante el desarrollo, el crecimiento y
las enfermedades'®1%3, Durante la angiogénesis, el VEGFA se une al receptor de VEGF-
2 (VEGFR2) y activa varias vias de sefializacion como la via de las quinasas activadoras
de mitdégenos (MAPKs), la AKT y la de las fosfolipasas Cy. Como resultado, la sefializacién
desencadenada por VEGFA promueve la proliferacién de las células endoteliales, la
extension de filopodios, la degradacién de la membrana basal y quimiotaxis (Figura 1.16
y 1.17)%8218 De este modo, esta sefializacion es la iniciadora del cambio de
comportamiento de las ECs hacia un fenotipo mas migrador e invasivo, caracteristico de
las CPs, que guian y activan el proceso angiogénico (Figura 1.16 y 1.17). La expresion de
VEGFA se activa principalmente por la hipoxia, por lo que el proceso angiogénico se
inicia rdpidamente en respuesta a una deficiencia en las concentraciones de oxigeno en

el ambiente durante el desarrollo, el crecimiento y en los procesos patolégicos®®*.

Por otro lado, hay muchos estudios que sugieren un papel fundamental de la
sefializacion por la via de Notch en la toma de decisiones a la hora de determinar los
fenotipos endoteliales CPs o CCs (Figura 1.17)'%>1%, Distintos trabajos en ratones y en
pez zebra han observado que la expresion de DII4 en las CPs activan la sefalizacion de
Notch en las células endoteliales CCs adyacentes para inhibir lateralmente el fenotipo
CP y asi mantener una organizacion jerarquica en las células endoteliales del vaso que
se esta formando®’2%, En concordancia con esto, se ha observado que la sefializacion
desencadenada por VEGFA en las ECs promueve la expresién del ligando de la via de
Notch DIll4 (Figura 1.17). Por lo tanto, las ECs que estén sometidas a una mayor
sefializacion de VEGFA seran las que desarrollen el cambio de comportamiento hacia

CPs mientras que, en las células adyacentes a las CPs, este fenotipo serd reprimido.

En contraste con la represiéon del fenotipo de las CPs que ejerce la sefializacion de la via
de Notch a través del ligando Dll4, el ligando Jaggedl de la via de Notch se encuentra
principalmente en las CCs y promueve la formacion de células con el fenotipo de las CPs

estimulando la angiogénesis (Figura 1.17)?%4. Asi, estos descubrimientos sugieren que
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los ligandos de la via de Notch Jagged1 y DIl4 son importantes y cumplen roles opuestos
en la determinacion del fenotipo de las CPs y en el proceso angiogénico, que debe de

tener implicaciones importantes en la formacion de las ramificaciones vasculares de los

diferentes tejidos.
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Figura 1.17 Mecanismos moleculares implicados en el proceso de seleccion del fenotipo de las células
de la punta del vaso sanguineo. NRARP: Proteinas con dominios repetidos de ankirinas reguladas por
Notch. Gl: Glucosilacidn. SIRT1: Sirtuina 1. CLDN5: Claudina 5. LRP: Proteinas relacionadas con el receptor
de lipoproteinas de baja densidad. El fenotipo CP se establece sobre todo por la sefializacién mediada por
el factor de crecimiento endotelial (VEGF). Posteriormente, se mantienen los fenotipos CP y CC por la
interaccidn de varias vias. Entre estas vias se encuentra la via de Notch cuya sefializacion diferencial entre

ambos fenotipos juega un rol importante en el mantenimiento de estos. Adaptado de Herbert, S. P.y

colaboradores'®,

Ademas, como ya se ha puntualizado en secciones anteriores, en los ultimos afios se ha
sugerido un nuevo mecanismo de senalizacién de la via de Notch en el proceso

angiogénico mediado por exosomas. En este sentido, se ha observado la presencia del

69



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

ligando DIl4 en exosomas procedentes de ECs con el fenotipo de las CPs. Estos exosomas
pueden ser captados por las células adyacentes aumentando el ratio de DIl4 en las ECs

vecinas y favoreciendo las ramificaciones vasculares>.

1.3 Cancer

El crecimiento humano es el proceso bioldgico a través del cual un infante experimenta
una serie de cambios morfoldgicos y funcionales que lo transforman en un adulto. En
este proceso, entre otras cosas, se aumenta el nimero de células del organismo a través
de la divisidn celular. Sin embargo, el proceso de divisién celular se mantiene durante el
resto de la vida del adulto. El organismo humano, mediante este proceso, de forma muy
controlada, logra dar lugar a células nuevas que renuevan total o parcialmente el
contenido celular de sus érganos y tejidos respetando siempre su morfologia y tamano.
En ocasiones, por diversos motivos, algunas células del organismo crecen sin control
generando una masa anormal de células, cuyo crecimiento excede y estd descoordinado
con el de los tejidos u drganos normales y que persiste en su anormalidad después de
que haya cesado el estimulo que provocé el cambio?®. Esta masa anormal de células se
conoce como neoplasia y puede afectar a la funcion y a la homeostasis del érgano o el
tejido que las alberga. En funcidon de la capacidad de la masa anormal de células para
colonizar y proliferar en diferentes drganos y tejidos o no, proceso que se conoce como
metastasis, se pueden diferenciar dos tipos de neoplasias: las malignas y las benignas,
respectivamente. El conjunto de problemas que se derivan de ese crecimiento

descontrolado de las neoplasias malignas es lo que se conoce como cancer 296207,

El cdncer es una de las causas principales de muerte alrededor del mundo, causando en
2015 alrededor de 8,8 millones de defunciones?%2%, Muchos trabajos han sugerido que
la dieta, el tabaquismo o la exposicién a ciertos compuestos quimicos son agentes de
riesgo que favorecen la aparicién espontanea de células cancerosas en el organismo. De
este modo, se ha observado que el proceso de aparicion de células cancerosas en
humanos se debe a un proceso de varias etapas en el que una célula comienza a
acumular alteraciones genéticas que conducen, poco a poco, a una transformacion de

una célula normal en una célula cancerosa. En este sentido, se ha propuesto un modelo
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analogo al de la evolucién propuesta por Darwin para explicar este proceso de
malignizacion2%¢20. Ademds, en parte debido a su incrementada tasa de crecimiento, se
ha descrito que las células cancerosas presentan mayor inestabilidad genética que las

células normales 219,

La inestabilidad genética de las células cancerosas hace que el estudio de su
comportamiento y el desarrollo de terapias sea muy complicado. A pesar de la
complejidad que engloba el cancer, se han descrito diez caracteristicas que por lo
general se cumplen en los distintos tipos de cancer y que se encargan de orquestar el
crecimiento maligno de las células cancerosas (Figura 1.18)%!!. Estas diez caracteristicas
son: la capacidad de mantener las sefiales de proliferacién permanentemente activas,
ser insensibles a supresores del crecimiento, resistir la muerte celular, invadir y
desarrollar metastasis en otros tejidos, inducir el proceso angiogénico
permanentemente, replicarse de forma infinita, tener desregulado el metabolismo
energético, evitar ser destruidas por el sistema inmune del organismo, tener mayor
inestabilidad genética y de generar inflamacion. A continuacidn, se prestara especial
atencion a la proliferacion y al proceso de invasién y metastasis de las células cancerosas

dado que fueron objeto de estudio en este trabajo.

Manimiento de
las Sefiales
de Proliferacion

Insensibilidad a los
Supresores
del Crecimiento

' Evasion del
Sistema

Resistencia a la
Muerte Celular

Figura 1.18 Caracteristicas de las células cancerosas. Adaptado de Hanahan, D. y colaboradores?*!.,
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1.3.1 Mantenimiento de las Senales de Proliferacion

El proceso de proliferacidn celular de las células eucariotas consiste en la division o
mitosis de una célula progenitora en dos células hijas idénticas. Para que esto ocurra, la
célula progenitora tiene que entrar en el proceso denominado ciclo celular, siendo éste
un proceso irreversible (Figura 1.19). La célula que entra en ciclo se denomina
“proliferante” y en todo momento esta sintetizando componentes necesarios para el
proceso. Sin embargo, el DNA solo se sintetiza en una sola etapa del ciclo. Asi, el
momento de la sintesis del DNA divide el ciclo en 4 fases bien diferenciadas: fase M, G1,
Sy G2, que ocurren de forma ordenada (Figura 1.19). La fase M corresponde a la mitosis
o divisidn nuclear que normalmente culmina con la divisidn de la célula o citoquinesis
(Figura 1.19). A continuacion, el intervalo entre la mitosis y el inicio de la replicacién del
DNA se conoce como la fase G1 (Figura 1.19). En esta fase, la célula es metabdlicamente
activa y crece, pero no sintetiza DNA. La fase G1 es seguida por la fase S o de sintesis, en
la cual ocurre la replicaciéon del DNA (Figura 1.19). Una vez terminado el proceso de
replicacion del DNA existe un intervalo hasta que ocurre la mitosis y la citocinesis, este
intervalo es la fase G2 (Figura 1.19). En esta fase la célula continta creciendo y sintetiza

proteinas importantes para el proceso de mitosis?'2.

xR}
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Fase G2 s\
- Fase ¥ N

Mitosis z )
N N 7‘" ?\ )
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- & Duplicacién
Cromosémica
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Se duplica el contenido
celular excepto los
/ cromosomas

Fase GO

Arresto del Ciclo

Figura 1.19 Diagrama del ciclo celular. Adaptado de www.le.ac.uk.
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La duracion de las fases del ciclo celular varia considerablemente en funcién del tipo
celular. Algunos tipos de células en los mamiferos dejan de dividirse (Fase GO) y otras lo
hacen sélo ocasionalmente en funcidon de las necesidades de recuperar células que han
sido dafiadas o simplemente mueren. Esto Ultimo ocurre con los fibroblastos de la piel,
del higado o del pulmén, entre otros. De este modo, los tejidos y érganos, adn con un
proceso de proliferacidn celular activo, mantienen una homeostasis que posibilita una

arquitectura y funcionamiento normales?*?.

Por consiguiente, en los mamiferos se controlan cuidadosamente la produccién de
sefiales tanto extracelulares (por ejemplo, factores de crecimiento) como intracelulares
qgue conducen a la entrada y progresiéon de las células en el proceso de ciclo celular.
Existen una enorme cantidad de componentes reguladores del ciclo celular, de los cuales
muchos aun por descubrir. Sin embargo, hoy en dia los genes que regulan el proceso se

dividen en tres grandes grupos?!?:

- Genes que codifican para componentes necesarios para avanzar en las diferentes

fases del ciclo celular: ciclinas, proteinas para preparar el citoesqueleto celular,

enzimas y precursores de la sintesis del DNA, etc.

- Genes activadores del ciclo celular o protooncogenes: los productos proteicos de

su expresion regulan positivamente la proliferacion para que las células en

estado de quiescencia entren en la fase S y finalmente se dividan.

- Genes supresores tumorales: su expresion codifica para proteinas que frenan el

ciclo celular y lo desvian hacia un estado no proliferativo de senescencia o a la
muerte celular programada, también conocida como apoptosis. El proceso
regulado por el producto proteico de estos genes se activa si se generan sefiales

en la célula que le permiten interpretar que algo no funciona correctamente.

En cuanto a las células cancerosas, la comunidad cientifica ha observado que la
caracteristica fundamental de estas células es su habilidad de mantener una
proliferaciéon continua. En este sentido, se ha observado que las células cancerosas
mantienen esa proliferacidn continua a través de una desregulacion de los procesos que
controlan la entrada y la progresién de la célula en el ciclo celular como la expresion de

protooncogenes y de genes de supresién tumoral.
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1.3.1.1 Protooncogenes: C-MYC

Como ya se menciond en la seccidn anterior, los protooncogenes son genes cuyos
productos proteicos (oncoproteinas) promueven la entrada de las células en el proceso
de ciclo celular. Se ha observado en muchos tipos de cdnceres la presencia de
alteraciones en la expresion de protooncogenes como RAS, RAF o C-MYC que
contribuyen al mantenimiento de la proliferaciéon tumoral. En este apartado, como

ejemplo, comentaremos las alteraciones observadas en el protooncogén C-MYC?'1,

Han pasado cerca de 40 afios desde el descubrimiento del protooncogén C-MYC,
acumulandose desde entonces mas de 19.000 trabajos de investigacion relacionados
con este gen. A dia de hoy, se han observado una gran diversidad de mecanismos que
desregulan la expresidon de la oncoproteina MYC. En sus inicios, el estudio del proceso
de activacién de la expresion de C-MYC dejo perpleja a la comunidad cientifica debido a
que, a diferencia de otros protooncogenes como H-RAS, que aumentaban su expresion
a causa de la aparicién de mutaciones en su secuencia, en la secuencia de C-MYC no se
observaban mutaciones genéticas?!3. En su lugar, se identificaron tres mecanismos
nuevos que posibilitan la activacidn oncogénica. Estos fueron: la mutagénesis
insercional, las translocaciones cromosdmicas y la amplificacion génica?!4. Asi, a partir
de su descubrimiento, uno de los hallazgos mas importantes fue observar que la
desregulacién de C-MYC y probablemente de otros oncogenes no esta restringida a
cambios genéticos en el locus del gen en cuestion. Ademads, se ha descrito que hay
muchos mecanismos que pueden desregular la expresion de C-MYC y de otros
oncogenes sin necesidad de que exista una mutacién genética. Un ejemplo es la
sefializacion por Notchl, que se ha observado que puede activar directamente la
expresion de C-MYC?'. Estudios adicionales han demostrado que C-MYC puede
participar en muchas funciones diferentes a parte de la proliferacion celular como: la

diferenciacidn celular, la adhesién celular, la migracion, la angiogénesis, etc?'4,

Los primeros trabajos que observaron alteraciones en la expresién de diferentes
protooncogenes se aventuraron a hipotetizar que un simple aumento en la expresion
de estos genes y las sefiales desencadenadas por sus productos proteicos eran
suficientes para incrementar la proliferacion de las células tumorales vy

consecuentemente la de los tumores. No obstante, estudios posteriores revelaron que
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una expresion excesiva de oncoproteinas como RAS, RAF o MYC pueden generar en la
célula respuestas que contrarrestan el efecto de las mismas induciendo procesos de
senescencia y/o apoptosis celular?11216217 Estos resultados aparentemente paraddjicos
parecian evidenciar la presencia de un mecanismo de defensa en las células disefiado
para eliminar células que estén experimentando una sefalizacién excesiva a través de
alglin mecanismo concreto?!!. Mas adelante, se vio que estos mecanismos de defensa

eran el producto de la expresién de los genes de supresion tumoral.

1.3.1.2 Genes de Supresion Tumoral

Las células tumorales ademds de mantener activas las sefiales que permiten mantener
una proliferacién permanente, necesitan evitar los mecanismos que regulan
negativamente los procesos de proliferacion celular. Muchos de estos mecanismos
dependen de los genes de supresion tumoral. Se han descubierto muchos supresores
tumorales que limitan el crecimiento celular de canceres en animales o humanos. Los
dos supresores tumorales mas conocidos y en los que mads se han centrado los trabajos
de investigacién a lo largo de la historia son los que codifican para las proteinas:
asociadas a retinoblastoma (RB) y P53. Ambas proteinas actian como puntos de
regulacién clave que gobiernan el control en las decisiones celulares que permiten la
proliferaciéon o, alternativamente, activar programas de apoptosis o senescencia

celular?®,

La comunidad cientifica diferencia las proteinas de supresién tumorales RB y P53 en
funcién de la procedencia de las sefiales que se encargan de interpretar en la célula. Asi,
RB suele iniciar sefiales de inhibicion del crecimiento celular que tienen su origen
principalmente en el exterior celulary, por otro lado, P53 suele recibir sefales de estrés
o de sensores que sugieren un funcionamiento incorrecto de algin elemento del interior
de la célula®''. De cualquier modo, en ambos casos, experimentos de ganancia y pérdida
de funcién en ratones han demostrado su rol esencial en el control de la proliferacion
tumoral, permitiéndose en su ausencia, junto con una sefial de crecimiento celular
permanente como podria ser una expresion incrementada de un protooncogén, un

progreso vigoroso hacia procesos cancerosos?14.218.219,
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De este modo, el mantenimiento de la proliferaciéon es una caracteristica fundamental
de las células cancerosas. Sin embargo, como ya se ha mencionado, no es la Unica. La
mayoria de los procesos cancerosos con peor prognosis son aquellos que, ademas de
mantener una proliferacion elevada y fuera de control, tienen otras capacidades
adquiridas debido a su inestabilidad genética. Un ejemplo de otro mecanismo muy
importante en el progreso hacia canceres agresivos es la capacidad de colonizar nuevos
tejidos y formar nuevas masas de células tumorales. Este proceso se conoce como
metdstasis y se ha sugerido en numerosos trabajos que se ve favorecido por procesos
de transicién de células epiteliales hacia fenotipos mas mesenquimales (transicion EMT)
tanto de las células del tumor como de las circundantes??%?21, Se ha observado que en
el proceso de EMT participan un gran niumero de factores y entre ellos los exosomas de

las células tumorales y de los alrededores.

1.3.2 Invasion y Metastasis: Transicion Epitelio-

Mesenquimal

La transicion epitelio-mesenquimal (EMT) es un proceso de reprogramacion celular
reversible que transforma de manera transitoria a las células con fenotipo epitelial en
células con un fenotipo similar al mesenquimal (Figura 1.20)%?2722% Las células
resultantes con un fenotipo mas mesenquimal pueden revertir la transicion EMT en un
proceso que transcurre en sentido contrario conocido como transicién mesenquimal-
epitelial (MET) (Figura 1.20). La transiciéon EMT guarda un papel importante en muchos
pasos de la embriogénesis, como la gastrulacidn o la morfogénesis de los tejidos durante

223-225 por otro lado,

el desarrollo y también en procesos de cicatrizacion en los adultos
se ha observado que la progresion de muchos canceres que afectan a los tejidos
epiteliales (carcinomas), si no en todos, depende de la activacion del proceso de la EMT
en las células cancerosas??%2?!, De este modo, en el contexto neoplasico, trabajos que
estudian la influencia de la activacion de la EMT en células de los carcinomas han
descrito que esta activacion puede dotar a las células de ciertas caracteristicas de

malignidad como: la capacidad de ser células iniciadoras de procesos tumorales, elevada

motilidad con la habilidad de diseminar a otras regiones y resistencia a la muerte por
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accion tanto de ciertos agentes quimioterdpicos como por el sistema inmunitario

adaptativo?26-232,

Habitualmente, las células que forman el epitelio en los tejidos del cuerpo muestran una
polaridad apical-basal y se encuentran unidas lateralmente a través de uniones
estrechas y de adherencia (Figura 1.20). Estas ultimas estan formadas por moléculas
epiteliales de cadherina (E-Cadherina) localizadas en la superficie celular (Figura 1.20).
Esta estructura también se puede apreciar in vitro, donde las células se sitian formando
una monocapa con un aspecto similar a un pavimento de adoquines. Esta organizaciéon
con las moléculas de E-Cadherina en la superficie celular es crucial para guardar la
integridad estructural del epitelio. Tras la activacién de la EMT se reprime la expresién
de la E-Cadherina, lo que desencadena la pérdida de la morfologia poligonal semejante
a los adoquines caracteristica de las células epiteliales (Figura 1.20). De este modo, las
células adquieren una morfologia similar a un huso caracteristica de las células
mesenquimales (Figura 1.20). Esto se ve acompafiado de la expresion de marcadores
asociados al fenotipo mesenquimal, entre los que se encuentran la Cadherina neural (N-
Cadherin), la vimentina o la fibronectina (Figura 1.20)?%. Se han descrito varios factores
transcripcionales (TF) que actuan pleiotropicamente y en combinaciones diferentes
induciendo la expresidn de genes que promueven el fenotipo mesenquimal y reprimen
la expresion de genes que mantienen el epitelial (Figura 1.20)?23-22>, A estos factores
transcripcionales inductores de la EMT se les denomina TFs-EMT (Figura 1.20). Varias
vias de sefializacién influyen en la induccién de la EMT, encontrandose entre ellas la via

de senalizacion de Notch.
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Figura 1.20 Esquema de un programa de transicion epitelio-mesénquima tipico. Las células epiteliales
con una polaridad apical-basal caracteristica se mantienen unidas por uniones estrechas, adherens y
desmosomas. A su vez, se mantienen unidas a la membrana basal a través de hemidesmosomas. Estas
células expresan moléculas que se asocian con el fenotipo epitelial y ayudan a mantener la polaridad
celular (moléculas dentro de los recuadros amarillo y naranja claro). La induccién de la transicion de
epitelio a mesénquima (EMT) lleva a la expresion de factores de transcripcion inductores de la EMT (TFs-
EMT) como ZEB, SNAILy TWIST, que inhiben la expresion de genes asociados al fenotipo epitelial y activan
la expresion de genes asociados al fenotipo mesenquimal (moléculas dentro del recuadro naranja). Esto
resulta en cambios celulares como el desensamblaje de uniones intercelulares caracteristicas del epitelio
o la pérdida de la polaridad apical-basal a través de la represidn de las proteinas Crumbs, PAT) y LGL. Esta
pérdida de caracteristicas epiteliales se acompafia de una ganancia de caracteristicas mesenquimales. A
su vez, el fenotipo mas mesenquimal, conlleva una reorganizacion del citoesqueleto y la expresion de una
serie de moléculas y TFs-EMT que promueven y mantienen el fenotipo. Durante la EMT, las células
adquieren comportamientos mas migratorios e invasivos. El proceso de EMT es reversible. MET: transicidn

mesénquima-epitelio. Adaptado de Dongre, A. y colaboradores?3?,
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1.3.2.1 Transicion Epitelio Mesénquima (EMT): la Via de

Senalizacion de Notch

Como se ha puntualizado al inicio de este trabajo, la via de sefalizacién de Notch esta
involucrada en procesos de control del destino celular, diferenciacion vy

proliferacion®4233,

Un gran nimero de publicaciones han sugerido una participacion de la via de Notch en
la induccidon de la EMT tanto en tejidos sanos como en aquellos que sufren un
crecimiento neopldsico de células (Figura 1.21). Los primeros trabajos que reflejaron
esta relacion lo hicieron en base a estudios en los que embriones que carecian de la
expresion de Notchl o de su compafiero transcripcional, RBPJ, eran incapaces de
expresar SNAIL, uno de los TFs-EMT mas estudiados?34. De este modo, no podian activar
la EMT en el endocardio que es necesaria para la generacién del resto de tipos celulares.
Ademads de su papel en la activacion de la EMT en los tejidos sanos, varios de los
componentes de la via de sefializacion de Notch se han relacionado en la regulacién de
la EMT en diferentes tipos de carcinomas como el cancer de mama, de pulmén,

pancredtico o en el carcinoma de células escamosas?3>2%,
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Figura 1.21 Vias de seializacion que activan la EMT a través de la activacion de la transcripciéon de
factores transcripcionales inductores de EMT como ZEB1, SNAIL o TWIST. Adaptado de Dongre, A. y

colaboradores?*?,
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La expresion elevada del marcador de superficie celular CD44 se ha asociado de forma
repetida con células epiteliales cancerosas que han entrado en un estado mas
mesenquimal con capacidad de iniciar procesos tumorales. En este sentido, la
sobreexpresion del dominio intracelular activado del receptor de Notch1 (N1ICD) induce
la activacién de la EMT e incrementa la proporcion de células con una expresién
aumentada de CD44 en carcinomas de células escamosas?38. Adicionalmente, trabajos
realizados con células de cancer de mama han sugerido un aumento en la agresividad
tumoral a través de una induccion de la EMT con la sola sobreexpresién a nivel celular
de N1ICD?3°. Cabe destacar también la presencia de altos niveles de expresion de
componentes de la via de Notch en los mdrgenes de tumores, que comunmente
expresan marcadores de la EMT como vimentina. Estas observaciones sugieren un papel
importante de la via en la regulacidn de la EMT?38240.241 De este modo, se cree que la
induccion de la EMT a través de Notch se debe a la regulacidn de varios TFs-EMT como
SNAIL o SLUG que directamente reprimen la expresién de la E-Cadherina e inducen la

expresion de vimentina y fibronectina?34242:243,

1.3.2.2 Transicion Epitelio Mesénquima (EMT): Exosomas

Tumorales

Como ya se ha comentado previamente, el contenido en biomoléculas de los exosomas
puede variar en funcién del estado fisioldgico de la célula que los libera. De este modo,
se ha observado que los exosomas procedentes de células tumorales (ECT) pueden
contener biomoléculas que son capaces de activar la EMT como metaloproteasas de la
matriz (MMPs), miR-100, LMP1, HIF-1a o TGFB que, ademas, inducen cambios en el
ambiente que favorecen la progresion tumoral (Figura 1.22)?*. En este sentido, en la
actualidad varios estudios han sugerido un modelo en el que los exosomas procedentes
de células tumorales contribuyen en la progresién de los tumores de la siguiente manera
(Figura 1.22): en primer lugar, los ECT promueven sefiales autocrinas y paracrinas dentro
del ambiente del tumor primario y activan el proceso de EMT en las células epiteliales

245

del tumor?**=24°, En segundo lugar, los ECT viajan por la sangre y la linfa y son captados

por tejidos y 6rganos que estan alejados del tumor primario y preparan un nicho donde
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las células que diseminan del tumor primario son capaces de anidar y eventualmente
colonizar (nicho pre-metastatico)?°%2°2, Ademas, en un trabajo publicado por Hoshino,
A. y colaboradores han observado que los exosomas determinan el érgano en el que
generan el nicho pre-metastatico en funcidn del cédigo de integrinas que llevan los ECT
en su superficie?®3. En tercer lugar, los ECT modulan el sistema inmunitario del

hospedador permitiendo una progresion tumoral desenfrenada?>4-2°®,
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Figura 1.22 Contribucidn de los exosomas derivados de células tumorales en la progresion del cancer.
Las células tumorales liberan exosomas (ECTs) que desarrollan diferentes tipos de sefiales en el ambiente
que las rodea. A. Los ECTs estdn implicados en el inicio de la metastasis a través de una activacién de las
vias que inducen la transicién epitelio mesénquima (EMT) y de la eliminacidn de las barreras naturales
que encapsulan los tumores. B. Los ECTs también contribuyen a la metdstasis estableciendo el nicho pre-
metastatico mediante el reclutamiento de células madre derivadas de la médula d6sea, la activacion de
miofibroblastos, la activacion del remodelado de la matriz extracelular y la angiogénesis. C. También se
ha observado que los ECTs contribuyen a la progresion del cancer al ayudar a las células cancerosas a
evadir al sistema inmune. Treg: linfocito T regulador. TGFp: factor de crecimiento transformante-f. TNFa:

factor de necrosis tumoral-a. IL-6: interleuquina-6. AKT: proto-oncogen Akt. ILK1: quinasa 1 unida a

81



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

integrina. PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas. ZO-1: unidn estrecha-1. Adaptado de Syn,

N. y colaboradores®*.

En este trabajo se estudio la cooperaciéon entre la via de Notch y los exosomas derivados
de células tumorales en el contexto del cancer de mama. De este modo, en el siguiente

punto se comentara el cancer de mama y los tipos moleculares descritos hoy en dia.

1.3.3 Cancer de Mama

El cdncer de mama es el tipo de cdncer mas frecuente y con mayor mortandad entre las
mujeres, afectando a alrededor de 2,1 millones de mujeres cada afio. En 2018 se estima
que 627.000 mujeres murieron a causa del cancer de mama, lo que implica alrededor

del 15 % del nimero total de muertes por cancer®’.

A grandes rasgos, el seno estd formado por dos tipos principales de tejidos, los tejidos
glandulares y los de soporte (Figura 1.23). Los tejidos glandulares contienen las
glandulas responsables de producir leche (lobulillos) y los ductos por donde circula la
leche hasta el pezén (Figura 1.23). Por otro lado, los tejidos de soporte incluyen el tejido
adiposo o graso y el conectivo fibroso (Figura 1.23). El seno también estd infiltrado con

tejido linfatico que retira los fluidos celulares y de desecho (Figura 1.23)%%8.
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Figura 1.22 Anatomia del seno femenino. Se observan 4 tipos de tejidos: el tejido adiposo o graso que

forma la mayor parte del seno. El tejido glandular, compuesto por los Iébulos, lobulillos, los conductos y
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el pezén. El tejido muscular, mds cercano a las costillas. El tejido linfatico, que infiltra todo el seno y
funciona drenando las sustancias de desecho del seno y de centinela inmunoldgica. Adaptado de

www.visualsonline.cancer.gov.

Existen varios tipos de tumores que pueden desarrollarse en diferentes sitios del seno.
La mayoria de tumores surgen a partir de crecimientos neopldsicos benignos que se
inician en las células epiteliales presentes en los ductos (cancer ductal), otros se inician
en las células epiteliales de los lobulillos (cancer lobular) y los menos frecuentes se
originan a partir del resto de tejidos presentes en el seno?°®. El tumor resultante, que
comienza como una anomalia leve, pasa a ser grave al invadir tejidos vecinos v,
finalmente, desarrolla metdastasis a otras partes del cuerpo entre las cuales destacan el

pulmén, el hueso y el cerebro?>’.

1.3.3.1 Subtipos Moleculares

Una de las maneras de clasificar los diferentes subtipos de cdncer de mama ademas de
por el tejido donde se originan, su invasividad, etc., es a través de su firma molecular.
De este modo, evaluando la expresidn de los receptores hormonales de estrégenos y/o
progesterona, el n2 de copias génicas del receptor del factor de crecimiento epidérmico
a consecuencia de una amplificacion del gen HER2 (HER2-positivo) y la tasa de
proliferaciéon en funcién de la expresién del marcador Ki67, se pueden diferenciar 5

subtipos de cdncer de mama con diferente prognosis?>°:

- Luminal A: las células cancerosas expresan receptores hormonales de estrégenos
y/o de progesterona. Sin embargo, no expresa el receptor del factor de
crecimiento epidérmico HER2 y suele tener niveles bajos del marcador de

proliferacién celular Ki67.

- Luminal B: las células cancerosas expresan receptores hormonales de estrégenos
y/o progesterona, pueden o no expresar HER2 y proliferan mas que las del

subtipo luminal A (niveles mas altos de Ki67).
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- Triple negativo: las células cancerosas de este subtipo de céncer de seno no

expresan receptores hormonales de estrégenos o progesterona ni HER2. Este
tipo de cdncer es mas frecuente en pacientes con el gen de supresiéon tumoral

BRCA1 mutado. Este se considera el subtipo mas agresivo y con peor prognosis.

- De tipo normal: este subtipo es similar al luminal A, las células cancerosas

contienen receptores hormonales de estrégenos y/o progesterona, no expresan

HER2 y presenta niveles bajos de Ki67.

Hoy en dia, la evaluacion de la firma molecular de las células tumorales del cancer de
mama es muy importante para determinar el tratamiento. Los tratamientos del cancer
de mama mas utilizados consisten en: la eliminacidn de los tumores primarios y de los
ganglios linfaticos que le rodean mediante cirugia, terapia de radiacién, terapia
hormonal y quimioterapia. Adicionalmente, se estan realizando avances prometedores
en el desarrollo de inmunoterapias, donde cabe destacar el desarrollo de células T
“inmunoentrenadas” in vitro para reconocer antigenos tumorales también conocidas
como células CAR-T?69261 Es notorio el esfuerzo en el desarrollo de tratamientos contra
el cdncer de mama. Sin embargo, como se puntualizé al comienzo de este bloque, sigue
siendo responsable de una elevada mortandad en el mundo entero. En ese punto,
cumple un papel muy importante la investigacién bdsica para seguir conociendo los
mecanismos bioldgicos y moleculares que gobiernan la fisiopatologia del cancer de

mama.
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2. Hipotesis y objetivos

Las caracteristicas regenerativas de las MSC las han llevado a ser propuestas como
agentes terapéuticos en multiples patologias isquémicas como el IAM. No obstante, su
aplicacion en ensayos clinicos arrojé resultados modestos para las expectativas de la
comunidad cientifica. Es por esto que en los Ultimos afios se ha estudiado la procedencia
de sus efectos terapéuticos y se ha tratado de potenciarlos. En este sentido, en 2013 en
un trabajo publicado por nuestro laboratorio se demostré que la estabilizacién de la
expresion de HIF-1a en MSC (HIF-MSC) aumentaba el efecto terapéutico de estas células
en un modelo de IAM en rata. Este efecto era en parte debido a un aumento en la
angiogénesis. De este modo, siendo consistentes con la hipdtesis paracrina, en este
trabajo estudiamos la contribucién de los exosomas secretados por las HIF-MSC en el
potencial angiogénico de estas células. La expresiéon de HIF-1a estd estrechamente
relacionada con la conocida via de sefializacién de Notch. Ademas, trabajos recientes
han advertido de un nuevo mecanismo de sefializacién de la via de Notch mediado por
exosomas. Debido a la importancia que guarda esta via de sefializacion en la regulacion
del proceso angiogénico, hipotetizamos que la via de sefializacidon de Notch podria estar
contribuyendo al potencial terapéutico de las HIF-MSC a través de sus exosomas. Con

estas premisas, los objetivos especificos fueron:

1- Estudiar el efecto de la sobreexpresién de HIF-1a en MSC sobre el contenido y la

tasa de secrecidon de exosomas.

2- Estudiar la posible presencia de componentes de la via de Notch en los exosomas

procedentes de MSC y de HIF-MSC.

3- Monitorizar la transferencia de exosomas procedentes de MSC y de HIF-MSC a

células endoteliales.

4- Evaluar el papel de la via de sefializacién de Notch en el potencial angiogénico

de los exosomas procedentes de MSC nativas y de HIF-MSC.
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Por otra parte, en los ultimos afios multiples trabajos han demostrado la contribucién
de los exosomas procedentes de células tumorales a la progresiéon de distintos tipos de
tumores. En este sentido, se han estudiado las biomoléculas incorporadas en los
exosomas procedentes de células tumorales y sus efectos, tanto para entender mejor
los mecanismos que posibilitan la progresion tumoral como para el descubrimiento de
nuevas dianas terapéuticas. Por otro lado, la desregulacién de la via de sefalizacién de
Notch estd intimamente relacionada con la progresion del cdncer. A la luz del
descubrimiento de un nuevo mecanismo de seializacién de la via de Notch mediado por
exosomas, poco se ha estudiado de su participaciéon en los efectos sobre la progresién
tumoral. En concreto, los canceres de mama de peor prognosis son aquellos que
presentan una sobreactivaciéon de la via de sefializaciéon de Notch. Por este motivo, en
el presente trabajo hipotetizamos que los exosomas procedentes de células tumorales
de cdncer de mama podrian estar incorporando componentes funcionales de la via de

sefializacion de Notch. Con esta idea, los objetivos fueron los siguientes:

1- Analizar el contenido proteico global de los exosomas procedentes de las lineas

tumorales de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7.

2- Analizar la presencia de componentes de la via de sefializaciéon de Notch en los

exosomas procedentes de MDA-MB-231 y de MCF-7.

3- Evaluar la actividad sobre la via de senalizacion de Notch de los exosomas
procedentes de MDA-MB-231 y de MCF-7 al ser agregados a cultivos celulares in

vitro.

4- Estudiar la influencia de la actividad sobre la via de senalizacion de Notch
contenida en los exosomas de lineas celulares de cancer de mama sobre

procesos de malignizacion tumoral como la EMT o proliferacion celular.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Animales

El manejo de los animales se realizé segln los requisitos estipulados por el Real Decreto
53/2013 sobre proteccidon de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos, y atendiendo a todas las normas y recomendaciones del Comité de Eticay de
Bienestar Animal (CEBA) del Instituto de Investigacién sanitaria La Fe y del Centro de

Investigacion Principe Felipe.

En este trabajo se utilizaron ratones nude (nu/nu) (Charles River Laboratories inc.) para
los ensayos de plug de matrigel. Se trata de ratones que carecen de timo. De este modo,

son ratones incapaces de producir células-T de defensa, ergo, son inmunodeficientes.

3.2 Tipos Celulares

En el presente trabajo se estudiaron los siguientes tipos celulares: cultivos primarios de
Células Madre Mesenquimales (MSC) humanas modificadas genéticamente o no
mediante transduccién lentiviral, cultivos primarios de células endoteliales humanas
aisladas de cordén umbilical (HUVEC, del en inglés Human umbilical vein endothelial
cells) y lineas celulares derivadas de epitelio tumoral de cancer de mama metastasico
(MDA-MB-231) y no metastdsico (MCF-7). Todos los tipos celulares fueron cultivados en
un incubador Forma Series Il modelo 3141 (Thermo Fisher Scientific) a 37 °Cy 5% de

COa.

3.2.1 Cultivos Primarios

3.2.1.1 Cultivo Primario de Células Madre Mesenquimales

Las MSC en pase 1/2 se adquirieron del Banco Nacional de Lineas Celulares a través de

la Fundacion Inbiobank (San Sebastian, Espafia) donde fueron procesadas segun los
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procedimientos de referencia 1SO90001:2000 bajo condiciones GMP. El medio de cultivo
utilizado para su mantenimiento y expansion fue el Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)-bajo en glucosa, con 10% de suero bovino fetal (FBS) y 1% penicilina-

estreptomicina (P/S). Todos los componentes obtenidos de la casa comercial Gibco.

3.2.1.2 Cultivo Primario de Endotelio Humano

El endotelio humano utilizado en este estudio provino de venas de cordén umbilical
humano HUVECs. Dicho cultivo primario fue adquirido de ATCC (American Type Culture
Collection) y el medio de cultivo utilizado para su mantenimiento fue EGM-2 BulletKit

(Lonza).

3.2.2 Lineas Celulares

Desde el establecimiento de la primera linea tumoral de células de cdncer de mama, BT-
20, en 1958252, se han establecido mas de 80 lineas nuevas a partir de biopsias de
distintos subtipos tumorales con el objetivo de modelar in vitro de la forma mas
representativa posible la enfermedad. Sin embargo, las lineas usadas con mayor
frecuencia en los trabajos de investigacion son las MCF-7, T47D y MDA-MB-2312%3, En
concreto en este trabajo se emplearon las lineas MCF-7 y MDA-MB-231 cuyas

caracteristicas son las siguientes:

- MCEF-7: es una linea tumoral de células invasivas no metastaticas de cancer de
mama aislada en 1970 a partir de un tumor de una paciente caucdsica de 69 afios.
El tumor primario fue un carcinoma invasivo localizado en el ducto mamario.
Expresa receptores para estrégenos y progesterona, pero carece de expresion de
receptores del factor de crecimiento epitelial. Por esto la linea MCF-7 se la
clasifica dentro del subtipo molecular de cancer de mama Luminal A. Ademas,
estas células retienen varias caracteristicas del epitelio mamario, incluyendo la
capacidad de procesar el estradiol a través de receptores citoplasmaticos de
estrégenos y la de formar en cultivo parches de células con morfologia semejante

a un pavimento de adoquines.
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- MDA-MB-231: es una linea tumoral de células metastaticas de cancer de mama
aislada en 1973 a partir de una muestra de derrame pleural de una paciente
caucasica de 51 afios. El tumor primario fue un carcinoma localizado en el
revestimiento interno de las glandulas mamarias. Estas células no expresan
receptores para estrégenos o progesterona y tampoco el receptor del factor de
crecimiento epitelial. Por esto a la linea MDA-MB-231 se la clasifica dentro del

subtipo molecular del cancer de mama triple negativo.

Ambas lineas celulares se obtuvieron de la coleccién de cultivos ATCC y el medio de
cultivo empleado para su mantenimiento fue DMEM-alto en glucosa, con 10% de suero

fetal bovinoy 1% de P/S.

3.2.3 Expansion Celular y Criopreservacion

Los diferentes tipos celulares estudiados se cultivaron hasta alcanzar un 80% de
confluencia y luego se realizaron pases celulares. Para ello, las células se sometieron a
una digestion con tripsina/EDTA 1X (Gibco), una combinacidn de una proteasa capaz de
romper tanto las uniones intercelulares como las uniones al sustrato y un quelante de
cationes divalentes que retiene el Ca*2. Esto impide que el Ca*? actie como cofactor en
las uniones intercelulares. Tras su contaje se sembraron a la densidad adecuada para
cada tipo celular.

Para su congelacion, las células se lavaron con PBS y se despegaron de la placa de cultivo
mediante una digestion de 5 min con tripsina/EDTA 1X. Las células en suspension se
recogieron con el medio de cultivo correspondiente. La acciéon de la tripsina se ve
inhibida debido al gran numero de inhibidores de proteasas existentes en el FBS. La
solucién de medio completo y tripsina/EDTA se homogeneizd y se centrifugd a 200 g
durante 5 min. El sedimento se resuspendié en un volumen pequefio de medio de
cultivo. Tras su contaje se introdujo 1 milléon de células en 900 uL de medio de cultivo
completo en el interior de un criotubo. Para evitar que el descenso brusco de la
temperatura dafie la viabilidad de las células a congelar se agregaron 100 pL de un
agente crioprotector (DMSO) a los 900 pL del medio de cultivo con las células, teniendo

al final una solucion al 10% en DMSO. Una vez homogeneizada la solucién los criotubos
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se cerrarony se introdujeron en un recipiente con isopropanol que permite un descenso
gradual de la temperatura (1 °C/h). En este recipiente se llevan a los congeladores y se
depositaron a -80 °C. Pasadas 24 h, los criotubos se trasladaron a un contenedor de

nitrégeno liquido.

3.2.4 Recuento de la Viabilidad Celular

La viabilidad celular de las suspensiones celulares obtenidas mediante la digestion con
tripsina/EDTA se analizé mezclando en un tubo 10 pL de la suspensidon en cuestion con
10 pL de azul tripdn al 0,2 % en PBS. El azul tripan es un colorante que es capaz de entrar
en las células. Sin embargo, las células viables son capaces de expulsarlo, pero no las
muertas. Se colocaron 10 pL de dicha solucidn en una cdmara de Neubauery se procedié
al recuento de las células viables (sin tefiir) en los cuadrados mds grandes, haciendo uso
de un microscopio dptico. Como cada recuadro tiene un lado de 1 mm y una altura
aproximadamente de 0,1 mm, el drea de los mismos es de 1 mm?y el volumen de 0,1
mm?3 (0,00010 mL). Por lo tanto, se cuentan las células de varios recuadros y después se
divide el niumero total de células por el nimero de recuadros contados. Esa media se
multiplica por 10.000 y se obtiene el nimero de células/pL. La férmula seria la siguiente:

Ne de células viables/mL= 10.000 x N2 células contadas en la cdmara x 2 (dilucién).

3.3 Técnicas de Genética Molecular

Durante la realizacién de este trabajo se han empleado técnicas convencionales para la
manipulacién de material genético, con el fin de poder editarlo e introducirlo de manera
estable en los cultivos eucariotas. Para modificar genéticamente los diferentes cultivos
de células eucariotas se utilizaron vectores lentivirales.

Por un lado, las MSC se modificaron genéticamente para que expresasen de forma
estable el gen de respuesta a hipoxia-1a (HIF-1a; HIF-MSC) con el vector pWPI-HIF-GFP.
El vector sin HIF-1a se usé como control (Figura 3.1) y se introdujo del mismo modo en
los cultivos de MSC. Tanto estas células como los exosomas derivados de ellas se usaron

como control en todos los experimentos.
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Figura 3.1 Vector comercial pWPI de la casa comercial Addgene. Adaptado de www.addgene.com.

Por otro lado, para monitorizar el trafico celular de exosomas, los cultivos de células
eucariotas se modificaron genéticamente con una construccién genética que contiene
el gen del marcador de exosomas CD63 fusionado al gen de la proteina roja fluorescente

(RFP) (Figura 3.2). Esto permite realizar un seguimiento de los exosomas procedentes de

aquellas células modificadas.
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Etiqueta e
A
o R
W or CXS
MSCY »

Figura 3.2 Vector comercial pCT-CMV/MSCV RFP-CD63-EF1-Puro o pCT-CD63-RFP. Adaptado de
www.systembio.com.
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Los vectores lentivirales se adquirieron en forma de plasmidos de las casas comerciales
Addgene (pWPI-GFP) y System Biosciences (pCT-CD63-RFP). El vector pWPI-GFP-HIF fue
producido en el laboratorio a partir del vector comercial pWPI-GFP (Addgene)!®l. Como
se describe a continuacion, los plasmidos fueron amplificados y purificados para

posteriormente ser empleados para generar los vectores lentivirales.

3.3.1 Transformaciéon y Amplificacion Bacteriana

Una vez adquiridos los plasmidos de la casa comercial, estos se amplificaron
introduciéndolos en bacterias de la cepa DH5a. Para ello, 100 pyL de bacterias se
mezclaron con 200 ng de pldasmido disuelto en H,0; miliQ y se incubaron en hielo 20
min. Seguidamente, se realizé un choque térmico a 42 °C durante 45 segundos y se
volvieron a incubar en hielo 2 min. A continuacion, se afiadié 1 mL de LB (Lysogeny broth;
Thermo Fisher Scientific) precalentado a 42 °C para su posterior incubacién en un
agitador orbital a 180 revoluciones por minuto (r.p.m) durante 1 h a 37 °C. Una vez
transcurrido ese tiempo las muestras se centrifugaron a 0,4 g durante 1 min y el pellet
se resuspendié en 50-100 pL de LB que se aiadid a placas de crecimiento bacteriano de
LB-agar (LB, 5g/L agar bacterioldgico) suplementadas con ampicilina a 100 ug/mL. Estas
placas se incubaron en una estufa a 37 °C durante toda la noche para la obtencién de las
colonias bacterianas. Los plasmidos utilizados en este trabajo tienen un gen de
resistencia al antibidtico ampicilina, de modo que todas aquellas bacterias que hubiesen
incorporado el plasmido, y no el resto, serian capaces de crecer en las placas de LB-agar
suplementadas con el antibiético. Las placas con las colonias obtenidas se guardaron a

4 °C hasta su uso.

3.3.2 Extraccion y Purificacion del DNA plasmidico

Las colonias obtenidas en la seccidn 3.3.1 se picaron individualmente y se inocularon en
tubos con 3 mL de LB suplementado con el antibiético de seleccién (ampicilina 100
ug/mL) y seincubd a 37 °C en agitacion a 180 r.p.m durante 8 h. Transcurrido ese tiempo,
se inocularon 2 de los 3 mL en matraces con 200 mL de LB con el antibiotico de seleccidon

(Ampicilina 100 pg/mL) y se incubaron durante toda la noche a 37 °C en agitacién a 180
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r.p.m. Al dia siguiente se procedid a la extraccién del DNA plasmidico mediante el Kit
Plasmid Maxiprep (Jetstar).

El DNA obtenido se cuantificé por espectrofotometria (NanoDrop ND1000) y las
calidades de las muestras se corroboraron en funcidn de los ratios de absorbancia
260/280 nm (un valor de 1,8 indica que la contaminacién por RNA es despreciable) y
230/260 nm (un rango comprendido entre 2,0-2,2 indica que la contaminacion de la
muestra por proteinas u otras moléculas es muy baja). Posteriormente el DNA se diluyé

a una concentracioén de trabajo de 1 pg/mL.

3.3.3 Transduccion Lentiviral

Para generar los vectores lentivirales que posteriormente se usarian vehiculos para
introducir el material genético de interés en los diferentes cultivos de células eucariotas
se utilizaron células HEK 293T como linea empaquetadora. Para la produccién de los
vectores lentivirales, las células HEK 293T se transfectaron con los plasmidos PAX2 y VSV
(Addgene). Estos plasmidos, aportaban el resto de componentes necesarios para que las
células fueran capaces de producir los virus y empaquetar el constructo genético de
interés dentro de la particula Lentiviral. El proceso de generacién de los vectores

lentivirales e infeccion se llevod a cabo del siguiente modo:

- Dia 1: Siembra. El dia de antes de la transfeccidn se sembraron 3 placas de 55

cm? con 6 x 10° de células HEK 293T. 1 placa de HEK 293T por cada placa de 55

cm? del cultivo eucariota a infectar.

- Dia 2: Transfeccion. Una hora antes de empezar la transfeccidon, el medio de

cultivo de las células HEK 293T se sustituyd por DMEM-alto en glucosa
suplementado con P/S al 1 %y cloroquina a 25 uM (Sigma Aldrich). La cloroquina
es un compuesto quimico que mejora la eficiencia de la transfeccién. A

continuacion, se prepararon las siguientes soluciones:
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e Solucion A: Compuesta por 5 plL del plasmido de interés,
3uL del plasmido PAX2, 1,5 ulL del vector VSV, 62 uL de
CaCl;a2 My 428,5 pL de H20; miliQ estéril (el stock de los
plasmidos siempre fue de 1 pg/mL).

e Soluciéon B: Compuesta por 500 pL de tampdn HBS 2X
(NaCl a 280 mM, tampdén HEPES a 50 mM, Na;HPO,, todos
los reactivos de Sigma Aldrich), con un pH de 7 unidades y

estéril.

Una vez preparadas la solucion Ay la solucidén B, se procedio a agregar “gota a
gota” un volumen de la solucién A sobre la solucién B (solucién A: B). Al mismo
tiempo, la mezcla de ambas soluciones se agitaba en un vértex. Una vez
preparada la solucidn A: B, ésta se agregd a cada una de las placas de HEK 293T
y se incubaron 8 h. Transcurridas las 8 h, se cambid el medio de las HEK 293T y se
sustituyd por el medio de cultivo de las células a infectar, pero con la
particularidad de no agregarle el FBS. En este medio se incubaron 48 h. En este
tiempo la linea empaquetadora HEK 293T produce los lentivirus con la

construccidn genética de interés en el interior.

- Dia 4: Recoleccion de las particulas lentivirales e infeccion. Transcurridas las 48 h,

el medio de las células HEK 293T se recogio y se filtré con filtros de 0,45 pum
(Sartorius) para eliminar las células que hayan podido quedar en suspension. El
medio de las células a infectar se sustituyd por el medio de las HEK 293T
previamente filtrado. Antes de agregarles el medio a las células a infectar, este
se suplementd con el polimero catidnico polibreno a 8 ug/mL (Sigma Aldrich) que
mejora la eficiencia de infeccion. Las células a infectar se incubaron en este
medio con las particulas lentivirales entre 5-6 h. Transcurrido ese tiempo, el

medio de las células se reemplazd por su medio de cultivo habitual.

Todas las modificaciones genéticas realizadas en este trabajo tienen la particularidad de
tener un gen para la expresidn de la proteina fluorescente verde o roja. De este modo,

transcurridas 48-72 h desde la infeccion, se evalud la eficiencia de la infeccidn se
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mediante citometria de flujo ya que los plasmidos correspondientes contienen la

proteina fluorescente verde GFP.

3.3.4 Sintesis de las Lineas MSC y HIF-MSC

Las MSC se transfectaron usando lentivirus portadores de los plasmidos pWPI-GFP vy
pWPI-HIF-GFP, que codifican para la proteina verde fluorescente (GFP) y el factor
inducible por hipoxia-1a (HIF-1a) en el caso de pWPI-HIF-GFP. Una vez integradas en el
DNA gendmico de la MSC, ambas construcciones establecen una expresion constitutiva
de la proteina GFP o de la proteina HIF-1a al estar bajo el control del promotor EF-1

(Figura 3.3).

PWIPI-GFP EF1 | oFP

pWIPI-HIF-GFP EF1 | HF | IRES | GFP |

Figura 3.3 Esquema representativo de la clonacion del gen HIF-1a en el vector comercial pWPI.

De esta manera las células transfectadas con pWPI-GFP se denominaron MSC y las

transfectadas con pWPI-HIF-GFP se denominaron HIF-MSC.

3.3.5 Sintesis de las Lineas Transgénicas CD63-RFP para

Monitorizar Exosomas

Las tetraspaninas son una familia de proteinas de membrana que se encuentran en
todos los eucariotas pluricelulares. Actualmente se cree que su funcidn estd relacionada
con el anclaje de otras proteinas de membrana?®®. Los exosomas poseen abundantes
cantidades de tetraspaninas en su superficie las cuales se consideran como antigenos
especificos de dichas estructuras celulares?®®. En particular, la tetraspanina CD63 ha sido
utilizada en estudios previos para realizar el seguimiento del trafico de exosomas en
células?®®. En este trabajo las células MSC o HIF-MSC fueron transfectadas mediante
lentivirus con el plasmido lentiviral pCT-CD63-RFP (pCMV, Exosome/Secretory, CD63

Tetraspanin Tag) (www.systembiosciences.com) como se describié en la seccién 3.3.3.
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Las células resultantes, denominadas MSC-CD63-RFP o HIF-MSC-CD63-RFP, expresan el
marcador exosomal CD63 fusionado a la proteina RFP. Una vez integradas en el DNA
gendmico de las MSC o HIF-MSC, el plasmido logra que la proteina RFP fusionada a la
proteina CD63 se expresen de manera constitutiva al estar bajo el control del promotor
de citomegalovirus.

El cultivo fue enriquecido en células transducidas mediante una seleccién con 5 pg/mL
de puromicina (Life Technologies) ya que el plasmido pCT-CD63-RFP contiene un gen de
resistencia a la puromicina. La eficiencia de la transfeccion fue evaluada por citometria

de flujo cuantificando el porcentaje de la poblacién celular RFP.

3.4 Co-Cultivos

Para evidenciar y cuantificar la transferencia de exosomas entre MSC o HIF-MSC vy
células endoteliales se realizaron co-cultivos entre estos tipos celulares en los cuales se
monitorizd y cuantifico el trafico exosomal mediante andlisis de microscopia confocal de
CD63 fusionado a RFP.

Para observar el trafico de exosomas en MSC o HIF-MSC se construyeron las células
MSC-CD63-RFP y las HIF-MSC-CD63-RFP. Para analizar el trafico exosomal de MSC o HIF-
MSC a las células endoteliales HUVEC se realizaron co-cultivos de 24 h por separado
sembrando 15 x 103 MSC-CD63-RFP o HIF-MSC-CD63-RFP y 10> HUVEC sobre discos de
vidrio de 25 mm (Thermo Scientific, Menzel Glaser, Braunscheig, Alemania). Dado que
las células MSC-CD63-RFP vy las HIF-MSC-CD63-RFP emiten en verde y rojo, en cambio
las HUVEC no emiten fluorescencia por si mismas, la fluorescencia roja que se detectase
en las HUVEC seria debida a la transferencia de exosomas de las MSC-CD63-RFP o las
HIF-MSC-CD63-RFP. Pasadas 24 h de co-cultivo, la sefal RFP acumulada en células
HUVEC se analizdé mediante la técnica de recuperacion de la fluorescencia tras
fotoblanqueo (FRAP) en el microscopio confocal de laser invertido Leica TCS SP2 AOBS
(Leica Mycrosystems Heidelberg GmbH, Mannheim, Alemania). Para ello, el medio
condicionado del co-cultivo se filtré usando filtros de 0,22 um (Sarstedt) para eliminar

restos celulares en suspensién y las vesiculas extracelulares de gran tamafo. El medio

101



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

filtrado se volvié a poner en el mismo pocillo, los discos de vidrio se colocaron en
camaras Attofluor cell chamber (Invitrogen) y se montaron en el microscopio confocal

para la adquisicion de imagenes.

3.5 Aislamiento de Exosomas a partir de Medios de

Cultivo

3.5.1 Medio de Recoleccion de Exosomas

Puesto que el FBS contiene exosomas que interferirian en el estudio, se usaron dos

estrategias diferentes para evitarlo.

Por un lado, en el medio de recoleccion de exosomas derivados de células MSC o HIF-
MSC (RM1) el FBS se sustituyd por un céctel definido de nutrientes que consistié en
DMEM-bajo en glucosa, con L-glutamina y piruvato de sodio (Sigma-Aldrich Quimica
S.A.), 1% solucidn de aminodacidos no esenciales (NEAA, Sigma-Aldrich Quimica S.A.), 1%

MEM Eagle Vitamin mix (Lonza), 1% insulina-transferrina-selenio (ITS, Gibco) y 1% P/S.

Por otro lado, en el medio de recoleccion de exosomas derivados de MCF-7 y MDA-MB-
231 (RM2) se eliminaron los exosomas y otras vesiculas del FBS mediante
ultracentrifugacion tal y como describe C. Thery y sus colaboradores?®’. De forma breve
el proceso consistié en preparar DMEM-alto en glucosa al 20% de FBS, ultracentrifugarlo
a 100.000 g durante 16 h para posteriormente recoger el sobrenadante. En esta
ultracentrifugacion las vesiculas del FBS precipitan y forman un sedimento que se
desecha. El sobrenadante se recogié y se le agregd un volumen de DMEM-alto en
glucosa. El medio generado entonces se filtré con un sistema de filtracion de 0,22 um

(Sigma Aldrich) y se suplementd con penicilina/estreptomicina al 1%.

Las células donadoras de exosomas se incubaron 48 h en RM1 o RM2 para

posteriormente aislar sus exosomas mediante ultracentrifugacion.
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3.5.2 Método de Ultracentrifugacion

El aislamiento de los exosomas secretados por las células al medio extracelular se realiza
mediante centrifugaciones diferenciales del medio de cultivo?®’. En este trabajo, se
incubaron los cultivos en los medios sin exosomas descritos en la seccién 3.5.1 (RM1 o
RM2). Una vez incubadas 48 h, se recogié el medio de cultivo y se centrifugd a 2.000 g
durante 20 min para precipitar células vivas o muertas en suspension. El sobrenadante
se centrifugd a 10.000 g durante 30 min para precipitar el debris celular y luego se paso
por un filtro de 0,22 um. Los exosomas fueron obtenidos mediante una
ultracentrifugacién a 100.000 g durante 70 min en una ultracentrifuga CP80NX (Hitachi,
Chiyoda, Tokio, Japdn). El precipitado de exosomas fue resuspendido en PBS, o en
diferentes tipos de soluciones segun el analisis a realizar. Todos los pasos de

centrifugacion se llevaron a cabo a 4 °C.

3.5.3 Purificacion Mediante Ensayo de Afinidad

Para analizar el contenido de miRNA presentes en los exosomas, se utilizé el kit de
purificaciéon de exosomas ExoQuick-TC (SystemBioscience) segun las especificaciones
del fabricante. Las MSC o HIF-MSC fueron incubadas durante 48 h en RM1. Pasadas 48
h, 10 mL de medio de cultivo se centrifugd a 2000 g durante 15 min y se agregaron 2 mL
de ExoQuick-TC. La mezcla se incubé durante 16 h a 4 °Cy luego se centrifugd a 1.500 g
durante 30 min para obtener el sedimento de exosomas. El sedimento se resuspendio
en el tampdn de lisis proporcionado por el Kit de aislamiento y se procedidé a la

extraccion de los miRNAs exosomales.

3.6 Técnicas Bioquimicas

3.6.1 Obtencion de Extractos Proteicos

Para la obtencidn de los extractos proteicos se trabajé en todo momento en hielo. En
primer lugar, los cultivos celulares se lavaron 2 veces con PBS frio y se afiadio tampdn

de lisis RIPA (Sigma Aldrich). El tampdn de lisis se suplementé con una mezcla de
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inhibidores de proteasas (Complete, Roche) e inhibidores de fosfatasas (Sigma Aldrich).
Las células se levantaron con un rascador estéril, se transfirieron a un tubo Eppendorfy
se pipeted repetidas veces con el fin de disgregar y lisar el extracto. A continuacién, se
incubaron en hielo durante 20 min y se centrifugaron en una centrifuga refrigerada
(Eppendorf 5417 R) a 4 °C a maxima velocidad durante 15 min. Posteriormente el
sobrenadante con las proteinas en suspension se transfirié a un tubo Eppendorf y las

muestras se conservaron a -80 °C.

3.6.2 Cuantificacion de Proteinas

Una vez obtenidos los extractos proteicos se cuantificé la cantidad de proteina mediante
el método BCA (BCA protein assay kit (Pierce, Cultek). El ensayo BCA esta basado en el
acido bicinconinico (BCA) para la deteccidn y cuantificacidn colorimétrica de la cantidad
de proteina total de una muestra. La cuantificacidon de proteina total se realizdé en una
placa de 96 pocillos. En primer lugar, se prepard la solucién de trabajo formada por las
soluciones A (carbonato sédico, bicarbonato sédico, acido bicinconinico, tartrato sddico
en hidréxido sédico 0,1 M) y B (sulfato de cobre al 4%) en una proporcion de 50:1
respectivamente. A continuacidn, se afadieron 10 uL de cada estandar (para realizar la
curva patrén) o de la muestra al pocillo correspondiente, se agregaron 190 uL por pocillo
de la solucidén de trabajo y se agité durante 30 s en un agitador orbital. La placa se cubrio
y se incubd a 37 °C durante 30 min. Tras el periodo de incubacion la placa se enfrié a
temperatura ambiente y la absorbancia se midié a 562 nm en un lector Victor con el

programa Wallac 1420 Workstation.

3.6.3 Electroforesis en Geles de Poliacrilamida

La electroforesis es una técnica utilizada para la separacién de proteinas seguin su
tamafio molecular. Para ello, se dota de carga eléctrica a las proteinas y se les hace
migrar a través de una matriz porosa debido a la aplicacion de un campo eléctrico
constante. De este modo, las proteinas mas pequefias migran mas rapido al avanzar mas

rapido que las grandes a través de los poros de la matriz. Para que las proteinas migren
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en funcién de su carga y de forma uniforme se les dota de carga negativa mezclando el
tampon en el que estan disueltas con el detergente SDS. En nuestro caso, las proteinas
se analizaron por SDS-PAGE (electroforesis en gel de acrilamida con SDS que ademas
también actia como agente desnaturalizante) en un sistema discontinuo donde un
primer gel con poros grandes (al 6% de poliacrilamida) produce la acumulacién de todas
las proteinas en el frente de migracion (o inicio del segundo gel). Esta acumulacién nos
asegura que todas las proteinas empiezan a migrar en el mismo momento. Y en el
segundo gel, con poros mds pequeios, cuyo porcentaje de poliacrilamida varia en
funcién del tamafio de las proteinas que se quieran detectar, es donde ocurre la
separacion por tamanos de las proteinas. Para el analisis se cargaron 30 pg de proteina
total. Antes de realizar la carga, se afiadio a las muestras tampdn de carga 5 veces mas
concentrado que la concentracién final (15% SDS (Sigma-Aldrich), 50% glicerol (Sigma-
Aldrich), 0,1% azul de bromofenol (Sigma-Aldrich), 16% R-mercaptoetanol (Sigma-
Aldrich), 312,5 mM Tris-HCI, pH 6,8) y se calentaron a 96°C durante 5 min. Mediante
dicho proceso se logra la desnaturalizacion completa de las proteinas. Para su
separacion por electroforesis vertical en geles de poliacrilamida, se utilizd el sistema
MiniProtean Il (Bio-Rad) y un tampdn compuesto por 27 mM glicina, 0,1% SDS, 50 mM
tris-HCl. Como marcador de pesos moleculares se utilizd el marcador SM0441
(Fermentas, MD). La electroforesis se realizd a 100 voltios (V) hasta que las muestras
entraron en el gel separador, momento en que se pasé a 150 V durante

aproximadamente 70-80 min.

3.6.4 Transferencia Mediante Western Blot

Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (ImmobilonTM-P Transfer
Membrane, Millipore), previamente activada con metanol (2 min), durante 1 h a 60 V
en un aparato MiniProtean Il (Bio-Rad) y con un tampdn de transferencia compuesto
por 20% metanol, 20 mM tris y 150 mM glicina. Tras la transferencia, la membrana se
lavd con TBS (tris HCI 0,1 M pH 8, NaCl 150 mM (Sigma-Aldrich) y se incubd en la solucién
de bloqueo (TBS BLOT-QuickBlocker (Chemicon) durante 1 h a temperatura ambiente

en agitacion suave en un agitador Stuart SSM1. A continuacidn, se incubd la membrana
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toda la noche a 4°C en agitacidon suave con el anticuerpo primario correspondiente. Al
dia siguiente, se realizaron 3 lavados de 10 min en agitacién con TBS y la membrana se
incubd con un anticuerpo secundario unido a HRP durante 1 h a temperatura ambiente
en agitacion suave. Luego se realizaron 3 lavados de 10 min en agitaciéon con TBS y se

reveld la membrana. En la tabla 3.1 se detallan los anticuerpos primarios y secundarios

utilizados:

Tabla 3.1 Listado de anticuerpos primarios utilizados para WB

Anticuerpo Dilucién Especie Casa Comercial
anti-CD63 1/500 Conejo Santa Cruz
anti-CD9 1/500 Conejo Santa Cruz
anti-CD81 1/500 Conejo Santa Cruz

anti-TSG101 1/500 Conejo Santa Cruz
anti-Alix 1/500 Conejo Santa Cruz
anti-GAPDH 1/500 Raton Santa Cruz
anti-a-Tubulina 1/500 Ratdn Sigma Aldrich
anti-Flotilinal 1/500 Conejo Cell signaling
anti-Calnexina 1/500 Conejo Cell signaling
anti-Jagged1 1/500 Conejo Cell signaling
anti-Jagged2 1/500 Conejo Cell signaling
anti-DII1 1/500 Conejo Cell signaling
anti-DII3 1/500 Conejo Cell signaling
anti-Dll4 1/500 Conejo Cell signaling
anti-NICD 1/500 Conejo Cell signaling
anti-Notch-R1 1/500 Raton Santa Cruz
anti-HIF-1a 1/500 Ratén BD
anti-ratén 1gG HRP 1/20000 Cabra Promega
anti-conejo I1gG HRP 1/10000 Cabra Santa Cruz

La deteccién de las proteinas se realizé mediante quimioluminiscencia empleando el kit
ECL- plus (Amersham). Las membranas se cubrieron con papel transparente y se
procedid a su revelado mediante peliculas CURIX RP2 PLUS (Agfa) o en el instrumento

detector de quimioluminiscencia Amersham Imager 600 (Life Technologies).
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3.7 Técnicas Moleculares

3.7.1 Extraccion y Cuantificacion de RNA

Para realizar la extraccién del RNA de las células eucariotas en cultivo, las placas se
colocaron en hielo, se realizaron dos lavados con PBS frio y a continuacion se usé el kit
RNAsyPlus Mini Kit (Qiagen). El proceso, de forma breve, consistié en lisar las células con
el tampodn de lisis celulary tisular RLT (suplementado con B-mercaptoetanol (10 uL/mL))

para la posterior purificacion por columna del RNA.

La determinacion de la concentracion de RNA de las muestras se realizé con el
espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). Se depositd 1 uL de
muestra en el NanoDrop ND-1000 y a partir de su espectro se calculé la concentracién
total de RNA de las muestras. Las calidades de las mismas se corroboraron en funcién
de los ratios de absorbancia 260/280 nm (un valor de 2,0 se considera que los
contaminantes del tipo acidos nucleicos o de espectro de absorcién similar son
despreciables) y 230/260 nm (un rango entre 2,0-2,2 indica una infima contaminacion

por proteinas u otras moléculas de espectro de absorbancia similar).

3.7.2 Transcripcion Reversa y PCR en Tiempo Real

El estudio de la expresién génica a partir del RNA total de las células se realizé mediante
PCR en tiempo real (QPCR). Para ello, en primer lugar, se hace una transcripcion reversa
(RT) por una retrotranscriptasa del RNA convirtiéndolo en DNA complementario (cDNA).

A continuacioén, el cDNA sintetizado se empled como molde en una reaccion de PCR.

3.7.2.1 Transcripcion Reversa: Sintesis de cDNA

La transcripcién reversa tal y como su nombre indica implica el proceso inverso a la
transcripcion del DNA a RNA. De este modo, desde una muestra de RNA que actia como
molde se obtiene un DNA complementario a ese RNA. Para la sintesis de cDNA a partir

del RNA de las muestras se utilizé el kit de transcripcidn reversa de gran capacidad
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(Applied Biosistems) siguiendo las recomendaciones del proveedor. La reaccion se llevd
a cabo en un termociclador Eppendorf con los ciclos de temperatura que se describen
en la tabla 3.2 partiendo de 1 ug de RNA como molde de la reaccién junto el resto de
componentes necesarios proporcionados por el kit (hexdmeros de secuencia aleatoria,
dNTPs, Buffer de reaccion, retrotranscriptasa y agua). El cDNA sintetizado se guardd a

-20 °C hasta la realizacién de la qPCR.

Tabla 3.2 Programa empleado para la retrotranscripcion del RNA a cDNA.

Etapa Ciclos Temperatura Tiempo
1 1 25°C 10 min
2 2 37°C 60 min
3 1 85°C 5 min
4 = 4°C oo

3.7.2.2 Cuantificacion Relativa de la Expresion Génica por PCR

Cuantitativa en Tiempo Real

Los cebadores para realizar la qPCR se adquirieron del serivico KiCqStartTM Primers
(Sigma Aldrich). Este servicio vende cebadores predisefiados ya testados, que pueden
usarse para estudiar la expresion de los genes de interés. Se adquirieron los pares de
cebadores para cuantificar los genes humanos HES1, HEY1, HEY2, JAGGED1, C-MYC, E-
CADHERINA, N-CADHERINA, VIMENTINA, OCLUDINA-1, B-CATENINA, HIF-1a, ACTINA-B.

Este ultimo se utilizé como control interno o housekeeping.

La amplificacion del cDNA de cada gen de interés se realizé utilizando el par de
cebadores correspondiente junto con SYBR green master mix y Taq (Light Cycler 480
SYBR Green 1 Master Roche) en el termociclador Light Cycler 480 (Roche). EI SYBR green
master mix y Taq contiene la DNA-polimerasa (PCR) que permite, con ayuda de los
cebadores, la amplificacion especifica del gen de interés para su cuantificacion. Cada
reaccidon de PCR contenia 3 pL de cDNA sintetizado en el paso anterior, 1uL Tag DNA
polimerasa NETZYME (1 U/uL, NEED), 2,5 pL tampdn de la polimerasa 10x, 1uL MgCl2
50 mM, 2,5 pL dNTPs 2mM, 0,5 uL cebador en direccién 3’->5" 6 uM, 0,5 ulL cebador en

direcciéon 5’->3’ 6 uM y la cantidad suficiente de H,0; mili-Q para un volumen final de
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15 plL. Una vez preparada la reaccion, las muestras se introdujeron en el termociclador

siguiendo las condiciones de amplificacion mostradas en la tabla 3.3.

Tabla 3.3 Programa empleado para la amplificacion en la reaccion de qPCR.

Paso Temperatura Duracion N2 Ciclos
Pre-Incubacion 95 °C 10 min
95 °C 15s
Amplificacién 58 °C 10s 45
72 °C 20s
94°C 5s
Curva de Melting 60 °C 15s 1
97°C Continuo
Enfriamiento 4°C 10s

3.7.2.3 Analisis de los Resultados de gPCR

Los resultados se analizaron haciendo uso del software Light Cycler 480 SW 1,5 (Roche),
se normalizaron frente a los genes housekeeping (ACTINA-B) y se expresaron como
incremento del nimero de veces que la expresion aumentaba o disminuia respecto a

los valores del tratamiento control. Las muestras se analizaron por triplicado.

3.7.3 Identificacidon y Analisis de miRNAs de Exosomas

Procedentes de MSC y HIF-MSC

Se realizé la identificacidon y comparacion de los niveles de expresidn de los miRNA de
exosomas procedentes de medio de cultivo de MSC y HIF-MSC cultivadas segun las
condiciones descritas en la seccién 3.2.1.1. Para ello, se utilizé el kit Human Complete
SeraMir Exosome RNA Amplification and Profiling kit for Media and Urine
(SystemBioscience) segun las indicaciones del fabricante. Este kit permite analizar de
forma comparativa, mediante la reaccion de PCR cuantitativa, los niveles de miRNAs

contenidos en los exosomas procedentes de medio de cultivo.
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3.7.3.1 Aislamiento de miRNAs Exosomales

Para extraer los miRNAs de los exosomas procedentes del medio de cultivo de MSC y
HIF-MSC se procedié del siguiente modo: en primer lugar, se obtuvo el sedimento de
exosomas a partir del medio de cultivo como se describe en la seccidén 3.5.2. Después,
ese sedimento se resuspendié en tampdn de lisis y se agregaron 5 uL de SeraMir control
RNA spike-in. Hecho esto, se procedid a seguir las instrucciones que provee el kit para la
purificacion por columnas de los miRNAs exosomales. Una vez obtenidos los miRNAs, se
cuantificaron utilizando el espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher

Scientific).

3.7.3.2 Sintesis del cDNA a partir de los miRNAs Exosomales,
gPCR y Analisis

La sintesis del cDNA y las qPCRs se realiz6 siguiendo las indicaciones del fabricante. En

la Figura 3.4 se puede ver un esquema del proceso de amplificacidon de los miRNAs.

miRNAs Exosomales

.....................................

AAAA AAS
Poliadenilacion \ Q
\ 4

Adaptador en 3’

Adaptadoren 5’ AAAAAAAAAA
S ——
5 GGG3' -
Transcripcion reversa \
Cambioy ) 4
etiquetadoen 5’ e AMMAAAAAAA Adaptadoren3
"E’\’ S———————
C
)
Hebra uno del cDNA (molde " Y -
3 o —
de qPCR preparado)
T7 — Y
3 L s B—— 5
Amplificacion de la segunda Cebador
hebra del cDNA @ adaptador 3’
v
T7
GGG

3
e —— L
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Figura 3.4 Sintesis de cDNA para la deteccion por qPCR de miRNAs exosomales. Adaptado de

www.SystemBio.com.
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Después de ser obtenidos los miRNAS con las columnas de purificacion que provee el
kit, se agrego una cola de poli adeninas mediante la enzima poli-A polimerasa. Esta cola
poli-A sirve de anclaje para unir un adaptador poli-T. Seguidamente, se utilizé la
transcriptasa reversa para realizar la sintesis del cDNA. El resultado es un cDNA que
contiene por un lado en su extremo 5’ una secuencia poli-T que en la reaccion de gPCR
serd reconocido por un primer universal y, por otro lado, su extremo 3’ serd reconocido
por un cebador en direccién 3’->5" especifico para el miRNA que se desee detectar. El
kit contiene 380 cebadores para amplificar y reconocer 380 miRNAs diferentes. También
contiene los controles internos SeraMir control RNA spike-in para poder comparar los
diferentes experimentos. Los SeraMir control RNA spike-in son secuencias de
ribonucledtidos que imitan la presencia de miRNAs y dado que se agregan a una
concentracion conocida sirven para cuantificar comparativamente el resto de miRNAS.
Los controles que se amplifican por separado deben tener un ciclo umbral (Ct; cycle

threshold) entre el ciclo 15 y 20 de la reaccién de gPCR.

Para las amplificaciones de qPCR se utilizaron placas de 348 pocillos (Roche, LightCycler
® 480 Multiwell Plate 384, White; High-performance reaction device tailor-maide for the
LightCycler ® 480 Instruments, 384-well versién), empleando Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems), un fluorocromo que al unirse al DNA de doble cadena
emite luz verde (Amax: 522 nm) al ser excitado con luz azul (Amax: 488 nm). Esta sefial es

detectada por el termociclador de la gPCR (LightCycler ® 480, Roche).

Para el analisis de los miRNAs humanos se utilizé el software Free Analysis Software for
Human 384 SeraMir gPCR Profiler array (.xls), ambos programas de la empresa System
Bioscience. Se consideraron como significativos, valores de induccién o de represién de
los microRNAS superiores a 3 veces entre las diferentes condiciones (miRNAs derivados

de MSC o HIF-MSC).

De la reaccién de gPCR se obtiene el valor de Ct y el programa analiza de forma
comparativa los niveles de miRNA procedentes de dos muestras diferentes al normalizar
cada una de las 380 comparaciones de Ct con el valor promedio de Ct obtenido de los

controles.
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3.8 Inmunocitoquimica

La inmunocitoquimica es una técnica para la localizacién de moléculas en las células o

en los tejidos mediante el empleo de anticuerpos.

Las células se sembraban sobre discos de vidrio de 25 mm (Thermo Scientific, Menzel
Glaser) o sobre placas de 12 pocillos especiales para inmunocitoquimicas (12 well
silicone chamber for cell culture and immunofluorescence staining; Ibidi). Una vez
terminados los tratamientos experimentales, las células se lavaron dos veces con PBS,
se fijaron con PFA al 2% durante 10 min a temperatura ambiente y se lavaron de nuevo
3 veces con PBS. Las células se conservaron en PBS con azida sédica (Panreac) al 0,05%
y 4 °C si no se iba a continuar con la técnica el mismo dia. A continuacion, las muestras
se bloguearon con PBS, 2% de suero de cabra (GS, Gibco) y 0,1% de Triton X-100 durante
1 ha37°C. Después, se incubaron con el/los anticuerpos primarios correspondientes 18
h a 4 °C. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS y se incubaron con
el/los anticuerpos secundarios correspondientes en solucidn de bloqueo durante 1 h a
temperatura ambiente. Tras la incubacidon con el/los anticuerpos secundarios, se
realizaron 4 lavados de 5 min con PBS, se agregaron 20 pL del medio de montaje con
DAPI (4',6- diamidino-2-fenilindol, es una molécula fluorescente que se une a regiones
del DNA enriquecidas en adenina y timina y se utiliza para marcar el nicleo de células
fijadas (ProLong Gold antifade with DAPI, Molecular Probes-Invitrogen)). Finalmente, se
colocaron los discos de vidrio sobre un portaobjetos o se retiraron las celdillas de silicona
de las placas Ibidi, convirtiéndolas en un portaobjetos, se cubrieron con un cubre-
objetos (Menzel-Glaser, Afora) y se sellaron con laca de uiias. Los anticuerpos primarios

y secundarios utilizados se resumen en la tabla 3.4.

Tabla 3.4 Anticuerpos empleados en las inmunofluorescencias.

Anticuerpo ‘ Dilucién ‘ Especie Casa Comercial
Anti-E-Cadherina 1/50 Ratén Agilent
Anti-N-Cadherina 1/100 Ratén BD Biosciences

Anti-C-Myc 1/200 Raton Sigma Aldrich

Anti-CD63-488 1/100 Raton Thermo Fisher Scientific
Anti-NICD 1/200 Conejo Abcam
Anti-CD31 1/100 Raton Pharmigen

Alexa Fluor 488 1/500 Cabra Life Technologies

Alexa-Fluor 555 1/500 Cabra Life Technologies
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3.9 Técnicas de Imagen

3.9.1 Microscopia Optica de Fluorescencia

Una vez realizada las Inmunocitoquimicas de fluorescencia, las preparaciones se
observaron y fotografiaron en el microscopio dptico DM6000 de Leica, equipado con la
camara en blanco y negro Leica DFC350 y se analizaron con el software Leica Application
Suite Version 2.4.0 R1. Las adquisiciones de las diferentes longitudes de onda se hicieron
de forma secuencial con distintos filtros de barrera (adecuados para cada uno de los
fluorocromos) y posteriormente se combinaron en una Unica imagen superpuesta en

color.

3.9.2 Microscopia Confocal

La microscopia confocal es un tipo de técnica de microscopia que a diferencia de la
microscopia de campo amplio hace uso de un colimador de orificio limitante o pinhole
gue aumenta el contraste y la definicién de las imagenes. El colimador se encarga de
evitar que los fotones que provienen de diferentes planos focales de la muestra lleguen
al fotomultiplicador y que de este modo no sean detectados. Esto permite realizar fotos
secuenciales a diferentes planos y crear una composicién de imagen 3D sin efectos de
solapamiento de sefiales. Las preparaciones se analizaron con el microscopio confocal
Leica TCS SP8 Hyvolution Il. Se hicieron incidir sobre las muestras laseres con diferentes
longitudes de onda de excitacion y emisidn para captar las fluorescencias
correspondientes a los diferentes fluorocromos. El andlisis se realizé con ayuda del

servicio de microscopia confocal del Centro de Investigacion Principe Felipe, Valencia.

3.9.3 Microscopia Electronica de Transmision (MET)

La microscopia electrénica de transmisidén es una técnica que hace incidir un haz de
electrones sobre la muestra obteniéndose la imagen de la combinacién de los electrones

que son capaces o no de atravesarla. Esos electrones que atraviesan la muestra son
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detectados por una pantalla de fésforo generando una imagen que puede ser
visualizada de forma directa por el operador. Esta técnica es una de las técnicas de
referencia para estudiar la presencia y las caracteristicas morfolégicas de los exosomas
al finalizar su proceso de aislamiento. Para visualizar los exosomas con un microscopio
electronico de transmision (MET) es necesario que primero sean adsorbidos vy
contrastados en rejillas de microscopia electrdnica. La adsorcion y el contrastado de los
exosomas a las rejillas se realizé en todos los pasos colocando, con ayuda de unas pinzas
de microscopia electrdnica, las rejillas sobre gotas de diferente composicién quimica
gue se formaban depositando un volumen de 100 L de las diferentes soluciones sobre
Parafilm ® (Sigma Aldrich). Las muestras de microscopia electrénica se analizaron en el
servicio de microscopia electrdnica del Centro de Investigacidén Principe Felipe con un
microscopio electrénico de transmisién FEI Tecnai G2 Spirit (FEI Europe) equipado con

una camara fotografica (Olympus Soft Image Solutions GmbH).

3.9.3.1 Adsorcion y Fijacion de los Exosomas en Rejillas para

MET

Para tal fin, 10 pL de la fraccién exosomal obtenida a partir de 240 mL de medio de
cultivo (resuspendida en PBS) se depositaron en forma de gota en parafilm y se colocé
sobre ella una rejilla de carbono Formwar durante 20 min. En estos 20 min, los exosomas
se pegan a la rejilla mediante atracciones electrostaticas. Transcurridos los 20 min de
adsorcion, los exosomas se fijaron 10 min en PBS-PFA al 2% (PFA para microscopia
electrdénica de transmisidn; Aurion) y se realizaron 2 lavados de 2 min en PBS. Después,
se realizd otra fijacion de 5 min con PBS-glutaraldehido al 1 % (glutaraldehido para
microscopia electrénica de transmisién; Aurion). Posteriormente, se hicieron 8 lavados

de 2 min con agua destilada y se procedié al contraste de los exosomas.

3.9.3.2 Contrastado e Inclusion de los Exosomas

Como se ha explicado con anterioridad, la imagen en un microscopio electrénico de
transmisidn se genera a partir de los electrones que atraviesan la muestra. Para poder

ver estructuras bajo un haz de electrones es necesario que parte de los electrones sean
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desviados por la muestra. Esto se logra mediante la unién de compuestos capaces de
desviar los electrones (compuestos electrodensos) a las ultraestructuras celulares, un
proceso conocido como contrastado. El contrastado de los exosomas se hizo utilizando
acetato de uranilo que precipita en presencia de proteinas, moléculas en las que se
encuentran enriquecidas las membranas bioldgicas como lo son las membranas
exosomales. Para el contrastado de los exosomas se realizd una primera incubacion de
5 min en acetato de uranilo al 1 % en PBS y una segunda de 10 min a 4°C sobre metil-
celulosa al 1% con acetato de uranilo al 1%. La metil-celulosa mejora la estabilidad de
las membranas logrando una mayor preservacién de las ultraestructuras. Tras un secado
de las rejillas a temperatura ambiente de 30 min, las rejillas se observaron en el

microscopio electrénico.

3.9.3.3 Inmunomarcaje con Oro de los Exosomas

El inmunomarcaje con oro permite el estudio de marcadores exosomales o proteinas
presentes en exosomas mediante visualizacion directa en un MET gracias al
reconocimiento especifico de anticuerpos conjugados a moléculas de oro. Para realizar
el inmunomarcaje con oro, el precipitado obtenido por ultracentrifugaciéon se
resuspendié en 200 uL de una solucién de PBS, se adsorbid a rejillas de carbono formwar
y se fijaron con una solucién de PBS-PFA al 2% tal y como se describe en la seccion
3.9.3.1. Una vez fijados con PFA, se hicieron 2 lavados de 3 min con PBS, 4 lavados de 3
min con una solucion de PBS con glicina (Sigma Aldrich) a 50 mM que permite bloquear
los grupos aldehido que hayan podido quedar libres tras la fijacién con PFA. Después,
las rejillas se bloquearon durante 10 min en solucién de bloqueo (PBS al 1% de gelatina
de piel de pescado (CFG; Aurion)) y se incubaron con los anticuerpos primarios
correspondientes disueltos en solucién de bloqueo durante 1 h. Los anticuerpos
primarios utilizados fueron anti-CD63, anti-TSG101 y anti-NICD (todos de Abcam).
Transcurrida la hora, se hicieron 6 lavados de 3 min con PBS y se incubaron 30 min con
proteina-A conjugada a oro (que tiene afinidad por las inmunoglobulinas) en solucion de
bloqueo. Posteriormente, se realizaron 8 lavados de 2 min en PBS, se fijaron de nuevo

durante 5 min en PBS-glutaraldehido al 1% y se realizaron 8 lavados mas de 2 min en
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agua destilada. Finalmente, se contrastaron y se observaron con el MET tal y como se

describe en la seccion 3.9.3.2.

3.9.4 Co-Cultivos: Analisis de la Transferencia de

Exosomas

Taly como se describié en la seccion 3.4, para el estudio de la transferencia de exosomas
entre MSC o HIF-MSC y las células endoteliales humanas se realizaron co-cultivos de
MSC-CD63-RFP o HIF-MSC-CD63-RFP con HUVEC y se midid y cuantifico por analisis de

microscopia confocal.

3.9.4.1 Microscopia Confocal Time-Lapse

El time lapse o camara rdpida es una técnica usada en cinematografia que habitualmente
es usada para observar sucesos que ocurren por lo general a velocidades muy lentas
como pueden ser los movimientos de células en cultivo o en nuestro caso, la
transferencia de exosomas. La técnica se basa en la fotografia y consiste en tomar fotos
espaciadas en el tiempo del mismo campo visual para después hacerlos transcurrir muy

rapidamente.

Para observar si las MSC-CD63-RFP o las HIF-MSC-CD63-RFP en co-cultivo con células
endoteliales humanas eran capaces de transferirles exosomas, se hizo uso de la técnica
conocida como FRAP (recuperacion de la fluorescencia después de un fotoblanqueo).
Pasadas 24 h de co-cultivo, los discos se colocaron en camaras Attofluor cell chamber
(Invitrogen), se montaron en el microscopio confocal y de todas las células endoteliales
humanas que mostraban fluorescencia roja en su interior (procedente de las MSC-CD63-
RFP o las HIF-MSC-CD63-RFP ya que por si mismas no tenian fluorescencia) se seleccioné
unay se le elimind la fluorescencia acumulada con un laser de 460-480 nm. Hecho esto,
se tomaron fotos bidimensionales en pseudo-color (255 niveles de color) de la célula
HUVEC fotoblanqueada cada 30 min durante 3 h. El tamafio de pixel fue de 1024 x 1024
y el didmetro del colimador Airy 1. La fluorescencia roja que fuese apareciendo en la

célula HUVEC fotoblanqueada procederia de la transferencia de exosomas de MSC-CD63
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o HIF-MSC-CD63-RFP en funcion del co-cultivo en cuestién. Los time lapse fueron
adquiridos con un microscopio confocal de laser invertido Leica TCS SP2 AOBS (Leica
Microsystems) usando el objetivo 40X Plan-Apochromat-Lambda Blue 1.4 N.A. lLas
longitudes de onda de excitacidon utilizadas fueron: 561 nm (ldser DPSS) para la
deteccion de las construcciones con RFP (CD63-RFP) y 488 nm (laser argdn) para la
deteccion de las construcciones con GFP (pWPI-GFP o pWPI-HIF-GFP). Durante las

observaciones los co-cultivos se mantuvieron a 37 °Cy 5% de CO..

3.9.4.1.1 Cuantificacion de la Transferencia de Exosomas

Para la cuantificacidn de la transferencia de exosomas entre las MSC-CD63-RFP o las HIF-
MSC-CD63-RFPy las células endoteliales se cuantificd la recuperacion de la fluorescencia
de la célula endotelial fotoblanqueada tras 3 h de co-cultivo respecto a la fluorescencia
inicial de la misma célula antes de ser fotoblanqueada. Para ello, se midié la intensidad
de fluorescencia de las regiones de interés (ROI) del interior de la célula fotoblanqueada
tanto antes como a distintos tiempos después del fotoblanqueo son el software Image)

(NIH).

3.9.5 Cuantificacion de la Colocalizacion de NICD y CD63
en Cultivos de MDA-MB-231 y MCF-7

Para estudiar la colocalizacion del dominio intracelular de Notch 1 y CD63 en MDA-MB-
231 y MCF-7 se sembraron en placas de 12 pocillos (Ibidi) y se dejaron crecer hasta un
50 % de confluencia, después se lavaron dos veces con PBS, se fijaron con PFA al 2% vy
se realizé una inmunocitoquimica de fluorescencia doble para N1ICD (anticuerpo
secundario Alexa 565) y CD63 (anticuerpo primario conjugado a Alexa488). Los nucleos
se tifieron con DAPI. Las adquisiciones se realizaron de forma secuencial en un
microscopio confocal Leica TCS SP8 Hyvolution Il usando el objetivo de inmersién 63X
Plan-Apochromat-Lambda Blue 1.4 N.A. La cuantificacién se realizdé montando las

imagenes en verde y rojo del mismo campo visual y contando el nimero de granulos
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gue se marcaban tanto en rojo como en verde (dando un color amarillo) en cada célula.

Para esta cuantificacion se usoé el software Imagel (NIH).

3.10 Cuantificacion de la Sintesis y Secrecion de

Exosomas

3.10.1 Western Blot

Los exosomas se encuentran enriquecidos en las tetraspaninas CD81, CD9 y CD63. Una
de las formas para estudiar de forma comparativa la secreciéon de exosomas entre MSC
y HIF-MSC fue analizando por Western Blot la expresién de estas tetraspaninas en sus
exosomas?%2%8, Para la cuantificacién, se sembraron la misma cantidad de células tanto
de MSC como de HIF-MSC y se aislaron sus exosomas a partir de la misma cantidad de

medio de recoleccion (200 mL).

3.10.2 Actividad Acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa (ACE) es la principal enzima con actividad colinesterasa del cuerpo
humano. Es una enzima que cataliza la ruptura de la acetilcolina y de algunos otros
ésteres de la colina que funcionan como neurotransmisores. La ACE se encuentra
principalmente en las sinapsis quimicas y su actividad sirve para finalizar la transmisién
sindptica. Sin embargo, esta descrito que esta enzima se encuentra también en los
exosomas de varios tipos celulares?®®, Por lo tanto, puede utilizarse la actividad
acetilcolinesterasa de las fracciones exosomales para cuantificar de modo comparativo
la secrecion de exosomas. Una mayor actividad de acetilcolinesterasa se correlacionaria

con una mayor cantidad de exosomas en la fracciéon exosomal purificada.

De este modo, para estudiar el efecto de la expresion de HIF-1a en la secrecion de
exosomas en MSC, se analizé la actividad acetilcolinesterasa en sus exosomas. Para ello,

se sembraron el mismo nimero de MSC y HIF-MSC, se incubaron 48 h en medio de
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recoleccion y se aislaron sus exosomas partiendo del mismo volumen de medio de
cultivo (240 mL). El sedimento de exosomas se resuspendié en 50 uL de PBS, de los
cuales, 30 pL se depositaron en un pocillo de una placa de 96 pocillos (Sarstedt).
Entonces, se agregd a cada pocillo acetiltiocolina a 1,25 mM y 5,5'-di-tio-bis (2-
nitrobenzoic acid) a 0,1mM (ambos reactivos de Sigma Aldrich) en un volumen final de
300 pL y se monitorizé el cambio de absorbancia a 412 nm cada 5 min en un
espectrofotémetro Wallac Victor?V 1420 Multilabel (Perkin Elmer). Los resultados se

representan como actividad de la ACE tras 30 min de reaccién a 37 °C.

3.11 Ensayos Funcionales In vitro con Exosomas

3.11.1 Internalizacion de Exosomas

La internalizacién de exosomas procedentes de MSC o de HIF-MSC y de MDA-MB-213 o
de MCF-7 se estudié por separado en dos tipos celulares. Por un lado, en células
endoteliales humanas y, por otro lado, en la linea tumoral no metastatica de cancer de
mama MCF-7. Para ello se usaron 2 aproximaciones diferentes. Para la internalizacién
de exosomas procedentes de MSC o de HIF-MSC en HUVEC se agregé medio de
recolecciodn filtrado e incubado 48 h con las células MSC-CD63-RFP o HIF-MSC-CD63-RFP
a células endoteliales. Para la internalizacion de exosomas provenientes de MDA-MB-
231 o de MCF-7 en MCF-7 se aislaron sus exosomas, se tifieron sus proteinas de rojo con
Exo-GlowTM-Protein EV Labeling Kit (System Biosciences) y se agregaron a cultivos de

MCEF-7.

3.11.1.1 Internalizacion en HUVEC

Para demostrar la internalizacidon de exosomas procedentes de MSC o de HIF-MSC en
HUVEC se recogid el medio de recoleccion previamente incubado con MSC-CD63-RFP o
de HIF-MSC-CD63-RFP, se filtrd por 0,22 um y se agregd a células endoteliales en cultivo.
Para ello, las células endoteliales habian sido previamente sembradas sobre discos de

vidrio de 25 mm de diametro. Una vez se agregd el medio de recoleccion a las células
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endoteliales, el disco de vidrio con las células se colocd en camaras Attofluor cell
chamber (Invitrogen) y se observaron en el microscopio confocal. En el confocal se
mantuvieron 30 min a 37 °C y con una mezcla humidificada de 95 % de aire y 5 % de
CO2. Transcurridos los 30 min, se sacaron fotos de luz transmitida y con el laser de
excitacion de 561 nm (DPSS) para la deteccidn de la fluorescencia roja (CD63-RFP) en las
HUVEC procedentes de MSC-CD63 o de HIF-MSC-CD63-RFP. Las observaciones se

realizaron en el microscopio confocal Leica TCS SP2 AOBS (Leica Microsystems).

3.11.1.2 Internalizacion en MCF-7

Para evidenciar si células MCF-7 en cultivo eran capaces de internalizar exosomas
procedentes de MDA-MB-231 o de MCF-7, éstas se sembraron en placas de 12 pocillos
de la marca lbidi (12 Well Chamber, removable; Ibidi) y se dejaron crecer hasta el 50 %
de confluencia. Por otro lado, se aislaron exosomas del medio de recoleccién incubado
durante 48 h con las células MDA-MB-231 o MCF-7. Estos exosomas, se tifieron con Exo-
GlowTM-Protein EV Labeling Kit (System Biosciences) y se agregaron 30 ug/mL a los
cultivos de MCF-7. Las células con los exosomas se incubaron 30 min a 37 °C. Pasados
los 30 min, las células se lavaron 3 veces con PBS, se fijaron con PFA al 2%, se agregaron
20 pL del medio de montaje con DAPI (ProLong Gold antifade with DAPI, Molecular
Probes-Invitrogen) y se montaron colocando un cubreobjetos por encima. Las

preparaciones se sellaron con laca de unas y se observaron al microscopio confocal.

3.11.1.2.1 Tincion de Exosomas con Exo-GlowTM-Protein EV Labeling Kit

La tincion de los exosomas aislados a partir de medio de recoleccidn incubado con MDA-
231-MB o MCF-7 se realizé antes del ultimo paso de ultracentrifugacion durante el
protocolo de purificacién de exosomas por ultracentrifugacion descrito en la seccién
3.5.2. El sedimento con los exosomas se resuspendid en PBS y se incubd 20 min en
agitacion a 37 °C con la solucion de tincion Exo-GlowTM-Protein EV Labeling Kit 500X
(System Biosciences). Transcurridos los 20 min, se lavaron con PBS y se hizo el ultimo

paso de ultracentrifugacion del protocolo de aislamiento por ultracentrifugacién. El
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sedimento final se resuspendid en 200 uL de PBS, se cuantificd por BCA y se agrego a los

cultivos como se describe en la seccion 3.11.1.2.

3.11.3 Estudio de la Actividad de la Via de Senalizacion

de Notch

La via de sefalizacion de Notch se activa en el momento que uno de los ligandos de la
via interacciona con uno de sus receptores. Cuando esto ocurre, el receptor cambia su
conformacidon haciendo accesible un dominio de escisién situado en su parte
intracelular. La enzima encargada de realizar la escision por la regién intracelular del
receptor de Notch activado es la y-secretasa. Esta escision libera el dominio intracelular

de Notch que termina translocdndose al ndcleo y activando genes diana de la via®.

En los ultimos afos se ha demostrado que cambios en la via de sefalizacién de Notch
pueden ser inducidos por componentes de Notch cargados en exosomas. En este
trabajo, para estudiar si los exosomas eran capaces de inducir cambios en esta via se

estudio la expresion de genes diana de la via mediante qPCR.

Como control positivo de la activacidn de la via de Notch las células se sembraron en
placas previamente recubiertas con el ligando de la via de Notch Jagged1 y como control
negativo las células se trataron con el agente quimioterapéutico conocido con el nombre

RO4929097 (RO).

3.11.3.1 Activacion/Inhibicién de la Via de Notch

En los experimentos de este trabajo para la activacion de la via se realizd un
recubrimiento de los pocillos con el ligando de la via Jaggedl dénde a posteriori se

sembraban las células. El recubrimiento de los pocillos se realizé del siguiente modo:

- Primero, los pocillos se incubaron 30 min a 37 °C con una soluciéon de

inmunoglobulina que reconoce la fraccién constante de anticuerpos humanos
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(IgG-Fc humana; de Jackson ImmunoResearch Laboratories) a una concentraciéon

de 6,48 ug/mL.

- Transcurridos los 30 min, se realizé 1 lavado con PBS y se bloquedé con DMEM-

bajo en glucosa al 10 % en FBSy 1 % en P/S durante 1 h a 37 °C.

- Posteriormente, los pocillos se lavaron 1 vez con PBS y se recubrieron durante 2
h a 37 °C con una solucién que contenia una quimera del ligando de la via de
Notch Jaggedl con la regidn constante de las inmunoglobulinas humanas (Jagl-
Fc). Esta quimera es reconocida por la IgG-Fc agregada en el primer paso,

permitiendo que el ligando quede adherido y recubriendo el pocillo.

A continuacion, las células se sembraron en los pocillos recubiertos con Jaggedl a una
confluencia del 70 %. Para la activacién de la via se incubaron en estos pocillos durante
24 h. Posteriormente, las células se lavaron con PBS, se extrajo el RNA total y se

analizaron los genes de la via de Notch mediante qPCR.

Para la inhibicion de la via de Notch se realiz6 un tratamiento con el agente
guimioterdpico RO de Xcess Bioscience a una concentracién de 10 uM durante 48 h. RO
inhibe de manera especifica la enzima y-secretasa impidiendo asi la escision del receptor
de Notch activado y la liberacién de NICD. Pasadas las 48 h, las células se lavaron 2 veces
con PBS, se extrajo el RNA total y se analizé la expresion de los genes diana de la via

mediante gPCR.

3.11.3.2 Analisis de la Via de Notch en HUVEC

Para analizar los cambios en la actividad de la via en células de endotelio humano se
dejaron crecer hasta llegar a una confluencia del 70 % en placas de 6 pocillos. Una vez
alcanzada la confluencia deseada se les retiré el medio completo (EGM-2) con factores
de crecimiento y se sustituyé por un medio basal (EBM-2) sin factores de crecimiento y
suplementado con 1 % de BSA (Sigma Aldrich), mix de vitaminas (Lonza), aminoacidos
no esenciales (Gibco) y penicilina/estreptomicina (Gibco). Las células se mantuvieron 4

h en este medio y después se trataron durante 2 h con 30 pg/mL de exosomas de MSC
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o HIF-MSC. Después de 2 h de tratamiento las HUVEC se lavaron 2 veces con PBS, se les

extrajo el RNA total y se estudio la expresion de genes diana de la via de Notch por qPCR.

3.11.3.2.1 Inhibicion del Ligando Jaggedl en Exosomas de MSC y HIF-
MSC

La posibilidad de inhibir la actividad de ligandos de la via de Notch mediante anticuerpos
neutralizadores ha sido descrita previamente?®°=2’1, Para inhibir el ligando de la via de
Notch contenido en exosomas procedentes de MSC y de HIF-MSC se realizé una
incubacion de 1 h en agitacion a 37 °C con 6 pug/mL del anticuerpo neutralizador anti-
Jagged1 (ab10580; Abcam, Cambridge, UK) antes del ultimo paso de ultracentrifugacién
del protocolo de aislamiento de exosomas descrito en la seccidén 3.5.2. La unién de este
anticuerpo al ligando Jaggedl bloquea la interaccidon entre el ligando y el receptor de
Notch. Tras un lavado final con PBS, los exosomas se ultracentrifugaron y el sedimento
se resuspendié en 100 uL de PBS. Estos exosomas se cuantificaron y agregaron a los
cultivos de HUVEC tal y como se describe en la seccién 3.11.3.1 para estudiar la
influencia del ligando Jagged1 contenido en exosomas de MSC o HIF-MSC en la actividad

de la via de Notch inducida en HUVEC.

3.11.3.3 Analisis de la Via de Notch en MCF-7

Para estudiar si los exosomas, aislados de medio de recoleccién de las lineas MDA-MB-
231 o MCF-7, eran capaces de inducir cambios en la via de sefalizaciéon de Notch en
cultivos de la linea de células tumorales de cancer de mama no metastatico se realizo el
siguiente experimento; las células MCF-7 se dejaron crecer hasta alcanzar una
confluencia del 70 % en placas de 48 pocillos. Una vez alcanzada la confluencia deseada
se sustituyd el medio de cultivo por DMEM-alto en glucosa suplementado con BSA al 1
% (Sigma Aldrich), aminoacidos no esenciales al 1 % (Gibco) y penicilina/estreptomicina
(Gibco). Pasadas 4 h de incubacién en este medio, se agregaron al cultivo 30 ug/mL de
exosomas aislados a partir de medio de cultivo de MDA-MB-231 o de MCF-7. Las células
se incubaron 2 h con estos exosomas, se lavaron 2 veces con PBS y se extrajo el RNA

total para el estudio la expresién de genes diana de la via de Notch mediante gPCR.
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Para evaluar la actividad del NICD contenido en los exosomas procedentes de MDA-MB-
231 el tratamiento aqui descrito se realizé también sobre células tratadas previamente

durante 48 h con RO y por lo tanto sin la capacidad de generar NICD y activar la via.

3.11.4 Ensayo de Formacion de Tubos

Uno de los experimentos mas utilizados para estudiar el potencial angiogénico de
diferentes compuestos es el ensayo de formacion de tubos in vitro®3?72273, En este
experimento se analizan las estructuras en forma de tubo y otros pardmetros que son
representativos de la capacidad angiogénica que muestran las células endoteliales en
respuesta a diferentes tratamientos. Estas estructuras las forman dentro de una matriz
porosa que se genera a partir de Matrigel (Growth Factor-reduced Matrigel; BD
Biosciences). El Matrigel son un conjunto de proteinas extracelulares de naturaleza
gelatinosa que tienen la particularidad de mantenerse en estado liquido a 4 °C y de

gelificar formando una matriz porosa a 37 °C.

En este trabajo, se utilizé este ensayo para evaluar la contribucién del ligando de la via
de Notch Jaggedl contenido en los exosomas procedentes de MSC y de HIF-MSC al
potencial angiogénico mostrado por sus exosomas. Para ello, se sembraron 25.000
células endoteliales por pocillo en una placa de 96 pocillos que habia sido recubierta
previamente con 50 pL de Matrigel en cada pocillo donde se iban a sembrar células. Las
células se sembraron con medio basal (EBM-2) suplementado con BSA al 0,5 %,
aminodcidos no esenciales al 1 % y P/S al 1 %, y se trataron o no con 30 pg/mL de
exosomas, incubados o no con el inhibidor de Jaggedl, que se habian aislado por
ultracentrifugacion a partir de medio de recoleccién previamente incubado durante 48
h con MSC o HIF-MSC. Una vez agregados los diferentes tratamientos, las células
endoteliales se incubaron 12 h y después se analizé la formacidn de estructuras en forma
de tubos. Para evaluar las estructuras formadas por las células endoteliales humanas en
el Matrigel se tomaron fotos con el objetivo 50X en un microscopio dptico (Leica). Estas
fotografias se enviaron al servicio de analisis de imagen Wimasis para el analisis de los

diferentes pardmetros angiogénicos.

124



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

3.11.5 Estudios de Proliferacion y de Ciclo Celular en

MCF-7

Para evaluar la influencia sobre la proliferacion y el ciclo celular de los tratamientos con
exosomas de MDA-MB-231 o de MCF-7 en MCF-7 y su relacién con los cambios
inducidos en la via de sefializacion de Notch se realizaron ensayos de

bromodesoxiuridina (BrdU) y de ciclo celular mediante citometria.

3.11.5.1 Estudios de Proliferacion con Bromo Desoxiuridina

(BrdU)

Para el ensayo de BrdU las células MCF-7 se sembraron sobre pocillos de placas de 96
pocillos a una densidad de 100.000 células/cm2. Al dia siguiente, el medio de cultivo se
sustituyé por DMEM-alto en glucosa sin factores de crecimiento y suplementado con
BSA al 0,5 % y P/S al 1%. Las células se incubaron 5 h en este medio y posteriormente,
se agregaron a los cultivos 30 pg/mL de exosomas procedentes de MDA-MB-231 o de
MCF-7. Al mismo tiempo que se agregaron los exosomas, se agrego el BrdU que es un
nucledsido analogo de la timidina que se incorpora en el DNA cuando el DNA de una
célula en division se replica. En estas condiciones se incubaron 4 h. A continuacion, se
lavaron las células 2 veces con PBS y se fijaron con PFA al 2%. Acto seguido, se realizo
una inmunofluorescencia para la deteccion de las células que hubiesen incorporado
BrdU a su DNA (seccidon 3.8.2.3.1) debido a los procesos de divisidn celular. Finalmente
se sacaron fotos y se cuantificaron los nucleos que habian incorporado BrdU mediante
el programa In Cell Analyzer 1000 Workstation software (GE Healthcare). Los resultados
se representaron como el porcentaje de nucleos que habian incorporado BrdU respecto

del total de los nucleos (ntcleos marcados con DAPI).
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3.11.5.2 Estudio del Ciclo Celular por Citometria de Flujo en
Células MCF-7

Para analizar el ciclo celular en MCF-7 mediante citometria de flujo las células se
incubaron con un tampdn hipotdnico (citrato trisédico pentahidratado a 2,8 uM, RNasa
a 10 mg/mL, Tritdn X-100 1 uL/1mL; todos de Sigma Aldrich) suplementado con loduro
de propidio (IP; Sigma Aldrich). Por un lado, el tampdn hipotdnico hace que las células
exploten por un cambio brusco de la presidn osmética quedando los nucleos intactos en
suspension. Por otro lado, el IP es un compuesto quimico fluorescente cuando se
intercala en el DNA y se suele emplear entre otras cosas para analizar el contenido en
DNA de las células. Analizar el contenido en DNA de las células permite saber la fase de
division en la que esta predominantemente dicho cultivo celular. Debido a su sencillez,
es un ensayo habitualmente empleado para estudiar el efecto de diversos tratamientos

sobre la proliferacién de diferentes cultivos de células.

Las condiciones experimentales para analizar el ciclo celular en MCF-7 fueron idénticas
a las descritas para el ensayo de BrdU en la seccién 3.11.5.1 con la diferencia de que en
este experimento no se agregd BrdU 5 h después del ayuno en factores de crecimiento
y que transcurridas las 4 h de tratamiento las células no fueron fijadas. En su lugar,
transcurridas las 4 h después de agregar los tratamientos con exosomas las células se
incubaron 30 min a 37 °C en el tampodn hipotdnico suplementado con IP. Pasados los 30
min, la solucién con los nucleos se pasd a tubos de citometria para su analisis con el
citometro de flujo CytoFLEX S (Beckman Coulter). El IP (A excication max = 535) se excitd con

el Iaser rojo y el analisis de los resultados se hizo con el software FlowJo_V10.
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3.11.6 Estudio del Proceso de Transicion Epitelio-

Mesénquima (EMT) y la Migracion en Cultivos de MCF-7

3.11.6.1 Analisis Mediante gPCR e Inmunomarcaje de

Marcadores de EMT

La Transicién Epitelio-Mesénquima (EMT) son un conjunto de procesos que culminan
con la conversién de células con un fenotipo epitelial en uno mesenquimal o cuasi-
mesenquimal. Existen un gran nimero de marcadores que ven alterada su expresidn en
el transcurso del proceso de EMT?L, En este trabajo, se estudid el proceso de EMT
mediante la subida o la bajada en la expresién de determinados marcadores mediante
gPCR, analisis de la morfologia celular e inmunofluorescencia. El experimento se

desarrollé del mismo modo independientemente del destino final de las células.

Para realizar este ensayo las células MCF-7 se sembraron en pocillos de placas de 48
pocillos a una densidad de 10.000 células/cm2. Al dia siguiente de ser sembradas, se les
cambié el medio de cultivo por RM2 cuya composicién fue descrita en la seccién 3.5.1.
Posteriormente, 30 ug/mL de exosomas aislados por ultracentrifugacién a partir de RM2
previamente incubado 48 h con cultivos celulares de MDA-MB-231 o de MCF-7 se
agregaron a los cultivos de MCF-7, tratadas o no con el inhibidor de la y-secretasa RO.
Esto se repitid cada 24 h durante 7 dias. El RM2 de los cultivos celulares se fue
cambiando con cada dosis de exosomas (cada 24 h). Después de 1 semana de
tratamientos, se tomaron fotos de las células con un microscopio éptico, se lavaron con
PBS 2 veces, se fijaron con PFA al 2 % o se lisaron para la extraccion del RNA total y se
estudiaron los marcadores de EMT (E-Cadherin, N-Cadherin, Vimentina u Ocludinal

entre otros) por inmunofluorescencia o gPCR, respectivamente.

3.11.6.2 Analisis de la Migracion en MCF-7

La metdstasis tumoral implica el abandono del nicho del tumor primario de las células
cancerosas para colonizar y formar tumores secundarios en otros érganos y/o tejidos

del organismo. En este proceso se considera un factor importante la capacidad de las
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células cancerosas de migrar e invadir nuevos ambientes. Si bien la capacidad invasiva y
de migracion son procesos diferentes, en ambos casos, se ha descrito la importancia de
la activacién del proceso de EMT?26231, De este modo, tras estudiar el proceso de EMT
en los cultivos de MCF-7 bajo las diferentes condiciones experimentales se estudié la
migracion de estas células en las mismas condiciones. Para ello, 210.000 o 180.000
células de MCF-7 se sembraron en cada pocillo de placas de 48 pocillos o en insertos de
transwell (Corning) con un tamafio de poro de 8 um, respectivamente. Por un lado, las
células sembradas en las placas de 48 pocillos, 24 h después de la siembra, formaban
una monocapa en cada pocillo de la placa. En esta monocapa se realizd una raya de
extremo a extremo del pocillo con la punta de una pipeta de 10 uL. Una vez se realizd la
raya se delimitaron unas coordenadas en cada pocillo y se fueron sacando fotografias a
100X aumentos cada 12 h de las células bajo las diferentes condiciones experimentales
con una camara fotografica Canon acoplada a un microscopio éptico Leica. La migraciéon
se cuantificé en funcidn del area de la raya a diferentes tiempos usando el software
Imagel. Por otro lado, las MCF-7 sembradas en la parte de arriba, 24 h después de la
siembra se les cambio el medio del inserto por un DMEM-bajo en glucosa sin FBS
suplementado con BSA al 0,5% y P/S al 1%. El medio de cultivo de la parte inferior en el
gue va sumergido el inserto se sustituyd por RM2 suplementado con IGF-1 (Sigma
Aldrich) a 50 ng/mL para estimular la migracién de las células. Pasadas 48 h, se lavaron
los insertos, se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con metanol frio al 100% 10 min.
Despues, las células que no habian migrado (en la parte superior del inserto) se
eliminaron con un hisopo. Una vez se retiraron las células incapaces de migrar, las
células de la parte inferior del inserto se tifneron con cristal violeta, se sacaron fotos a
200X en un microscopio 6ptico y se conté el nimero de células de cada inserto bajo las

distintas condiciones experimentales.

3.12 Técnicas para el Estudio de la Angiogénesis In

vivo: Plug de Matrigel

Un ensayo frecuentemente utilizado para el estudio del proceso angiogénico inducido

por compuestos de diferente naturaleza es el ensayo de Plug de Matrigel?’27427>_ Este
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ensayo consiste en la inyeccidon subdérmica de una solucion de Matrigel (growth factor-
reduced Matrigel; BD Biosciences) en el animal que se vaya a experimentar. El Matrigel
es el nombre comercial para una mezcla de proteinas gelatinosas secretadas por una
linea de células de sarcoma de ratén (Engelbreth-Holm-Swarm) que tiene diversas
aplicaciones, como el crecimiento de células madre pluripotentes inducidas o iPSC,
ensayos de invasividad tumoral o el ensayo de Plug de Matrigel. Esta solucidén se
presenta en estado liquido a 4 °C vy al calentarse a 37 °C gelifica formando una matriz
porosa con distintas aplicaciones. Por ello, una vez el Matrigel es inyectado de forma
subdérmica en el ratén, su temperatura corporal permite que el Matrigel gelifique y
forme una matriz porosa en forma de bola o Plug donde el endotelio es capaz de
penetrar con mayor o menor eficiencia para la formacidon de nuevos vasos sanguineos.
De este modo, en este trabajo la solucidn de Matrigel se mezclé con exosomas derivados
de MSC o HIF-MSC con el ligando Jagged1, bloqueado o no, para evaluar la contribucién

del ligando al potencial angiogénico de estos exosomas.

3.12.2 Grupos Experimentales

Se utilizaron un total de 18 ratones nu/nu macho (Charles River Laboratories) en el
estudio. Los 18 animales se dividieron en 6 grupos experimentales a los que se les
inyectd una solucién de Matrigel en estado liquido (a 4 “C) mezclado con los diferentes

tratamientos.

Los 6 grupos experimentales objeto de estudio fueron los siguientes: grupo 1, se inyecté
Matrigel mezclado con el vehiculo PBS (control del experimento; Ctrl); grupo 2, el
Matrigel inyectado se mezcld con el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF; control
positivo del experimento); grupos 3y 4, el Matrigel en este caso se mezclé con 30 pg/mL
de exosomas aislados por ultracentrifugacién a partir de medio de recoleccién
previamente incubado con cultivos celulares de MSC o de HIF-MSC, respectivamente; y
grupos 5 y 6, donde el Matrigel se mezclé con 30 pg/mL de exosomas aislados por
ultracentrifugacion a partir de medio de recoleccidn previamente incubado con cultivos
celulares de MSC o de HIF-MSC a los cuales se les habia inhibido o no el ligando de la via

de Notch Jagged1 (seccion 3.11.3.2.1), respectivamente.
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3.12.2 Procedimiento Quirurgico

El procedimiento consistié en inyectar en ambos flancos de un ratén nu/nu de 6-8
semanas la mezcla del Matrigel con los diferentes componentes. Para ello, los ratones
se sedaron con Sevoflurano (Sevorane®) para que no se movieran durante la inyeccién.
Una vez inyectada la mezcla de Matrigel se mantuvo 2 min al ratén dormido para evitar
gue el ratén se mueva e impida la gelificacion correcta del Matrigel. Pasados los 2 min,
el ratdn se devolvid a su jaula y se dejé que se despertara. Tras el dia de inyeccion, los
ratones se mantuvieron en jaulas provistas de alimento y agua durante 14 d.
Posteriormente, los ratones se sacrificaron por asfixia en una camara de CO; y se
procedio a la extraccion de los Plugs de Matrigel con ayuda de material de cirugia. Una
vez extraidos, éstos se lavaron con PB 0,1 M (Panreac) y se fijaron en PFA al 4 %.
Posteriormente se procedié como se detalla en la seccién 3.13. En todo momento previo

a la inyeccion, la mezcla de Matrigel se mantuvo a 4 °C.

3.13 Técnicas de Histologia

Para estudiar la presencia de células y vasos sanguineos en el interior de los Plugs
extraidos de los flancos de los ratones inyectados con las diferentes mezclas de Matrigel
se realizaron tinciones (Tincidon Tricrémica de Masson y Hematoxilina-Eosina) e
inmunofluorescencias para estudiar la presencia del marcador de células endoteliales
CD31. Con este objetivo, previamente los Plugs se incluyeron en bloques de parafina 'y

se cortaron con un microtomo.

3.13.1 Inclusidon en Parafina, Microtomia y Tinciones

Una vez extraidos los plugs de matrigel, se les hicieron 2 lavados en Tampén fosfato (PB)
0,1 M (Panreac), se fijaron en PFA al 4% toda la noche y al dia siguiente se lavaron 4
veces con PB 0,1 M. Después, se realizé la inclusién en bloques de parafina con la
maquina de inclusion HistoCore Arcadia (Leica Biosystems). Una vez incluidos en
bloques de parafina, éstos se cortaron con un microtomo (Leica Biosystems) obteniendo

cortes de los dos extremos y del centro del Plug para no menospreciar en el estudio
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ninguna region del Plug. Los cortes se depositaron sobre portaobjetos gelatinizados
(Thermo Fisher Scientific). Estas preparaciones se usaron para realizar las
inmunocitoquimicas (seccién 3.13.2) y las tinciones: Tricrémica de Masson y
hematoxilina-eosina. Todas las tinciones fueron realizadas de forma automatizada en la

maquina ArtisanLink Pro (Dako).

3.13.2 Inmunocitoquimica

Para las inmunocitoquimicas de las diferentes secciones del Plug los cortes tuvieron que
ser previamente desparafinados y posteriormente se les realizd un proceso de

desenmascaramiento antigénico.

3.13.2.1 Desparafinado

El proceso de desparafinado consistié en lo siguiente: primero se calentaron los cortes
en los portaobjetos a 60 “C durante 25 min. Después, se hicieron 2 inmersiones de 10
min en un disolvente organico que disuelve la parafina (xilol; Panreac). Posteriormente,
para retirar el xilol de la muestra se hicieron lavados consecutivos de 10 min en alcoholes
gradualmente de menor % de pureza (2 lavados en alcohol 100 %, 1 lavado en alcohol
al 96 % y el ultimo lavado en alcohol 70 %). Finalmente, se realizé 1 lavado de los cortes

de 10 min en agua destilada.

3.13.2.2 Desenmascaramiento Antigénico

Muchas veces la estructura tridimensional que las proteinas tienen en estado nativo se
ve alterada por los procesos de fijacidn con PFA e inclusion en parafina. Ocasionalmente,
debido a esto, los epitopos que se desean identificar estan tan alterados que hace
imposible su reconocimiento por los anticuerpos. Sin embargo, hay estrategias para
revertir este cambio conformacional permitiendo que puedan volver a ser reconocidos
por los anticuerpos. Este tipo de estrategias se conocen como procesos de
desenmascaramiento antigénico. En este trabajo, a los cortes una vez desparafinados se

les realiz6 un desenmascaramiento antigénico que consistio en lo siguiente: los
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portaobjetos con los cortes procedentes del plug se sumergieron en tampon de citrato
(citrato 0,01 M con un pH de 6.0) a 90 °C en un bafio termostatico (Biogen) durante 15

min. Finalmente, se realizaron 4 lavados de 5 min con PBS.

3.13.2.3 Inmunofluorescencia de CD31 de las Secciones de los

Plug de Matrigel

Una vez retirada la parafina de las secciones de los Plug situados sobre los portaobjetos
y realizado el proceso de desenmascaramiento antigénico se inicié la
inmunofluorescencia para la detecciéon del marcador endotelial CD31. Para ello, los
cortes colocados sobre los portaobjetos se permeabilizaron con PBS-Tween 0,1% (Sigma
Aldrich) durante 5 min. Después, se bloquearon 1 h con PBS al 10 % en suero de cabra.
Seguidamente, las muestras se incubaron toda la noche con el anticuerpo primario en
solucion de bloqueo. Al dia siguiente, se retird el anticuerpo primario, se hicieron 3
lavados de 5 min con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario en solucién de
blogueo durante 1 h. Pasada la hora de incubacidn, se hicieron 4 lavados de 5 min con
PBS, se agregaron 20 uL de medio de montaje con DAPI (ProLong Gold antifade with
DAPI, Molecular Probes-Invitrogen) y se montaron. El montaje se realizé colocando un
cubreobjetos (Menzel-Glaser, Afora) sobre los cortes colocados sobre los portaobjetos
con el medio de montaje y se sellaron con laca de ufias. Posteriormente, todas las
preparaciones se observaron y se sacaron fotografias con el microscopio confocal. El
analisis de los vasos sanguineos generados dentro del Matrigel se realizé cuantificando
la cantidad total de sefal fluorescente en cada foto de cada condicién debida a la
presencia del marcador de células endoteliales CD31. Los anticuerpos primarios y

secundarios utilizados se resumen en la tabla 3.4.

3.13 Citometria de Flujo

Para analizar la expresion de la proteina GFP en MSC y en HIF-MSC, las células se
sembraron en placas de 55 cm? a una densidad de 1.500 células/cm?. Cuando el cultivo

alcanzo una confluencia del 75 %, las células se tripsinizaron y se centrifugaron a 0,2 g
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durante 5 min. El sedimento de células se resuspendid en 1 mL de DMEM-bajo en
glucosa al 10 % de FBS y 1 % de P/Sy se realizé un contaje de la concentracion celular.
Posteriormente, se depositaron en tubos de citometria un volumen final de 2 mL a una
concentracion celular de 500.000 células/mL. Las células marcadas con GFP se
identificaron por su epifluorescencia verde con el citdmetro de flujo Cytomics FC 500 de

Beckman Coulter por el servicio de citdmica del Centro de Investigacion Principe Felipe.

3.14 Protedmica

Para examinar el efecto de la expresion del gen de respuesta a hipoxia 1la sobre el
contenido proteico de los exosomas derivados de MSC, las MSC y las HIF-MSC se
cultivaron durante 48 h con el RM1, descrito en la seccion 3.5.1. Tras la incubacion, se
aislaron los exosomas desde el medio de cultivo por ultracentrifugacion y la fraccion
exosomal obtenida fue resuspendida en tampdn de lisis RIPA. El extracto proteico fue
cargado con tampon Laemmli en un gel SDS-PAGE vy la electroforesis se detuvo una vez
gue la banda de proteinas recorriera 1 cm en la zona resolutiva del gel. A continuacion,
se cortd la poliacrilamida del carril con todas las proteinas y se digirié con tripsina. La
digestion se detuvo con TFA a una concentracidn final del 1% y se realizé una doble
extraccién con ACN para generar la mezcla de péptidos (muestra). Las muestras fueron
analizadas por cromatografia liquida y espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS).
Para ello, se cargd 5 ul de cada muestra en una columna trampa (NanoLC Column, 3u
C18-CL, 350 um x 0.5 mm; Eksigen), se desalaron con TFA y después se cargaron en una
columna analitica (LC Column, 3 u C18-CL, 75 um x 12 cm, Nikkyo). Los péptidos fueron
analizados en el espectrémetro de masas nanoESI qQTOF (5600 TripleTOF, ABSCIEX). Los
datos obtenidos para las muestras fueron analizados con el software String. Todo el

proceso se realizé en el servicio de protedmica de la Universidad de Valencia.

3.15 Analisis Estadistico

Todos los resultados de los experimentos realizados estdn expresados como media %

desviacion estandar (DS) o error estandar (ES). Se comprobd la normalidad de las
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distribuciones de las variables con el test no paramatrico de Kolmogorov-Smirnov y
Willcoxon se estudiaron las diferencias de medias para parametros cuantitativos
mediante la aplicacidn del test de la t de Student para la comparacién de dos medias.
Los andlisis fueron realizados con los programas SPSS 9.0 y Graphpad 5. Las diferencias
se consideraron estadisticamente significativas con p<0,05, con un intervalo de

confianza del 95%.
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4. Resultados
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4. Resultados

En este trabajo se estudié el mecanismo de sefalizacién de la via de Notch mediado por
exosomas. Para ello se exploraron dos entornos de investigacion diferentes, por un lado,
la contribuciéon del citado mecanismo al campo de la regeneracion tisular y las terapias
avanzadas y por otro a explorar su contribucién en la fisiopatologia tumoral, en concreto
en el cdncer de mama. Los resultados de ambas partes se exponen en dos secciones

para facilitar la interpretacion:

Seccidn A: Estudio de la contribucion de los exosomas procedentes de MSC

nativas y de HIF-MSC a su potencial angiogénico.

Seccion B: Papel de la via de seializacion de Notch en el proceso de
malignizacion inducido por exosomas de la linea celular de cancer de mama

metastasico MDA-MB-231.
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4. Resultados

Seccion A:

Estudio de la contribucidn de los exosomas procedentes de MSC nativas y

de HIF-MSC a su potencial angiogénico.

4.1 Estabilizacion de la Expresion de HIF-1a en

MSC

El precondicionamiento de las células madre mesenquimales mediante cultivo en un
entorno hipdxico no sdélo incrementa su supervivencia sino también su potencial
terapéutico?’®. HIF-1a juega un papel central en la adaptacion de las células a los
ambientes con bajas concentraciones de oxigeno!’® y ademds ha demostrado ser un

factor clave en el incremento de su supervivencia y de su potencial terapéutico!®’.

Con el fin de simular en las MSC los efectos producidos por la estabilizacion de HIF-1a,
este factor de transcripcién se sobreexpresé en MSC mediante clonacion en el vector
lentiviral comercial pWPI-GFP, tal y como se describe en la seccidén 3.3. Asi, el gen de
HIF-1a se incorpord en este vector que posteriormente se introdujo en las MSC (HIF-
MSC) mediante transduccion Lentiviral quedando el gen HIF-1a bajo una expresién
constitutiva. Al mantenerse los cultivos en normoxia, las polilhidroxilasas y la maquinaria
del proteasoma mantienen la capacidad de degradacién de la proteina HIF1-a. Sin
embargo, el promotor del vector lentiviral mantendria una expresién elevada de HIF-1a
gue superaria la capacidad de degradacion de la célula. Por otro lado, el vector comercial
(pWPI-GFP) sin modificar se introdujo en las MSC (MSC) y se usé en todo momento como
control para estudiar las diferencias inducidas por la expresion de HIF-1a. Una vez
transducidas las MSC con los vectores lentivirales que llevaban las construcciones
genéticas de interés (pWPI-GFP y pWPI-HIF-GFP) se observé mediante microscopia de
fluorescencia la expresidon de GFP en los cultivos de MSC y HIF-MSC y se cuantificé el

porcentaje de infeccién mediante citometria de flujo a través de la expresion de GFP.
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Después de la infeccion, se observo que entre el 90 y el 95 % de las MSC eran positivas

para la proteina fluorescente GFP (Figura 4.1).

A
MSC HIF-MSC
B
MSC HIF-MSC
91,7% 94,1%
—— GFP— —— GFP—

Figura 4.1 Marcaje Lentiviral de MSC. A. Imagenes representativas mediante microscopia de
fluorescencia a 100X de cultivos de MSC transducidos con el vector pWPI-GFP (MSC) o pWPI-GFP-HIF (HIF-
MSC). Verde: expresion de GFP. Azul: Nucleos tefiidos con DAPI. B. Evaluacién mediante citometria de la
transduccion de los vectores pWPI-GFP y pWPI-GFP-HIF en cultivos de MSC a través de la expresién de la
proteina verde fluorescente GFP. El analisis de citometria de la expresion de GFP en las MSC mostré una

eficiencia de la infeccion lentiviral de las MSC superior al 90 %.

Después de verificar que los cultivos de MSC y de HIF-MSC expresaban la proteina
fluorescente GFP que indicaba que las células habian sido transducidas con los vectores
de interés, se analizé la expresidn especifica del mRNA del gen HIF-1a a partir del RNA
total de ambos cultivos celulares mediante gPCR (Figura 4.2). La gPCR constatd que el
gen de respuesta a la hipoxia se estaba sobreexpresando en las MSC transducidas con

el vector pWPI-GFP-HIF.
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Figura 4.2 El mRNA del gen HIF-1a se sobreexpresa en cultivos de HIF-MSC respecto a los de MSC. El
nivel del mRNA del gen HIF-1a se cuantific6 mediante qPCR en HIF-MSC (barra negra) y se normalizo
frente al de MSC (barra blanca). Los valores se representan como la meda + la DS de tres experimentos

independientes. *** P<0,001. N: 3.

Para confirmar que el gen HIF-1a se expresaba de forma correcta, se analizé la presencia
de la proteina HIF-1a en extractos de proteina total de cultivos de HIF-MSC frente a
cultivos de MSC. El analisis por WB de los extractos de proteina procedentes de cultivos
de HIF-MSC y de MSC en condiciones normales de oxigeno, mostraron que la proteina

HIF-1a se sobreexpresaba en HIF-MSC en comparacion con MSC (Figura 4.3).
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Figura 4.3 La proteina HIF-1a se sobreexpresa en extractos de proteina total procedentes de cultivos de
HIF-MSC respecto a los de MSC. A. WB de la expresion de la proteina HIF-1a a partir de extractos de
proteina total de cultivos de MSC y HIF-MSC. Mm: Masa molecular. B. Analisis densitométrico del WB de
la expresion de la proteina HIF-1a en MSC (barra blanca) y HIF-MSC (barra negra). Se utilizo la proteina a-
Tubulina como control de carga. Los resultados se representan como la media + DS de tres experimentos

independientes. U.A: Unidades Arbitrarias. *** P<0,001. N: 3.

141



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

4.2 Aislamiento y Caracterizacion de los Exosomas

Procedentes de MSC o HIF-MSC

Muchos estudios demuestran que es posible aislar exosomas a partir del medio de
cultivo de diferentes tipos celulares>l. Con el objetivo de confirmar el aislamiento de
exosomas mediante un protocolo de ultracentrifugacidn a partir del medio de cultivo de
MSC y HIF-MSC, se analizaron las fracciones exosomales aisladas mediante técnicas de
microscopia electrdnica, seguimiento de nanoparticulas y Western Blot. La técnica mas
empleada para estudiar las caracteristicas morfolégicas y tamafios de los aislados
exosomales es la microscopia electrdnica de transmisién. De este modo, lo primero que
se hizo fue observar al microscopio electrénico las fracciones exosomales aisladas
mediante ultracentrifugacion a partir del medio de recoleccion de exosomas en el que
se incubaron las MSC o las HIF-MSC durante 48 h (Figura 4.4). Este analisis demostro la
presencia de vesiculas con la apariencia y tamafio caracteristico de los exosomas (30-

150 nm).

Exos MSC Exos HIF-MSC

= 2

Figura 4.4 Analisis morfolégico mediante microscopia electrénica de transmisiéon de los exosomas
aislados por ultracentrifugacion a partir del medio de recoleccién de MSC y HIF-MSC. Barra de escala:

150 nm.

Después, se estudio la distribucion de tamafios de las nanoparticulas presentes en la

muestra mediante Nanosight. El rango de tamafios que se observé en las fracciones
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exosomales aisladas estaba comprendido dentro del rango de tamarios caracteristico de

las vesiculas exosomales (Figura 4.5).
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Figura 4.5 Estudio de la distribucion de tamafnos de las nanoparticulas presentes en las fracciones
exosomales aisladas mediante ultracentrifugacion a partir del medio de recoleccién de MSC y HIF-MSC.
El estudio se realizd con el instrumento NanoSight NS300. Puede observarse que el rango de tamanios se
encuentra principalmente entre los 50 y los 150 nm. Eje vertical: (x107) particulas/mL; Eje horizontal:

tamafio en nanémetros (nm).

Debido a su origen intracelular, los exosomas contienen gran cantidad de tetraspaninas
y aunque estas moléculas estdn presentes en otras estructuras celulares, cuando se
detectan en extractos aislados por un protocolo de ultracentrifugacién especifico desde
el medio de cultivo de las células se asocian a los exosomas. Entre las tetraspaninas
destacan: CD9, CD63 y CD81. Asi, para corroborar la presencia y riqueza en exosomas
de las fracciones exosomales procedentes de MSC o de HIF-MSC aisladas a partir de su
medio de recoleccidn, se procedié al estudio de estos marcadores exosomales mediante
WB. Ademas, se estudio la presencia de marcadores exclusivamente celulares como la
Calnexina, con el objetivo de descartar una posible contaminacion celular o de vesiculas
extracelulares de otro origen en la muestra. Los resultados obtenidos por WB revelaron
gue las fracciones exosomales aisladas a partir del medio de recoleccion de MSC o HIF-
MSC, tenian un alto contenido en marcadores exosomales (CD81, CD9 y CD63) y carecian

de Calnexina (Figura 4.6). Este resultado indico la presencia de
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exosomas en los aislados y de otros contaminantes como células, vesiculas de distinto

origen u otros fragmentos celulares.

Proteina
CD81

CD9

CD63

Calnexina ———— —n 67

Figura 4.6 Andlisis mediante WB de los marcadores exosomales CD81, CD9 y CD63 y del marcador celular
Calnexina a partir de extractos de proteina total de HIF-MSC y MSC y de sus fracciones exosomales
aisladas mediante ultracentrifugacion a partir del medio de recoleccion de HIF-MSC o MSC (Exos HIF-

MSC y Exos MSC, respectivamente). Mm: Masa molecular.

4.3 HIF-1a Induce un Aumento en la Secrecion de

Exosomas en MISC

Se ha descrito que el proceso de secrecidn de exosomas puede verse afectado por
diversos factores?22%7, Entre ellos, se ha demostrado que la hipoxia aumenta la secrecién
de exosomas?’’. En este sentido, un anélisis de expresidn génica diferencial entre HIF-
MSC y MSC realizado previamente en nuestro laboratorio, mostré relacion entre las vias
de secrecién y la sobreexpresién de HIF-1a en MSC. Un resumen de los procesos
relacionados con los genes expresados de forma diferencial en HIF-MSC respecto de

MSC se muestran en la tabla 4.1.
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Tabla 4.1 Analisis GO de los resultados del analisis de la micromatriz de expresién génica diferencial

en HIF-MSC frente a MSC.

Identificacion GO Funcion Bioldgica

G0:0031988 Vesiculas asociadas a membrana 4.72e-04
G0:0070062 Vesiculas extracelulares; Exosomas 5.55e-04
G0:0051046 Regulacion de la secrecién 6.53e-04
G0:0010647 Estimulacion de la comunicacion celular 6.79e-04
G0:0046903 Secrecion 7.15e-04
G0:0031982 Vesiculas 7.22e-04
G0:0009605 Respuesta a estimulos externos 1.26e-03
G0:0006887 Exocitosis 3.72e-03
G0:0010646 Regulacion de la comunicacion celular 5.66e-03

Por consiguiente, tanto la bibliografia como el analisis de las diferencias en la expresion
génica entre MSC y HIF-MSC mostraban indicios de una posible vinculaciéon entre la
expresion de HIF-1a y un incremento en la secrecién de exosomas. Por ello, se estudio

el efecto de la expresién de HIF-1a en la secrecidon de exosomas de MSC.

Con este fin, por un lado, se aislaron los exosomas procedentes de iguales cantidades
de medio de cultivo de MSC y de HIF-MSC sembradas previamente a la misma densidad
para cuantificar por WB la cantidad de tetraspaninas en las fracciones exosomales.
Como control de la densidad celular se usaron las cuantificaciones por WB de las
tubulinas (Figura 4.7). El analisis comparativo de las cantidades de tetraspaninas CD63,

CD9 y CD81, mostré una mayor cantidad en los extractos procedentes de HIF-MSC.
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Figura 4.7 Andlisis semicuantitativo mediante WB de la cantidad de exosomas secretados por MSC y
HIF-MSC a través de la deteccidn de las tetraspaninas CD63, CD9 y CD81 en extractos de proteina total
de las fracciones exosomales aisladas. A. Deteccion mediante sWB de tetraspaninas y tubulinas a partir

de la proteina total extraida de la fraccién exosomal o celular derivada de MSC o de HIF-MSC. Mm: Masa
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molecular. B. Andlisis densitométrico de la sefial detectada mediante WB de las tetraspaninas en la
fraccién exosomal derivada de MSC o de HIF-MSC. La sefial detectada a partir de la deteccién de la
Tubulina se usé para normalizar la sefial procedente de las tetraspaninas en la fracciéon exosomal de MSC
o de HIF-MSC. Barras blancas: MSC; Barras negras: HIF-MSC; U.A: Unidades arbitrarias. Los valores se

expresan como la media DS de tres experimentos independientes; * P<0,05. N: 3.

Por otro lado, se midi6 la actividad de la Acetilcolinesterasa, una enzima especifica de
microvesiculas y exosomas, en las fracciones exosomales procedentes del mismo
numero de células de MSC o de HIF-MSC (Figura 4.8). Los resultados de este ensayo
mostraron una mayor actividad enzimatica en la fraccion exosomal aislada a partir de
medio de recoleccién de HIF-MSC que de MSC, lo que sugirié una vez mas que la

expresion de HIF-1a provocaba un incremento en la secrecion de exosomas en MSC.
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Figura 4.8 Cuantificacion de la actividad de la AcetilColinesterasa (ACE) en exosomas aislados a partir
del mismo volumen de medio de recoleccion en el que se incubaron el mismo nimero de células de
MSC o de HIF-MSC. Puede observarse una mayor actividad en las fracciones exosomales de HIF-MSC
(barra negra) respecto a las de MSC (barra blanca). U.A: Unidades arbitrarias. Resultados mostrados

como la media + DS de tres experimentos independientes; * P<0,05. N: 3.

4.4 Anadlisis del Contenido de miRNAs y Proteinas
en Exosomas de MSC y HIF-MSC

Los exosomas contienen una gran variedad de moléculas incluyendo mRNAs, miRNAs y
proteinas que son cruciales para la comunicacidon mediada por exosomas?’%. En este

trabajo se analizé la influencia de la expresion de HIF-1a en MSC sobre el contenido en

146



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

miRNAs y proteinas presentes en sus exosomas. En ambos casos el disefio experimental

fue el detallado en la Figura 4.9.
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Figura 4.9 Esquema del disefio experimental para la deteccién y cuantificacion de miRNAs y proteinas

exosomales procedentes de MSC o de HIF-MSC mediante qPCR o protedmica, respectivamente.

4.4.1 Contenido de miRNAs

El resultado del andlisis por gPCR de los miRNAs es el que se muestra en la Figura 4.10.

Este analisis sugirid que varios miRNAs como el miR-15, miR-16, miR-17, miR-31, miR-

126, miR-145, miR221, miR-222, miR-320a y miR-424, estaban sobreexpresados en los

exosomas procedentes de HIF-MSC respecto a los de MSC. En particular fue interesante

el miR-31, que habia sido detectado previamente en microvesiculas procedentes de

células madre derivadas de tejido adiposo con una contribucién a la migracion y

formacién de vasos in vivo?’°.
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Figura 4.10 Analisis mediante qPCR de los miRNAs sobreexpresados en exosomas procedentes de HIF-

MSC respecto a los de MSC (Nivel de expresion; expresion en MSC=1).
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Para estudiar las vias bioldgicas con las que guardaban relacién los miRNAs expresados
de forma diferencial en exosomas procedentes de HIF-MSC respecto de MSC se realizd
un estudio de Ontologia Génica (GO) (Tabla 4.2). Los resultados mostraron una relacién
con procesos asociados a vias de secrecion, de comunicacién celular, de formacién de
capilares sanguineos. La via de sefializacion de Notch también aparecia
significativamente relacionada en exosomas derivados de HIF-MSC respecto a los

derivados de MSC.

Tabla 4.2 Andlisis GO de los miRNAs presentes de forma diferencial en exosomas procedentes de HIF-

Identificacion GO

MSC respecto a los de MSC.

Funcidn bioldgica

G0:0046907 Transporte intracelular 9.19e-79
G0:0042127 Regulacion de la proliferacién celular 4.20e-55
G0:0016192 Transporte mediado por vesiculas 3.83e-48
G0:0016477 Migracion celular 2.43e-36
G0:0001944 Desarrollo de la vasculatura 3.36e-30
G0:0001568 Desarrollo de vasos sanguineos 1.66e-29
G0:0035295 Desarrollo de tubos 2.47e-27
G0:0001666 Respuesta a hipoxia 1.95e-21
G0:0001525 Angiogénesis 4.33e-21
G0:0016050 Organizacion de vesiculas 4.30e-12
G0:0030509 Via de seiializacion de BMP 1.25e-10
G0:0007219 Via de Sefalizacién de Notch 5.67e-09
G0:0006903 Etiquetado para empaquetado en vesiculas 1.17e-06
G0:0010595 Estimulacion de la migracion endotelial 2.61e-06
G0:0007223 Via de Sefalizacién de Wnt 4.95e-05
G0:0060395 Transduccion de la via de la proteina SMAD 1.26e-04
G0:0032509 Transporte en endosomas mediante el empaquetado en 2.19e-03
cuerpos multivesiculares
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Por otro lado, también se realizé6 un estudio de mapeo para analizar las funciones
bioldgicas de los genes diana de esos miRNAS (analisis KEGG). La funcién de alguno de
los genes diana de los miRNAS encontrados en los exosomas de MSC o de HIF-MSC se
resume en la Tabla 4.3. Entre ellos podemos citar por su particular interés para la terapia
regenerativa los relacionados con el ciclo celular, con la via de sefializaciéon de Notch,

con el proceso angiogénico o con la glicolisis/gluconeogénesis.

Tabla 4.3 Andlisis KEGG de los miRNAs presentes de forma diferencial en exosomas procedentes de

HIF-MSC respecto a los de MSC.

Identificacion KEGG Funcidn bioldgica
hsa04110 Ciclo celular 2.18e-22
hsa04520 Uniones intercelulares 1.95e-17
hsa04310 Via de seiializacion de Wnt 3.47e-16
hsa04350 Via de sefializacion TGF-B 4.84e-11
hsa04330 Via de Sefalizacién de 4.99e-10
Notch
hsa04370 Via de Senalizacién de VEGF 7.91e-09
hsa04620 Receptor tipo Toll-like 2.56e-09
hsa04512 Interaccidn de receptores de 7.65e-07
la matriz extracelular
hsa00010 Glicélisis/gluconeogénesis 1.45e-07
hsa04630 Via de seiializacion Jak-Stat 1.12e-06
hsa03060 Exportacion de proteinas 7.71e-05

4.4.2 Contenido en Proteinas

Para estudiar el contenido en proteinas de los exosomas procedentes de medio de
recoleccion de MSC o de HIF-MSC se realizé cromatografia liquida y espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS). Un resimen de las proteinas identificadas en los

exosomas procedentes de MSC o de HIF-MSC se puede observar en las Tablas 4.4 y 4.5.
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Tabla 4.4 Resumen de las proteinas identificadas en los exosomas procedentes de MSC.

Caddigo de la proteina ‘

Nombre de la proteina

VTN Vitronectin
PENK Proenkephalin-A
NEGF2 Midkine
Hsp70 Heat shock-related 70 protein 2
Tspan-28 Tetraspanin-28
COL1A1 Collagen a1
LGALS3BP Galectin-3-binding protein
Ubiquitin-C Polyubiquitin-C
HSPG Basement membrane-heparan sulfate proteoglycan
SDCBP Syntenin-1
SFRP1 Secreted frizzled-related protein1
MFGES8 Lactadherin

Tabla 4.5 Resumen de las proteinas identificadas en los exosomas procedentes de HIF-MSC.

Cadigo de la proteina

Nombre de la proteina

Hx Hemopexin
TF Serotransferrin
TGF-B Transforming growth factor-6
Hsp70 Heat shock-related 70 protein 2
Tspan-28 Tetraspanin-28
TGFB Erithrocyte band 7 integral membrane protein
EGF_2 EGF-like repeat
Ubiquitin-C Polyubiquitin-C
Ubiquitin-B Polyubiquitin-B
Tspan-4 Tetraspanin-4
ITG-B1 Integrin 61
MFGES8 Lactadherin

El analisis de la combinacién de proteinas obtenido por MS en los exosomas procedentes
de MSC o de HIF-MSC sugirié una red de interacciones entre ellas (Figura 4.11). Un punto
interesante fue la presencia de la proteina ubiquitina entre las proteinas de ambos
extractos exosomales, ya que la ubiquitina se ha relacionado en varios estudios con el

empaquetamiento de proteinas en los exosomas!®2&,
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Figura 4.11 Red de interacciones entre las proteinas detectadas en los exosomas procedentes de medio

de recoleccion de MSC o HIF-MSC obtenido mediante el software STRING.

A partir de las proteinas identificadas mediante espectrometria de masas se realizé un
analisis de GO. Un resumen de las rutas bioldgicas relacionadas con la diferente
composicidn proteica entre los exosomas derivados de MSC o de HIF-MSC estuvieron
relacionadas con procesos de morfogénesis, de respuesta a la hipoxia, de desarrollo de

diferentes tejidos o con la via de senalizacién de Notch (Tabla 4.6).

151



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

Tabla 4.6 Analisis GO de las proteinas presentes en exosomas procedentes de HIF-MSC.

Identificacion GO Funcion bioldgica

G0:0002682 Regulacion del Sistema inmune 1.06e-10
G0:0007155 Adhesioén Celular 3.16e-10
G0:0007220 Procesamiento del receptor de Notch 2.35e-8
G0:0016192 Transporte mediado por vesiculas 2.95e-7
G0:0007219 Sefalizacidn de la via de Notch 1.75e-6
G0:0001819 Regulacion positiva de las citoquinas 1.19e-5
G0:0048514 Morfogénesis de vasos sanguineos 1.78e-5
G0:0031175 Desarrollo de neuronas 3.83e-5
G0:0001568 Desarrollo de vasos sanguineos 4.63e-5
G0:0001525 Angiogénesis 1,00e-03
G0:0072358 Desarrollo del sistema cardiovascular 5.38e-3
G0:0061061 Desarrollo de estructuras musculares 2.91e-2
G0:0005976 Metabolismo de polisacaridos 1.88e-6
G0:0050776 Regulacion de la respuesta inmune 2.6e-6

G0:0071456 Respuesta celular a la hipoxia 1.24e-5
G0:0036294 Respuesta celular a niveles de oxigeno bajos 1.33e-5
G0:0007219 Via de sefalizacion de Notch 2.15e-5
G0:0006006 Metabolismo de la glucosa 2.72e-5

Fue de particular interés la aparicién en el andlisis de la via de sefializacién de Notch
como ruta bioldgica relacionada con el contenido de miRNAs y proteinas de los

exosomas derivados de MSC o de HIF-MSC.

4.5 HIF-1a Incrementa la Incorporacion del Ligando

Jaggedl en los Exosomas de las MSC

El estudio del contenido proteico y de miRNAs de los exosomas sugirié una relacion
entre la expresion de HIF-1a y la via de sefializacidn de Notch. Aunque los ligandos de la
via de Notch suelen estar presentes en la membrana plasmatica, también pueden
encontrarse en vesiculas extracelulares®3. De este modo, se investigd la presencia de los
ligandos de la via de Notch en los exosomas procedentes de MSCy de HIF-MSC mediante
WB (Figura 4.12 A). Todos los ligandos de la via de Notch se pudieron observar en los
extractos de proteina celular y se observé una mayor expresién en aquellos que

provenian de HIF-MSC (Figura 4.12 B). Sin embargo, solamente se detecté Jaggedl en
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los extractos procedentes de las fracciones exosomales. Ademas, su contenido era
significativamente mayor en exosomas derivados de los cultivos de HIF-MSC respecto a
los de MSC (Figura 4.12 Ay C). Por otro lado, se analizé mediante qPCR la expresién del
RNA mensajero de Jaggedl y se observd una sobreexpresién en HIF-MSC (Figura 4.12

D).
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Figura 4.12 Los ligandos de la via de seiializacion de Notch se sobreexpresan en las células HIF-MSC
respecto de las MSC. Unicamente Jagged1 se encontré en exosomas derivados de MSC, incorporandose
en mayor cantidad en los procedentes de HIF-MSC. A. Estudio mediante WB de los ligandos de la via de
Notch (Jagged1-2, DII1,3-4) en exosomas procedentes de medio de recoleccion de MSC o de HIF-MSC.
Como control de carga de exosomas se utilizd la tetraspanina CD81 y para los extractos celulares a-
tubulina. Mm: Masa molecular. B. Andlisis densitométrico de la sefial obtenida mediante WB de la
deteccidn de los componentes de Notch a partir de los extractos de proteina total procedentes de MSC
(barra negra) o de HIF-MSC (barra blanca). La sefial detectada se normalizo frente a la de la tubulina. C.
Analisis densitométrico de la expresion de Jaggedl detectada en el WB procedente de la proteina total
de exosomas derivados de MSC (barra blanca) o de HIF-MSC (barra negra). Los niveles de proteina se
normalizaron frente a los de la tetraspanina CD81. D. Estudio mediante qPCR de la expresidon del mRNA
de Jaggedl en MSC (barra blanca) o en HIF-MSC (barra negra). U.A: Unidades arbitrarias. Resultados
mostrados como la media + DS de tres experimentos independientes; P<0,05, **P<0,01 and *** P<0,001.

N: 3.
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4.6 HIF-1a Aumenta la Transferencia de Exosomas

de MSC a ECs

Para monitorizar el trafico de exosomas entre diferentes tipos celulares, se transdujeron
los cultivos de MSC o HIF-MSC con un vector lentiviral que expresaba la tetraspanina
CD63 fusionada a RFP (CD63-RFP). De esta manera, los exosomas secretados por estas
células (MSC-CD63-RFP o HIF-MSC-CD63-RFP) expresaban el marcador exosomal CD63
fusionado a RFP. Asi, las células resultantes tenian fluorescencia roja (CD63-RFP) y verde
(pPWPI-GFP). Los resultados mostrados en la secciéon 4.3 sugieren que la expresion de
HIF1-a provoca una mayor secrecién de exosomas, de este modo, se realizé un ensayo
de recuperacién de la fluorescencia tras fotoblanqueo (FRAP) para explorar si ese
incremento en la secrecidn de exosomas se traducia en una mayor transferencia de
exosomas de MSC a las células endoteliales humanas (HUVEC). Pasadas 24 h de co-
cultivo directo de las células endoteliales con MSC-CD63-RFP o HIF-MSC-CD63-RFP, se
analizé la presencia de fluorescencia roja en las células HUVEC y se observé que esta
adquiria un aspecto granular caracteristico de un marcaje vesicular (Figura 4.13 A).
Después, se seleccioné una célula endotelial a la que se le elimind la fluorescencia de
color rojo mediante pulsos laser (circulo blanco en la Figura 4.13 A) y, entonces, se
realizé un time-lapse de 3 h con el microscopio confocal. A partir de las fotografias
adquiridas durante esas 3 h, se midié la recuperacion de fluorescencia roja en las células
endoteliales, que seria directamente proporcional a las vesiculas transferidas desde las
MSC-CD63-RFP o HIF-MSC-CD63-RFP. La cuantificaciéon de la recuperacién de
fluorescencia roja, reflejé una recuperacion mayor en las células endoteliales co-
cultivadas con las células HIF-MSC-CD63-RFP en comparacién con aquellas co-cultivadas
con MSC-CD63-RFP (Figura 4.13 B). Estos resultados indicaron que el trafico de
exosomas de MSC-CD63-RFP o HIF-MSC-CD63-RFP a las células endoteliales parecian

incrementarse debido a la sobreexpresion de HIF-1a en MSC.
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Figura 4.13 Estudio del aumento de la transferencia de exosomas de MSC a células endoteliales debido
a la expresion de HIF-1a en MSC. A. Recuperacion de la fluorescencia tras fotoblanqueo en células
endoteliales co-cultivadas con MSC-CD63-RFP o HIF-MSC-CD63-RFP: circulo rojo, célula fotoblanqueada;
flecha, célula fotoblanqueada después de 0, 180 min del fotoblanqueo; pre-frap, fotografia del
microscopio confocal de las células antes del fotoblanqueo; T0’, fotografia de las células con el
microscopio confocal después del fotoblanqueo a tiempo 0’; T180’, fotografia de las células con el
microscopio confocal 180 min después del fotoblanqueo. Las imagenes fueron obtenidas con una
maghnificacion de 400x. B. Porcentaje de recuperaciéon de la fluorescencia de la célula endotelial
fotoblanqueada a los tiempos de 0, 90 y 180 min después del fotoblanqueo co-cultivadas con células MSC-
CD63-RFP (linea punteada de color azul) o células HIF-MSC-CD63-RFP (linea punteada de color rojo). Los
resultados son relativos a TO’ y se muestran como la media + DS de tres experimentos independientes;

**P<0,01. N: 3.
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4.7 Actividad Funcional del Ligando Jagged1
Incorporado en Exosomas de MSC y HIF-MSC.

Como se observo que los exosomas de MSC o HIF-MSC incorporaban el ligando de la via
Notch Jaggedl, se estudio si este ligando contenido en los exosomas era capaz de inducir
cambios en la actividad transcripcional de genes diana de la via de Notch en HUVEC. Con
este fin, los exosomas aislados a partir del medio de recoleccién MSC o las HIF-MSC, se
agregaron a cultivos de células HUVEC y se dejaron actuar durante 2 h. Pasadas las 2 h,
se analiz6 mediante qPCR la actividad transcripcional de los genes diana de la via de
Notch HES1 y HEY2 en HUVEC. Los resultados mostraron que el nivel de expresion de
HES1y HEY2 era significativamente mayor en células HUVEC tratadas con exosomas que
procedian de las células HIF-MSC respecto a los de MSC (Figura 4.14 A). Este efecto se
perdia si los exosomas habian sido previamente incubados con un anticuerpo
neutralizador de Jagged1, sugiriendo una activacién especifica de la via de Notch a
través del Jagged1 incorporado en los exosomas (Figura 4.14 A). Como control positivo,
se extrajo RNA y se analizé6 mediante qPCR la expresién de HES1 o HEY2 en células
HUVEC que se sembraron 24 h antes sobre pocillos previamente recubiertos con el
ligando Jaggedl. Por otro lado, como control negativo, se trataron las células HUVEC con
el inhibidor de la y-secretasa RO. Como se esperaba, estos tratamientos resultaron en
un aumento y un descenso en los niveles transcripcionales de los genes HES1 y HEY2,
respectivamente. Ademads, se observd que las HUVEC tratadas con exosomas
procedentes de MSC o de HIF-MSC y RO mostraban la misma inhibicion que las HUVEC

tratadas solamente con RO (Figura 4.14 B).
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Figura 4.14 Aumento de la expresion de genes diana de la via de Notch en células HUVEC tratadas con
exosomas procedentes de MSC o HIF-MSC. A. Andlisis mediante gPCR de la expresion de los genes diana
de la via de Notch HES1 y HEY2 en células HUVEC tras 2 h de incubacién con exosomas procedentes de
MSC o HIF-MSC previamente incubados o no con un anticuerpo neutralizador de Jaggedl (a-Jag). B.
Analisis mediante qPCR de la expresion de HES1 y HEY2 en células HUVEC sembradas sobre placas
recubiertas con Jaggedl o tratadas con el inhibidor de la y-secretasa RO. Por un lado, las células
sembradas sobre un recubrimiento de Jagged1 (Jagged1) se trataron también con a-Jag. Por otro lado, a
células HUVEC tratadas con RO también se les agregaron exosomas procedentes de MSC o HIF-MSC. Exos
MSC: Exosomas procedentes de MSC; Exos HIF-MSC: Exosomas procedentes de HIF-MSC. Los resultados
se representan como la media del aumento de la expresidn respecto al tratamiento control (células
HUVEC incubadas con el vehiculo, PBS) + DS de tres experimentos independientes; **P<0,01 y

**%p<0,001. N: 3.
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4.8 HIF-1a Aumenta el Potencial Angiogénico de

los Exosomas de MSC a través de Jaggedl

Dado que la via de sefalizacidon de Notch esta involucrada en la formacion y ramificacion
de vasos sanguineos a través en parte de la seializacién mediada por el ligando Jagged1
de la via'®, lo siguiente fue evaluar el papel del ligando Jagged1 incorporado en los
exosomas de MSC y de HIF-MSC en el potencial angiogénico de estas células. Para
estudiar esto, se realizaron dos tipos de ensayos, el ensayo in vitro de formaciéon de

tubos con HUVEC y el ensayo in vivo de Plug de Matrigel.

4.8.1 Ensayo In vitro de Formacion de Tubos

Las células HUVEC se sembraron sobre Matrigel y se trataron con exosomas procedentes
de MSC o HIF-MSC que previamente habian sido incubados o no con el anticuerpo
neutralizador de Jaggedl (a-Jag). Las condiciones experimentales fueron las definidas

en la Figura 4.15.

Vehiculo EGM-2 Exos MSC
1 HUVEC 2 HUVEC 3 HUVEC
Exos HIF-MSC Exos MSC (a-Jagl) Exos HIF-MSC (a-Jagl)
4 HUVEC 5 HUVEC 6 HUVEC

Figura 4.15 Condiciones experimentales del ensayo de formacion de tubos in vitro para evaluar el papel
del Jagged1 incorporado en los exosomas procedentes de MSC o de HIF-MSC en el proceso angiogénico.
1: Control del experimento (HUVEC sembradas sobre matrigel con medio basal y tratadas con PBS
(vehiculo)). 2: Control positivo del experimento (HUVEC sembradas sobre matrigel y cultivadas con EGM-
2).3,4,5y 6: HUVEC sembradas sobre matrigel y tratadas con 30 pg/mL de exosomas procedentes de

medio de recoleccién de MSC o de HIF-MSC previamente incubados o no con a-Jag.
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Pasadas 12 h, se realizd una evaluacion visual de la formacién de tubos mediante
microscopia Optica y se adquirieron fotos en diferentes campos a 100 aumentos.
Algunas fotografias representativas de las estructuras formadas por las células HUVEC
bajo las diferentes condiciones son las que se muestran en la Figura 4.16. En ellas, se
puede observar que las células endoteliales tratadas con exosomas derivados de MSC o
HIF-MSC mostraron un nimero mayor de estructuras en forma de tubo que las HUVEC
tratadas con el vehiculo (Control; Figura 4.15, apartado B condiciones 3 y 4). Este
incremento desaparecia con a-Jag sugiriendo que la formacién de tubos era inducida

por los exosomas de un modo Jagged1 dependiente (Figura 4.15 B, condiciones 5y 6).

Figura 4.16 Imagenes representativas de las estructuras formadas por las células HUVEC en un ensayo
in vitro de formacion de tubos bajo las diferentes condiciones experimentales definidas en la Figura
4.15. 1: Control del experimento (HUVEC sembradas sobre matrigel con medio basal y tratadas con PBS
(vehiculo)). 2: Control positivo del experimento (HUVEC sembradas sobre matrigel y cultivadas con EGM-
2).3,4,5y 6: HUVEC sembradas sobre matrigel y tratadas con 30 pg/mL de exosomas procedentes de
medio de recoleccién de MSC o de HIF-MSC previamente incubados o no con a-Jag. Fotografias obtenidas

con un microscopio dptico con magnificacion de 100x.

A continuacidn, se cuantificaron las fotografias haciendo uso del servicio Wimasis. Este
analisis mostré que cuando se comparaba la capacidad de inducir la formacién de tubos
entre los exosomas procedentes de MSC o HIF-MSC en células HUVEC, los parametros

de andlisis como el nimero de tubos, de bucles, de puntos de ramificacidn y de redes
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eran significativamente mayores cuando se agregaban exosomas procedentes de HIF-

MSC a las células HUVEC y ademads dependiente de Jagged1 (Figura 4.17).
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Figura 4.17 Analisis de las fotografias adquiridas del ensayo in vitro de formacion de tubos en células
HUVEC bajo las condiciones experimentales definidas en la Figura 4.15. El andlisis de las fotografias
adquiridas se realizé con el servicio Wimasis. Los parametros evaluados por el servicio de analisis fueron:
el nimero total de tubos, el nimero total de bucles, el nimero total de puntos de ramificacién y el nimero
total de redes. Los resultados se representan como la media + DS de tres experimentos independientes;
*P<0,05, **P<0,01 y ***P<0,001; ns: las diferencias observadas no alcanzan la significatividad estadistica.

N: 3.

4.8.2 Ensayo In vivo de Plug de Matrigel

Finalmente, se evalué in vivo el efecto observado in vitro de los exosomas procedentes
de MSC o de HIF-MSC en el proceso de neovascularizacién. Para ello, se realizé un
ensayo de plug de Matrigel en ratones nu/nu. Tras 14 dias en el animal, se recuperaron
los plugs (Figura 4.18 A). La observacién a simple vista de los plugs de matrigel
recuperados, mostraban una vascularizacién abundante en el control positivo (matrigel
con FGF) y pobre en el control (matrigel con vehiculo) (Figura 4.18 B). En los plugs de

matrigel tratados con exosomas procedentes de células MSC o HIF-MSC, también se
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podian observar mas vascularizados que el control, sobre todo aquellos cargados con
exosomas de HIF-MSC (Figura 4.18 B). Sin embargo, aquellos plugs cargados con
exosomas procedentes de MSC o de HIF-MSC previamente incubados con el anticuerpo
neutralizador de Jagged1, mostraban a simple vista una vascularizacion similar a la del

plug con el tratamiento control.

A B

Plug de Matrigel

R

(> 2

Andlisis Histoldgico

Figura 4.18 Neovascularizacion inducida por los exosomas derivados de MSC o de HIF-MSC en un ensayo
de plug de matrigel en ratones nu/nu. A. Esquema del procedimiento experimental del ensayo de plug
de matrigel. B. Fotografias representativas de los plugs de matrigel recuperados tras 14 dias en ratones
nu/nu bajo diferentes tratamientos. Ctrl: control del experimento, plug de matrigel mezclado con el
vehiculo (PBS); FGF: control positivo del experimento, plug de matrigel mezclado con el factor de
crecimiento fibrobldstico-B; MSC: plug de matrigel mezclado con exosomas procedentes de MSC; HIF-
MSC: plug de matrigel mezclado con exosomas procedentes de HIF-MSC; MSC (a-Jagl): plug de matrigel
mezclado con exosomas procedentes de MSC previamente incubados con a-Jagl; HIF-MSC (a-Jagl): plug

de matrigel mezclado con exosomas procedentes de HIF-MSC previamente incubados con a-Jagl.

Una vez los plugs de matrigel fueron recuperados, se realizdé un andlisis
inmunohistoldgico mediante inmunofluorescencia para cuantificar la presencia de vasos
sanguineos mediante la deteccidon del marcador endotelial CD31 (Figura 4.19). Se
observé que, los exosomas de ambos tipos celulares inducian la formacidn de nuevos

vasos de una forma Jaggedl dependiente. Ademas, los exosomas procedentes de HIF-
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MSC inducian una mayor formacién de vasos que aquellos procedentes de MSC (Figura

4.19).
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Figura 4.19 Cuantificacion de la vascularizacion mediante la deteccion inmunofluorescente del
marcador endotelial CD31 en secciones histoldgicas de los plugs de matrigel. A. Marcaje en rojo de CD31
en los plugs de matrigel. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Las imagenes fueron obtenidas con una
maghnificacion de 100x. B. Cuantificacién mediante Imagel del porcentaje de area positiva para CD31. Los
resultados se representan como la media + DS respecto del tratamiento control de tres experimentos

independientes; **P<0,01 y ***P<0,001. N: 3.
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4. Resultados

Seccion B:

Papel de la via de sefalizacion de Notch en el proceso de malignizacion
inducido por exosomas de la linea celular de cancer de mama metastasico

MDA-MB-231.

4.9 Aislamiento y Caracterizacion de los Exosomas

Procedentes de MDA-MB-231 y de MCF-7

Para aislar exosomas a partir del medio de cultivo de MDA-MB-231 y de MCF-7, se
incubaron en medio de recolecciéon y se realizé un protocolo de ultracentrifugaciones
seriadas. Finalmente, la fraccion exosomal aislada se examind mediante microscopia
electrdnica, seguimiento de nanoparticulas con el instrumento NanoSight NS300 y WB,

igual que en la seccion 4.2.

El analisis mediante microscopia electrénica de las fracciones exosomales procedentes
de MDA-MB-231 o de MCF-7 (EMDA-MB-231 o EMCF-7 respectivamente), mostré que
las fracciones exosomales contenian vesiculas con los tamafios y caracteristicas

morfoldgicas tipicas de exosomas (Figura 4.20).
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Exos MDA-MB-231 Exos MCF7

Figura 4.20 Analisis morfologico mediante microscopia electrénica de las fracciones exosomales
aisladas mediante ultracentrifugacion a partir de los medios de recolecciéon de exosomas procedentes

de MDA-MB-231 o de MCF-7. Barra de escala: 200 nm.

Para estudiar el rango de tamafios de las fracciones exosomales, se utilizé el equipo
NanoSight NS300, con el que se pudo observar que las particulas presentes en las
fracciones exosomales de ambos tipos celulares se encontraba dentro del rango de

tamafios de 30-150 nm caracteristico de las muestras de exosomas (Figura 4.21).

Exos MDA-MB-231 Exos MCF-7

Concentracion de Particulas

Concentracion de Particulas

0 200 400 600 0 200 400 600
Tamafio (nm) Tamafio (nm)

Figura 4.21 Andlisis de la distribucion de tamafios de las fracciones exosomales aisladas por
ultracentrifugacion a partir del medio de recoleccion de MDA-MB-231 y de MCF-7 mediante el
instrumento de seguimiento de nanoparticulas NanoSight NS300. Puede observarse que el rango de
tamafios se encuentra principalmente entre los 50 y los 150 nm. En el eje vertical: (x107) particulas/mL; y

tamafio en nanédmetros (nm) en el eje horizontal.
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En el analisis mediante WB se examinaron, por un lado, los marcadores exosomales Alix,
TSG101, Flotilinal, CD63, CD9 y CD81, y por otro, la posible presencia del marcador de
reticulo endoplasmico Calnexina para descartar la presencia de cuerpos vesiculares de
otros origenes. Ademas, mediante inmunomarcaje con oro se analizd la presencia de
CD63 en las fracciones exosomales. Ambas técnicas permitieron observar altas
concentraciones de marcadores exosomales en las muestras aisladas mediante
ultracentrifugacion a partir del medio de recoleccién de MDA-MB-231 o de MCF-7

(Figura 4.22), asi como la ausencia de Calnexina en los aislados (Figura 4.22 A).

A

Proteina
Alix
TSG101

Flotilinal
CcD63

CcD9

CD81
Calnexina
B

75-90

Exos MDA-MB-231 Exos MCF-7

Figura 4.22 Analisis mediante WB y microscopia electronica de marcadores exosomales en las fracciones
exosomales procedentes de MDA-MB-231 (Exos MDA-MB-231) o de MCF-7 (Exos MCF-7). A. Deteccion

por WB de los marcadores exosomales Alix, TSG101, Flotilinal, CD63, CD9, CD81 y el marcador celular
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Calnexina en extractos de proteina total de Exos MDA-MB-231 o de Exos MCF-7. Mm: Masa molecular. B.
Microscopia electréonica para el inmunomarcaje con oro utilizando el anticuerpo contra el marcador

exosomal CD63 (a-CD63) en Exos MDA-MB-231 o Exos MCF-7. Barra de escala: 200 nm.

4.10 Estudio de la Via de Senalizacion de Notch en

Exosomas Procedentes de MDA-MB-231.

Los desajustes en la via de Notch pueden conducir al desarrollo de patologias como el
cancer®. Trabajos recientes han demostrado que mutaciones en NOTCH1 tienen una
participacion directa en diferentes tipos de leucemias y cdnceres de mama?81282, En este
sentido se observé que la diferencia en las lineas tumorales de cdncer de mama
metastdsicas (MDA-MB-231) y no metastdsicas (MCF-7) eran en parte debidas a una
mayor actividad de Notchl en MDA-MB-23123%, Ademds, la sobreexpresion del dominio
intracelular del receptor de Notchl (N1ICD) en MCF-7 hacia que estas células
adquirieran caracteristicas mds agresivas mediante la induccidn de la transicion de

epitelio a mesénquima (EMT).

En la primera seccion de resultados de este trabajo, se observo que el ligando funcional
de la via de Notch Jaggedl podia incorporarse en exosomas. Siendo Notch una via
intimamente relacionada con el desarrollo tumoral, en esta secciéon se estudid la
relacion entre los posibles componentes de la via de sefializaciéon de Notch incorporados
en exosomas derivados de la linea tumoral metastatica MDA-MB-231, y su actividad

sobre la via de sefializacidon de Notch en la linea tumoral MCF-7.

4.10.1 Estudio del Contenido Proteico de los Exosomas

Procedentes de MDA-MB-231 y de MCF-7

Varios estudios han demostrado que los exosomas procedentes de MDA-MB-231 o de
MCF-7 presentan diferencias en el contenido en biomoléculas como proteinas o

miRNAs283,
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Con el objetivo de estudiar el contenido proteico de los exosomas procedentes de MDA-
MB-231 y de MCF-7, se realizé un estudio de identificacion de proteinas totales en los

exosomas procedentes de ambas lineas celulares mediante espectrometria de

masas. En primer lugar, los exosomas se aislaron del medio de recoleccion de MDA-MB-
231 y de MCF-7 y tras su lisis se cargaron en un gel de poliacrilamida para su posterior
separacion por SDS-PAGE (30 pg de proteina exosomal por pocillo). Tras la
electroforesis, el gel se tifid con azul coomassie (Figura 4.23). A simple vista, se
observaron diferencias en el patrén de bandas de las proteinas exosomales derivadas

de ambas lineas celulares Algunas de las diferencias se sefialan en la Figura 4.23.

Figura 4.23 Deteccion de proteinas exosomales de MDA-MB-231 y de MCF-7 mediante separacion en

gel de SDS-PAGE y posterior tinciéon con azul coomassie.

A partir del extracto total de proteinas obtenido desde exosomas secretados por MDA-
MB-231 y MCF-7 se realizd un analisis protedmico mediante espectrometria de masas
en tandem (LC-MS/MS) para identificar las proteinas presentes en ambos extractos (un

resumen se puede encontrar en la Tabla 4.7 y la Tabla 4.8).
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Tabla 4.7 Resumen de las proteinas identificadas en los exosomas procedentes de MDA-MB-231.

Caddigo de la proteina ‘

Nombre de la proteina

Notchl Neurogenic locus notch homolog protein 1
uB Ubiquitin
CD81 Tetraspanin-28
Ccb9 Tetraspanin-9
ICAM1 Intercellular molecule 1
TGFB Transforming growth factor-6
SDCBP Syntenin-1
RAB10 Ras-related protein Rab-10
MFGES8 Lactadherin
APOB Apolipoprotein B-100
RAB7A Ras-related protein Rab-7a
PKM Pyruvate kinase
VIM Vimentin
CEMIP Cell migration-inducing and hyaluronan-binding protein
RNF149 E3 ubiquitin-protein ligase RNF149

Tabla 4.8 Resumen de las proteinas identificadas en los exosomas procedentes de MCF-7.

Cadigo de la proteina ‘

Nombre de la proteina

Notch2 Neurogenic locus notch homolog protein 2
UB Ubiquitin
Notch3 Neurogenic locus notch homolog protein 3
CD9 Tetraspanin-9
CDH1 E-Cadherin
ARRDC1 Arrestin domain-containing protein
RAB5A Ras-related protein Rab-5A
CD81 Tetraspanin-28
PCDH1 Protocadherin-1
RAB14 Ras-related protein Rab-14
TSPAN15 Tetraspanin-15
UBR4 E3 ubiquitin-protein ligase UBR4

Ademas, con las proteinas identificadas diferencialmente en cada muestra se analizaron

las interacciones entre ellas mediante el software STRING. Estos resultados mostraron

una red de interacciones muy compleja (figura 4.24)
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Exos MDA-MB-231 Exos MCF-7

Figura 4.24 Red de interacciones entre las proteinas contenidas en los exosomas procedentes de medio
de cultivo de MDA-MB-231 (Exos MDA-MB-231) o de MCF-7 (Exos MCF-7) obtenido mediante el
Software STRING.

Fue de particular interés la deteccidon de proteinas relacionadas con la via de Notch
como subunidades de la y-secretasa en ambos extractos, de Notchl entre las proteinas
contenidas en los exosomas procedentes de MDA-MB-231 y de Notch2 y 3 en los
procedentes de MCF-7 (Tabla 4.5 y Tabla 4.6). También fue interesante la aparicion de
moléculas relacionadas con rutas de ubiquitinacidn de proteinas dado que es uno de los
procesos sugeridos para regular el direccionamiento de ciertas proteinas a los
exosomas?®+?85; |3 presencia de marcadores exosomales como MFGES8, CD9, ICAM1, o

de tréfico de vesiculas de origen intracelular como RAB7A, RAB5A entre otros.

También se estudiaron los procesos bioldgicos que guardaban relacién con las proteinas
identificadas de manera diferencial en ambas muestras de exosomas mediante un

analisis deGO. Algunos de ellos se resumen en las Tablas 4.9 y 4.10.
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Identificacion GO
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procedentes de MDA-MB-231.

Funcidn bioldgica

G0.0043312 Desgranulacion de neutrofilos 7.23e-22
G0.0044772 Transicion de la fase de mitosis del ciclo celular 6.45e-21
G0.0002376 Procesos del sistema inmunitario 5.20e-19
G0.2000045 Regulacidn de la transicion G1/S 5.18e-19
G0.0090263 Regulacion positive de la via de Wnt 1.64e-17
G0.0042060 Cicatrizacion de heridas 7.21e-13
G0.0010647 Regulacidn positiva de la comunicacidn celular 2.48e-08
G0.0008283 Proliferacion celular 0.0366

G0.0001568 Desarrollo de vasos sanguineos 0.00354
G0.0001503 Osificacion 0.00519
G0.0016192 Transporte mediado por vesiculas 8.69e-23
G0.0045055 Exocitosis regulada 2.33e-22
G0.0006606 Importacion de proteinas al ntcleo 0.0192

Tabla 4.10 Analisis de Ontologia Génica de las proteinas presentes diferencialmente en exosomas

Identificacion GO

procedentes de MCF-7.

Funcion bioldgica

G0.0006810 Transporte 7.56e-21
G0.0007155 Adhesion celular 1.29e-09
G0.0016192 Transporte mediado por vesiculas 6.41e-17
G0.0060429 Desarrollo epitelial 5.27e-07
G0.0036258 Ensamblaje de MVB 4.77e-06
G0.0098609 Adhesidn célula-célula 1.67e-05
G0.0007154 Comunicacion celular 0.00015
G0.0002253 Activacion del sistema inmunitario 0.0015
G0.0016049 Crecimiento celular 0.0033
G0.0098773 Desarrollo de la piel 0.0036
G0.2000147 Regulacion positiva de la motilidad celular 0.0037
G0.0016055 Via de seiializacion de Wnt 0.0060

De este modo, fue especialmente interesante la aparicion en el analisis protedmico de algunos
componentes de la via de sefalizacion de Notch indicando una posible regulacion de la via a

través de los exosomas procedentes de MDA-MB-231y de MCF-7.
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4.10.2 Los Exosomas Procedentes de MDA-MB-231 Incorporan
una Mayor Cantidad de Componentes de la Via de Seializacion

de Notch Respecto a los de MCF-7

El analisis protedmico de los exosomas de ambas lineas celulares detectd la presencia
de proteinas que participan en la sefializacién de la via de Notch. Asi, en esta seccidn se
estudié mas en profundida mediante WB la posible presencia de los componentes de la
via de Notch en extractos proteicos de células y exosomas procedentes de MDA-MB-
231y de MCF-7. El andlisis mediante WB permitié observar diferencias en la expresion
de los diferentes componentes de Notch estudiados. En concreto, lo que se observé fue
una sobreexpresion a nivel celular de los componentes de Notch: Jaggedl, Jagged?2,
N1ICD, y DII3 en la linea MDA-MB-231 y de DIl4 y Notchl en MCF-7.También se observé
qgue los exosomas de MDA-MB-231y de MCF-7 se cargaban con Jagged1-2, DIl4 y N1ICD,
y todos se incorporaban en mayor cantidad en los exosomas procedentes de la linea
MDA-MB-231 (Figura 4.25). Ademas, la presencia de N1ICD en exosomas procedentes
de MCF-7 era muy baja.
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Figura 4.25 Los componentes de la via de Notch se encuentran en mayor cantidad tanto a nivel celular
como a nivel exosomal en la linea tumoral de cancer de mama metastasico MDA-MB-231 respecto a la
no metastasica MCF-7. A. Estudio de los ligandos de la via de Notch (Jagged1-2, DII1,3-4), del receptor de
Notch1 y del dominio intracelular de la via de Notch1 (N1ICD) en extractos de proteina total de células, y
de exosomas procedentes de medio de recoleccién de MDA-MB-231 o de MCF-7. Como control de carga
de exosomas se utilizd Alix y para los extractos celulares Gapdh. Mm: Masa molecular. B. Andlisis
densitométrico de la expresidn de los componentes de Notch en células (grafica de la izquierda) y en
exosomas (grafica de la derecha) de MDA-MB-231 (barra negra) o de MCF-7 (barra blanca). Los niveles de
proteina se normalizaron frente a los de Alix. U.A: Unidades arbitrarias. Resultados mostrados como la
media = DS de tres experimentos independientes; ns: no tiene significancia estadistica; *P<0,05, **P<0,01

and *** P<0,001. N:3.

En este sentido, la presencia de N1ICD en exosomas también se analizé6 mediante la
técnica de inmunomarcaje con oro de microscopia electrdnica y por su co-localizacién
con proteinas especificas de exosomas mediante microscopia confocal (Figura 4.25).

Para estudiar la co-localizacién, se realizé un doble inmunomarcaje con anti-N1ICD (rojo)
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y anti-CD63 (verde) en un cultivo de MDA-MB-231 o de MCF-7 (Figura 4.26 B) y se
observd la presencia de estructuras intracelulares positivas para ambos anticuerpos
(puntos de color amarillo en la Figura 4.26 B). La co-localizacién de N1ICD y CD63 se
cuantificd en ambos cultivos celulares (Figura 4.26 C). El resultado mostré que en los
exosomas procedentes de MDA-MB-231 habia mayor cantidad de estructuras N1ICD +
y CD63 +, lo que sugeria una vez mas que N1ICD estaba presente en mayor cantidad en

los exosomas derivados de MDA-MB-231 en comparacioén con los derivados de MCF-7.

A Exos MDA-MB-231 Exos MCF7
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a-N1ICD-Oro ————
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CD63/N1ICD
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N
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MDA-MB-231 MCF-7

Figura 4.26 Identificacion de N1ICD en exosomas de MDA-MB-231 y de MCF-7 mediante microscopia
electrénica y colocalizacion con CD63. A. Microscopia electréonica para el inmunomarcaje con oro
utilizando el anticuerpo anti-N1ICD en exosomas derivados de MDA-MB-231 (Exos MDA-MB-231) o de
MCF-7 (Exos MCF-7). Barra de escala: 50 nm. B. Fotografias de fluorescencia del inmunomarcaje doble
con anticuerpos anti-N1ICD (rojo) y anti-CD63 (verde) en cultivos de MDA-MB-231 o de MCF-7. Barra de
escala: 50 nm. C. Cuantificacién de los puntos de co-localizacion (amarillos) para el doble inmunomarcaje
de los cultivos de MDA-MB-231 y de MCF-7. U.A: Unidades arbitrarias. Resultados mostrados como la

media = DS de tres experimentos independientes; ns: no tiene significancia estadistica; *P<0,05, **P<0,01

and *** P<0,001. N: 3.
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4.10.3 Evaluacion de la Actividad sobre la Via de
Senalizacion de Notch de los Exosomas Procedentes de

MDA-MB-231 y de MCF-7

Como se ha comentado previamente, se ha observado que la sobreexpresion de N1ICD
en MCF-7 contribuye a que las células adquieran caracteristicas tumorales mas
agresivas?®®. En la seccién anterior, los resultados han sugerido que los exosomas
procedentes de la linea tumoral metastatica MDA-MB-231 tienen un mayor contenido
en componentes de la via de Notch en comparacidon con los procedentes de MCF-7.
Entre estos componentes se encontraba el dominio intracelular activado de Notchl,
N1ICD. De este modo, en esta seccion estudiamos la funcionalidad de estos
componentes y para ello, lo primero fue analizar la transferencia de exosomas

procedentes de MDA-MB-231 y de MCF-7 a cultivos de MCF-7.

4.10.3.1 Internalizacion y Transferencia de Proteinas
Exosomales Procedentes de MDA-MB-231 o de MCF-7 en
Células MCF-7

Estudios previos han sugerido que los exosomas de MDA-MB-231 o de MCF-7 pueden
ser captados por cultivos de células de MCF-7 in vitro®®®. Con el objetivo de corroborar
esto, se realizé un experimento en el que los exosomas aislados a partir del medio de
recoleccion de MDA-MB-231 o de MCF-7 se tifieron usando el kit “ExoGlow-Protein EV
Labeling Kit”. Este kit lleva incluido un compuesto que tifie las proteinas exosomales de
color rojo y permite realizar un seguimiento de estas. De este modo, los exosomas
tefiidos de ambas lineas celulares se agregaron a cultivos de MCF-7 y se estudié la
presencia de estructuras rojas en las células mediante microscopia confocal (Figura
4.27). En este analisis se pudieron observar estructuras de color rojo en las células MCF-

7 tras afiadir exosomas tefiidos de rojo.
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Figura 4.27 Analisis mediante microscopia confocal de la internalizacion y transferencia de proteinas
exosomales (sefial roja) procedentes de MDA-MB-231 o de MCF-7 a cultivos de MCF-7. Fotografias
tomadas a 400X.

4.10.4 Los Exosomas Procedentes de MDA-MB-231 y de
MCF-7 Inducen Cambios en Genes Diana de la Via de

Notch al ser Agregados a Cultivos de MCF-7

El dominio intracelular de Notch es una pieza clave en la activacién de la via. Para
estudiar el efecto de los componentes de la via de Notch incorporados en los exosomas
procedentes de MDA-MB-231, se agregaron exosomas aislados desde cultivos de MDA-
MB-231 a cultivos de MCF-7. Ademas, como control se utilizaron exosomas de MCF-7.
También, para estudiar sélo el efecto del N1ICD incorporado en los exosomas, se
trataron o no los cultivos de MCF-7 con el inhibidor de la gamma secretasa, RO. Por lo
tanto, aquellas células tratadas con el inhibidor carecian de la capacidad de generar
NICD vy activar la via de Notch por si mismas. Después de 2 h de incubacién con los
exosomas, se estudié mediante qPCR la expresion de los genes diana de la via de Notch,
HES1, HEY1y C-MYC, en presencia o ausencia del inhibidor de la y-secretasa. Se observo
gue los exosomas procedentes de cultivos de MDA-MB-231 inducian cambios mas
destacables en la expresién de los genes diana de la via de Notch en comparacion con
aquellos procedentes de MCF-7. En presencia de RO, los exosomas derivados de MDA-
MB-231 indujeron también un aumento mayor en la expresion de los genes diana de la

via de Notch en comparacidn con los exosomas derivados de MCF-7. Estos resultados
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sugerian que los componentes de Notch incorporados en los exosomas de ambas lineas
celulares eran funcionales. También puede deducirse que la mayor cantidad de
componentes de Notch en los exosomas procedentes de MDA-MB-231 podian ser los
responsables del mayor aumento en la expresion de los genes diana de la via en MCF-7.
Ademas, los cultivos de MCF-7 en presencia de RO y tratadas con exosomas procedentes
de MDA-MB-231 seguian mostrando una expresion elevada de los genes diana de la via
de Notch. Esto sugeria que el N1ICD contenido en los exosomas procedentes de MDA-
MB-231 podria ser el causante de la reversién del efecto del inhibidor sobre la expresion

de los genes diana (Figura 4.28).
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Figura 4.28 Analisis mediante qPCR de la expresion de los genes diana de la via de Notch HES1, HEY1y
¢c-MYC en MCF-7. Analisis mediante qPCR a partir del RNA total de MCF-7 de la expresion de los genes
diana de la via de Notch HES1, HEY1 y c-MYC después de ser incubadas, en presencia o ausencia de RO, 2
h con exosomas procedentes de cultivos de MDA-MB-231 o de MCF-7 (Exos MDA-MB-231, Exos MDA-
MB-231 + RO, Exos MCF-7 o Exos MCF-7 + RO,). Resultados mostrados como la media * DS de tres

experimentos independientes; ns: no tiene significancia estadistica; *P<0,05, **P<0,01 and *** P<0,001.

N: 3.
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4.11 Participacion de los Componentes de la Via de
Notch Contenidos en Exosomas Procedentes de
MDA-MB-231 y de MCF-7 en la Proliferacion
Celular de MCF-7

Trabajos previos han observado una relacién directa entre Notch1 y el protooncogén C-
MYC y su influencia sobre la proliferacion tanto de células tumorales como
normales®®287  Los resultados de la seccidn anterior sugirieron que los exosomas
procedentes de MDA-MB-231 inducian un aumento en la expresién de C-MYC en parte
mediada por N1ICD. De este modo, en esta seccion, se estudié mediante un ensayo de
BrdU el efecto de los exosomas procedentes de MDA-MB-231y de MCF-7, en presencia
y ausencia de RO, sobre la tasa de divisiéon celular de MCF-7 (Figura 4.29). Por un lado,
se observd que al agregar a cultivos de MCF-7 exosomas procedentes de MDA-MB-231
se incrementaba el nimero de células de MCF-7 en divisidon. Por otro lado, el inhibidor
de la via de Notch RO, redujo significativamente el porcentaje de células en divisidon
respecto del control viéndose el efecto parcialmente revertido al agregar junto con el
inhibidor, los exosomas procedentes de MDA-MB-231, sugiriendo una vez mas que el
efecto podia ser dependiente del N1ICD contenido en los exosomas procedentes de

MDA-MB-231.
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Figura 4.29 Los exosomas procedentes de MDA-MB-231 y no de MCF-7, inducen un aumento en la
proliferacidn y recuperan parcialmente la proliferacion de MCF-7 bajo los efectos del inhibidor de la via
de Notch RO. A. Imagenes representativas de cada condicion experimental del ensayo de BrdU, tomadas
a una magnificacion de 100X. Total de los nucleos en azul y BrdU en naranja. B. Cuantificacién del
porcentaje de células que incorporaron BrdU respecto del total (tefiidas con DAPI) en las fotografias
tomadas de cada condicion experimental. Resultados mostrados como la media + DS de tres experimentos

independientes; ns: no tiene significancia estadistica; *P<0,05, **P<0,01 and *** P<0,001. N: 3.

La proliferacién celular implica la entrada de una célula en el proceso de ciclo celular
gue culmina con la divisidn o mitosis de una célula dando lugar a dos células idénticas a
partir de la primera. Asi, durante el ciclo celular, se cumplen una serie de fases conocidas
como: fase GO/G1 o fase estacionaria, fase de sintesis o fase Sy fase G2 o fase de mitosis.
Estas fases son facilmente reconocibles en funcidn de la cantidad de DNA que contiene
una célula. De este modo, también estudiamos qué fases del ciclo celular se veian
afectadas bajo las distintas condiciones experimentales ensayadas en el experimento de
BrdU (Figura 4.30). Para ello, se agregaron de nuevo exosomas procedentes de MDA-
MB-231y de MCF-7 a cultivos de MCF-7 tratadas o no con RO. En el estudio de citometria
se observo que al inhibir la via de Notch en MCF-7 con RO, las células frenaron su ciclo
en la fase GO/G1 y se redujo la cantidad de células en las fases S y G2. Por otro lado, se
vio que las MCF-7 tratadas con exosomas procedentes de MDA-MB-231 aumentaron la

cantidad de células en la fase G2. Ademas, sélo cuando los cultivos de MCF-7 se trataron
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con RO y con exosomas procedentes de MDA-MB-231 se revertia, al menos
parcialmente, el efecto del inhibidor. Esta reversién, no se observé al tratar las células
con RO y con exosomas procedentes de cultivos de MCF-7, lo que parecia indicar de
nuevo que los efectos podrian estar al menos en parte mediados por una sefalizacién

de la via de Notch dependiente del N1ICD incorporado en los exosomas de MDA-MB-

231.
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Figura 4.30 Los exosomas procedentes de MDA-MB-231 y no de MCF-7 inducen un aumento de la
mitosis y una recuperacion parcial de la proliferacién de MCF-7 bajo los efectos del inhibidor de la via
de Notch RO. Anilisis con FlowJo_V10 de los datos adquiridos mediante citometria de flujo. Resultados
mostrados como la media = DS de tres experimentos independientes; ns: no tiene significancia estadistica;

*P<0,05, **P<0,01 and *** P<0,001.
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4.12 Los Exosomas Procedentes de MDA-MB-231
Inducen el Proceso de EMT en Cultivos de MCF-7

en Parte Debido a N1ICD

La via de Notch es considerada una via de sefializacion inductora de la EMT?32. Ademas,
ha sido descrito que la expresion de N1ICD en cultivos de MCF-7 les confiere
comportamientos mas agresivos a través de una induccion del proceso de EMT?3, De
este modo, lo siguiente fue evaluar el efecto de los exosomas derivados de MDA-MB-
231y de sus componentes de la via de sefializacion de Notch, sobre el proceso de EMT

en cultivos de MCF-7.

4.12.1 Analisis de Caracteristicas Morfoldgicas del

Proceso de EMT en Cultivos de MCF-7

Las células epiteliales en cultivo aparecen manteniendo multiples contactos entre ellas,
con pocas protuberancias y formando parches similares a un pavimento de adoquines.
En cambio, las células con un fenotipo mas mesenquimal reducen el contacto entre ellas
apareciendo mas individualizadas y aumentan el n2 de protuberancias?®!. Estas
caracteristicas pueden ser observadas a simple vista mediante microscopia éptica. Para
analizar la influencia de la via de Notch y del N1ICD contenido en exosomas procedentes
de MDA-MB-231 y de MCF-7 sobre la activacién de la EMT en cultivos de MCF-7 se
tomaron fotografias con un microscopio éptico de los cultivos sin tratar y tratados con
exosomas de ambos tipos celulares, en presencia o ausencia de RO (Figura 4.31). A partir
de estas fotografias se realizd una exploracion visual directa de los rasgos morfoldgicos
gue pudieran ser significativos del proceso de EMT (Figura 4.31). Se pudo observar que
las células tratadas con el inhibidor de la via de sefalizacion de Notch RO mostraban un
aspecto mas epitelial, aumentando los contactos entre células y formando parches de
células con una morfologia similar a un pavimento de adoquines. En cambio, las células
MCF-7 tratadas con exosomas procedentes de MDA-MB-231, y no de MCF-7, mostraban

reducido el contacto entre las células apareciendo mas células individuales (Figura 4.31).
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En estas células también se observaban mas protuberancias que en las células control.
Por otro lado, se vio que las células tratadas con RO y con exosomas procedentes de
MDA-MB-231, y no de MCF-7, veian revertido el efecto del inhibidor RO, apareciendo
de nuevo principalmente mas células individualizadas y con mas protuberancias que las
células tratadas solamente con RO o el control. Estos resultados sugirieron que los
exosomas procedentes de MDA-MB-231 podrian estar induciendo el proceso de EMT en
parte debido al N1ICD contenido en sus exosomas ya que eran capaces de revertir los

efectos del inhibidor de la via de Notch RO.

CTRL Exos MDA-MB-231 Exos MCF-7

¥

+ RO

Figura 4.31 Estudio de la EMT mediante exploracion directa con un microscopio dptico de la morfologia
celular de cultivos de MCF-7 tratados, en presencia o ausencia del inhibidor RO, con exosomas
procedentes de MDA-MB-231 o de MCF-7. Imagenes representativas de cada condicidon experimental

tomadas a una magnificacién de 100X.

Por otro lado, varios trabajos han sefialado un comportamiento mas agresivo en células
de pequefio tamafio?88-2%0, Por ello se analizé el tamafio de las MCF-7 bajo las distintas
condiciones experimentales ensayadas en la Figura 4.31. Con este fin, se realizd una
inmunofluorescencia contra la proteina Tubulina (Figura 4.32). Después, se adquirieron

fotografias de las células en campos elegidos al azar con el instrumento automatizado
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Incell y se analizo el didmetro de las células, a través de la sefial verde correspondiente
a la deteccion de la Tubulina de las MCF-7, mediante el software Incell Analyzer (Figura
4.32). Se pudo observar un aumento en el didmetro de las MCF-7 tratadas con RO. Sin
embargo, las MCF-7 tratadas con exosomas procedentes de MDA-MB-231, pero no de
MCF-7, veia reducido su diametro. Cuando se agregd RO junto con exosomas
procedentes de MDA-MB-231, pero no de MCF-7, se recuperd un didmetro similar al

control, aunque continuaba aprecidandose una tendencia hacia un diametro de menor

tamanio.

A CTRL Exos MDA-MB-231 Exos MCF-7

+ RO

Diametro
celular (um)

Exos MDA-MB-231 - + = = + s
Exos MCF-7 - - + - - +
RO 2 - - + + +

Figura 4.32 Andlisis morfolégico de cultivos de MCF-7 tratadas, en presencia o ausencia del inhibdor
RO, con exosomas procedentes del medio de recoleccion de MDA-MB-231 o de MCF-7. A. Imagenes
representativas del estudio de la morfologia celular por microscopia de fluorescencia mediante el
Inmunomarcaje de la proteina del citoesqueleto, a-tubulina (verde). B. Cuantificacion del diametro celular
de MCF-7 bajo las diferentes condiciones experimentales. Imagenes representativas de cada condicion
experimental tomadas a una magnificacion de 200X. Resultados mostrados como la media + DS de dos

experimentos independientes; ns: no tiene significancia estadistica; *P<0,05, **P<0,01 and *** P<0,001.

N: 2.
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4.12.2 Deteccion de Marcadores de EMT Mediante

Inmunofluorescencia en Cultivos de MCF-7

La EMT se acompafia de un cambio en la expresidon y localizacion de proteinas
marcadoras del fenotipo epitelial o mesenquimal. De este modo, una de las formas de
detectar el proceso de EMT es a través del estudio de marcadores epiteliales como la E-
cadherina y/o la Ocludinal y mesenquimales como la N-cadherina y/o la Vimentina. Asi,
se estudid la localizacién y expresion del marcador epitelial E-cadherina y del
mesenquimal N-cadherina mediante inmunomarcaje fluorescente en las células
tratadas, en presencia o ausencia del inhibidor RO, con exosomas aislados a partir del
medio de recoleccién de MDA-MB-231 o de MCF-7 (Figura 4.33, Figura 4.34 y Figura
4.35). Este analisis, permitid observar que en los cultivos tratados con RO se detectaba
mayor sefial procedente de la E-cadherina (Figura 4.33 y Figura 4.35; seial de color
verde). También se observd que, las MCF-7 tratadas con RO mostraban una seial
procedente de la E-cadherina localizada preferentemente en las regiones intercelulares.
Por otro lado, cuando los cultivos eran tratados con exosomas de MDA-MB-231 ocurria
lo contrario, se observaba una reduccion en la sefial procedente del inmunomarcaje de
E-cadherina. Ademas, cuando los exosomas procedentes de MDA-MB-231 se agregaban
a los cultivos de MCF-7 tratados con RO se observaba una reversion del efecto
observado cuando los cultivos eran tratados solamente con el inhibidor. Sin embargo,
los exosomas de MCF-7 al ser agregados sobre cultivos de MCF-7, tratadas o no con RO,
no parecieron inducir cambios significativos sobre la sefial procedente del marcador
epitelial ni el mesenquimal. Otro aspecto interesante a resaltar fue que, en los cultivos
de MCF-7 tratados, en presencia o ausencia de RO, con exosomas procedentes de MDA-
MB-231, la sefal procedente del inmunomarcaje de la E-cadherina parecia cambiar su

localizacion a regiones principalmente perinucleares (Figura 4.33 y Figura 4.35).
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CTRL Exos MDA-MB-231 Exos MCF-7

Figura 4.33 Imagenes representativas de microscopia confocal del inmunomarcaje con anti-E-Cadherina

+RO

(verde) en cultivos de MCF-7 tratados, en presencia o ausencia de RO, con exosomas procedentes del
medio de recoleccion de MDA-MB-231 y de MCF-7. Imagenes representativas de cada condicidon

experimental tomadas a una magnificacién de 200X.

Por otro lado, la sefial de la N-Cadherina (Figura 4.34 y Figura 4.35; seial de color rojo)
disminuia en los cultivos de MCF-7 tratados con RO. Sin embargo, esta sefial aumentaba
en los cultivos de MCF-7 tratados con exosomas de MDA-MB-231, y no de MCF-7, tanto
en presencia como ausencia de RO. Los exosomas de MCF-7 no parecieron inducir
cambios significativos en la cantidad de seial debida a la deteccion la N-Cadherina

respecto a las células control.
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CTRL Exos MDA-MB-231 Exos MCF-7

Figura 4.34 Imagenes representativas de microscopia confocal del Inmunomarcaje con anti-N-

+ RO

Cadherina (roja) en cultivos de MCF-7 tratados, en presencia o ausencia de RO, con exosomas
procedentes del medio de recoleccion de MDA-MB-231 y de MCF-7. Imagenes representativas de cada

condicidn experimental tomadas a una magnificacion de 200X.

En conjunto, los resultados mostrados en las Figuras 4.33, 4.34 y 4.35, sugieren
nuevamente que el N1ICD contenido en los exosomas procedentes de MDA-MB-231
podria estar participando en la induccidén del proceso de EMT al ser capaz de revertir

total o parcialmente el efecto de RO sobre la EMT en cultivos de MCF-7.
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Figura 4.35 Cuantificacion de la fluorescencia total respecto al nimero de nucleos de las imagenes
adquiridas mediante microscopia confocal del inmunomarcaje fluorescente de E-Cadherina (IF verde) o
N-Cadherina (IF roja) en cultivos de MCF-7 tratados, en presencia o ausencia de RO, con exosomas
procedentes del medio de recoleccion de MDA-MB-231 y de MCF-7. IF: Intensidad de Fluorescencia.
Resultados mostrados como la media £ DS de dos experimentos independientes; ns: no tiene significancia

estadistica; *P<0,05, **P<0,01 and *** P<0,001. N: 2.

4.12.3 Analisis de la Expresion Génica de Marcadores de

EMT Mediante qPCR en Cultivos de MCF-7

Otra manera de analizar el proceso de EMT es mediante gPCR?3%. Asi, se aisld el RNA
total de los cultivos de células de MCF-7 tratadas, en presencia o ausencia de RO, con
exosomas de MDA-MB-231 y de MCF-7. Se analizé6 mediante qPCR la expresion de
marcadores epiteliales (E-CADHERINA y OCLUDINA1) y mesenquimales (N-CADHERINA
y VIMENTINA) (Figura 4.36). A nivel transcripcional se observd que, al inhibir la via de
Notch con RO en cultivos de MCF-7, la expresién de los genes marcadores de epitelio
aumentaba mientras que disminuia la de los genes marcadores mesenquimales. En
cambio, al agregar a esos cultivos de MCF-7 exosomas procedentes de MDA-MB-231, y
no de MCF-7, ocurrié lo contrario, la expresion de los genes marcadores de epitelio
disminuia y aumentaba la de los mesenquimales. Por otro lado, al agregar exosomas
procedentes de MDA-MB-231 a cultivos de MCF-7 tratados con RO se revertia el efecto
de RO. Nuevamente, estos resultados sugirieron que los exosomas procedentes de
MDA-MB-231 inducian el EMT al ser agregados a cultivos de MCF-7 en parte debido al

N1ICD contenido en sus exosomas.
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Figura 4.36 Analisis mediante qPCR de la induccion de la EMT en cultivos de MCF-7 tratados, en
presencia o ausencia de RO, con exosomas procedentes de MDA-MB-231 y de MCF-7. Analisis mediante
gPCR de la expresion de genes marcadores de epitelio (E-CADHERINA, OCLUDINA1) y de mesénquima
(VIMENTINA, N-CADHERINA) a partir del RNA total extraido de MCF-7 bajo las diferentes condiciones
experimentales. Resultados mostrados como la media + DS de tres experimentos independientes; ns: no

tiene significancia estadistica; *P<0,05, **P<0,01 and *** P<0,001. N: 3.

4.12.4 Ensayo In vitro para Estudiar la Movilidad Celular

en Cultivos de MCF-7

Esta descrito que la activacién de la EMT aumenta la movilidad celular y la invasividad
de las células tumorales?3?, por lo que una de las formas de confirmar si la EMT estd
siendo activada es mediante el estudio de la migracién celular. Asi, se realizaron dos
experimentos in vitro para evaluar la movilidad celular de los cultivos de MCF-7 tratados
con exosomas procedentes de MDA-MB-231y de MCF-7, en presencia o no del inhibidor
de la via de Notch RO (Figura 4.37 y Figura 4.38). Se observo que los cultivos de MCF-7

tratados con RO presentaban una capacidad migratoria reducida en comparacion a las
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células control. Las células MCF-7 tratadas con RO y exosomas procedentes de MCF-7
tenian una capacidad migratoria similar a la de los cultivos tratados solamente con RO.
No obstante, los cultivos de MCF-7 tratados con exosomas procedentes de MDA-MB-
231 parecian mostrar una mayor movilidad. Fue de particular interés observar que
aquellos cultivos en los que se agregaba el inhibidor RO junto con exosomas
procedentes de MDA-MB-231, recuperaban la movilidad de las células control. Una vez
mas los resultados parecian indicar que el N1ICD contenido en los exosomas
procedentes de MDA-MB-231 era funcional y podia estar mediando, al menos en parte,
los efectos sobre la EMT y el comportamiento en MCF-7 inducidos por los exosomas

procedentes de MDA-MB-231.

A

Ctrl
24 h

Exos MDA-MB-231

Exos MCF-7

Migracion (%)

Exos MDA-MB-231 + RO

Exos MCF-7

Figura 4.37 Analisis de la migracion mediante un experimento in vitro de scratch en cultivos de MCF-7
tratados, en presencia o ausencia de RO, con exosomas procedentes de MDA-MB-231 o de MCF-7. A.
Fotografias de microscopia éptica (100X) a diferentes tiempos (T=0 h: 0 h; T=24 h: 24 h; T=48 h: 48 h) de
la raya realizada en la monocapa de células MCF-7 bajo las diferentes condiciones experimentales. B.
Cuantificaciéon del % de migracion de las MCF-7 bajo las diferentes condiciones experimentales.
Resultados mostrados como la media + DS de dos experimentos independientes; ns: no tiene significancia

estadistica; *P<0,05, **P<0,01 and *** P<0,001. N: 2.
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Figura 4.38 Analisis de la migracion en transwell con cultivos de MCF-7 tratados, en presencia o ausencia
de RO, con exosomas procedentes de MDA-MB-231 o de MCF-7. A. Fotografias de microscopia dptica de
los cultivos de MCF-7 bajo las diferentes condiciones experimentales (200X). B. Cuantificacién del nimero
de células MCF-7 en la parte de abajo del inserto bajo las diferentes condiciones experimentales.
Resultados mostrados como la media + DS de dos experimentos independientes; ns: no tiene significancia

estadistica; *P<0,05, **P<0,01 and *** P<0,001. N: 2.
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5. Discusion
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5. Discusion

5.1 Seccion A: Estudio de la contribucion de los

exosomas procedentes de MSC nativas y de HIF-MSC

a su potencial angiogénico.

Las MSC han sido propuestas como agentes terapéuticos para el tratamiento de
diferentes patologias isquémicas como el infarto agudo de miocardio (IAM)?°17293, A
pesar de que todavia se desconocen los mecanismos que subyacen la capacidad de
inducir angiogénesis por las MSC?%, se ha hipotetizado mucho al respecto y se han
situado como principales agentes la secrecién de varios factores de crecimiento como
VEGF o el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)?*>=2%’. Por otro lado,
varios estudios en los que se han utilizado diferentes modelos de patologias vasculares
han permitido observar que gran parte de la capacidad regenerativa de las MSC viene
mediada por efectos paracrinos?®®?%°, Asi, trabajos recientes han recapitulado los
efectos terapéuticos de las MSC utilizando los exosomas liberados por estas células. Sin
embargo, las vias a través de las cuales estas vesiculas desarrollan su efecto contintan
siendo desconocidas. En un estudio publicado por nuestro equipo de trabajo, se
demostré que la sobreexpresiéon de HIF-la en MSC incrementaba su potencial
terapéutico cuando se las utilizaba en terapia celular cardiaca en un modelo de IAM en
rata, debido en parte a un aumento de la angiogénesis en la zonas adyacentes al IAM*61,
De este modo, en este trabajo, se evalud el efecto de la sobreexpresion de HIF-1a en
MSC sobre la composicidén, la tasa de secrecidn y el potencial angiogénico de los

exosomas liberados por HIF-MSC.

Ha sido previamente descrito que la tasa de secrecion de exosomas puede variar en
funcién de las condiciones de cultivo como la hipoxia?’”:3®, hipotetizdndose un posible

papel de los factores HIF-1 en el proceso. En este trabajo, observamos que las HIF-MSC
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secretan mas exosomas que las MSC (Figura 4.7, Figura 4.8). Se conocen varias
moléculas como las proteinas Rab, SNARE o las moléculas de ceramida, que estan
relacionadas con los procesos de secrecién de exosomas. Sin embargo, sigue sin tenerse
un modelo completo del proceso y no se conoce el mecanismo por el cual se observa un
aumento en la secrecién de exosomas. No obstante, la sobreexpresion de HIF-1a ha sido
relacionada con un aumento en la expresion de la proteina Rab22A, que estd implicada
en la formacion de microvesiculas3®l. Esta asociacidon podria ser un buen punto de
partida para ahondar en el mecanismo por el cual la sefializacién a través de HIF-1a

provoca un aumento de la secrecidon de exosomas.

Para caracterizar los exosomas procedentes de MSCy de HIF-MSC se realizd, por un lado,
un analisis de su contenido proteico global mediante protedmica (Figura 4.11, Tablas 4.4
y 4.5). Lo primero que se pudo observar fue que la composicidon de proteinas de los
exosomas procedentes de MSC variaba en funcidn de la expresion de HIF-1a. Resulta de
interés el hecho de que varias de las proteinas detectadas en los exosomas de HIF-MSC
establecian relaciones a través de la ubiquitina. En concordancia con esto, como se
comentod en la introduccidén, estudios previos han relacionado la ubiquitina como una
etiqueta para la incorporacion de moléculas en las vias de secrecidn celular, asi como su
incorporacion a exosomas?®. Por otro lado, también se estudié el contenido en miRNAs
de los exosomas procedentes de ambos tipos celulares (Figura 4.10). De entre ellos
destaca el hecho de una mayor presencia en exosomas procedentes de HIF-MSC de los
miRNAs: miR-15, miR-16, miR-17, miR-31, miR-126, miR-145, miR-221, miR-222, miR-
320a y miR-424, que habian sido previamente relacionados en otros trabajos con un
papel en el proceso angiogénico?’%:3923%3  Asi mismo, los andlisis GO y KEGG del patrdn
de miRNAs predominante en exosomas procedentes de HIF-MSC, mostraron una
relacion con procesos de trafico vesicular, con la regulacidn positiva de la comunicacién
celular y también con rutas de sefalizacidon directamente emparentadas con la hipoxia
o con una estabilizacién de HIF-1a como las rutas de Wnt, TGF-B o VEGF3%4305, Ademds,
cabe mencionar que, tanto el analisis proteédmico como de los miRNAs contenidos en
los exosomas procedentes de MSC o de HIF-MSC, guardaron relacién con procesos de

regulacién de la via de sefializacion de Notch. Este ultimo aspecto hizo aumentar nuestro
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interés sobre la sefializacién de esta via a través de los exosomas liberados por MSC y

HIF-MSC.

En los ultimos afios, se han dado a conocer una gran cantidad de estudios que sugieren
una estrecha relacion entre las vias de sefalizaciéon de HIF-1a y de Notch a diferentes
niveles!’”180.306-308 A se ha observado en varios de ellos que un aumento en la
expresion de HIF-la puede dar lugar a un aumento en la expresién de algunos
componentes de la via de Notch como sus ligandos o sus receptores a través de una
estabilizacién de NICD o de un aumento en la actividad de la via a través de una
interaccion directa con la y-secretasa'®%307.399 por otro lado, se ha visto que el ligando
de la via de Notch Dll4 puede ser incorporado en exosomas procedentes de la linea
tumoral U87 y de células endoteliales HUVEC?3. Por este motivo, y junto a los datos
resultantes de nuestros andlisis dmicos, se hipotetizé que HIF-1la pudiera estar
influyendo en los patrones de expresion de los componentes de la via de notch tanto a
nivel celular como exosomal. En consonancia con esto, observamos que la
sobreexpresién en normoxia de HIF-1a aumentaba las cantidades de todos los ligandos
de la via de Notch a nivel celular (Figura 4.12). Ademds, observamos por primera vez que
el ligando de la via de Notch, Jagged1, era el Unico ligando que se incorporaba en los
exosomas procedentes de MSC y que la expresion de HIF-1a aumentaba también las
cantidades totales de ligando en los exosomas. En concordancia con nuestras
observaciones, en un estudio protedmico reciente publicado por Anderson, J. D. y sus
colaboradores se detectd la presencia exclusivamente del ligando de la via de Notch
Jagged1 en vesiculas extracelulares liberadas por MSC derivadas de médula 6sea3'. La
discusidn de si esta observacidn es particular de las MSC o si por el contrario es aplicable
a otros tipos celulares requiere de mas estudios. Otro aspecto que puede resultar
interesante estudiar es el mecanismo de incorporacién de ligandos de la via de Notch
en exosomas. En este trabajo, no se ha profundizado en esta cuestidn. Sin embargo, los
resultados del andlisis protedmico de los exosomas procedentes de MSC y de HIF-MSC
sugieren que sus proteinas establecen relaciones a través de la ubiquitina. En este
sentido, la endocitosis de los ligandos de la via de Notch viene muchas veces regulada
por ubiquitinaciones en sus dominios intracelulares®>%%1%, Ademds, en un trabajo

publicado por mi companera de laboratorio Ciria, M. y sus colaboradores se describié

196



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

un crosstalk entre la via de Notch, HIF-1a y la modificacion postraduccional SUMO que
se ha visto implicada también en la incorporacién especifica de biomoléculas en los
exosomas3!!. Estas observaciones nos llevaron a hipotetizar que estas modificaciones
postraduccionales pueden ser responsables de la internalizacién de Jaggedl en los
exosomas procedentes de MSC y de HIF-MSC. Cabe decir también que la relacion entre
la ubiquitinacién y la internalizacidn del ligando Jagged1 en exosomas ya fue sefialada

en trabajos previos a este'>8276,

A fin comprender los procesos involucrados en las caracteristicas terapéuticas de las
MSC, el objetivo inicial de este trabajo fue estudiar mecanismos moleculares que
estuvieran participando en el potencial angiogénico de los exosomas procedentes de
MSC y de HIF-MSC. De este modo, se decidid realizar estudios funcionales con los
exosomas derivados de ambos tipos celulares sobre cultivos primarios de células
endoteliales, HUVEC (ECs). Previamente a la realizacién de los ensayos funcionales, se
monitorizo la transferencia de los exosomas de MSCy de HIF-MSC a las ECs (Figura 4.13).
En ambos casos se observd transferencia de exosomas a las ECs. No obstante, la
cuantificacion de esta transferencia sugirié un trafico de exosomas superior cuando los
co-cultivos eran con HIF-MSC, presumiblemente debido al incremento en la secrecién
de exosomas que se habia observado al mantener una expresién elevada de HIF-1a en

las MSC.

Ha sido descrita la capacidad de los exosomas de estimular las células diana por
interaccidon directa de sus proteinas de superficie o mediante transferencia e
incorporacion de estas en la membrana plasmatica de la célula que los recibe®3312, Por
otro lado, también se sabe que las ECs HUVEC expresan receptores funcionales de la via
de sefializacion de Notch en su membrana plasmatica3!3. En este trabajo se observé que
la adicién de exosomas procedentes del medio de recoleccién de MSC y de HIF-MSC a
cultivos de HUVEC inducen cambios en la actividad de la via de sefializacién de Notch de
estas células (Figura 4.14). Ademas, los exosomas procedentes de HIF-MSC indujeron
una activacién de la via mayor que los de MSC, probablemente debido a la mayor
cantidad de ligando Jagged1. Para confirmar la especificidad de la activacion de la via de
Notch en HUVEC por el ligando de Notch Jagged1, se inhibié el ligando, mediante un

anticuerpo neutralizador, contenido en los exosomas derivados de MSC o de HIF-MSC
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antes de agregarlos a los cultivos de células endoteliales. Estos exosomas, a diferencia
de aquellos sin incubar con el anticuerpo neutralizador de Jagged1, no fueron capaces
de inducir cambios significativos en la actividad de la via de Notch en HUVEC. Estos
resultados, sustentaron que, los cambios inducidos en la actividad de Notch en HUVEC
por los exosomas de MSC o de HIF-MSC procedia de una estimulacidn especifica de

Jagged1.

En los prolegdmenos de este manuscrito se explicé que el proceso angiogénico requiere
de una fina coordinacién entre la aparicion de nuevos vasos sanguineos y el
mantenimiento de los existentes, correspondiéndole un papel muy importante en este
proceso a la sefializacidn a través de la via de Notch3'#315, En particular, se han apuntado
los ligandos de la via, Jagged1 y DIl4 como componentes clave de la via de Notch en la
regulacion de este proceso, y con significados opuestos'®294316 En contraste con la
sefializacion mediada por DIl4, Jaggedl se ha propuesto como un ligando
proangiogénico, funcionando a través de una inhibicién de la sefializacion de la via de
Notch desencadenada por DII4°32%4 En consecuencia, nos aventuramos a hipotetizar
que el incremento en la cantidad de ligando Jaggedl incorporado en los exosomas
procedentes de HIF-MSC, podria ser el responsable, al menos en parte, del incremento
en el potencial angiogénico desencadenado por estas células. Mediante un ensayo in
vitro de formacion de tubos con células HUVEC se observd que el ligando Jaggedl
incorporado en los exosomas de MSC o de HIF-MSC influia en la capacidad de inducir la
formacién de estructuras caracteristicas del proceso angiogénico como, las estructuras
en forma de tubo o de bucle (Figura 4.15, Figura 4.16 y Figura 4.17). Profundizando en
nuestra hipdtesis, se observd mediante un experimento in vivo de plug de matrigel que
existia una formacion de vasos sanguineos de nueva generacién en el matrigel de una
manera dependiente del ligando Jagged1l incorporado en los exosomas procedentes de
MSC o de HIF-MSC (Figura 4.18 y Figura 4.19). Por consiguiente, ambos estudios, in vitro
e in vivo, mostraron que el ligando Jagged1l incorporado en exosomas era importante
en la induccién y/o regulacion del proceso angiogénico. La complejidad del proceso
angiogénico hace que sea un proceso dificil de estudiar. Varios trabajos han sugerido
gue el ligando Jaggedl de la via de Notch contribuye a la angiogénesis in vivo en

diferentes fases del proceso, incluyendo la formaciéon de la pared arterial o en la
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diferenciacidn de progenitores endoteliales a células endoteliales3'#317.318 No obstante,
van a ser necesarios mas estudios para comprender de un modo mas completo la

contribucién del ligando Jagged1 incorporado en exosomas en este proceso.

El trabajo correspondiente a esta perimar etapa de la tesis fue publicado en 2017 en la
revista Stem Cells. Sin embargo, se podria objetar que en este trabajo no somos capaces
de demostrar que la induccion de la angiogénesis proceda de la interaccidn directa entre
el ligando Jaggedl asociado a la membrana de los exosomas con los receptores de Notch
localizados en la membrana plasmatica de las células endoteliales o que la induccidn,
alternativamente, proceda de la activacion debido a la transferencia del ligando de las
MSC o las HIF-MSC a las HUVEC. En la seccién introductoria de este trabajo se explicd
que la activacién de la via de Notch requiere, en primer lugar, de la interaccion de un
ligando de la via con uno de los receptores de Notch. En segundo lugar, esta interaccién
provoca una ubiquitinacién por la proteina MIB1 en la region intracelular del ligando
yesta ubiquitinacién induce al citoesqueleto unido a la regidn intracelular del ligando a
gue estire de él. Esa fuerza de tensidn permite la exposicidn de su diana en el receptor
para su escision y consiguientemente, la activacion de la via. De este modo, la activacién
requiere de un citoesqueleto capaz de estirar del ligando y de la proteina MIB1 para
desencadenar la ubiquitinacién del ligando. Ha sido descrita la presencia de
componentes del citoesqueleto en los exosomas, asi como de la proteina MIB1°%, Por
consiguiente, el proceso de activacién de la via de Notch a través de exosomas y la
consiguiente induccién del proceso angiogénico, es probable que esté ocurriendo tanto
por transferencia como por interaccién directa del ligando cargado en la superficie de
los exosomas de MSC o de HIF-MSC con el receptor localizado en la membrana

plasmatica de las células endoteliales.

Algunos de los miRNAS expresados de manera diferencial en los exosomas procedentes
de HIF-MSC, incluyendo miR99b, miR181a, miR181b, miR105 y miR125, regulan la
expresidon de proteinas de uniones intercelulares que pueden contribuir al proceso
angiogénico3'®. No obstante, considerando que la adicién de anticuerpos
neutralizadores del ligando Jagged1 elimind practicamente por completo la actividad de
Notch en HUVEC y redujo la angiogénesis, esto podria indicar que la respuesta celular a

la sefializacién de la via de Notch debe de ser importante en la coordinacion de la

199



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

respuesta angiogénica. Este fendmeno podria estar haciendo a la célula mas receptiva a
otros factores proangiogénicos incorporados en los exosomas como miRNAs o factores
de crecimiento3'?. De cualquier modo, van a ser necesarios mds estudios para conocer

la aportacién de cada elemento en el proceso.

La ineficacia de las terapias convencionales en el tratamiento de patologias isquémicas
como el IAM requiere del desarrollo de nuevas terapias que mejoren la prognosis. En
este sentido, los exosomas podrian ser empleados como vehiculos para ciertos farmacos
o moléculas con un potencial terapéutico. En consonancia con esto, se estan realizando
ensayos clinicos con exosomas para el tratamiento de diferentes tipos de patologias. De
ejemplo sirve el uso de exosomas del plasma sanguineo en el tratamiento de Ulceras
cutaneas (www.clinicaltrials.gov/ identifiers NCT0256264). No obstante, continua
siendo importante, para conseguir que los exosomas se utilicen como vehiculos
terapéuticos, profundizar en aquellos mecanismos que dirigen la incorporacién de
ciertas moléculas potencialmente terapéuticas en exosomas, asi como los mecanismos

moleculares que gobiernan efectos terapéuticos de los exosomas en conjunto.
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5.Discusion

5.2 Seccidn B: Papel de la via de sefializacién de Notch en

el proceso de malignizacion mediado por exosomas
procedentes de la linea celular de cancer de mama

metastatico MDA-MB-231.

Se ha observado que las biomoléculas incorporadas en los exosomas derivados de las
células tumorales (ECTs) contribuyen a la diseminacién y progresion de los tumores!® a
través de la desregulacion de distintas vias de sefializacion que pueden aumentar la
permeabilidad vascular que facilita la diseminacion de células tumorales, la activacién
de la EMT y/o el establecimiento de nichos pre-metastaticos en érganos alejados del

tumor primario%7,2°0,252,253,

Como se ha descrito previamente en este trabajo, la via de sefalizacidon de Notch esta
involucrada en el aumento de la agresividad de diferentes tipos de cdncer como el
cancer de mama3?9322, En la seccién A de la discusién, se ha visto que el ligando
funcional de la via de Notch Jagged1 se incorpora en los exosomas procedentes de MSC
y contribuye al potencial angiogénico de los exosomas procedentes de las HIF-MSC. No
obstante, poco se ha dicho acerca de la posible incorporacién de componentes de la via
de Notch en exosomas procedentes de células tumorales, y de una posible contribucién
de la sefializacidn de la via de Notch mediada por exosomas a la progresion tumoral.
Teniendo en cuenta nuestras observaciones, en esta seccién del trabajo nos
interesamos en estudiar una posible relacién entre los exosomas procedentes de células
tumorales de cancer de mama, su actividad sobre la via de sefializacién de Notch y la
contribucién de este efecto a la progresién tumoral. Para este estudio, se escogieron
dos tipos distintos de lineas tumorales de cancer de mama: MDA-MB-231 y MCF-7. La

linea MDA-MB-231, en comparacion con la linea MCF-7, es una linea mds agresiva
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debido a su mayor capacidad de metastatizar a otros tejidos u 6rganos a partir del tumor

primario?®3,

Con este objetivo, en primer lugar se puso a punto en el laboratorio el aislamiento de
exosomas procedentes de las células tumorales de cancer de mama MDA-MB-231y de
MCF-7 a partir de medio de cultivo, como previamente habia sido descrito (Figura 4.20

— Figura 4.22)%83,285,

En segundo lugar, se estudié la composicién proteica global de los exosomas
procedentes de MDA-MB-231 y de MCF-7 mediante protedmica y se realizé un andlisis
de ontologia genética con las proteinas presentes de forma diferencial entre ambas
muestras (Figura 4.23 y Figura 4.24, Tabla 4.7 — Tabla 4.10). Este analisis, consistente
con trabajos previos, permitié observar en ambos casos, una relacién con procesos
biolégicos como la reorganizacién de la matriz extracelular, el sistema inmunolégico, la
migracion celular, el ciclo celular, el desarrollo de vasos sanguineos, los sistemas de
transporte de endomembranas, la organizacion de vesiculas o una regulacién positiva
de la via de Wnt3233%7_ Ademads, muchas relaciones entre las proteinas identificadas en
los exosomas procedentes de ambos tipos celulares se establecian a través de la
ubiquitina. De particular interés fue la identificacion de proteinas relacionadas con el
procesamiento de componentes de Notch como la subunidad de la y-secretasa
Nicastrina en los exosomas procedentes de ambos tipos celulares, y de componentes de
los receptores de Notch2 y 3 en las muestras de exosomas procedentes de MCF-7 o de

Notchl en las procedentes de MDA-MB-231.

Distintos estudios han observado que la sefalizacidn a través de Notch2 y 3 se relaciona

328330 No obstante, la sobreestimulacién de la

con una supresion de la tumorogénesis
via de Notch a través de Notch1 se correlaciona con fenotipos mas agresivos de cancer
de mama331332, Asi mismo, estas diferencias en la actividad de la via de sefializacion de
Notch se ha correlacionado con la mayor agresividad de la linea tumoral MDA-MB-231
en comparacién con MCF-723°, Por estos motivos, nos interesé confirmar la deteccién
de Notchl y evaluar la presencia de componentes de la via de Notch en los exosomas
procedentes de ambas lineas celulares (Figura 4.25). Para ello, se analiz6 la presencia de

dichos componentes en las fracciones celulares y exosomales procedentes de MDA-MB-

231 y MCF-7. A nivel celular se observé la sobreexpresion en MDA-MB-231 de los
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ligandos de la via de Notch Jagged?2, Jagged1 y DII3, y del dominio activado de Notch1l
N1ICD en comparacién con MCF-7, como previamente habia sido descrito?39333334, No
obstante, DIlI4 y el receptor entero de Notchl aparecieron sobreexpresados a nivel
celular en MCF-7. La deteccion de una mayor cantidad de receptor de Notch1 entero en
MCF-7 podria concordar con la menor cantidad de N1ICD detectada en estas células, ya
que como fue descrito en la seccidn introductoria de este trabajo, la activacion de la via
a través de un ligando implica dos escisiones seriadas del receptor. Por otro lado, se
pudo observar por primera vez la incorporacién de componentes de Notch en exosomas
procedentes de las lineas tumorales MDA-MB-231 y de MCF-7. Se detecté la presencia
del receptor entero de Notchl, de N1ICD y de los ligandos Jagged?2, Jaggedl1 y DIl4 en los
exosomas procedentes de MDA-MB-231 y de MCF-7. Ademds, todos ellos se
sobreexpresaron en los que procedian de MDA-MB-231. De particular interés fue la
deteccion de cantidades muy diferentes del factor transcripcional N1ICD en los
exosomas exosomas procedentes de MDA-MB-231 y de MCF-7, habiendo una mayor
cantidad en los primeros. De este modo, su presencia en exosomas se confirmo
mediante inmunodeteccién con oro del N1ICD enddgeno en exosomas aislados a partir
del medio de cultivo y mediante su colocalizaciéon, a nivel celular, con el marcador de
MVBs CD63 en ambas lineas celulares (Figura 4.26). Estos resultados permitieron
corroborar que el N1ICD se estaba incorporando en mayor cantidad tanto en los
exosomas una vez aislados a partir del medio de cultivo como en los MVBs de las MDA-
MB-231 en comparacion con las MCF-7. Se han propuesto varios mecanismos para la
incorporacion selectiva de determinadas moléculas en MVBs como la ubiquitinacién del
supresor tumoral PTEN o la modificacion de biomoléculas con la etiqueta
SUMOQ?8>311335336 | o5 resultados de protedmica mostrados tanto en la seccién A como
en la presente seccién B podrian ser indicativos de que este mecanismo de marcaje
puede estar participando en la incorporacién de proteinas en los exosomas procedentes
de MDA-MB-231 y de MCF-7. Asi, dado que la ubiquitinaciéon de los componentes de
Notch determina su localizacidn subcelular®®®, puede ser interesante en el futuro el
estudio de este mecanismo y su posible relacion con la incorporacion de estos

componentes en exosomas.
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Varios trabajos han demostrado la capacidad de los exosomas de inducir cambios en las
vias de sefializacion de las células que los reciben a través de la transferencia de
diferentes moléculas como factores de transcripcién, receptores, ligandos o factores de
crecimiento®24>312 Por estas razones, nos resulté interesante estudiar la funcionalidad
del N1ICD contenido en los exosomas. De este modo, mediante la transferencia del
N1ICD, los exosomas procedentes de MDA-MB-231 podrian estar activando la
sefializacion de la via de Notch sin la participacidn directa de un receptor de Notchl en
la célula que los recibe. Para evaluar la actividad transcripcional del N1ICD contenido en
los exosomas procedentes de MDA-MB-231 y de MCF-7, nos basamos en un trabajo
publicado en 2013, por Bolds, V. y sus colaboradores en el que demostraron que la
sobreexpresién de N1ICD en MCF-7 incrementaba su capacidad de inducir tumores en
un modelo murino a través de una activacién de la EMT?3°, Por este motivo, se decidio
emplear las células MCF-7 como modelo para el estudio de la actividad transcripcional
del N1ICD incorporado en los exosomas procedentes de MDA-MB-231 y de MCF-7. Con
esta premisa, en primer lugar, se confirmé la transferencia de los exosomas y de sus

proteinas procedentes de MDA-MB-231y MCF-7 a cultivos de MCF-7 ( Figura 4.27)286337,

Una vez se confirmd la transferencia de proteinas exosomales procedentes de MDA-MB-
231 y MCF-7 a cultivos de MCF-7, se evalud su actividad transcripcional sobre genes
diana de la via de Notch como HES1, HEY1 o C-MYC, al ser agregados a cultivos de MCF-
7 (Figura 4.28)%%234287 Estos resultados mostraron que los exosomas procedentes de
MDA-MB-231 inducian una activacién mayor sobre los genes diana de la via de Notch al
ser agregados a cultivos de MCF-7 en comparacion a los procedentes de MCF-7,
probablemente debido a la mayor cantidad de componentes de Notch. Asi mismo, la
activacion también era superior cuando se agregaban exosomas procedentes de MDA-
MB-231 a cultivos de MCF-7 tratadas con el inhibidor de la y-secretasa RO en
comparacion a los procedentes de MCF-7. Estos resultados sugerian que el aumento en
la actividad transcripcional sobre genes diana de Notch en las MCF-7 podria deberse al
menos en parte a la funcionalidad del factor transcripcional N1ICD sobreexpresado en
exosomas procedentes de MDA-MB-231 ya que los ligandos detectados en los exosomas

no tendrian actividad funcional en la celula aceptora debido al tratamiento con RO.
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La sefializacion a través de Notchl y la expresiéon de C-MYC se han descrito como
impulsores del crecimiento y/o iniciadores de procesos tumorales mamarios a través de
la regulacidn de los procesos de proliferacion y apoptosis y de la entrada y progresiéon
de las células en el ciclo celular, respectivamente338-340, Ademas, varios trabajos han
descrito la regulacién directa de la expresidon del protooncogén C-MYC a través de
Notch1®8. De este modo, se estudid la relacién entre la actividad de la via de sefializacion
de Notch de los exosomas procedentes de ambas lineas celulares y la proliferacién de
las MCF-7 (Figura 4.29 y Figura 4.30). Los exosomas procedentes de MDA-MB-231, y no
los de MICF-7, indujeron un incremento en la proliferacion al ser agregados a cultivos de
MCF-7. Por otro lado, el porcentaje de células MCF-7 en division se redujo a la mitad
cuando se trataban con el inhibidor de la via de Notch RO (Figura 4.29). Este resultado
se acompafaba de un aumento del porcentaje de células en las fases GO/G1 y una
reduccion en la fase Sy en la G2 (Figura 4.30). No obstante, los exosomas procedentes
de MDA-MB-231, y no los procedentes de MCF-7, revirtieron total o parcialmente los
efectos de RO al ser agregados simultdneamente a cultivos de MCF-7 (Figura 4.29 y
Figura 4.30). En conjunto, estos resultados sugerian que la reversion en la reduccién del
numero de células proliferantes producido por RO podria ser debida a una recuperacién
de la sefializaciéon de Notch a través de la transferencia del N1ICD contenido en los

exosomas procedentes de MDA-MB-231.

La induccidn de la EMT aumenta la capacidad de migracion y la invasividad de las células
tumorales?32, En este sentido, se ha descrito que la progresién maligna de todos o casi
todos los tipos de carcinomas depende de una activacidon de la EMT en las células
tumorales??%22!, Ha sido ampliamente documentado el papel de la via de Notch como
un inductor critico de la EMT durante el desarrollo normal de diferentes tejidos y
drganos y en un gran numero de tumores??222422>_ Asi mismo, ha sido descrito que los
exosomas derivados de células tumorales también son capaces de activar la EMT a
través de diversos mecanismos?32. No obstante, poco se ha dicho de la relacién entre la
activacion de la EMT, los ECTs y la via de sefializacién de Notch. En este contexto, nos
interesamos por estudiar la influencia de la actividad de Notch contenida en los
exosomas procedentes de MDA-MB-231 y de MCF-7 en la EMT al ser agregados a
cultivos de MCF-7. Para ello, los exosomas procedentes de MDA-MB-231y de MCF-7 se
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agregaron a cultivos de MCF-7 en presencia o ausencia del inhibidor de la via de Notch,
RO, y se analizé su morfologia, la expresidon de marcadores de EMT y la migracién celular
(Figura 4.31 — Figura 4.38). Se observo que los exosomas procedentes de MDA-MB-231,
pero no los de MCF-7, al ser agregados a los cultivos de MCF-7 activaron la EMT e
incrementaron la movilidad de las células. Sin embargo, el inhibidor de Notch RO al ser
agregado a los cultivos de MCF-7 provoco el efecto inverso, redujo de forma critica la
EMT y la migracion de las MCF-7 como previamente habia sido descrito®%239:341342 pe
particular interés fue que al tratar conjuntamente las MCF-7 con RO y con los exosomas
procedentes de MDA-MB-231, pero no con los de MCF-7, se rescato el efecto de RO,
igualandose los niveles de expresion de los marcadores de EMT y de migracién celular a
los de las células control. No obstante, la morfologia y la expresion de la E-Cadherina de
las MCF-7 tratadas con RO y exosomas procedentes de MDA-MB-231 mantenian unos
valores similares a los de las MCF-7 tratadas solamente con los exosomas procedentes
de MDA-MB-231. Varios trabajos han advertido de la importancia de la expresién de la
E-Cadherina en el mantenimiento de las uniones intercelulares y en consecuencia de la
morfologia epitelial?®2. Por lo tanto, es posible que la reduccién de la expresion de la E-
Cadherina observada en las MCF-7 tratadas simultdneamente con RO y exosomas
procedentes de MDA-MB-231 sea la responsable de las diferencias morfoldgicas
respecto a las células control. En conjunto, estos resultados sugerian nuevamente que
el N1ICD podria estar mediando la activacion de la EMT y el aumento en la migracién en

las MCF-7 en precensia de RO tratadas con exosomas procedentes de MDA-MB-231.

La expresidon de genes diana de la via de Notch puede verse alterada por componentes
no proteicos como miRNAs o las concentraciones de Ca*? extracelular®®74, Asi también,
se ha descrito la presencia de varias moléculas en los exosomas procedentes de MDA-
MB-231 como TGF-B que pueden contribuir a la activacion de la EMT. Por estos motivos,
seria interesante aumentar la especificidad de nuestros experimentos y describir con
mayor exactitud los efectos del N1ICD incorporado en los exosomas procedentes de
MDA-MB-231 en la activacién de la via de Notch y de la EMT mediante la inhibiciéon de
su actividad transcripcional. Con este cometido los exosomas procedentes de MDA-MB-
231 y de MCF-7 se intentaron electroporar con anticuerpos que neutralizaran la

actividad de N1ICD como previamente habia realizado Melo, S.A. y sus colaboradores
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para bloquear la actividad del complejo ribonucleoproteico Dicer contenido en
exosomas procedentes de MDA-MB-231%8, Sin embargo, en nuestra aproximacion no
se consiguieron resultados reproducibles343344, Otra posible estrategia pendiente para
confirmar la actividad del N1ICD contenido en los exosomas procedentes de MDA-MB-
231, es la inhibicion de la produccion del NICD en las células MDA-MB-231 mediante el
tratamiento con RO, aislar sus exosomas y compararlos con la funcionalidad de los

exosomas nativos procedentes de MDA-MB-231.

En definitiva, en este trabajo se aportan evidencias de un nuevo mecanismo de
sefializacion de la via de Notch, que le afiade un nivel mas de complejidad a través de la
incorporacion en exosomas, procedentes de MDA-MB-231 y de MCF-7, de los ligandos
Jagged2-1, Dll4, del receptor de Notchl y del N1ICD. Asi mismo, nuestros resultados
sugieren que el factor transcripcional N1ICD incorporado en los exosomas de MDA-MB-
231 contribuye, al menos en parte, a la induccién de procesos de proliferaciéon y
migracion celular a través de la expresion de C-MYCy de la activacion de la EMT en MCF-
7. En la actualidad, multiples trabajos han advertido de la importancia de los
mecanismos de comunicacion intercelular mediados por exosomas entre las células
tumorales y las células del resto del organismo para propiciar la progresion de los
tumores’™?4*, En este sentido, a falta de un experimento in vivo que lo confirme,
confiamos en que este nuevo mecanismo de sefializacion a través de la transferencia del
N1ICD en exosomas estd participando en dicho proceso. Ademas, clasificando los
componentes de Notch incorporados en los exosomas procedentes de MDA-MB-231 o
de MCF-7 en funcidn de su papel bioldgico, la sobreexpresion de N1ICD en los exosomas
de MDA-MB-231 puede suponer una desregulacion muy importante en la sefializacién
a través de esta via ya que podria estar activandola inclusive en células que ni siquiera

expresen receptores de la via.

Varios trabajos han estudiado la influencia de la senalizacidn a través de Notchl en las
células de los alrededores del tumor sobre la progresion tumoral. En este sentido, se ha
observado que la actividad a través de Notchl en el endotelio facilita la metastasis a
través de un aumento en la expresiéon de VCAM13>, Asi mismo, la sefializacion a través
de N1ICD se considera determinante también en la regulacién de la inmunidad

antitumoral o el mantenimiento de las células madre tumorales342346. De manera
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analoga, se ha observado que aumentos en la sefializacién a través de Notchl tiene
propiedades sumamente oncogénicas. En este sentido, la expresion de N1ICD en
osteocitos inmaduros es suficiente para la aparicion de tumores dseo0s322347, Asi mismo,
las translocaciones cromosdmicas que provocan la expresidon constitutiva de Notchl se
correlacionan con la aparicién espontdnea de leucemias linfobldsticas de mala
prognosis®31348,  De este modo, serd interesante en el futuro estudiar este nuevo
mecanismo de sefializacion a través del N1ICD incorporado en los exosomas y su
influencia sobre la angiogénesis, el sistema inmune, la formacién de los nichos pre-
metastaticos, etc., asi como sobre la capacidad de transformar células sanas en células

cancerosas.

Las propiedades oncogénicas de la via de sefalizacion de Notch en un gran nimero de
canceres ha llevado al desarrollo de terapias que se centran en inhibir su sefializacién.
En este sentido, se han desarrollado distintas aproximaciones terapéuticas con dianas
en distintas etapas de la ruta como los inhibidores de la y-secretasa (IGSs), anticuerpos
neutralizadores de ligandos y receptores de Notch o compuestos que bloguean la
activacion de la transcripcion de genes diana3493°%, Varias de estas aproximaciones han
obtenido buenos resultados sobre todo reduciendo la angiogénesis tumoral,
aumentando la aparicion de linfocitos T citotdxicos que reconozcan y eliminen las células
tumorales o reduciendo el reclutamiento de células procedentes de la médula dsea al
microambiente tumoral que contribuyan a la progresion tumoral?’13>1-353,Sin embargo,
la funcion pleiotréopica de la via de sefializacion de Notch y probablemente el
desconocimiento de otros mecanismos de activacidén no clasicos como el propuesto en
este trabajo, ha hecho complicada la progresidn hacia terapias eficaces®®. En este
sentido, en los Ultimos afios se estdn tratando de desarrollar nuevas estrategias que
aumenten la especificidad de las dianas de Notch a regiones del microambiente tumoral
como la incorporacién de IGSs en nanoparticulas dirigidas a las células tumorales3>*. No
obstante, la comprensidn precisa de la contribucion de la via de sefializacién de Notch a
la progresion de un tipo concreto de cancer es un prerrequisito para entender mejor los
resultados obtenidos en los ensayos preclinicos y para el perfeccionamiento de las
terapias. Por todo esto, confiamos con vehemencia en que este nuevo mecanismo de

sefializacion de la via de Notch a través de exosomas, y sin necesidad de una interaccién
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entre un ligando y un receptor en la célula que los recibe, va a contribuir a la
interpretacion de la participacién de la ruta en la fisiopatologia del cancer y otras

patologias.
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6. Conclusiones

La estabilizacion de la expresidn del factor inducible por hipoxia, HIF-1a, en MSC

cambia el contenido global de miRNAs y proteinas de sus exosomas.

La expresion estable de HIF-1a en MSC aumenta la secrecion y la transferencia

de exosomas de MSC a células endoteliales in vitro.

La expresidn de HIF-1a en MSC aumenta la expresion de los ligandos de la via de

Notch a nivel celular.

Los exosomas procedentes de MSC contienen el ligando de la via de Notch,

Jagged1.

La expresion estable de HIF-1a en MSC aumenta la cantidad del ligando de la via

de Notch Jagged1 incorporado en sus exosomas.

Los exosomas derivados de HIF-MSC inducen cambios mayores en la expresion
de genes diana de la via de Notch que los derivados de MSC al ser agregados a
cultivos de células endoteiales humanas in vitro, debido al mayor contenido del

ligando Jaggedl en sus exosomas.

Los exosomas procedentes de HIF-MSC inducen un aumento en la angiogénesis
tanto in vitro como in vivo en comparacién con los exosomas procedentes de

MSC debido, en parte, al mayor contenido de Jagged1 en sus exosomas.

Los exosomas derivados de las lineas tumorales de cdncer de mama metastatica,
MDA-MB-231, y la no metastatica, MCF-7, muestran diferencias en su

composicidn proteica global.
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Los componentes de la via de sefializacion de Notch N1ICD, Jagged1, Jagged2 y
DII3 se sobreexpresan en la linea MDA-MB-231 mientras que Notchl y DIl4 se
expresan mas en MCF-7. No se observan diferencias significativas en la expresion

a nivel celular del ligando DII1 entre las lineas tumorales MDA-MB-231 y MCF-7.

Se observan diferencias en el contenido de componentes de Notch entre los
exosomas derivados de la linea tumoral MDA-MB-231 y de MCF-7. Asi, los
componentes de la via de sefializacién de Notch N1ICD, Jagged2, Jaggedl y Dll4
se incorporan en mayor cantidad en los exosomas procedentes de MDA-MB-231
en comparacién a los de MCF-7. Sin embargo, Notchl se encuentra en mayor

cantidad en los exosomas derivados de MCF-7.

El N1ICD a nivel celular en MDA-MB-231 y en MCF-7 se encuentra en el ntcleo,
en el citoplasmay en colocalizaciéon con marcadores de cuerpos multivesiculares

como CD63. Esta colocalizacién es mayor en la linea tumoral MDA-MB-231.

Los exosomas procedentes de MDA-MB-231y de MCF-7 y sus proteinas pueden

internalizarse al ser agregados a cultivos de MCF-7 in vitro.

Los exosomas procedentes de la linea tumoral MDA-MB-231 inducen mayores
cambios en la expresion de genes diana de la via de Notch que los de MCF-7 al
ser agregados a cultivos de MCF-7 in vitro debido, en parte, a la mayor cantidad

de N1ICD incorporado.

El N1ICD contenido en los exosomas derivados de MDA-MB-231 contribuye a la

induccion del de la proliferacion al ser agregados a cultivos de MCF-7 in vitro.

Los exosomas derivados de MDA-MB-231 inducen la EMT al ser agregados a
cultivos de MCF-7 in vitro. Este efecto viene parcialmente mediado por el N1ICD

incorporado en los exosomas procedentes de MDA-MB-231.
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= Los exosomas procedentes de MDA-MB-231 al ser agregados a cultivos de MCF-
7 in vitro inducen un aumento en la migraciéon debido, al menos en parte, al

N1ICD contenido en sus exosomas.
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