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Resumen

Las células de un organismo multicelular se comunican a través una amplia variedad de
mecanismos que incluyen no sdlo la transferencia directa por contacto célula-célula, sino
también la secrecién de las moléculas y vesiculas que viajan a otras células. Las células de
mamiferos segregan una gran variedad de vesiculas extracelulares (EV). Los exosomas son
vesiculas extracelulares con un tamano de entre 20-100 nanémetros que pueden transferir
informacidn en forma acidos nucleicos o proteinas entre diferentes células por lo que son
reconocidos como un potente mecanismo de comunicacion intercelular. Este tipo de vesiculas
estd siendo objeto de intensa investigacién no solo en el proceso de metastasis tumoral, ya
gue se cree que los exosomas estdn relacionados con la extension del tumor a érganos no
relacionados, sino en el ambito de la medicina regenerativa, puesto que se consideran
potenciales candidatos implicados en los mecanismos paracrinos inducidos por las células
madre. Por este motivo, en este trabajo se analizd el potencial terapéutico de los exosomas
derivados de células madre mesenquimales (MSC). Asi, nos planteamos la hipdtesis de que las
MSC fueran capaces de transferir exosomas hacia las células de los tejidos que reparan. Un
trabajo reciente de nuestro grupo de investigacién demostré que la sobreexpresion del factor
inducible por hipoxia 1a (HIF-1a) en MSC (MSC-HIF) potenciaba la capacidad terapéutica de las
MSC para mejorar la funcién cardiaca tras un infarto agudo de miocardio (IAM). En
consecuencia, estudiamos el contenido de microRNAs en los exosomas derivados de las MSC y
las MSC-HIF. Se observd que las poblaciones de microRNAs presentes exosomas derivados de
MSC y MSC-HIF cambiaron de manera reproducible en funcion de la disponibilidad de oxigeno
que poseian las células, lo que interpretamos como un mecanismo respuesta celular mediada
por exosomas. Asi también, observamos que en las MSC-HIF la combinacidon de Ia
sobreexpresion de HIF-1a con las bajas tenciones de oxigeno generaban exosomas cargados
con microRNAs con potencial terapéutico para el tratamiento del IAM. Sin embargo, no fuimos
capaces de demostrar el potencial terapéutico de los exosomas aislados de dichas poblaciones
celulares en un modelo de infarto experimental en rata, lo que pudo ser ocasionado por un
disefo incorrecto del procedimiento experimental. Esto provocd un giro en la orientaciéon de la
tesis y decidimos centrarnos en los mecanismos celulares inducidos por los exosomas en el
entorno cardiaco. En este contexto, recientemente se ha descrito la presencia de exosomas en
cardiomiocitos (CM) humanos. A nivel de ultraestructura, la anatomia del tejido cardiaco
revela una intrinseca relacién entre los CM vy las células endoteliales (ECs) que componen el
endotelio microvascular coronario, el cual se encarga de nutrir a los CM realizando el

transporte de combustibles metabdlicos desde la sangre hacia los CM. El espacio perivascular
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que separa a los CM de las ECs es de tan solo 1um, permitiendo el flujo de informacién a corta
distancia entre los CM y las ECs. Mantener esta disposicidon es fundamental para lograr un
acople metabdlico entre ambos tipos celulares. El corazén no posee reservas apreciables de
combustibles metabdlicos por lo el aporte de nutrientes y oxigeno debe ser continuo y
regulado. Por esto pensamos que el aporte energético del endotelio hacia el corazén deberia
estar finamente coordinado, no solo por el control exdégeno del metabolismo en todo el
organismo sino también por algin mecanismo en el que el propio cardiomiocito regule el
trasporte de su célula endotelial asociada. Ademas se sabe que las ECs liberan factores que
alteran la actividad de los CM, y de la misma manera que los CM liberan factores que alteran
las ECs. Sin embargo, se conoce poco a cerca de los mecanismos que regulan el flujo de
nutrientes desde las ECs hacia los CM, especialmente es situaciones de estrés agudo en donde
se requiere un mecanismo activo a nivel local que regule el trasporte endotelial. En este
trabajo se estudié como los exosomas derivados de los CM alteraban el transporte de glucosa
en ECs. En primer lugar mostramos datos que indican que el ayuno de glucosa incrementa la
sintesis y secreciéon de exosomas en cultivos de CM neonatales de rata. En segundo lugar
demostramos que estos exosomas derivados de CM son internalizados por las ECs en una
manera dependiente de la disponibilidad de glucosa del medio. Por ultimo aportamos
evidencias de que los exosomas derivados de los CM que fueron cultivados en condiciones de
ayuno de glucosa fueron capaces de trasferir trasportadores de glucosa (GLUTs) hacia las ECs,
en donde estos GLUTSs trasferidos mediante exosomas incrementaron la captacion de glucosa y
la actividad glicolitica de las ECs. Tomando en conjunto los resultados, en la presente tesis se
propone un modelo de comunicacién entre los CM y las ECs, en el cual el trafico de proteinas
mediado por exosomas desde los CM hacia las ECs trasladaria las necesidades metabdlicas de
los CM a las ECs las cuales estan en contacto directo con los nutrientes presentes en el flujo
coronario. Este novedoso mecanismo de accién a corta distancia revela una relacidn intrinseca
entre la demanda de glucosa de los CM y el transporte de glucosa de las ECs permitiendo una
rapida respuesta desde las ECs al incrementar la cantidad de transportadores de glucosa sin
necesidad de sintesis de novo ni de la modificacion de los perfiles de transcripcion génica, lo

que sin duda aumenta la eficiencia del proceso de comunicacion celular.
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Resum

Les cellules d'un organisme multicellular es comuniquen a través d'una amplia varietat de
mecanismes que inclouen no només la transferencia directa per contacte cel-lula-cél-lula, sind
també la secrecié de les molécules i vesicules que viatgen a altres cel-lules. Les cél-lules de
mamifers segreguen una gran varietat de vesicules extracel (EV). Els exosomes sdn vesicules
extracel amb una mida d'entre 20-100 nanometres que poden transferir informacié en forma
acids nucléics o proteines entre diferents cel-lules pel que sén reconeguts com un potent
mecanisme de comunicacid intercel. Aquest tipus de vesicules esta sent objecte d'intensa
investigacid no només en el procés de metastasi tumoral, ja que es creu que els exosomes
estan relacionats amb I'extensié del tumor a organs no relacionats, sind en I'ambit de la
medicina regenerativa, ja que consideren potencials candidats implicats en els mecanismes
paracrins induits per les cel - lules mare. Per aquest motiu, en aquest treball es va analitzar el
potencial terapeutic dels exosomes derivats de cel - lules mare mesenquimals (MSC). Aixi, ens
plantegem la hipotesi que les MSC pugueren transferir exosomes cap a les cél - lules dels teixits
que reparen. Un treball recent del nostre grup d'investigaci6 va demostrar que la
sobreexpressié del factor induible per hipoxia la (HIF-1a) a MSC (MSC-HIF) potenciava la
capacitat terapéutica de les MSC per millorar la funcié cardiaca després d'un infart agut de
miocardi (IAM). En conseqliéncia, estudiem el contingut de microRNAs en els exosomes
derivats de les MSC i les MSC-HIF. Es va observar que les poblacions de microRNAs presents
exosomes derivats de MSC i MSC-HIF canviar de manera reproduible en funcié de la
disponibilitat d'oxigen que posseien les cel-lules, el que interpretem com un mecanisme
resposta cel-lular mediada per exosomes. Aixi també, observem que en les MSC-HIF la
combinacié de la sobreexpressié de HIF-1a amb les baixes intencions d'oxigen generaven
exosomes carregats amb microRNAs amb potencial terapéutic per al tractament de I''AM. No
obstant aixd, no vam ser capagos de demostrar el potencial terapéutic dels exosomes aillats
d'aquestes poblacions cel-lulars en un model d'infart experimental en rata, el que va poder ser
ocasionat per un disseny incorrecte del procediment experimental. Aixo va provocar un gir en
I'orientacid de la tesi i vam decidir centrar-nos en els mecanismes cel-lulars induits pels
exosomes a l'entorn cardiac. En aquest context, recentment s'ha descrit la presencia
d'exosomes en cardiomiocits (CM) humans. A nivell de ultraestructura, I'anatomia del teixit
cardiac revela una intrinseca relacié entre els CM i les cel-lules endotelials (ECS) que componen
I'endoteli microvascular coronari, el qual s'encarrega de nodrir als CM realitzant el transport

de combustibles metabolics des de la sang cap a els CM. L'espai perivascular que separa els CM
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de les ECS és de tan sols 1um, permetent el flux d'informacioé a curta distancia entre els CM i
les ECS. Mantenir aquesta disposicié és fonamental per aconseguir un acoblament metabolic
entre els dos tipus cel-lulars. El cor no posseeix reserves apreciables de combustibles
metabolics pel I'aportacid de nutrients i oxigen ha de ser continu i regulat. Per aixd pensem
gue l'aportacié energéetica de I'endoteli cap al cor hauria d'estar finament coordinat, no només
pel control exogen del metabolisme en tot I'organisme siné també per algun mecanisme en el
qual el propi cardiomiocit reguli el transport de la seva cél-lula endotelial associada. A més se
sap que les ECS alliberen factors que alteren l'activitat dels CM, i de la mateixa manera que els
CM alliberen factors que alteren les ECS. No obstant aixd, es coneix poc a prop dels
mecanismes que regulen el flux de nutrients des de les ECS cap als CM, especialment és
situacions d'estrés agut on es requereix un mecanisme actiu a nivell local que reguli el
transport endotelial. En aquest treball es va estudiar com els exosomes derivats dels CM
alteraven el transport de glucosa en ECS. En primer lloc mostrem dades que indiquen que el
dejuni de glucosa incrementa la sintesi i secrecid de exosomes en cultius de CM neonatals de
rata. En segon lloc vam demostrar que aquests exosomes derivats de CM sdn internalitzats per
les ECS en una manera dependent de la disponibilitat de glucosa del medi. Finalment aportem
evidencies que els exosomes derivats dels CM que van ser cultivats en condicions de dejuni de
glucosa van ser capacos de transferir Trasportadores de glucosa (Gluts) cap a les ECS, on
aquests Gluts transferits mitjancant exosomes incrementar la captacid de glucosa i I'activitat
glicolitica de les ECS. Prenent en conjunt els resultats, en aquesta tesi es proposa un model de
comunicacio entre els CM i les ECS, en el qual el trafic de proteines mediat per exosomes des
dels CM feia les ECS traslladaria les necessitats metaboliques dels CM a les ECS les quals estan
en contacte directe amb els nutrients presents en el flux coronari. Aquest nou mecanisme
d'accio a curta distancia revela una relacié intrinseca entre la demanda de glucosa dels CM i el
transport de glucosa de les ECS permetent una rapida resposta des de les ECS en incrementar
la quantitat de transportadors de glucosa sense necessitat de sintesi de novo ni de la
modificacié dels perfils de transcripcid génica, el que sens dubte augmenta l'eficiencia del

procés de comunicacié cellular.
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Summary

The cells in a multicellular organism communicate a wide variety of mechanisms which include
not only the direct transfer from cell-cell contact, but also the secretion of molecules and
vesicles traveling through other cells. Mammalian cells secrete a variety of extracellular
vesicles (EV). Exosomes are extracellular vesicles with a size between 20-100 nanometers that
can transfer information as nucleic acids and proteins from different cells, so they are
recognized as a powerful mechanism for intercellular communication. Such vesicles is under
intense investigation not only in the process of tumor metastasis, as it is believed that
exosomes are related to the extent of tumor to organs not related, but in the field of
regenerative medicine, as they are considered potential candidates in the paracrine
mechanisms induced by stem cells. Therefore, in this study we analyzed the therapeutic
potential of mesenchymal stem cells (MSC) derived exosomes. Thus, we hypothesized that
MSCs were able to transfer exosomes to cells that repair tissues. Recent work by our research
group showed that overexpression of hypoxia-inducible factor 1a (HIF-1a) in MSC (MSC-HIF)
enhanced the therapeutic potential of MSCs to improve cardiac function after acute
myocardial infarction (IAM). Accordingly, we studied the content of microRNAs in exosomes
derived from MSC and MSC-HIF. We showed that microRNAs populations present in exosomes
derived from MSC and MSC-HIF reproducibly changed depending on the oxygen availability for
the cells, which we interpret as a cellular response mechanism mediated by exosomes.
Moreover, we observed that in the MSC-HIF the combining overexpression of HIF-1a with low
oxygen tension generated exosomes loaded with microRNAs with therapeutic potential for the
IAM treatment. However, we were unable to demonstrate the therapeutic potential of
exosomes isolated from these cell populations in an experimental IAM model in rat, which
could be caused by improper design of the experimental procedure. This caused a shift in the
thesis orientation and we decided to focus on the cellular mechanisms induced by exosomes in
the cardiac environment. In this context, recently described the presence of exosomes in
human cardiomyocytes (CM). At ultrastructure level, anatomy of the heart tissue reveals an
intrinsic relationship between CM and endothelial cells (ECs) composing the coronary
microvascular endothelium, which is responsible for nurturing the CM by transporting
metabolic fuel from the blood into CMs. The perivascular space between the CM of ECs is only
1 um, allowing the flow of information to short distance between the CM and ECs. Keep this
anatomical disposition is essential to achieve a metabolic coupling between both cell types.

The heart does not have significant reserves of metabolic fuel, so the supply of nutrients and

Doctorado en Biotecnologia



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

oxygen must be continuous and regulated. Therefore we think that the energy contribution of
the endothelium to the heart should be finely coordinated not only by exogenous control of
metabolism throughout the body but also for a mechanism in which the cardiomyocyte itself
regulates the nutrient transportation of their associated ECs. Also known to the ECs release
factors that alter the activity of the CM, and in the same way that the CM releasing factors that
alter the ECs. However, little is known about the mechanisms that regulate the flow of
nutrients from the ECs to the CM, especially in acute stress situations where an active local
regulating endothelial transport mechanism is required. In this work we studied how
exosomes derived from CM altered glucose transport in ECs. First we show evidence that
glucose starvation increases the synthesis and secretion of exosomes in cultured neonatal rat
CM. Secondly we show that these CM derived exosomes are internalized by ECs in a glucose
availability dependent manner. Finally we provide evidence that exosomes derived from CM
cultured under glucose starvation were able to transfer glucose transporters (GLUTSs) to ECs,
where these GLUTs transferred via exosomes increased the glucose uptake and the glycolytic
activity of ECs. Taking together the results, in this thesis we propose a model of
communication between CMs and ECs, in which protein trafficking mediated by exosomes
from CM to ECs would move the metabolic needs of the CM to the ECs which are in direct
contact with the coronary nutrients flow. This novel short distance action mechanism reveals
an intrinsic relationship between glucose demand of CM and glucose transport of ECs allowing
a quick response from ECs by increasing the amount of glucose transporters without de novo
synthesis or modification of gene transcription profiles, which certainly increases the efficiency

of cellular communication process.
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1. Introduccion
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1.1. El Corazon

1.1.1. Estructuray funcion
La funcién del corazén es bombear la sangre hacia el organismo para aportar oxigeno y

nutrientes a los tejidos. El corazén esta formado por 4 cdmaras (2 auriculas y 2 ventriculos). El

lado izquierdo y derecho del corazén estdn

completamente separados por un tabique
Vena cava
superior

compuesto por una zona interauricular y otra
interventricular. El lado derecho recibe a través de
la auricula derecha (AD) sangre venosa
procedente del organismo, que a su vez es
impulsada al ventriculo derecho (VD) a través de
la vdlvula tricuspide. El VD propulsa la sangre a

Yentriculo ’

wauieedo través de la valvula pulmonar por la arteria

Ventricuio

derecho pulmonar a los pulmones; la sangre es oxigenada y

pasa a la auricula izquierda (Al) donde es

Vena cava
nfeno

Figura 1 - Diagrama del corazén impulsada al ventriculo izquierdo (VI) a través de

mostrando el flujo de sangre a través
de las cavidades cardiacas. Tomado de
Guyton y Hall 112 Ed. sangre, ésta es impulsada a la circulacidon

la valvula mitral. Una vez el VI se rellena de

periférica por la aorta para cubrir las necesidades de oxigeno y nutrientes del organismo
(Figura 1). A nivel histoldgico, el corazén esta formado por varias capas, que del interior al
exterior se denominan endocardio, miocardio y epicardio. El endocardio consiste en una
membrana serosa de endotelio y tejido conectivo, que recubre las cavidades y valvulas del
corazon. El miocardio, la capa mas gruesa, esta formada principalmente por musculo estriado
(en su mayoria células contractiles denominadas cardiomiocitos) y cuya funcidn principal es
impulsar la sangre hacia el torrente circulatorio, mediante procesos de contraccion y
relajacion. En la parte mas externa se localiza el epicardio, una capa fina serosa de naturaleza
mesotelial. Finalmente, el pericardio es una bolsa membranosa que envuelve al corazén y lo
mantiene en una posicidn fija y ademas evita o minimiza la fricciéon en cada latido cardiaco. El
ciclo cardiaco consta de dos fases principales: la didstole, en la cual se produce el llenado
pasivo del corazén y la sistole, periodo en el que se produce la contraccién activa. Cada ciclo es
activado por un potencial de accidn que se inicia en el nodo sinusal, localizado en la AD, el cual
viaja rdpidamente a través de ambas auriculas y continta por el Haz de Hiss y las fibras de

Purkinje. De este modo, las auriculas se contraen antes que los ventriculos teniendo una
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funcién de “bombas cebadoras” de éstos, mientras que los ventriculos son la principal

potencia para producir la circulacién de la sangre por el organismo.

El musculo cardiaco se nutre a través de la circulacién coronaria, la cual se encarga de asegurar
la irrigacidon cardiaca (4) (Figura 2, A). La arteria coronaria izquierda cubre el aporte de
nutrientes y de oxigeno de la parte anterior y lateral del ventriculo izquierdo (V1) y se ramifica
en dos arterias principales, la arteria circunfleja y la arteria descendente anterior izquierda
(ADAL), las cuales profundizan y se ramifican dentro del miocardio formando una extensa red
de microvasculatura coronaria (Figura 2, B). Por otra parte, la arteria coronaria derecha irriga
practicamente todo el ventriculo derecho (VD) ademas de la parte posterior del VI. De la
misma manera que la ADAI, esta arteria profundiza y se ramifica dentro del miocardio
formando la red microvascular que asegurar el flujo de todo el tejido. El seno coronario recibe
la mayor parte de la sangre venosa del VI, mientras que la sangre venosa del VD es drenada a

través de las venas cardiacas anteriores.

A B

Rama del Nédulo Smusal Rama Anastomética

Arteria Aotta =

Rama del Nodulo
Auriculoventncular

Arteria Coronaria Derecha—

Rama del Cono

Rama del Cono Anterior
Figura 2-Circulacion coronaria. A) Esquema de las vias coronarias principales. B) Angiografia que

demuestra la extensa red formada por la microvasculatura coronaria. Adaptado de
http://www.rush.edu

La regulacidon del flujo sanguineo coronario depende principalmente de las necesidades
metabdlicas del miocardio. El corazdn no posee reservas apreciables de combustibles
metabdlicos, por lo cual el consumo y la produccién de ATP deben estar exhaustivamente
coordinados con el aporte extrinseco de sustratos metabdlicos y oxigeno que llegan a los
cardiomiocitos. A nivel de la microvasculatura coronaria el flujo sanguineo aumentard en
proporcién al consumo metabdlico de los cardiomiocitos. En general, la perfusién del lecho
coronario superior estd determinada por la presidn (resistencia) que ejerce el musculo

cardiaco en la red de microvasculatura coronaria (5). Por ejemplo, durante el ejercicio, el
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incremento en el riego coronario es principalmente mediado por la disminucién durante la
diadstole de la resistencia microvascular. La regulacidn de la resistencia vascular coronaria es el
resultado del balance entre tres sefiales tipos de sefiales, unas vasodilatadoras vy
vasoconstrictoras ejercidas por influencias neurohormonales, sefiales liberadas por el propio
endotelio y sefiales derivadas de los cardiomiocitos. De esta manera, combinando estas
sefales se produce el correcto acoplamiento entre la demanda metabdlica generada por los
cardiomiocitos y el aporte de oxigeno y nutrientes que provee el endotelio desde la luz de los

VvVasos.

A nivel de las vias coronarias superiores, el sistema nervioso auténomo tiene un efecto directo
sobre la vascularizacién coronaria, siendo las fibras nerviosas parasimpaticas (vagales)
vasodilatadoras, mientras que la inervacién simpdtica (adrenalina y noradrenalina) puede
tener efecto vasoconstrictor o vasodilatador a nivel de la vascularizacion (6). Es interesante
destacar que la inactivaciéon farmacoldgica durante el ejercicio severo del control autonémico
(hormonal) del riego coronario no genera zonas de isquemia, lo que demuestra que otros
mecanismos son los encargados de generar la vasodilatacién con la consecuente reduccion de
la resistencia y aumento del flujo sanguineo durante situaciones de estrés (7). Esto sugiere que
el control autondmico sirve para optimizar el acoplamiento entre el riego coronario y las

necesidades metabdlicas pero no es esencial en condiciones de esfuerzo severo.

A nivel de ultraestructura, la disposicion del tejido cardiaco hace evidente la constante
comunicacion entre los cardiomiocitos y las células endoteliales necesaria para generar el
acoplamiento entre demanda y aporte de nutrientes (8). Los cardiomiocitos liberan sustancias
que alteran la funcién endotelial (desde el tono vascular, hasta la proliferacién) asi también
como las células endoteliales alteran la actividad de los cardiomiocitos En los corazones de los
mamiferos la relacién existente entre cardiomiocito-endotelio es aproximadamente de 3:1, es
decir, por cada tres cardiomiocitos hay una célula endotelial, lo que determina que cada
cardiomiocito estd en contacto con al menos una célula endotelial (Figura 3). La corta
distancia (aprox. 1 um) que separa cada cardiomiocito de su célula endotelial asociada es

crucial para el traspaso de moléculas y oxigeno entre los dos tipos celulares.
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Figura 3 - Ultraestructura del miocardio. A) Microscopia electrénica del tejido miocardico. Se observa

una célula endotelial en el centro rodeada por 3 cardiomiocitos; 1: cardiomiocito, 2: mitocondria de
cardiomiocito, 3: nucleo de célula endotelial, 4: lumen, 5: espacio perivascular, 6: nucleo del
cardiomiocito. La barra de escala representa 2 um. Adaptado de http://ajpheart.physiology.org. B)
Microscopia electrénica que muestra la captacidon y transporte de albimina nitrosilada (puntos
negros) desde el lumen del endotelio hacia el cardiomiocito. La barra de escala representa 1 um
Tomado de Predescu D, et al (3)

1.1.2. Metabolismo cardiaco

El corazén es un drgano especializado en la transformacion de energia quimica en energia
mecdanica. Esta energia quimica proviene de la constante oxidacidon de sustratos exdgenos
como acidos grasos, glucosa, cuerpos cetonicos y lactato) para generar ATP que se gasta en la
contraccidon muscular (9). Esta energia en forma de ATP se obtiene en un 95% de la oxidacidn
de sustratos en las mitocondrias de los cardiomiocitos, dejando el 5% restante para la glicolisis.
Aunque hay una clara evidencia de que el corazén puede realizar el consumo selectivo de
estos sustratos en diferentes situaciones, se conoce poco acerca de los mecanismos que
regulan esta flexibilidad en la seleccién de combustibles metabdlicos la cual es crucial para
mantener la funcién cardiaca (10). En un corazén sano la oxidacién de acidos grasos
representa aproximadamente entre el 60-70% de total de la energia consumida, dejando el 30-
40% restantes a la glucosa y el lactato (11). El mantenimiento de esta proporcion en la
seleccion de combustibles es influenciado por el desarrollo y por las condiciones
fisiopatoldgicas del corazén. Por ejemplo, en la transicién del estado fetal al recién nacido hay
un cambio en la preferencia del corazén desde oxidar glucosa hacia comenzar a oxidar acidos
grasos cuando incrementa la disponibilidad de oxigeno y los alimentos ricos en grasas (12, 13).
Los corazones disfuncionales y con un grado de hipertrofia moderado presentan el mismo tipo
de preferencia por oxidar glucosa que el corazdn fetal (14, 15). Se cree que esto es debido al
incremento en el flujo de la via glicolitica asociado con el aumento en la captacion de glucosa
por una via insulina-independiente que no genera cambios significativos ni en la expresion de

enzimas glicoliticas ni en la cantidad de GLUTs (16, 17). Por otro lado, en corazones de
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pacientes diabéticos, la combinacién entre la resistencia a la insulina y los altos niveles de
acidos grasos libres circulantes hacen que el corazén utilice casi de manera exclusiva los acidos
grasos para producir ATP (18). En la obesidad se observa un fenotipo parecido a la diabetes en
donde el corazén utiliza mayoritariamente acidos grasos para la obtencion de ATP (19). Se cree
qgue el incremento patoldgico en la captacidon de acidos grasos puede interpretarse como un
exceso en la cantidad de nutrientes (a nivel energético) aportado al corazén. Esto conlleva al
desacoplamiento entre el oxigeno disponible para oxidar sustratos y la cantidad de sustratos,
lo que se refleja en un incremento en la captacién de oxigeno y una disminuciéon del
rendimiento entre trabajo realizado y el oxigeno consumido, por lo que la obesidad y la
diabetes estan asociadas al estrés oxidativo y la lipotoxicidad producto del almacenamiento de

acidos grasos en el corazén (20, 21).

1.1.3. Elinfarto agudo de miocardio

1.1.3.1. Epidemiologia

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte y de hospitalizacién en los
paises desarrollados. En Espaiia, el 31% del total se debe a la cardiopatia isquémica, siendo el
infarto agudo de miocardio (IAM) la principal causa de muerte. En el mundo, mas de 7 millones
de personas sufren cada afio infarto de miocardio (22). Ademas, gracias a los avances en el
campo de la cirugia cardiaca, el nimero de pacientes crénicos con patologia cardiovascular ha
aumentado. Por otra parte, la mortalidad a 5 afios tras el infarto es del 50 %. Asi pues el IAM,
ademads de suponer un drama para la sociedad, conlleva un gasto sanitario importante asi
como un gasto colateral derivado del absentismo laboral. Por tanto, encontrar una solucion
definitiva para el tratamiento del IAM seria muy beneficioso para la sociedad, ademas de muy

ventajoso econémicamente (23, 24).

1.1.3.2. Fisiopatologia del infarto de miocardio

La cardiopatia isquémica se produce como consecuencia de un flujo coronario insuficiente, con
el consiguiente déficit en el aporte de oxigeno para cubrir las necesidades metabdlicas del
miocardio. Las dos principales causas que reducen el flujo coronario originando como
consecuencia cardiopatias isquémicas son la aterosclerosis y la oclusion coronaria aguda (25).
La aterosclerosis es una patologia que se produce por el depdsito progresivo de colesterol en
la zona subendotelial de las arterias, principalmente de las coronarias. Posteriormente el tejido
fibroso invade esa zona y se forman placas de ateroma, provocando una obstruccion total o

parcial del flujo sanguineo (26). La oclusidn coronaria aguda ocurre frecuentemente en
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personas con una cardiopatia aterosclerdtica coronaria grave subyacente y se debe a varios
procesos, entre ellos, a la obstruccion de la arteria por la formacién de un coagulo (trombo),
originado por el depdsito de células sanguineas y fibrina sobre la superficie rugosa de las
placas de ateroma, que crece hasta provocar la obstruccién de la luz del vaso. En ocasiones el
trombo se desprende (pasando a denominarse émbolo) y circula por la sangre hasta obstruir
un vaso cuyo didmetro es menor que el suyo propio (27).

La pérdida de viabilidad celular se produce entre 20 y 40 minutos después de ocurrir el cese
del flujo sanguineo por la oclusién coronaria. Este proceso conlleva la muerte celular, lo que se
denomina infarto agudo de miocardio (IAM). Durante su fase inicial, la bajada de los niveles de
oxigeno desencadena una liberacién de contenidos celulares por parte de los cardiomiocitos
danados. Esto provoca una respuesta inflamatoria aguda mediada por la liberacién de
Interleuquina-1B (IL-1B) y del factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), principalmente por parte
de macrdfagos residentes y neutrdfilos. La IL-1B es un importante mediador en la respuesta
inflamatoria, ademdas de jugar un papel importante en actividades celulares tales como
apoptosis. Tanto el IL-18 como la TNF-a inducen la expresidon de moléculas de adhesion y de
otras citoquinas que atraen a células inflamatorias hacia el sitio de la lesion. Ademds estimulan
la proliferacién de células endoteliales y fibroblastos, que aumentan el aporte sanguineo en el
sitio de lesidn y contribuyen a la formacidn del tejido cicatricial, respectivamente.

Durante el IAM, se produce la muerte de las fibras musculares de la zona central del area
donde no hay flujo sanguineo. Asi pues, el tejido miocdrdico de esta zona no es funcional
(aquinético/disquinético) puesto que no es capaz de contraerse adecuadamente y ademas hay
fallo del impulso nervioso. Alrededor de esta zona existe una franja en la que el musculo
cardiaco se contrae con debilidad (hipoquinético o aturdido), debido a la isquemia leve. A
medida que va pasando el tiempo (entre unos dias y tres semanas) la aparicidn de circulacion
colateral hace que parte de las fibras localizadas en el perimetro exterior de la zona no
funcional se recupere, mientras que las fibras musculares localizadas en el interior de la zona
no funcional y que sufren isquemia prolongada acaban muriendo aumentando asi el area de la
zona necrética. La reabsorcion del tejido necrdtico y por tanto el remodelado ventricular, se ve
favorecida por la sobre-expresién de la IL-1B, junto con la IL-6 (cuya secrecién se ve inducida
por TNF-a) en la fase aguda del IAM. Este tejido necrético va siendo reemplazado
progresivamente por tejido conectivo fibrdtico, que se va contrayendo hasta convertirse en
una cicatriz fibrosa mas pequefia a lo largo del tiempo (meses o afios). Por el contrario, las
zonas sanas del miocardio se hipertrofian para compensar en la medida de lo posible la
pérdida de musculo cardiaco. A pesar de ello se produce una disminucién del gasto cardiaco,

ya que la capacidad de bombeo del ventriculo afectado disminuye. Este efecto se ve
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exacerbado por la distensién sistdlica. Este fenédmeno consiste en que en cada sistole el tejido
miocdardico sano se contrae, mientras que la zona isquémica, que ha perdido su capacidad
contractil, es incapaz de soportar la presion interna del ventriculo y es empujada al exterior,
disipando parte de la fuerza de bombeo para impulsar la sangre desde el ventriculo hacia la
circulacion (28). Asi, la sobrecarga sobre la zona sana va provocando en las zonas adyacentes
cambios como hipertrofia celular y dilatacién ventricular, con el consiguiente deterioro de la
funcidn cardiaca. Al conjunto de estos cambios estructurales junto con el adelgazamiento de la
pared ventricular infartada, se le denomina remodelado ventricular. Ademas, la cicatriz
miocardica es un factor de riesgo para padecer arritmias, ya que la conduccidn del impulso
eléctrico en esta zona es mas lenta que en el tejido sano (29, 30). Con el tiempo, la afectacion
de la funcién cardiaca desencadena una insuficiencia cardiaca, que se define como la
incapacidad del corazén para bombear la cantidad de sangre necesaria para cubrir las

demandas de oxigeno y nutrientes del organismo.

1.1.3.3. El metabolismo cardiaco durante y tras el infarto

La oclusion de una arteria coronaria origina el cese brusco de la perfusion regional dejando
dicha zona sin aporte de oxigeno ni nutrientes e impidiendo el recambio de metabolitos
provenientes de la respiracion celular (31). A medida que las mitocondrias van consumiendo el
oxigeno disponible para generar ATP, se van produciendo condiciones anaerobias o isquémicas
con el consiguiente cambio en la via de obtencién de la energia. Asi pues, se produce el cese
del metabolismo de acidos grasos y comienza la glucdlisis anaerobia, que conlleva la
acumulacién de iones hidrégeno y la produccién de lactato, provocando acidosis tisular. La
pérdida de adenina (compuesto obtenido a través de la degradacién del ATP) conlleva una
alteracion celular grave y es una de las causas principales de muerte de cardiomiocitos tras la
isquemia (32). Funcionalmente estos cambios se acompafian de una rapida pérdida de
contractilidad de la regidén afectada y anormalidades eléctricas que pueden conducir a
arritmias graves. Si estos cambios no son revertidos a tiempo, se producirad finalmente la

necrosis del tejido hipdxico.

1.1.3.4. Diagndstico y tratamiento convencional del IAM

Para diagnosticar un IAM es importante integrar la historia clinica con el examen fisico del
paciente. Ademds de esto son esenciales las siguientes pruebas complementarias: el
electrocardiograma (ECG), los marcadores enzimaticos y la ecocardiografia. Los principales
signos clinicos que aparecen en un IAM son: dolor en el pecho que se puede irradiar o

proyectar al brazo izquierdo o zona izquierda del cuello, disnea (dificultad respiratoria),
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nauseas, vomitos, palpitaciones, sudor y ansiedad. No obstante, hay que sefialar que
aproximadamente una cuarta parte de los IAM son asintomdticos (33). El ECG consiste en un
examen no invasivo mediante el cual se obtiene en papel la actividad eléctrica del corazén. En
caso de infarto se podran observar cambios en el trazado; tipicamente se produce una
elevacién o depresion del segmento ST (34, 35). Ademas, es fundamental la toma de muestras
sanguineas para medir las enzimas relacionadas con el dafio miocardico. Se trata de proteinas
gue pasan a sangre desde el cardiomiocito a través de su membrana celular dafiada. En la
actualidad se utilizan la CK-MB (un subtipo de la enzima Creatinina Quinasa) y las Troponinas
cardiacas T e |, ya que son las mas especificas para el diagndstico de dafio miocardico (36, 37).
Por dltimo, la ecocardiografia nos dara una informacién muy valiosa sobre el estado del
parénquima miocardico y su funcién contractil (38). En referencia al tratamiento del IAM, las
modalidades terapéuticas actuales para el tratamiento del infarto agudo de miocardio son
limitadas y van desde el tratamiento médico en la fase aguda, hasta la aplicacién de
dispositivos de asistencia mecdnica al ventriculo izquierdo y el trasplante de corazén (39). Los
objetivos del tratamiento en la fase aguda del infarto son detener la progresion del infarto,
reducir las demandas al corazdn, controlar el dolor y evitar complicaciones. El tratamiento
convencional se basa en el uso de acido acetilsalicilico, oxigeno, analgésicos, nitroglicerina y B-
bloqueantes (40-42). El siguiente paso, tras estas medidas iniciales, es la reperfusion de la
arteria coronaria bloqueada, ya sea de manera farmacoldgica (trombolisis) o de forma
mecanica (angioplastia) o ambas (43, 44). El trasplante de corazdon es hoy en dia el Unico
método realmente eficaz para tratar la insuficiencia cardiaca producida como consecuencia de
un IAM. Sin embargo, este procedimiento estd limitado por la escasez de drganos y las
complicaciones que la necesaria terapia inmunosupresora crénica conlleva (45). Asi, el
desarrollar estrategias terapéuticas alternativas al trasplante constituye un importante reto y
cualquier método capaz de reparar o regenerar el miocardio dafiado o isquémico, contribuiria

de forma muy significativa al tratamiento de las enfermedades cardiovasculares.

1.1.4. Terapias avanzadas para el tratamiento del IAM mediante el uso de células
madre mesenquimales (MSC)

Recientemente se ha demostrado que el corazén no es un 6rgano post-mitdtico sino que es

capaz de auto-regenerarse, aunque de una manera muy limitada e insuficiente (46). Para

promover una mayor recuperacion es necesario un aporte externo, en el que ademds de

restaurar el flujo sanguineo para limitar el area afectada, se propicie la regeneracion del tejido

dafiado. Asi, viendo la limitada capacidad de regeneracion del corazoén, surgié la idea de las

llamadas terapias avanzadas, que han consistido en el uso de células madre autélogas para
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reparar y regenerar el miocardio dafiado. Sin embargo, en la mayoria de ocasiones, bajo esta
denominaciéon se han utilizado poblaciones heterogéneas poco enriquecidas en células
troncales adultas, como es el caso de las células de médula dsea mononucleadas y los
mioblastos esqueléticos autdlogos. Esto se debe a que los estudios clinicos han tratado de
utilizar poblaciones celulares poco manipuladas en el laboratorio, asumiendo que el bajo
porcentaje de células madre infundidas (alrededor del 3% de MSC en una muestra de médula

total) seria capaz de reparar el infarto (47).

1.1.4.1. Caracteristicas de las MSC

Las células madre mesenquimales (MSC), frecuentemente utilizadas en terapia celular, son
células multipotentes identificadas por primera vez por Friedenstein y colaboradores (48) y
aisladas del estroma de médula dsea por Pittenger y col. en 1999 (49). In vitro, son capaces de
diferenciarse a adipocitos, condrocitos y osteoblastos (50) y, tras el trasplante en Utero,
pueden anidar y diferenciarse a multiples tejidos (188). Su presencia en médula dsea recién
extraida es baja (0,01-0,0001%), pero pueden expandirse ex vivo facilmente debido a su
capacidad de adhesidn a superficies pldsticas. Las MSC se han aislado de sangre periférica
adulta, tejido adiposo, piel, pulpa dental, higado, membrana sinovial, musculo esquelético,
pulmén, sangre de cordén umbilical, liquido ammidtico y placenta y otros. Las MSC aisladas de
diferentes tejidos comparte los marcadores antigénicos CD13, CD29, CD31, CD44, CD54, CD63,
CD73, CD90, CD105, CD106, CD140b y CD166 y son negativas para los marcadores antigénicos
de células madre hematopoiéticas (CD34, CD45, CD14 y CD133) (51). Sin embargo, estudios
con microarrays muestran diferencias en la expresion genética y diferenciacién multilinaje
segln su procedencia. El interés de las MSC humanas en terapia celular cardiaca radica en su
relativa facilidad de obtencién a partir de diferentes tejidos como médula dsea o tejido
adiposo, en que el método para su aislamiento y expansién en medios de cultivo sea bastante
sencillo y en el hecho de que parecen ser células inmunoprivilegiadas debido a la ausencia o
bajos niveles de expresidon en su superficie de moléculas MHC clase la y MHC clase Il con
ausencia de respuesta de células T en entorno alogénico (52). Un trabajo realizado por nuestro
grupo de investigacion (53) compard la terapia celular realizada con dos tipos celulares
diferentes, las MSC derivadas de medula dsea frente a las células madre hematopoyéticas
aisladas de sangre de cordén umbilical, en base a la capacidad de inducir una mejora en la
funcién cardiaca luego de un IAM. En concreto, se observé que las MSC eran mas eficaces que
las hematopoyéticas porque reducian mas el area del infarto y prevenian en cierto grado el

remodelado ventricular.
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1.1.4.2. Mecanismos terapéuticos inducidos por las MSC: Hipétesis Paracrina

Aun no son claros los mecanismos involucrados en la regeneraciéon del tejido cardiaco
producido por la terapia con células madre. Una de las hipdtesis mds influyentes, denominada,
hipétesis paracrina, establece que, las células, en nuestro caso MSC inyectadas de manera
intramiocdrdica luego de un IAM provocado por ligacién de una coronaria, secretan de manera
paracrina una serie de factores incluyendo, factores de crecimiento, citoquinas, interleuquinas
etc., que en su conjunto producen las mejoras observadas (Figura 4).

Hay fuertes evidencias de estudios en los que, los medios condicionados provenientes de
células madre adultas son agregados a cultivos de cardiomiocitos; en estos experimentos se
observa que los medios condicionados protegen los cultivos ante condiciones de estrés (54).
Entre los factores de crecimiento, interleuquinas y citoquinas liberadas por MSC se encuentran
la angiogenina, la angiopoyetina 1, la endotelina 1, la interleukinal, la interleukina 6, la
interleukina 11, la metaloproteinsa de matriz 1, la metaloproteinsa de matriz 2,
metaloproteinsa de matriz 9, el factor de crecimiento placentario, la pleiotrofina, y el factor de

crecimiento vascular endotelial, entre otros.
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Figura 4 - Mecanismos paracrinos en la terapia celular cardiaca. Adaptado de Gnecchi, M et al (2)

Todo esto apunta a que las MSC tienen una gran capacidad de influir en otros tipos celulares a
través del intercambio de sustancias, por lo que probablemente los mecanismos de
comunicacion celular ejercidos por estas células sean claves para comprender su efecto

terapéutico.

Doctorado en Biotecnologia



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VVALENCIA

1.1.5. Los miRNA en la enfermedad cardiaca: caracteristicas generales de los miRNA
Un miRNA (o mir) es un RNA monocatenario, de una longitud de entre 21 y 25 nucledtidos, y
que tiene la capacidad de regular la expresidn de otros genes mediante diversos procesos (55).
La funcién de los miRNA esta relacionada con la regulacidn de la expresiéon génica. De esta
forma un miRNA es complementario a una parte de uno o mas RNA mensajeros (MRNA). Los
miRNA de animales suelen mostrar complementariedad imperfecta con la regién 3' UTR, y
generalmente inhiben la traduccién del mRNA diana, mientras que los de plantas suelen
mostrar complementariedad perfecta con regiones codificantes e inducen el corte y la

posterior degradacion del mRNA diana (Figura-5).
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Figura 5 - Biogénesis y mecanismo de accion de los miRNA. Los miRNA enddgenos son
sintetizados a partir del DNA y procesados en el nucleo por la enzima Drosha para luego ser
exportados del nucleo y captados por Dicer, quien termina la maduracion de los miRNA junto al
complejo  RISC  para mediar el silenciamiento de genes. Adaptado de

http://www.retrovirology.com

Los miRNA se transcriben a partir de diferentes localizaciones gendmicas como largos
transcritos primarios (pri-miRNA) por la RNA-polimerasa Il (56).Los miRNA pueden encontrarse

en muchos tipos de loci en el genoma:

e La transcripcion de los miRNA puede estar regulada independientemente por
promotores especificos, como ocurre con miR-1-1 y miR-133a-2, que estan regulados

por los factores de transcripcion SRF (Serum Response Factor) y MyoD.
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e La mayoria de los precursores de miRNA presentes en intrones tienen la misma
orientacién que el gen en el que se alojan y son inicialmente transcritos como parte de
su RNA precursor. Por ejemplo, miR-208, que se expresa especificamente en el corazén
de humano y ratdn, reside en el intrén 28 de la cadena pesada de la a-miosina cardiaca.
Los pri-miRNA intrénicos pueden producirse por corte del intréon por la endonucleasa
Drosha, después de que se haya producido el proceso de splicing.

e Con pocas excepciones, los miRNA que estan integrados o se superponen con exones de
transcritos conocidos, estan siempre en la misma orientacién, y la mayoria se
encuentran en las regiones no-codificantes UTRs 5’ o 3’ (por ejemplo, miR-198 en

follistatin-like 1).

Aproximadamente el 50% de los miRNA estan en grupos de miRNA que inicialmente se
encuentran codificados como un transcrito policistrénico (que incluye varios genes), el cual
posteriormente se fragmenta en multiples miRNA. En la mayoria de los casos, los miRNA
policistronicos comparten el mismo patrdon de expresidon. Sin embargo, los niveles relativos de
los miRNA dentro del grupo parecen estar regulados de una manera dependiente del
desarrollo y la homeostasis, lo que sugiere una complejidad aun no definida en la regulaciéon
de la expresidon génica. Los miRNA inducen la degradacidon de los mRNA diana mediante la
eliminaciéon de la caperuza (en el extremo 5') y de la cola de poliadeninas (poly-A, en el
extremo 3') (57). Finalmente, los miRNA podrian también silenciar sus mRNA dianas
secuestrandolos en sitios citoplasmicos discretos, los cuerpos de procesamiento de mRNA o P-
bodies, que carecen de maquinaria de traducciéon. Sin embargo, a pesar de las discrepancias
existentes entre los diferentes mecanismos propuestos, los apoyos experimentales para cada

mecanismo son variados.

1.1.5.1. Los miRNA en la patologia cardiaca

Un trabajo reciente de M. Small y E. N. Olson (58) hace una excelente recopilacion del papel
que ejercen los miRNA en la enfermedad cardiaca. Se ha observado que en la enfermedad
cardiovascular hay una reexpresion de genes que normalmente se expresan en estadios
tempranos del desarrollo del corazén asi también como patrones definidos de expresion de
miRNA (59). La importancia individual de los miRNA en la enfermedad cardiaca ha sido
demostrada mediante la delecién de genes en ratones sometidos a diferentes tipos de dafio
cardiaco. De esta manera, al dia de hoy sabemos que, por ejemplo, el miR-1, el miR-133 y el

miR-208 estan involucrados en diversos tipos de arritmias (60, 61). Mientras que los miR-21y
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miR-29 estan asociados a fibrosis (62) y los miR-208 y miR-133 se encuentran relacionados con

el remodelado ventricular (63) (Figura 6).
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Figura 6 - miRNA en la enfermedad cardiaca. El esquema muestra un corazén normal y un corazén

hipertréfico asi como los miRNA asociados a ambos estados fisiopatoldgicos. La expresién de miRNA
seleccionados se muestra junto con sus funciones correspondientes. Los miR-1 y miR-133 estan
involucrados en el desarrollo de un corazén normal regulando procesos como proliferacion,
diferenciacion y conduccion cardiaca. Por ejemplo, la proliferacion es promovida por reguladores del
ciclo celular, pero los miR-1 y miR-133 bloquean estos reguladores. Tras un proceso isquémico
(derecha), varios miRNA contribuyen al remodelado patoldgico y la progresion hacia el fallo cardiaco.
miR-29 y miR-21 bloquean y promueven la fibrosis cardiaca, respectivamente. El miR-208 controla el
cambio de las isoformas de la miosina, la hipertrofia cardiaca y la fibrosis. EIl miR-23a promueve la
hipertrofia cardiaca inhibiendo la protedlisis mediada por ubiquitinas, que en si misma inhibe Ila
hipertrofia. La hipoxia produce la expresion del miR-320 y del miR-199, quienes promueven y bloquen
la apoptosis, respectivamente. ECM: matriz extracelular; LV: ventriculo izquierdo; MHC: cadena
pesada de la miosina; RV: ventriculo derecho.

1.1.5.2. Los miRNA y la regeneracidn cardiaca

Varios trabajos actuales discuten la relevancia de los miRNA y su potencial a la hora de
utilizarlos con fines terapéuticos en la regeneracion cardiaca (64, 65). Por ejemplo, los
miembros de la familia del miRNA-15 son sobreexpresados a partir del dia 1 en corazones de

ratones neonatales, coincidiendo con la perdida de potencial de los cardiomiocitos para
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dividirse. Se ha visto que la inhibicidn de esos miRNA en corazones de ratones adultos puede
inducir la entrada en mitosis de los CM y confiere beneficios terapéuticos para el tratamiento
del IAM (66). Por otra parte, el miRNA-199 y el miRNA-590 promueven la proliferacién de los
CM y su sobreexpresidn se ha relacionado con la induccién de la regeneracién cardiaca (67,

68).

1.2. Mecanismos de comunicacion celular

El registro fosil sugiere que hace 3,5 millones de afios ya existian organismos parecidos a las

bacterias actuales, pero al parecer restaban

otros 2,5 millones de afos para que apareciera .0 e |
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los procesos de comunicacion y sefializacion celular. A grandes rasgos esta red incluye
moléculas sefial, receptores de superficie celular o receptores intracelulares, proteinas de
sefializacion intracelular y proteinas diana (blanco). De esta manera, las células de un
organismo pluricelular interpretan su entorno respondiendo a una gran cantidad de estimulos
quimicos que llegan desde el exterior (Figura 7). Estos estimulos en forma de moléculas sefial,
activan receptores especificos en la superficie celular (o receptores citoplasmaticos) que

pueden dar paso a la generacion de segundos mensajeros logrando asi una amplificacion de la
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sefial recibida. Dependiendo del estimulo externo se activan diferentes vias de sefializacién
celular que tendran como objetivo final producir una respuesta bioldgica determinada. La
habilidad de las células para percibir sefiales y responder correctamente hacia su entorno es la
base del desarrollo, la reparacién de los tejidos, de la inmunidad y del mantenimiento de la

homeostasis en los tejidos (71).

Una célula puede producir moléculas sefial para comunicarse con sus vecinas o con células
lejanas, o incluso ajenas al propio organismo. De esta manera las moléculas sefial pueden

actuar a corta o larga distancia distinguiéndose asi cuatro formas principales de comunicacion

(Figura 8).
(A) DEPENDIENTE DE CONTACTO (B) PARACRINA
Célula Célula i
- . Célula |
sefalizadora diana |

sefializadora
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|
}
(C) SINAPTICA (D) ENDOCRINA
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‘\— SoL
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Célula
diana

Soma Neurotransmisor
celular

Circulacion
sanguinea

Célula diana

Figura 8 - Mecanismos de comunicacion intercelular. Adaptado de Biologia Molecular
de La Célula. Alberts 4% Ed.

Cuando una molécula senal permanece unida a la superficie de la célula sefializadora y solo
influye las células que entran en contacto, se denomina sefializacién dependiente de contacto
(Figura 8, A). Este tipo de comunicacidon es muy frecuente durante el desarrollo embrionario y
en células del sistema inmune. Por otro lado, cuando las moléculas sefial son secretadas,
pueden actuar a corta distancia (inclusive si actia sobre la misma célula se denomina
sefializacion autdcrina) alcanzando células vecinas a través de los espacios intercelulares
dando lugar a un tipo de sefializacidn paracrina (Figura 8, B). En organismos complejos y de

gran tamafo, la sefializacién paracrina no es suficiente para coordinar los mecanismos
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bioldgicos de manera global. Por eso han surgido mecanismos de comunicacién que regulan la
actividad de las células a grandes distancias. Si la molécula sefial es una hormona secretada al
torrente sanguineo con el objetivo de actuar en células diana situadas a larga distancia, el

proceso se conoce como sefializacidon enddcrina (Figura 8, D).

Otro mecanismo de comunicacién a larga distancia, es la sefalizacién sinaptica (Figura 8, C),
mas rapida y precisa que la sefializacion endocrina. Las células nerviosas (neuronas) estan
disefadas para transmitir informacién de manera rapida y a largas distancias. Las neuronas
emiten prolongaciones (axones) que entran en contacto con célula diana alejadas. Cuando una
neurona se activa por una sefial del ambiente o por sefales de otras células, envia impulsos
eléctricos (potenciales de accién) a lo largo de su axdn; cuando este impulso llega al final del
axén desencadena la secrecion de moléculas sefal (neutransmisores). El neutransmisor se
libera en un tipo de unidn celular especifica llamada uniones sindpticas, permitiendo que la

sefal pase de una neurona a una célula diana.

Para integrar las funciones bioldgicas de un organismo complejo, las células requieren una
gran diversidad de moléculas que actian como moléculas senal. Estas van desde gases como
oxido nitrico (NO) y el gas sulfhidrico (H,S) hasta moléculas mds grandes como el cortisol, la
testosterona o la tiroxina, que difunden por las membranas para unirse a receptores

intracelulares.

Las moléculas sefial hidrofilicas (incluyendo los neutransmisores, las hormonas proteinas y los
factores de crecimiento) que no atraviesan la membrana plasmatica, actian a través de la
unién a receptores especificos de membrana. Se conocen tres tipos de proteinas receptoras de
superficie celular: las asociadas a canales iénicos, las asociadas a proteinas G y las asociadas a
enzimas (Figura 9). Estos receptores de superficie actian como transductores transformando
un evento extracelular en una cascada de sefializacion intracelular. Los receptores asociados a
canales idnicos participan principalmente en la sefializacion sinaptica. Los receptores asociados
a proteinas G actuan regulando la actividad de una proteina ligada a la membrana plasmatica
(enzima o canal idénico) separada del receptor. La activacidon del receptor por la unién del
ligando, produce la interaccién del recetor con la proteina diana, esta interaccién esta mediada
por una proteina trimérica de unién a GTP (proteina G). Frecuentemente la activacion de la
proteina diana genera una alteracidon en la concentracion de una molécula intracelular que

actua como segundo mensajero (comunmente cAMP).

Doctorado en Biotecnologia



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VVALENCIA

Por  ultimo, los
recepto res (A) RECEPTOR RELACIONADO CON CANALES IONICOS
o.";:> iones

asociados a enzimas

<= - ligando

actlan directamente

como enzimas O

estan asociados a

enzimas, ellos (B) RECEPTOR RELACIONADO CON PROTEINAS G

'/ ligando

mismos son

proteinas quinasas o

estan asociados a

proteina G prqteina G ) : N
{ H enzima o activada enzima 'alcu.vada
proteinas quinasas canal iénico o canal idnico
que fosforilan
. (C) RECEPTOR RELACIONADO CON ENZIMAS
conju ntos

'/ ligando

determinados de

+ﬂ

proteinas. ‘
dominio dominio
catalitico catalitico
Otro tlpO de inactivo activo
mecanismo de Figura 9 - Receptores de superficie celular. Adaptado de Biologia
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comunicacién entre

celulas vecinas son las uniones de tipo gap. Son estrechos canales que se forman entre las
membranas plasmaticas de células adyacentes poniendo en contacto los citoplasmas de ambas
células. Estos canales permiten el paso de pequefias moléculas sefial como el i6n Ca++ y el
AMP ciclico (cAMP). Las células de un embriéon ensamblan y desensamblan uniones gap con
patrones muy determinados, lo que sugiere que este tipo de uniones juega un papel

importante en las sefales que gobiernan el desarrollo.

Una vez iniciado el proceso de sefializacidn, este ha de propagarse de manera ordenada por la
célula. Dos procesos principales son los encargados de hacer avanzar un mecanismo de
sefializacion (Figura 10). Uno de ellos es la fosforilacion de proteinas diana, que se organiza en
cascadas de fosforilacién: una proteina quinasa, activada a través de la adicién de grupos
fosfato, fosforila a su vez de manera especifica la proteina quinasa siguiente acoplada a ella
trasmitiendo la sefial hacia delante. La otra clase principal de mecanismo son las proteinas de
unién a GTP que alternan su estado activo, cuando estan unidas a GTP, con el estado inactivo,

cuando se unen a GDP.
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Figura 10 - Mecanismos de sefializacidon intracelular. Adaptado de Biologia Molecular de La
Célula. Alberts 42 Ed.

1.2.1. Vias de seiializacion

Las células interpretan su entorno activando determinadas vias de sefalizacidn. La mayoria de
las vias de sefializacion estan interrelacionadas, lo que hace muy dificil su interpretacion.
Dependiendo del tipo de sefal y del contexto bioldgico, los cientificos han realizado
agrupaciones de cascadas de sefializacion para facilitar su estudio. De esta manera, al dia de
hoy se sabe que las vias de sefializacion de ERK y AKT estan directamente relacionadas con el
metabolismo y la supervivencia celular (72). La via de Wnt controla procesos como el tamaiio
celular, la proliferacién y la migracion. La via de Notch controla las etapas de diferenciacién en

el desarrollo embrionario (73).

Con el fin de interpretar mecanismos de comunicacidén celular en un contexto metabdlico, en
el presente trabajo se estudio la activacidn de las vias AKT y ERK. Las células obtienen energia
oxidando sustratos metabdlicos como la glucosa. Para incorporar glucosa, la célula debe ser
capaz de responder a sefiales desencadenadas por la insulina. La via de AKT se ha relacionado
directamente con la captacidon de glucosa. La fosforilacién de AKT es requerida para la
translocacion del transportador de glucosa GLUT4 desde el citoplasma hacia la membrana en
respuesta a la insulina. También se ha descripto que la ruta de ERK esta relacionada con la

sensibilidad a la insulina y el control del metabolismo de la glucosa (74).
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1.2.2. Mecanismos de la ruta de secrecion celular

La secrecién de moléculas sefial es un paso fundamental en la sefalizacién intercelular. Las

células poseen un complejo sistema de trafico vesicular que se encarga de organizar el

transporte de proteinas y moléculas solubles a través del citoplasma. En este sistema de

control de trafico vesicular convergen y funcionan simultaneamente la via endocitica, la via de

trafico intracelular y la via de
exocitosis (75). El reticulo
endoplasmatico y el aparato de Golgi
son las organelas responsables de
dirigir el trafico vesicular
citoplasmatico (Figura 11). Se puede
distinguir una via biosintética en Ia
gue se sintetizan proteinas en el
reticulo endoplasmico, se modifican a
su paso por el aparato de Golgi y se
transportan del aparato de Golgi a
varios destinos, como la membrana
plasmatica o un lisosoma. Esta ruta se
conoce como la via secretora, ya que
muchas de las proteinas sintetizadas
en el reticulo endoplasmico, asi como
los polisacaridos complejos
producidos en el aparato de Golgi, se
secretan de la célula (76). Para
asegurar el correcto desplazamiento
de las  vesiculas  entre los
compartimientos membranosos, estas
llevan combinaciones de proteinas

especificas en su superficie (llamada

— Exocitosis—— (Endocitosi

% ~
, Vesicula
=, fo) secretora Q—ES%%S%H}?)
) Via b O
secretora @

Via
endocitica ¥

constitutiva I

..\‘ %)E"?a‘?ﬁ?é" i@ el Lisosoma

Granulo

secretor \ \ ,

Via o

secretora \ @2
N
©
1

regulada

! 1 Aparato de Golgi
S2o} L] Red trans
o de Golgi
\- J Cisterna
trans
e )| Cisterna
medial
Cisterna
cis
.

Reticulo_
endoplasmico
rugoso

Figura 11 - Ruta biosintética/secretora y

endocitica. Adaptado de Biologia Celular y
Molecular. Karp 3%Ed.

cubierta proteica) que son reconocidas por proteinas receptoras en la estructura diana. Al

llegar a destino, la vesicula se fusiona de manera especifica con la membrana del

compartimento receptor volcando su contenido. Las cubiertas de proteina tienen por lo menos

dos funciones distintas: a) actuar como dispositivo mecanico que hace que la membrana se

curve y forme una vesicula desprendible y b) proporcionar un mecanismo para seleccionar los
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componentes que transporta la vesicula. Los componentes seleccionados incluyen proteinas
secretoras, moléculas solubles, proteinas lisosémicas y proteinas de membrana que deben
transportarse y la estructura necesaria para dirigir y conectar la vesicula con la membrana

receptora correcta.

Las cubiertas proteicas mas abundantes y por ende mas estudiadas son las formadas por la
proteina COP-Il, la COP-Il o la clatrina (76). Al dia de hoy, no se comprenden por completo los
mecanismos responsables del direccionamiento de una determinada vesicula hacia un tipo de
compartimento en especial. Sin embargo se conoce la funcidn de algunas de las proteinas
implicadas en dicho proceso. Las proteinas Rab, son pequeias proteinas con actividad GTPasa,

y estan implicadas en el transporte y acoplamiento especifico temprano entre una vesicula y

su diana (77).
Distintas proteinas

Rab se vinculan con

diferentes

compartimientos de

membrana. Esta
localizacién

preferencial da a

cada
compartimiento
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. . . Figura 12 - Funcionamiento de Rabs GTPasas en el trafico vesicular. El
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esquema muestra el proceso de formacion, trafico y fusion en destino

Alternando entre su de una vesicula de trafico intercelular Tomado de Stenmark, H et al

estado de unién a (1)

GTP o GDP las Rabs de una vesicuia en transito, experimentan cambios conformacionaies que
les permiten interactuar de manera especifica con proteinas diana unidas a otras estructuras
(Figura 12). Son mas de 60 los genes Rabs encontrados en seres humanos. La figura 13 resume

las actividades de transporte descubiertas para algunos Rabs (1).
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Figura 13 - Localizacién y funcion de Rabs GTPasas. El esquema muestra la funcién de
Rabs en procesos concretos, por ejemplo, Rab27 esta relacionada con la secrecion de
vesiculas desde la red del trans-golgi hacia el exterior celular. Rab8, Rab10 y Rab14
estan involucradas en el trafico de las vesiculas de GLUT4 Tomado de Stenmark, H et al

(1)

Las proteinas clave que participan en la fusidon especifica entre la vesicula en transito y el

compartimento diana se conocen como SNARE (78). Estas constituyen una familia de mas de

35 proteinas de membrana cuyos miembros se localizan en compartimientos subcelulares

especificos. Poseen un segmento en su dominio citosdlico llamado motivo SNARE que consiste

en 60 a 70 aminodcidos capaces de formar un complejo con otro motivo SNARE. Las SNARE

pueden dividirse en dos categorias, SNARE-v, que se incorporan en las membranas de

vesiculas de transporte durante el desprendimiento, y SNARE-t, que se localizan en las

membranas de los compartimientos diana. De esta manera, cuando una vesicula llega a
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destino se produce un reconocimiento especifico entre las proteinas v y t-SNARE que permite

la fusidn de la vesicula (Figura 12).

1.2.3. Via de endocitosis

La via de secrecién de moléculas sefial esta intimamente relacionada con la via de endocitosis.
Al igual que con la via secretora, el conocimiento actual del funcionamiento de via endocitica
no es del todo completo. La endocitosis es un proceso por el cual la célula interioriza los
receptores de la superficie celular y los ligandos extracelulares unidos a ellos (79). La
endocitosis puede dividirse en dos categorias: la endocitosis por volumen y la endocitosis
mediada por receptor. La endocitosis por volumen (también conocida como pinocitosis) es la
captacién inespecifica de liquidos extracelulares. La endocitosis mediada por receptor se
refiere a la captacién de macromoléculas extracelulares especificas (ligandos) después de su

union con receptores en la superficie externa de la membrana plasmatica (Figura 14).
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Figura 14 - Via de endocitosis. Tomado de Mukhopadhyay, D (187)

En la endocitosis mediada por receptor una vez unido el ligando se produce la invaginacién de
la membrana plasmatica y la formacién de la vesicula que contiene el receptor con el ligando,
denominada endosoma. Hay doy clases diferentes de endosomas, los endosomas tempranos,
casi siempre localizados cerca de la region periférica de la célula, y los endosomas tardios, que

por lo general se hallan mas cerca del nucleo. Los endosomas tardios pueden contener
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cantidades considerables de membrana interna que surge de las invaginaciones de la
membrana limitante formando lo que se denominan vesiculas intraluminales (ILVs). El
conjunto de endosoma tardio con sus ILVs es denominado cuerpo multivesicular (MVB) (80).
Las vesiculas internas de los endosomas tardios, frecuentemente denominados MBVs, a
menudo contienen proteinas de la membrana plasmatica que van en camino a ser destruidas o
recicladas. Se conoce un importante conjunto de proteinas llamadas ESCRT (endosomal sorting
complexes required for transport), que juegan un papel fundamental tanto en la formacion del
MVB, como en la seleccion de los destinos de las proteinas que lo componen (81).
Recapitulando, los receptores que se captan por endocitosis se transportan en vesiculas a un
endosoma temprano, el cual también sirve como estacidn clasificadora que dirige los distintos
tipos de receptores y ligandos por vias diferentes. Por un lado, receptores encargados de
aportar nutrientes a la células (recetor de transferrina o receptor de LDL), normalmente se
separan de sus ligandos en un ambiente endosdmico acido y luego se concentran en
compartimientos tubulares especializados del endosoma temprano, que representan centros
de reciclaje que los devuelven a la membrana plasmatica. En cambio, los ligandos liberados se
concentran en un compartimiento de clasificaciéon antes de enviarse hacia un endosoma tardio
y al final a un lisosoma, donde ocurre el procesamiento final. Por otro lado los receptores de
sefializacion (por ejemplo los receptores de factores de crecimiento), suelen adquirir marcas
de ubiquina en el proceso de internalizacidon que logran la no recircularizacién a la membrana,

siendo enviados al MVB, para su procesamiento por el ESCRT y posible degradacién lisosomal.

1.3. El trafico intracelular de los transportadores de glucosa (GLUTS)

La glucosa en una fuente de energia fundamental para las células eucariotas. El transportador
de glucosa GLUT4, es uno de los 14 miembros que constituyen la familia de transportadores de
hexosas transmembrana. La funcién de los GLUTs es transportar hexosas desde el exterior al
interior celular. De esta manera, GLUT4 es un transportador predominante en células
musculares y adipocitos, capaz de captar la glucosa extracelular y mediante un cambio
conformacional lograr que la glucosa ingrese a la célula (82).

En condiciones de reposo el 95% de GLUT4 se encuentra distribuido entre endosomas de la red
del trans-golgi (TGN) y estructuras tubovesiculares correspondientes a la via de clasificacion
endosomal y también se lo identifica en vesiculas de almacenamiento de aproximadamente 50
nm especiales para GLUT4 (GSVs) (83). Solo el 5% restante es encontrado en la membrana

plasmatica (84, 85). El ejercicio o la presencia de insulina logran que GLUT4 se transloque
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desde el citoplasma hacia la membrana plasmatica en donde realiza el transporte de glucosa.
Han pasado 26 afos desde el descubrimiento de que la insulina estimula la incorporacién de
glucosa a la célula alterando el trafico de GLUT4 y aunque desde entonces se han identificados
muchos de los actores responsables de la movilizacion de los GLUTs, al dia de hoy no se
comprende de manera completa el mecanismo de accidn (86).

La movilizacién de GLUT4 hacia la membrana en respuesta a insulina requiere un
reconocimiento especifico del trafico, es decir, qué conjunto de vesiculas se deben de
movilizar y hacia dénde. Las mayores responsables de lograr este objetivo son, como se explicd

en la seccion 1.2, las proteinas Rabs y la proteina SNARE VAMP2 (86) (Figura 15).
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Figura 15 - Trafico Vesicular de GLUT4. A) GLUT4 esta en constante movimiento entre la membrana
plasmatica y compartimentos membranosos intracelulares. Tras su internalizacion, el GLUT4 puede
tomar diferentes vias para retornar a la membrana plasmatica. Puede realizar un reciclamiento
rapido (Fast recycling) o puede ser empaquetado en GSVs que se fusionaran con la red del trans-golgi
(TGN) y/o con vesiculas de reciclamiento endosomal (recycling endosomes). De esta manera el GLUT4
es retenido en un trafico intracelular y solo se translocara a la membrana plasmatica desde las GSVs y
los endosomas de reciclaje en respuesta a la insulina. Para lograr la exocitosis de GLUT4 via insulina
se requiere la intervencién de las proteinas RAB4, RAB5, RAB11, RAB31, ARF6 y RALA. B) Modelo de
formacién de GSVs. Las proteinas presentes en las GSVs, como la aminopeptidasa regulada por
insulina (IRAP), la sortilina, y la proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LRP1), interactUan unas con otras a través de sus dominios luminales para formar
complejos oligoméricos de proteinas en los compartimentos donde se formaran las GSVs. La GTPasa
ARF6 dirige la formacion de vesiculas en estos compartimentos mediante el reclutamiento de
proteinas adaptadoras (AP2) que interacttian con la clatrina y las proteinas residentes de las GSVs. Se
cree que la presencia de insulina provoca la formacion y movilizacién de las GSVs mediante la
activacion de RAB10, RAB8 y RAB14, a la vez que inactiva RAB31, el cual posiblemente esté implicado
en el mantenimiento de las GSVs en la TGN. Tomado de Leto D & Saltiel AR (86).
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1.4. Los exosomas como mecanismos de comunicacion intercelular

Las vesiculas celulares (VC), también llamadas exosomas, microvesiculas (MVs), cuerpos
apoptdticos, microparticulas o vesiculas, son particulas esféricas de entre 30-1000 nm de
didmetro, liberadas desde la membrana plasmdtica de la mayoria de los tipos celulares (87).
Se ha visto que las VC participan en la comunicacién celular transportando informacién entre
las células en forma de mRNA, miRNA y de proteinas (88). De esta manera, una célula dadora
produce las VC y otra célula receptora es capaz de incorporarlas e interpretar la informacién
que hay en su interior. La informacion en forma de acidos nucleicos y proteinas contenida en
estas vesiculas puede desencadenar procesos como la proliferacién, diferenciacidn, de-
diferenciacidn, migraciéon o apoptosis en las células receptoras. Las VC estan implicadas en
procesos como la supresién inmune de tumores, la metdstasis y la angiogénesis (89, 90). Por
esto Ultimo, actualmente se estudia la funcién de las VC en la reparacion de tejidos (91). Al ser
un tema relativamente reciente, es necesario estandarizar la nomenclatura con la cual se hace
referencia a los diferentes tipos de vesiculas liberadas. Un articulo reciente de Maria
Mittelbrun y Francisco Sanchez-Madrid (92) realiza una clasificacion muy conveniente de los
diferentes tipos de vesiculas liberadas, a la vez que recopila informacién sobre los mecanismos

de formacion de estas vesiculas (Figura 16).

En base a su origen y tamafio las vesiculas extracelulares pueden ser clasificadas en tres grupos
diferentes: exosomas, ectosomas (microvesiculas) y cuerpos Apoptéticos (CA). Los exosomas
son vesiculas de origen endosomal y tienen un didmetro aproximado de entre 30-100 nm.
Primero se forman como vesiculas intraluminales (ILVs), en el interior un endosoma tardio,
también conocido como cuerpo multivesicular (MVBs) (93). Los MVBs liberan los exosomas al
medio extracelular mediante fusion con la membrana plasmatica en un proceso en el que
intervienen proteinas como RAB11, RAB27 y RAB35 (94). Los exosomas tienen una
composicion proteica de superficie que es caracteristica (Figura 16, B). De esta manera se
utilizan las tetraspaninas CD81, CD9 y CD63 como marcadores especificos de exosomas. Por
otro lado se encuentra la liberacidn de microvesiculas (ectosomas en la figura 16). Su tamafio
aproximado varia entre 100-1000 nm y proceden directamente de evaginaciones de la
membrana plasmatica (95). Estas microvesiculas surgen de regiones de la membrana

plasmatica ricas en fosfatidilserina.
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Figura 16 - Transferencia de material genético a través de VC. A) Las VC son generadas al menos
a través de tres mecanismos. Aa) Fusién de MVBs con la membrana plasmatica y la liberacién de
sus ILVs como exosomas. La esfingomielinasa neutral 2 (nSMase2) es esencial para la formacion
de ILVs en endosomas tardios. Las proteinas RAB tienen un papel importante en la secrecién de
los exosomas. Ab) Ectosomas (también llamadas microvesiculas). Ac) Descomposicidn se células
gque mueren en cuerpos apoptéticos (AB). Todos estos tipos de vesiculas contienen mRNA, miRNA
y DNA funcionales que pueden ser incorporados por la célula receptora mediante mecanismos
como fusidn, fagocitosis y endocitosis. B) Todos los exosomas contienen proteinas involucradas
en fusién y transporte de membranas (RABs y anexinas), proteinas de citoesqueleto,
tetraspaninas y miRNA. Tomado de Mittelbrun, M (92).

Por ultimo se encuentran los CA los cuales poseen un mayor tamafo que las microvesiculas y
son liberados por células que entran en apoptosis. Se caracterizan por externalizar
fosfatidilserina y contener fragmentos de DNA. Es interesante destacar que de entre los
mecanismos bioldgicos en lo que se han identificado un papel funcional para los exosomas, se
encuentra el trafico de proteinas entre células, por ejemplo componentes de la via de Notch y
Wnt son secretados en exosomas (96-98). También antigenos cancerigenos presentes en los
exosomas son reconocidos por células T para desencadenar la correspondiente respuesta

antitumoral (99).
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2. Hipotesisy

Objetivos
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Hipotesis y objetivos

La anatomia cardiaca a nivel de ultraestructura miocdrdica sugiere una constante
comunicacién por proximidad entre cardiomiocitos y células endoteliales. Muchos trabajos
han demostrado que las células endoteliales alteran la funcién cardiaca. También se ha visto
que los cardiomiocitos son capaces de alterar la funcidn endotelial. Sin embargo no esta claro
como estos mecanismos se regulan en condiciones de estrés agudo donde es necesario el
control del transporte de nutrientes desde el endotelio hacia los CM. Los exosomas actua
como mecanismo de comunicacidn intercelular, por lo que pueden ser buenos candidatos para
mediar la comunicacidn cardiomiocito-endotelio a corta distancia, generando un control local
del transporte de nutrientes, que acoplado a los mecanismos de control remoto tradicionales,

regularian de manera eficiente la seleccidon de combustibles metabdlicos en el corazoén.

En el presente trabajo se estudidé la comunicacion mediada por exosomas entre CM vy células
endoteliales durante el cambio en la disponibilidad de glucosa de los CM. Los obijetivos

particulares fueron:

1- Estudiar como la disponibilidad de glucosa alteraba la secrecion de exosomas de

cultivos neonatales de CM de rata.

2- Estudiar si los exosomas derivados de CM de rata eran capaces de ser captados por

células endoteliales murinas.

3- Estudiar el contenido de miRNA y proteinas en los exosomas derivados de CM de rata

durante diferentes condiciones de disponibilidad de glucosa.

4- Estudiar en un contexto metabdlico la transferencia de proteinas mediada por
exosomas desde cardiomiocitos hacia células endoteliales y analizar las consecuencias

en el endotelio en modelos de comunicacion celular murino in vitro.

Por otra parte, las células mesenquimales constituyen una importante alternativa para el
tratamiento del infarto de miocardio. Sin embargo, los escasos estudios clinicos realizados con
este tipo de células muestran que es necesario potenciar su efecto terapéutico, bien mediante
el tratamiento con farmacos o sobre-expresion de genes. Entendemos que las MSC y las MSC-

HIF podrian estar ejerciendo su papel terapéutico, al menos en parte y siendo consistentes con
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la hipdtesis paracrina, a través de la liberacién de VC. Para esto, en primer lugar las MSC y las
MSC-HIF tendrian que ser capaces de responder a condiciones externas utilizando las VC como
mecanismo de comunicacidon. Con esta premisa, nos planteamos la hipétesis de que las VC
secretadas por las MSC tuvieran un papel en el potencial terapéutico de dichas células
mediado a través de un efecto paracrino. Para demostrar dicha hipétesis nos planteamos los

siguientes objetivos:

1- Cultivar las MSC nativas o sobreexpresando el factor inducible por hipoxia 1a
(HIF-1a) (MSC-HIF) mediante modificacion genética en condiciones de

normoxia y de hipoxia.

2- Aislar las VC secretadas por dichas células en las distintas condiciones

experimentales.

3- Identificar el material genético, en concreto los miRNA de las VC aisladas de

MSC y MSC-HIF cultivadas en hipoxia y en normoxia.

4- Inyectar las VC aisladas de MSC y MSC-HIF en la zona borde del infarto de ratas

sometidas a infarto experimental.

5- Evaluar el efecto terapéutico de las VC de MSC y MSC-HIF mediante la medida

de la funcidn cardiaca antes y después de la terapia mediante ecocardiografia.
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Materiales y métodos

3.1. Animales

El manejo de los animales se realizd segln los requisitos estipulados por el Real Decreto
223/1988 sobre proteccién de los animales utilizados para experimentacién y otros fines
cientificos, y atendiendo a todas las normas y recomendaciones del Comité de Etica y de
Bienestar Animal (CEBA) del Instituto de Investigacion sanitaria La Fe y del Centro de

Investigacion Principe Felipe.

En este trabajo se utilizaron ratas Wistar y ratones C57BI6 (Charles River Laboratories inc.
Willmington, MA, USA) como criadoras para el mantenimiento de colonias y la obtencion de
crias con las que se llevd a cabo el aislamiento y cultivo de cardiomiocitos y células
endoteliales. Para algunos experimentos se utilizaron ratones transgénicos RFP (Tg(ACTB-
DsRed*MTS)1Nagy/J) (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA), como criadoras para el
mantenimiento de colonias y la obtencién de crias con las que se llevd a cabo el aislamiento y
cultivo de células endoteliales. Estos ratones poseen el gen de la proteina roja fluorescente
(RFP-DsRed) bajo el control del promotor de la actina beta. Dicha proteina posee un pico
maximo de absorcidon/emisién a 557 nm y 592 nm, respectivamente, que al ser excitada con

una longitud de onda de aprox. 557 nm emite en la franja del rojo.

3.2. Cultivos Celulares

En el presente trabajo se estudiaron principalmente dos tipos celulares; cardiomiocitos
ventriculares y células endoteliales. También se realizaron experimentos con células madre
mesenquimales de medula dsea humana (en adelante MSC) modificadas o no genéticamente
mediante transduccidn lentiviral. Todos los tipos celulares fueron cultivados en un incubador
Forma Series Il modelo 3141 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) a 37 2C y 5% de
CO,.
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3.2.1 Cultivos Primarios

3.2.1.1.  Cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata y raton

Los cardiomiocitos neonatales de rata y ratdn (Wistar y C57BI6, respectivamente) se extrajeron
de los ventriculos de crias de 1-2 dias. Para ello los corazones se diseccionaron en condiciones
de esterilidad, se eliminaron las auriculas y los ventriculos se lavaron con HBSS 1x (Hank’s
Balanced Salt Solution, Invitrogen S.A.) suplementado con 1 % de Penicilina-Estreptomicina
(Sigma-Aldrich Quimica S.A.). Los ventriculos se homogeneizaron con tijeras para microcirugia
en trozos de aproximadamente 1 mm?y se digirieron 18 h a 4 2C en presencia de una solucién
de tripsina 0.05% en HBSS 1x (Sigma-Aldrich Quimica S.A.), seguido de una digestion de 40 min
a 37 °C con 4 mg/ml de Colagenasa Tipo Il (Invitrogen S.A.) en el mismo medio de disolucion
con agitacién suave. Una vez transcurrido ese tiempo se recogio la suspensidn celular, se filtré
utilizando filtros de nylon de 40 um (Cell Strainers, Corning Life Sciences) y se centrifugd a 90 g
durante 5 min. EL sedimento celular se resuspendié en medio de cultivo Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM)-alto en glucosa, con L-Glutamina y Piruvato de Sodio, 10% de Suero
Bovino Fetal (SBF) y 1% Penicilina-Estreptomicina (todos de Sigma-Aldrich Quimica S.A.) y se
sembré durante 60 min. En ese tiempo los fibroblastos se adhieren a la placa, pero los
cardiomiocitos no llegan a hacerlo, por lo que simplemente recogiendo las células no
adheridas es posible eliminar gran parte de los fibroblastos, enriqueciendo asi el cultivo en
células cardiomiociticas. Asi, las células no adherentes se volvieron a sembrar a una densidad
de 150.000 células por centimetro cuadrado, lo que constituyd el cultivo primario de

cardiomiocitos.

3.2.1.2. Cultivo primario de endotelio

Los cultivos de endotelio se realizaron a partir de tejido adrtico de neonatos de ratas Wistar y
de ratones transgénicos RFP. Para ambas especies se realizd el mismo protocolo. En
condiciones de esterilidad se extrajo una porcién de callado aortico de crias de 1-2 dias. El
tejido se disecciond en segmentos de aprox. 1 mm?®y se colocd sobre placas de cultivo
previamente tratadas con Matrigel (BD Biosciences). Tras 5 min se agregd medio de cultivo de
endotelio EGM-2 BulletKit (Lonza), y el cultivo se mantuvo 24-48 h, tiempo a partir del cual se
comenzé a observar el crecimiento de las células endoteliales formando tubos que se

prolongaban desde los bordes de los explantes de tejido adrtico (100).
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3.2.1.3. Cultivo primario de endotelio humano

El endotelio humano utilizado en este estudio provino de venas de cordédn umbilical humano
HUVECs (en inglés Human umbilical vein endothelial cells). Dicho cultivo primario fue adquirido
de la colecciéon americana de cultivos tipo (ATCC) y el medio de cultivo utilizado para su

mantenimiento fue el EGM-2 BulletKit (Lonza).

3.2.1.4. Cultivo primario de células mesenquimales humanas

Las MSC en pase 1/2 se adquirieron del Banco Nacional de Lineas Celulares a través de la
Fundacidon Inbiobank (San Sebastian, Espafa) donde fueron procesadas segun los
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 L-Glutamina y piruvato de Sodio, 10% de Suero Bovino Fetal

(SBF) y 1% Penicilina-Estreptomicina (todos de Sigma-Aldrich Quimica S.A.).

3.2.2. Lineas Celulares

En algunos experimentos se utilizaron como células cardiacas las de la linea celular
inmortalizada de mioblastos de tejido cardiaco embrionario de rata H9c2(2-1) la cual fue
adquirida de la coleccién americana de cultivos tipo (ATCC). El medio de cultivo utilizado para
su mantenimiento fue (DMEM)-alto en glucosa, con L-Glutamina y Piruvato de Sodio, 10% de

Suero Fetal Bovino (FBS) y 1% Penicilina-Estreptomicina (todos de Sigma-Aldrich Quimica S.A.).

3.2.3. Expansion celular y criopreservacion

A excepcién de los cardiomiocitos primarios, que son células post mitdticas y solo se dividen
una o dos veces luego de realizar el aislamiento, los demas 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 digestidn con tripsina, una enzima capaz de romper las uniones
intercelulares y las uniones al sustrato, y 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 digestidn con una solucidn Tripsina/EDTA 1X (Gibco). La accién de la tripsina se
neutralizdé con medio completo de cultivo y tras un lavado con PBS las células se
resuspendieron en 1 mL de FBS y se homogeneizé la disoluciéon. Para evitar la destruccién de
las células durante la congelacién, se afadieron 100 uL de DMSO por cada 900 pL de la
disolucién conteniendo células con FBS. Los criotubos se introdujeron en un recipiente con

isopropanol (crioprotector) para permitir un descenso controlado de la temperatura de
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aproximadamente 12C por hora, y se colocd en un congelador a -802C. Pasadas 24 horas, los

criotubos se llevaron a nitrégeno liquido.

3.2.4. Recuento de la viabilidad celular

El recuento de la viabilidad celular se realiz6 mezclando en un eppendorf 10 pL de la
suspension celular a cuantificar con 10 plL de Azul de Tripan al 0,2% en PBS (Gibo-Invitrogen).
El Azul de Tripdn es un colorante que tifie las células no viables ya que es capaz de entrar en la
célula muerta debido a la alteracién de la membrana de la misma. Se colocé una gota de dicha
dilucion en una camara Neubauer y se procedid al recuento de las células viables por
observacién directa al microscopio. La férmula para el contaje de la concentracién celular fue:

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

3.2.5. Condiciones experimentales

En este trabajo los cultivos celulares se sometieron a diferentes condiciones de estrés celular
para estudiar sus respuestas bioldgicas y los mecanismos de comunicacion celular. En el caso
de los cultivos de cardiomiocitos se estudié el efecto de la eliminacidon de la glucosa en la
generacion de exosomas y su composicion, incubando las células en (DMEM)-sin glucosa o
bien en (DMEM)-alto en glucosa. Puesto que el FBS puede contener exosomas que interferirian
en el estudio, dicho componente se sustituyd por un céctel definido de nutrientes. De esta
manera se generaron dos medios de cultivo que reflejaron las dos condiciones experimentales
denominadas —St (abreviado del Ingles “starvation”) para el medio que contenia glucosa y +St
para el medio que no contenia glucosa. Los medios se detallan a continuacion:

a) Medio sin ayuno de glucosa (-St): los cultivos se incubaron con un medio compuesto
por (DMEM)-alto en glucosa, con L-Glutamina y Piruvato de Sodio (Sigma-Aldrich
Quimica S.A.), 1% solucién de aminoacidos no esenciales (Sigma-Aldrich Quimica S.A.),
1% MEM Eagle Vitamin mix (LONZA), 1% Insulina-Transferrina-Selenio (Gibco) y 1%
Penicilina-Estreptomicina (Sigma-Aldrich Quimica S.A.).

b) Medio con ayuno de glucosa (+St): los cultivos se incubaron con un medio compuesto
por (DMEM)-Sin Glucosa, con L-Glutamina (Gibco), 1% Piruvato de Sodio (Gibco), 1%
solucién de aminodacidos no esenciales (Sigma-Aldrich Quimica S.A.), 1% MEM Eagle
Vitamin mix (LONZA), 1% Insulina-Transferrina-Selenio (Gibco) y 1% Penicilina-

Estreptomicina (Sigma-Aldrich Quimica S.A.).

En el caso de los cultivos de MSC, se estudid el efecto de la concentracidon de oxigeno en la

generacidn y composicidon de los exosomas secretados al medio extracelular. El tratamiento
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experimental consistid en incubar las células en hipoxia (1% de tensidon de O, ) o normoxia
(20% de tension de oxigeno) durante 48hs con un medio de cultivo carente de FBS y con el
mismo céctel de nuetrientes que en el caso anterior. Las condiciones experimentales se
denominaron Hx (hipoxia), en el caso del cultivo en bajos niveles de oxigeno y Nx (normoxia),

en el caso de cultivo en condiciones ambientales de oxigeno.

3.3. Plasmidos, Transfecciones y marcaje Lentiviral

Para monitorizar el trafico celular tanto de exosomas como de transportadores de glucosa
(GLUTs), se utilizaron plasmidos con la proteina de interés fusionada a la proteina verde
fluorescente (GFP).

Las MSC se transfectaron con lentivirus para que sobreexpresaran el factor inducible por

hipoxia-1a (HIF-1a).

3.3.1. Plasmidos utilizados para la monitorizacion del trafico intracelular de
transportadores de glucosa

Los transportadores de glucosa (GLUTs) son una familia de proteinas de membrana que se

ubican en la mayoria de las células de los mamiferos. Para monitorizar el trafico de los GLUTSs,

las H9c2 fueron transfectadas con los siguientes plasmidos:

a) pcDNA-DEST47 /hGLUT1-eGFP (Addegene, referencia 18729). Las células resultantes
se denominaron H9c2-GLUT1-GFP. Estas células llevan el transportador de glucosa
GLUT1 fusionado a la proteina GFP.

b) GLUT4-GFP. Este plasmido fue amablemente cedido por el Dr. David E. James (101).
Las células resultantes fueron llamadas H9c2-GLUT4-GFP. Estas células llevan el
transportador de glucosa GLUT4 fusionado a la proteina GFP.

Ambos plasmidos fueron transfectados utilizando un método basado en la internalizacién de
material genético mediante liposomas denominado FuGene HD (Promega), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Una vez transfectadas las células fueron seleccionadas con el

antibiético G418 (Sigma-Aldrich Quimica S.A.).
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3.3.2. Marcaje Lentiviral de 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 a membrana (102). Los exosomas poseen abundantes cantidades de
tetraspaninas en su superficie las cuales se consideran como antigenos especificos de dichas
estructuras celulares (103). En particular, la tetraspanina CD63 ha sido utilizada en estudios
previos para realizar el seguimiento del trafico de exosomas en células (104). En este trabajo
células H9c2 fueron transfectadas mediante lentivirus con el pldsmido lentiviral pCT-CD63-GFP

(Figura 17) (pCMV, Exosome/Secretory, CD63 Tetraspanin Tag) (www.systembiosciences.com)

Fusion Tag Directs
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Figura 17 - Adaptado de www.systembiosciences.com

Las células resultantes, denominadas H9c2-CD63-GFP, expresan el marcador exosomal CD63
fusionado a la proteina GFP. Una vez integradas en el DNA gendmico de las H9c2, el plasmido
logra que la proteina GFP fusionada a la proteina CD63 se expresen de manera constitutiva al
estar bajo el control del promotor de citomegalovirus. Para realizar el marcaje lentiviral, el
sobrenadante obtenido de un cultivo de la linea celular empaquetadora 293 previamente
transfectadas con el plasmido pCT-CD63-GFP GFP y con el resto de plasmidos de la cdpside
para lograr la formacién del lentivirus, se filtré con un filtro 0.45 um. Dicho sobrenadante de
medio de cultivo que ya contenia las particulas viricas, se agregd a las células H9c2 en
presencia de 10 pg/ml de polibreno (Merk Millipore) durante 8 hs y luego reemplazado por
medio fresco. El polibreno facilita la adhesidn del virus a las células eucariotas y su
internalizacién. El cultivo fue enriquecido en células transducidas mediante una seleccién con
5 pg/ml de Puromicina (Life Thechnologies), la eficiencia de la transfeccién fue evaluada por

citometria de flujo cuantificando el porcentaje de la poblacién celular GFP+.
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3.3.3. Marcaje lentiviral de MSC

Las MSC se transfectaron usando lentivirus portadores de los plasmidos pWIPI-GFP y pWIPI-
HIF-GFP, que codifican para la proteina verde fluorescente (GFP) unida o no con el factor
inducible por hipoxia-1a (HIF-1a). Una vez integradas en el DNA gendmico de las MSC, ambas
construcciones logran que la proteina GFP o la proteina HIF-la se expresen de manera

constitutiva al estar bajo el control del promotor EF-1.

PWIPI-GFP eF1 | orp

PWIPI-HIF-GFP EF-1 |HIF IRES | GFP |

De esta manera las células transfectadas con pWIPI-HIF-GFP se denominaron MSC-HIF.

Tanto las construcciones de los plasmidos (pWIPI-GFP y pWIPI-HIF-GFP) como los lentivirus se
realizaron en la Fundacion Inbiomed (San Sebastian). Una vez obtenidos los virus, se
descongelaron y se afiadieron a las MSC a una multiplicidad de infeccién de 10 (moi 10) en
presencia de 10 ng/ul de protamina sulfato (que afecta a la polaridad de la membrana celular
promoviendo la adhesién de los virus a la membrana de la célula a infectar) durante 6 horas. El
proceso de infeccidn se repitié durante 2 ciclos consecutivos. La eficiencia de la transfeccion

fue evaluada por citometria de flujo cuantificando el porcentaje de la poblacién celular GFP+.

3.4. Co-cultivos

Tanto para evidenciar como para cuantificar la transferencia de exosomas (y de proteinas
contenidas en los exosomas) entre cardiomiocitos ventriculares y células endoteliales, se
realizaron co-cultivos entre estos tipos celulares en los cuales se monitorizd y cuantificd

mediante analisis de microscopia las proteinas de interés fusionadas a la proteina GFP.

Para observar el trafico de exosomas en células H9c2, se construyd la linea H9¢c2-CD63-GFP. De
la misma manera para monitorizar el trafico de GLUT1 y GLUT4 se construyeron las lineas
H9c2-GLUT1-GFP y H9c2-GLUT4-GFP respectivamente. Células endoteliales provenientes de
ratones transgénicos RFP fueron crecidas durante 4 dias luego del aislamiento primario en
discos de vidrio de 25 mm (MENZEL-GLASER). 36 horas antes de la adquisicion de las imagenes
las células H9c2-CD63-GFP, H9c2-GLUT1-GFP o H9c2-GLUT4-GFP se agregaron al cultivo de
endotelio. Luego de 12 hs se incubaron los co-cultivos con los medios =St o +St durante 24 hs.
A continuacién los discos de vidrio se colocaron en camaras Attofluor cell chamber

(Invitrogen), y se montaron en el microscopio confocal de laser invertido Leica TCS SP2 AOBS
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(Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Mannheim, Germany) para la adquisicion de las
imagenes.

Para cuantificar la cantidad de CD63, GLUT4 y GLUT1 transferidos en un co-cultivo desde las
células H9c2 hacia células endoteliales en diferentes condiciones experimentales (+/- St), se
realizé un co-cultivo entre células H9c2-CD63-GFP, H9c2-GLUT4-GFP o H9c2-GLUT1-GFP y
células HUVEC. Se crecieron células HUVEC en placas de 24 pocillos hasta alcanzar una
confluencia del 50% y a continuacidon se agregaron las H9c2-CD63-GFP, H9¢c2-GLUT1-GFP o
H9c2-GLUT4-GFP. Luego de 24 h, se agregaron por duplicado los tratamientos -/+ St. Se
incubaron los co-cultivos durante 24 h o0 48 h y luego se lavaron rapidamente 2 veces con PBS y

se fijaron con PFA al 2% en PBS para el posterior analisis.

3.5. Aislamiento de exosomas a partir de medios de cultivo

3.5.1. Método de ultracentrifugacion

El aislamiento de los exosomas secretados por las células al medio extracelular se realiza
mediante centrifugaciones diferenciales del medio de cultivo (105). En este trabajo, se
crecieron los cultivos en los medios descritos en la seccidon 2.5 (—St y +St) sin FBS ya que el
suero posee exosomas que pueden interferir con analisis posteriores. Una vez cultivadas las
células entre 24-48 h, se recogié el medio de cultivo y se centrifugé a 2000 g durante 15 min
para precipitar las células muertas. El sobrenadante se centrifugd a 10.000 g durante 30 min
para precipitar el debris celular y luego se pasé por un filtro de 0.22 um. Los exosomas fueron
obtenidos mediante una ultracentrifugacion a 100.000 g durante 70 min en una ultracentrifuga
Beckman Coulter Optima L-100 XP (Beckman Coulter). El precipitado de exosomas fue
resuspendido en PBS, o en diferentes tipos de soluciones segun el andlisis a realizar. Todos los

pasos de centrifugacion se llevaron a cabo a 4 C.

3.5.2. Purificacion mediante ensayo de afinidad

Para analizar el contenido de miRNA presentes en los exosomas, se utilizé el kit de purificacion
de exosomas Exoquick-TC (SystemBioscience) segun las especificaciones del fabricante. Los
cultivos primarios de cardiomiocitos neonatales de raton fueron incubados durante 48 h con
los medios +St 0 =St y los exosomas se aislaron a partir de 10 mL de sobrenadante de medio de
cultivo. De la misma manera las MSC y las MSC-HIF fueron incubadas durante 48 h en
normoxia o hipoxia con el medio indicado en la seccién 2.5. Tras el tratamiento se mezclaron

10 ml de medio de cultivo (previamente centrifugado a 2000 g 15 min) con 2ml de ExoQuick-
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TC. La mezcla se incubd durantel6 h a 4°Cy luego se centrifugd a 1.500 g durante 30 min para
obtener el sedimento de exosomas, el cual se resuspendid en tampdn de lisis proporcionado

por el Kit de aislamiento para proceder a la extraccion de miRNA exosomales.

3.6. TECNICAS BIOQUIMICAS

3.6.1. OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS

Para la obtencion 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 afiadié tampdn de lisis M-PER®
Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Fisher Scientific) segun la cantidad indicada
por el fabricante. El tampodn de lisis se suplementd con una mezcla de 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 vy lisar el extracto. A continuacion se incubaron en hielo durante 20 minutos, y se
centrifugaron en una centrifuga refrigerada (Eppendorf 5417 R) a 42C a maxima velocidad
durante 15 minutos. Posteriormente el sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorf y las

muestras se conservaron a -802C.

3.6.2. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Una vez obtenidos los extractos proteicos se cuantificd la cantidad de proteina mediante el
método BCA (BCA protein assay kit (Pierce, Cultek)). El ensayo BCA estd basado en el acido
bicinconinico (BCA) para la deteccidon y cuantificacién colorimétrica de la cantidad de proteina
total de una muestra. La cuantificacidén de proteina total se realizé en una placa de 96 pocillos.
En primer lugar se prepard la solucion de trabajo formada por las soluciones A (carbonato
sédico, bicarbonato sddico, acido bicinconinico, tartrato sédico en hidréxido sédico 0,1 M) y B
(sulfato de cobre al 4%) en una proporcién 50:1 respectivamente. A continuacion se afiadieron
10 ul de cada estandar (para realizar la curva patron) o de la muestra al pocillo
correspondiente, se agregaron 200 ul por pocillo de la solucién de trabajo y se agité durante
30 segundos en un agitador orbital. La placa se cubrid y se incubé a 372C durante 30 minutos.
Tras el periodo de incubacidn 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.

Doctorado en Biotecnologia



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

3.6.3. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

La electroforesis es una técnica utilizada para la separacion de proteinas segun su movilidad en
un campo eléctrico a través de una matriz porosa, la cual finalmente las separa por tamafios
moleculares y carga eléctrica. Para ello, las proteinas se cargan con sustancias como el SDS
(detergente) que incorpora cargas negativas de manera dependiente del peso molecular. En
nuestro caso, las proteinas se analizaron por SDS-PAGE (electroforesis en gel de acrilamida con
SDS como agente desnaturalizante) en un sistema discontinuo donde un primer gel (al 8% de
poliacrilamida) produce la acumulacidn de todas las proteinas en el frente de migracidn, lo que
nos asegura que todas las proteinas empiezan a migrar en el mismo momento, y un segundo
gel (al 10% o 12% de poliacrilamida) donde realmente se realiza |la separacién de las proteinas.
Para el andlisis se cargaron 30 ug de proteina total. Antes de realizar la carga, se afiadio a las
muestras tampodn de carga concentrado 5 veces (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 962C durante 5 minutos. Para su separacién por
electroforesis vertical en geles de poliacrilamida, se utilizo el sistema MiniProtean Il (Bio-Rad) y
un tampon compuesto por 27 mM Glicina, 0,1% SDS, 50 mM Tris-HCI. Como marcador de
pesos moleculares se utilizé 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 paso

a 150 V durante aproximadamente 70-80 minutos.

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 minutos), durante 1 hora 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 lavé con TBS-T
(Tris HCI 0,1 M pH 8, NaCl 150 mM (Sigma-Aldrich), 0,05% Tween-20 (Sigma- Aldrich) y se
incubd en la solucidn de bloqueo (TBS-T, 5% BLOT-QuickBlocker (Chemicon) durante 1 hora a
temperatura ambiente en agitacién suave en un agitador Stuart SSM1. A continuacidn se
incubé la membrana toda la noche a 42C en agitacidn suave, con el anticuerpo primario para la
forma fosforilada correspondiente. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados de 10 min en
agitacién con TBS-T y la membrana se incubd con un anticuerpo secundario unido a HRP
durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion suave. Luego se realizaron 3 lavados de
10 minutos en agitacion con TBS-T y se reveld la membrana. A continuacion en la tabla 1 se

detallan los anticuerpos primarios y secundarios utilizados:
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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-GLUT1 1/500 Conejo Santa Cruz

anti-GLUT4 1/500 Conejo Santa Cruz
anti-LDH 1/500 Conejo Cell signaling
anti-GAPDH 1/500 Conejo Cell signaling
anti-a-tubulina 1/500 Raton Cell signaling
anti-AMPK-a 1/500 Ratén Cell signaling
anti-p-AMPK-a 1/500 Raton Cell signaling
anti-AMPK-B 1/500 Raton Cell signaling
anti-p-AMPK-B 1/500 Ratén Cell signaling
anti-AKT 1/500 Conejo Cell signaling
anti-p-AKT 1/500 Conejo Cell signaling
anti-ERK 1/500 Conejo Cell signaling
anti-p-ERK 1/500 Conejo Cell signaling

anti-HIF-1a 1/500 Ratén BD
Anti-raton IgG HRP 1/20000 Cabra Promega
Anti-conejo IgG HRP 1/10000 Cabra Santa Cruz

Tabla 1 - Listado de anticuerpos primarios utilizados para WB

La deteccidn 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

autorradiografia en peliculas CURIX RP2 PLUS (Agfa).

3.7. TECNICAS MOLECULARES

3.7.1. EXTRACCION DE RNA

Para realizar la extraccion de RNA de las células en cultivo, las placas se colocaron en hielo, se
realizaron 2 lavados con PBS frio y se afiadié 100ul de Trizol a las mismas (Tri-reagent, Sigma-
Aldrich). Despues y con la ayuda de un rascador se recogieron las células y se resuspendieron
con el trizol para obtener una buena homogeneizacién. La suspension celular se afadié a un
tubo eppendorf y se incubd durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
afiadieron 0,2 mL de cloroformo (Sigma-Aldrich), se dejé 2-3 min a temperatura ambiente y se
centrifugd a 12.000 g durante 15 min a 49C. A continuacion se recogio en otro eppendorf la

fase acuosa (con cuidado de no aspirar la fase proteica), en el que se anadieron 0,5 mL de
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Isopropanol (Panreac) y se incubd 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la
suspension se centrifugd a 12.000 g durante 20 minutos a 42C, se eliminé el sobrenadante con
vacio y se afiadieron 0,8 mL de etanol al 70% para lavar el extracto de RNA. La suspension se
mezclé suavemente con la mano, se centrifugd a 12.000 g durante 15 min a 42C y el
sobrenadante se eliminé mediante vacio. Finalmente se procedié al secado al aire y por ultimo
se afiadieron 50 pl de agua DEPC (Gibco-Invitrogen) para reconstituir el RNA y la muestra se

conservo a -802C.

3.7.2. CUANTIFICACION DEL RNA

La determinacién de la concentracion del RNA se realizé con el espectrofotémetro NanoDrop
ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). Se afiadié 1 ul de muestra al NanoDrop ND- 1000 y se
obtuvo el espectro a partir del cual se calculé la concentracién total de RNA y el ratio entre el
area de los picos de RNA ribosomal 285/18S. Los ratios comprendidos entre 1,5 y 2 indicaron
un RNA puro. Para confirmar la integridad del RNA, se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 2% en presencia de bromuro de etidio, a un voltaje de 80 V (8 V/cm) hasta que el
frente de electroforesis alcanzo el final del gel. La visualizacion de las bandas correspondientes
a las subunidades 28S y 18S del RNA ribosomal se llevd a cabo en un transiluminador de luz UV

(Bio-Rad).

3.7.3. RT (TRANSCRIPCION REVERSA) Y PCR EN TIEMPO REAL

La reaccién de gPCR consta de dos etapas. Primero tiene lugar la transcripcidon reversa (RT)
mediada por una retrotranscriptasa que cataliza la conversién de RNA mensajero (mRNA) en
ADN complementario (cDNA). A continuacién, este cDNA sintetizado se emplea como molde

en una reaccién convencional de PCR.

3.7.3.1. Sintesis de cDNA: Transcripcion reversa

La transcripcion reversa consiste en la sintesis de cDNA desde una muestra de RNA que actua
como molde; el proceso inverso de la transcripcion. Para ello son necesarias unas ADN
polimerasas particulares, llamadas transcriptasas inversas o retrotranscriptasas. Para la sintesis
de cDNA a partir de mRNA de las muestras se utilizd la transcriptasa inversa MMLV-RT
(Invitrogen) y la reaccion se llevé a cabo en un termociclador Eppendorf partiendo de 1 ug de
RNA como molde de la reaccion y usando hexdameros de secuencia aleatoria (Applied
Biosystems-Invitrogen) como cebadores. Esta reaccidon se llevé a cabo como se indica a
continuacién: en una primera etapa se afiadid 1 ug de RNA, 1,25 pl de hexameros de secuencia

aleatoria 50 uM y agua DEPC (Sigma-Aldrich) hasta un volumen final de 12 pl. Esta reaccidn se
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incubé durante 5 minutos a 372C. A continuacidn se afadid a la reaccién 4 ul de First Strand
Buffer 5x (Invitrogen), 1,5 pl de la transcriptasa inversa M-MLV RT (Invitrogen), 1,25 ul del
inhibidor de RNAasas RNaseOUT (Invitrogen) y 1,25 pl de la mezcla de dNTPs 10 mM
(Invitrogen) y se incubd durante 1 hora a 379C. El ADNc sintetizado se guardé a -202C hasta la

realizacion de la siguiente etapa.

3.7.3.2. Amplificacion del cDNA en tiempo real (qPCR)

Los cebadores se adquirieron en el servicio “KiCqStart™ Primers” (SIGMA ALDRICH). Este
servicio ofrece cebadores ya disefiados de los genes que se desee cuantificar su expresion
mediante qPCR. Se adquirieron los pares de cebadores para cuantificar los genes de rata
Vamp2, Pld2, Rab27a, Rab27b, Gosrl, CD63, Nppa, Rab4a, Rab4b, Rab5a, Rab5b, Rab8a,
Rab8b, Rabl1a, Rabllb, Rab10, Rab14, Rab35, Gapdh y Actb (estos dos ultimos se utilizaron
como controles internos (“housekepeenig”)). También se adquirieron los pares de cebadores
para cuantificar los genes humanos TIMP1, ANGPTL4, ADANTS1, ANGPT1, HPSE y EFNB2,
GAPDH, ACTB (estos dos ultimos se utilizaron como genes normalizadores).

La amplificacion del DNA complementario de cada gen de interés se realizé utilizando SYBR
green master mix y Taq (Light Cycler 480 Sybr Green 1 Master Roche) en el termociclador Light
Cycler 480 (Roche). Una vez sintetizado el cDNA, se amplificaron de forma selectiva secuencias
especificas de DNA por medio de la reaccidon en cadena de la DNA-polimerasa (PCR). Cada
reacciéon de PCR contenia 3 pl de cDNA sintetizado en el paso anterior, 1 pl Tag DNA
polimerasa NETZYME (1 U/ul, NEED), 2,5 ul tampdn de la polimerasa 10x, 1 ul MgCI2 50 mM,
2,5 pul dNTPs 2 mM, 0,5 ul primer Forward 6 uM, 0,5 ul primer Reverse 6 uM y la cantidad
suficiente de agua milli-Q para un volumen final de 15 pl. Una vez preparada la reaccion, las
muestras se introdujeron en el termociclador siguiendo las condiciones de amplificacion

mostradas a continuacion en la tabla 2:

No
PASO TEMPERATURA DURACION CICLOS
PRE- o -
INCUBACION 95°C 10 minutos
95°C 15 seg
AMPLIFICACION 58°C 10 seg 45
72°C 20 seg
CURVA DE 9°c > seg
MELTING 60°C 15 seg 1
97°C Continuo
ENFRIAMIENTO 4°C 10 seg

Tabla 2 — Condiciones de amplificacion en la reaccion de qPCR
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3.7.3.3. Anadlisis del producto de la qPCR

Los resultados se normalizaron frente a los genes “housekeeping” (ACTB y GAPDH) y se
expresaron como incremento del nimero de veces que la expresion aumentaba o disminuia
respecto a los valores del tratamiento control. Los resultados se consideraron significativos con

una induccion o represion de dos veces. Las muestras se analizaron por triplicado.

3.7.4. Identificacion y analisis de mIiRNA de exosomas provenientes de

cardiomiocitos neonatales de raton y de MSC y MSC-HIF

Se realizd la identificacion y comparacidon de los niveles de expresiéon de los miRNA de
exosomas provenientes de medio de cultivo de cardiomiocitos neonatales de ratén en
diferentes condiciones experimentales (-St y +St). El mismo anélisis se realizd para miRNA
exosomales aislados desde el medio de cultivo de MSC y MSC-HIF cultivadas en normoxia o en
hipoxia. Se utilizé el kit “Mouse Complete SeraMir Exosome RNA Amplification and Profiling Kit
for Media and Urine” (SystemBioscience) en el caso de miRNA murinos y el “Human Complete
SeraMir Exosome RNA Amplification and Profiling Kit for Media and Urine” (SystemBioscience)
en el caso de miRNA humanos. Ambos kits se utilizaron segun las indicaciones del fabricante.
Estos Kits permiten analizar de forma comparativa los niveles de miRNA contenidos en
exosomas provenientes de medio de cultivo, mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Cuantitativa (qPCR).
3.7.4.1. Extraccion de miRNA exosomales

Una vez obtenido el precipitado de exosomas, (seccidn 4.2.) se resuspendié en tampdn de lisis
y se agregaron 5 ul de SeraMir control RNA spike-in. Luego se procedié a la obtencién de los
miRNA exosomales utilizando las columnas de purificacion que provee el kit. Una vez
obtenidos los miRNA se cuantificaron utilizando el espectrofotémetro NanoDrop ND-1000

(Thermo Fisher Scientific, MA, USA).

3.7.4.2. Sintesis de cDNA, qPCR y analisis.
Se realizé la sintesis de cDNA vy las qPCR segun las indicaciones del fabricante. El resumen del

proceso de amplificaciéon de los miRNA se encuentra esquematizado en la siguiente figura:

Doctorado en Biotecnologia



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VVALENCIA

microRNA &'

0 Tag Small RNA 1
olvA-tailed S AAAAAAAAA 3
l - 1 Incubate at 37°C, 30 min
e Anneal Adaptor 5 AARAAAAAA 3'
NVTTTTTTTTT I S

Anneal 1_2-11:‘; o-dT adaptor
60°C, 5 min

< TTTTTTTTT . 5
l RT to create first strand

cDNAs
42°C, 60 min
cDNA pool of anchor-tailed microRNAs

3 TTTTTITTT e

g
9 Convert to cDNA

Profile all microRNAs i lUarial Botaris
from a single cDNA Drinesia
synthesis

I T TTTTTTTT A s

Figura 18 - Sintesis de cDNA para deteccion por qPCR de miRNA exosomales. Adaptado de
www. SystemBioscience.com

Una vez obtenidos los miRNA, con las columnas de purificacion que provee el kit, se agregd
una cola de poli adeninas mediante la enzima poli-A polimerasa. Esta cola poli-A sirve de
anclaje para unir un adaptador poli-T que utilizé en el siguiente paso la transcriptasa reversa
para realizar la sintesis del cDNA. De esta manera se genera un cDNA que en su extremo 5’
contiene una secuencia poli-T que en la reaccion de qPCR unird un primer universal y en su
extremo 3’unird de manera especifica el primer forward del miRNA que se desee detectar. El
kit provee 380 primer forward que amplifican 380 miRNA diferentes. También cuenta con
controles internos (SeraMir control RNA spike-in) para poder comparar los diferentes
experimentos. Los SeraMir control RNA spike-in son secuencias de nucledtidos que imitan la
presencia de un miRNA. Estos se agregaron en una concentracion determinada en el paso de
obtencién de los miRNA exosomales. Teniendo en cuenta esta premisa, para que los
resultados de las amplificaciones sean comparables, los controles que se amplifican por
triplicado deben tener un ciclo umbral (Ct; cycle threshold) entre el ciclo 15 y 20 de la reaccién

de qPCR.

Las amplificaciones de gPCR se llevaron a cabo en placas de 384 well (Roche, LightCycler ® 480
Multiwell Plate 384, white; High-performance reaction device tailor-made for the LightCycler ®
480 Instruments, 384-well versidn), utilizando Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), un fluorocromo que se une inespecificamente al ADN de doble cadena que,
excitado mediante luz azul (A = 488 nm) emite luz verde (Anax = 522 nm), que luego es

detectada en un termociclador de tipo LightCycler ® 480 (Roche).
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Para comparar los niveles de miRNA exosomales obtenidos en los diferentes tipos de
tratamientos se utilizd, en el caso de los miRNA murinos, el software “Free Analysis Software
for Mouse 384 SeraMir qPCR Profiler array(.xls)” y para el analisis de los miRNA humanos el
software “Free Analysis Software for Human 384 SeraMir qPCR Profiler array(.xls)”, ambos
programas de la empresa System Bioscience. Se consideraron como significativos valores de
induccion o represién de los microRMAs mayores a 3 veces entre las diferentes condiciones
experimentales (-St y +St, en el caso de miRNA exosomales murinos; normoxia e hipoxia, en el

caso de miRNA exosomales humanos).

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

controles.

3.8. Inmunocitoquimica

Una vez finalizados los tratamientos experimentales, las células se lavaron dos veces con PBS,
se fijaron con PFA al 2% durante 10 min a 4 2C y se lavaron nuevamente 3 veces con PBS. Las
células fijadas se conservaron en PB 0,1 M con azida sddica (Panreac) al 0,05% hasta ser
utilizadas. Las preparaciones se bloquearon con PBS, 2% de FBS (Gibco) y 0,1% Triton X-100
durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacidn se incubaron con el/los anticuerpos
primarios correspondientes 18h a 4 9C. Tras la incubacién 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. Posteriormente se realizaron 4 lavados de 5 min
con PBS, se afiadieron 20 pL del medio de montaje con DAPI (4',6- diamidino-2-fenilindol, un
marcador fluorescente que se une fuertemente a regiones enriquecidas en Adenina y Timina
en secuencias de ADN y que se utiliza para marcar células vivas o fijadas (ProLong Gold
antifade with DAPI, Molecular Probes- Invitrogen). Por ultimo se retiraron las celdillas y las
muestras se cubrieron con un cubre-objetos (Menzel-Glaser, Afora) y se sellaron con laca de

ufas. Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados se resumen en la siguiente tabla:
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Anticuerpo Dilucion Referencia Casa Comercial
anti-CD63 1/500 sc-15363 Santa Cruz
anti-desmina 1/500 sc-34200 Santa Cruz
anti-CD31 1/500 ab24590 Abcam
RECA 1/500 ab9774 Abcam
anti-GLUT1 1/500 sc-1605 Santa Cruz
anti-GLUT4 1/500 sc-1608 Santa Cruz
anti-GFP 1/500 ab13970 Abcam
Alexa Fluor 488 1/1000 A21441 Life Technologies
Alexa Fluor 633 1/1000 A21082 Life Technologies
Alexa Fluor 633 1/1000 A21050 Life Technologies
Alexa Fluor 488 1/1000 A11039 Life Technologies

Tabla 3 - Listado de anticuerpos utilizados para Inmunocitoquimica

3.9. TECNICAS DE IMAGEN

3.9.1. Microscopia optica de fluorescencia

Tras realizar la Inmunocitoquimica de fluorescencia, los preparados se fotografiaron con el
microscopio éptico DM6000 de Leica, equipado con la cdmara en blanco y negro Leica DFC350
y se analizaron con el software Leica Application Suite Version 2.4.0 R1. Se realiz6 una
adquisicion secuencial de imagenes con distintos filtros de barrera (adecuados para cada uno
de los fluorocromos) que posteriormente se combinaron creando una imagen superpuesta en

color.

3.9.2. Microscopia confocal

La microscopia confocal es un tipo de microscopia de fluorescencia basada en el uso de un
laser que incide sobre la muestra de forma puntual y barre todos los puntos en un plano focal
mientras que elimina la luz emitida que esta fuera de dicho plano focal, de modo que sélo la
luz que estd dentro de este plano puede ser detectada, lo que hace que la calidad de imagen
es mucho mejor que las de campo amplio. Esto permite realizar fotos secuenciales a distintos
planos y crear una composicidon de imagen 3D libre de efectos de solapamiento de seiiales. Las
muestras se analizaron con el microscopio confocal Leica TCS SP2 AOBS utilizando un objetivo
de inmersion 63 X Plan- Apochromat-Lambda Blue 1.4. Se utilizaron laseres con longitudes de
onda de excitacion y emision diferentes que incidieron sobre las muestras para la captacién de
la fluorescencia correspondiente. El andlisis se realizd a través del servicio de microscopia

confocal del Centro de Investigacion Principe Felipe, Valencia.
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3.9.3. Microscopia electrénica e inmunocarcaje con oro

Uno de los métodos diagndsticos para evidenciar la presencia de exosomas al finalizar el
proceso de aislamiento de los exosomas es observar en el microscopio electrdnico las vesiculas
obtenidas. Para tal fin, se tomaron 10 ul de la fraccidn exosomal proveniente de 100 mL de
medio de cultivo (resuspendida en PBS) y se colocd en forma de gota sobre una rejilla de
formwar carbono durante 10 min. A continuacién, la rejilla con los exosomas adheridos se
colocé sobre una gota de PFA al 2% en PB 0.1 M y los exosomas se fijaron durante 5 min. La
rejilla se lavd 2 veces con PB 0.1 M (5 min cada lavado) y se contrasté con una solucion al 2%
de acetato de uranilo en PB 0.1 M. Tras un secado a temperatura ambiente de 20 min, las
rejillas se observaron en el microscopio electrénico.

Para realizar el inmunomarcaje con oro, el precipitado obtenido por ultracentrifugacion se
resuspendid en 100 pl de una solucidn de 2% de PFA en PB 0.1 M. Se tomaron 10 pl de estos
exosomas y se colocaron en una rejilla de formwar carbono durante 10 min. Se transfirio la
rejilla a una gota de PBS durante 3 min y se repitié este lavado con PBS tres veces. Luego, de la
misma manera, se realizaron 3 lavados con una solucién de PBS/50 mM de glicina. Para
realizar el bloqueo se colocé la rejilla en una gota de FBS al 2% durante 10 min. Después se
incubd la rejilla con el anticuerpo primario en solucién de bloqueo durante 30 min. Los
anticuerpos primarios utilizados fueron anti-CD63, anti-GLUT4 y anti-GLUT1 (todos de Santa
Cruz Biotechnology). La rejilla se lavé 5 veces con una gota de PBS durante 3 min. y se repitio el
proceso 4 veces para un total de 5 lavados. Y la muestra se bloqued con una gota de PBS/0.5%
BSA (solucion de bloqueo del anticuerpo secundario conjugado con oro) durante 3 min. Este
proceso se repitid 5 veces y luego se afiadié una gota de PBS/0.5% BSA con el anticuerpo
secundario conjugado con nanoparticulas de oro de 10 nm (SIGMA ALDRICH) durante 20 min.
A continuacion se transfirid la rejilla a una gota de PBS durante 2 min. Se repitié este ultimo
paso 7 veces. Por ultimo la rejilla se fijo con una gota de 1% de glutaraldheido en PB 0.1M
durante 5 min y se enjuagd con agua mediante lavados sucesivos (7 veces). Las rejillas se
contrastaron con una solucién al 2% de acetato de uranilo en PB 0.1 M. Se dejé secar las
rejillas durante 20 min a temperatura ambiente y se observaron en el microscopio electrénico.
Las muestras se analizaron en el servicio de microscopia electrénica del CIPF con un
microscopio electrénico de transmisién FEI Tecnai G2 Spirit (FEI Europe, Eindhoven,
Netherlands) utilizando una cdmara (Olympus Soft Image Solutions GmbH, Minster,

Germany).
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3.9.4. Co-Cultivos: Analisis de transferencia de exosomas y GLUTs entre células

Tanto para evidenciar como para cuantificar la transferencia de exosomas (y de proteinas
contenidas en los exosomas) entre cardiomiocitos ventriculares y células endoteliales, se
realizaron co-cultivos entre estos tipos celulares en los cuales se monitorizd y cuantificé

mediante analisis de microscopia las proteinas de interés fusionadas a la proteina GFP.

3.9.4.1. Microscopia confocal “time- laspe”

El “time-lapse” es una técnica fotografica cinematografia y fotografia, para mostrar diferentes
sucesos que por lo general suceden a velocidades muy lentas e imperceptibles al ojo humano.
El efecto visual que se logra en el “time-lapse” consiste en que todo lo que se haya capturado
se mueva muy rapidamente, como puede ser el movimiento de las células en un cultivo in
vitro.

Para observar si cardiomiocitos ventriculares en co-cultivo con células endoteliales eran
capaces de realizar transferencia de exosomas o de GLUTs, se monitorizé con microscopia
confocal en tiempo real la ubicacién celular de estructuras de interés. Para observar el trafico
de exosomas en células H9c2, se construyd la linea H9¢c2-CD63-GFP. De la misma manera para
monitorizar el trafico de GLUT1 y GLUT4 se construyeron las lineas H9¢c2-GLUT1-GFP y H9c2-
GLUT4-GFP respectivamente.

Células endoteliales provenientes de ratones transgénicos RFP fueron crecidas en discos de
vidrio de 25 mm (MENZEL-GLASER). 36 horas antes de la adquisicién de las imagenes las
células H9c2-CD63-GFP, H9c2-GLUT1-GFP o H9c2-GLUT4-GFP se agregaron al cultivo de
endotelio. Luego de 12 hs se incubaron los co-cultivos con los medios —st o +St durante 24 hs.
A continuacién los discos de vidrio se colocaron en cdmaras Attofluor cell chamber
(Invitrogen), y se montaron en el microscopio confocal de laser invertido Leica TCS SP2 AOBS
(Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Mannheim, Germany). Se utilizd el objetivo de
inmersion en aceite 63X Plan-Apochromat-Lambda Blue 1.4 N.A. Las longitudes de onda de
excitacion utilizadas fueron; 488 nm (laser de argdn) para la deteccion de las construcciones
con GFP (CD63-GFP, GLUT4-GFP y GLUT1-GFP); 561 nm (laser DPSS) para la deteccién de
células endoteliales DsRed provenientes de los ratones transgénicos RFP; 633 nm (laser He/Ne)
para la deteccidon de membranas tefiidas con CellMask™ Deep Red (Molecular Probes).
Durante las observaciones, las muestras se mantuvieron a 37 2C y con una mezcla
humidificada de 95 % de aire y 5% de CO, Imagenes en pseudo color (nivel de color 255) de 2
dimensiones fueron reunidas con un tamafio de 1024x1024 pixels con intervalo de tiempo de 1
min y 30 segundos. De esta manera, para cada experimento se tomaron imagenes del co-

cultivo cada 1,5 min durante 1:45 hr.
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3.9.4.2. Cuantificacion de la transferencia de exosomas y GLUTSs en los co-cultivos

Para cuantificar la cantidad de CD63, GLUT4 y GLUT1 transferidos en un co-cultivo desde las
células H9c2 hacia células endoteliales en diferentes condiciones experimentales (+/- St), se
realizé un co-cultivo entre células H9c2-CD63-GFP, H9c2-GLUT4-GFP o H9c2-GLUT1-GFP y
células HUVEC. Se crecieron células HUVEC en placas de 24 pocillos hasta alcanzar una
confluencia del 50% y a continuacion se agregaron las H9c2-CD63-GFP, H9¢c2-GLUT1-GFP o
H9c2-GLUT4-GFP. Luego de 24 h, se agregaron por duplicado los tratamientos -/+ St. Se
incubaron los co-cultivos durante 24 h o0 48 h y luego se lavaron rapidamente 2 veces con PBS y
se fijaron con PFA al 2% en PBS. Se realizd un doble inmunomarcaje con anti-GFP (anticuerpo
secundario Alexa Fluor-488, verde) y anti-CD31 (anticuerpo secundario Alexa Fluor-555, rojo).
Para el analisis del doble inmunomarcaje se adquirieron imagenes de microscopia y se
cuantifico la cantidad de sefial verde (proveniente de CD63 o GLUT4 o GLUT1) solo dentro de
células endoteliales CD31+. Este proceso se automatizd utilizando el microscopio de
epifluorescencia In Cell Analyzer 1000 (GE Healthcare) para adquirir las imagenes. Se utilizo el
obtetivo de 40X para capturar la sefial de fluorescencia y se aplicé una combinacién de tres
filtros de excitacion/emisidn para detectar DAPI (exc 405nm/em 450 nm), fluorescencia verde
del marcaje anti-GFP (exc 475 nm/em 535 nm) y fluorescencia roja del marcaje anti-CD31 (exc
530 nm/em 620 nm). Para cada pocillo se tomaron 20 fotografias. El anélisis de las imagenes se
llevd a cabo con el programa In Cell Analyzer 1000 Workstation software (GE Healthcare).
Primero se definieron las células utilizando una segmentacién basada en la seial del DAPI y la
sefial roja del marcaje con CD31. La sefial roja fue utilizada para definir la morfologia celular
alrededor del nucleo y también para descartar del andlisis las células CD31-. Luego se
cuantifico la intensidad de fluorescencia verde solo en las células CD31+. De esta manera, se

cuantifico la sefial verde proveniente de células H9c2 que logrd transferirse a células HUVEC.

3.9.5. Cuantificacidon en Incell de la colocalizacion de GLUTs y CD63 en cultivos de

CM neonatales de rata
Para llevar a cabo la identificacidn y cuantificacion de la colocalizacién de GLUTs y CD63 en
cultivos de CM neonatales de rata, se sembraron los CM neonatales en placas de 96 pocillos.
Unas vez establecidos los cultivos se aplicaron los tratamientos +/- St durante 24 h. Luego se
fijaron las células con PFA al 2% y se realiz6 un doble inmunomarcaje con anticuerpos anti-

CD63 (anticuerpo secundario Alexa fluor-488, verde) y anti-GLUT1 o anti-GLUT4 (anticuerpo
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secundario Alexa fluor-647, rojo lejano) y los nucleos se tifieron con DAPI (azul). A
continuacién se tomaron imagenes de fluorescencia utilizando el microscopio InCell Analyzer
1000 (GE Healthcare) con una camara CCD y un objetivo 20x/0.45 NA. Se utilizé un espejo
policrdmico Q505LP en conjuncidn con las siguientes combinacién de filtros de excitacion (x) y
emision (m): 405/20x, 535/50m para la deteccién del DAPI, 475/20x, 535/50m para la
deteccion de los granulos verdes de CD63 y 475/20 x, 620/60m para los granulos rojos de
GLUT1 o GLUTA4. Se adquirieron 20 imagenes por cada pocillo y el analisis de las mismas se
realizé con el software In Cell Analyzer 1000 Developer (GE Healthcare). Para llevar a cabo el
analisis de segmentacion de las imdgenes se utilizo la tincion de los nucleos con DAPI y luego
se definieron los parametros para detectar los granulos rojos y verdes. Asi, el software realiza
un algoritmo para identificar los puntos de colocalizacién entre grédnulos rojos y verdes
definiendo estos puntos como granulos amarillos. Finalmente se calculd el numero de granulos

amarillos por célula para los diferentes tratamientos experimentales.

3.10. Cuantificacion de sintesis y secrecion de exosomas

3.10.1. Western Blot

Las tetraspaninas son muy abundantes en los exosomas. Para cuantificar la cantidad de
exosomas liberados por un cultivo celular al medio, se analizé por Western Blot las cantidades
de las tretaspaninas especificas de exosomas CD9, CD63 y CD81 presentes en la fraccion

exosomal obtenida a partir de la misma cantidad de medio de cultivo.

3.10.2. Actividad Acetilcolinesterasa
La acetilcolinesterasa es una enzima que se encuentra principalmente en tejido nervioso y

glébulos rojos. Su funcidn es hidrolizar el neurotransmisor acetilcolina (106) (Figura 19).

O (0]
J ¢ X Y
07 N, # o OH + HO™ "'\
Acetylcholine Acetic acid Choline
Figura 19 - Reaccion catalizada por la enzima Acetilcolinesterasa. Adaptado de

www.worthington.com.
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Se ha descripto que los exosomas liberados por cultivos de diferentes tipos celulares contienen
esta enzima (107, 108), por lo que puede utilizarse la actividad acetilcolinesterasa de extractos
de exosomas para cuantificar de manera comparativa la cantidad de exosomas presentes en
dichos extractos; a mayor actividad enzimatica, mayor cantidad de exosomas.

En el presente trabajo, para medir la cantidad de exosomas liberados por cultivos de
cardiomiocitos neonatales de rata, se resuspendié la fraccidon exosomal obtenida a partir de la
misma cantidad de medio de cultivo para las diferentes condiciones experimentales (-St o +5t)
en 110 ul de H,0. Se tomé 37.5 pl de la mezcla exosomas + H,0 y se colocd por duplicado en
placas de 96 pocillos de fondo plano. Luego se agregaron 1.25 mM de acetiltiocolina y 0.1 mM
de 5,5 -ditiobis (acido 2 nitrobensoico) (ambos reactivos de Sigma-Aldrich Quimica S.A.) en un
volumen final de 300 pl. Se monitorizé el cambio de absorbancia a 412 nm cada 5 min en el
espectrofotometro Wallac Victor’V 1420 Multilabel (Perkin Elmer). Los datos mostrados

representan la actividad enzimatica luego de 30 min de incubacién a 37 2C.

3.10.3. Cuantificacion en InCell Analyzer

Para cuantificar la cantidad de exosomas producidos por un cultivo de cardiomiocitos
neonatales de rata, se realizé un doble inmunomarcaje de los cardiomiocitos. Los cultivos se
sembraron por cuadruplicado en placas de InCell Analyzer de 96 pocillos y luego de incubarlos
24 h con los tratamientos —St o +St se lavaron con PBS vy se fijaron durante 15 min a 4 2C con
2% PFA en PBS. A continuacidn se realizé el doble inmunomarcaje con Anti-CD63 (Santa Cruz
Biotechnology) (anticuerpo secundario Alexa Fluor-488, life technology) y Anti-Desmin (Santa
Cruz Biotechnology) (anticuerpo secundario Alexa Fluor-555, life technology). La adquisicién de
las imagenes fue realizada con el microscopio de epifluorescencia del In Cell Analyzer 1000 (GE
Healthcare). Se utilizé el objetivo de 20X vy se aplicé una combinacion de tres filtros de
excitacion y emision para detectar DAPI (exc 405nm/em 450 nm), fluorescencia verde del
marcaje anti-CD63 (exc 475 nm/em 535 nm) y fluorescencia roja del marcaje anti-desmina (exc
530 nm/em 620 nm). Para cada well se adquirieron 20 imagenes. El anélisis se llevd a cabo con
el software In Cell Analyzer 1000 Workstation (GE Healthcare). Primero se definieron las
células utilizando una segmentacidon basada en el DAPI y en la sefial roja de la desmina. La
sefial roja se utilizé para definir la morfologia de la célula alrededor del nicleo y también para
descartar las células negativas para marcaje con desmina. Luego se cuantificé la cantidad de

sefial verde proveniente del marcaje de CD63 solo en las células desmina+.
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3.11. Ensayos funcionales in vitro con exosomas

3.11.1. Internalizacion de exosomas

Para evidenciar si las células de un cultivo de endotelio primario de rata eran capaces de
internalizar exosomas provenientes de cardiomiocitos ventriculares, se sembraron explantos
de aorta de rata neonato en Nunc Lab-Tek Chamber Slide System (SIGMA ALDRICH) de 8
pocillos. Se aislaron exosomas provenientes del medio de cultivo de células H9C2-CD63-GFP
con 48 hs de tratamiento +/- st. Estos exosomas se agregaron en una concentracion de 20
pg/ml directamente al medio de cultivo de las células endoteliales. Se incubaron los exosomas
durante 30 min a 37 2Cy luego se lavaron las células 3 veces con PBS y se fijaron en PFA al 2%.
Se montaron las placas con medio de montaje y se tomaron imagenes con el microscopio de

fluorescencia.

3.11.2. Activacion de vias de sefalizacion

Para analizar si los exosomas provenientes de células cardiacas eran capaces de activar vias de
sefializacion relacionadas con el metabolismo de la glucosa en células endoteliales, se llevd a
cabo el siguiente experimento. Se crecieron HUVEC hasta que alcanzaron la confluencia en
placas de 6 pocillos. Una vez alcanzada la confluencia se incubaron las células 16 h con el
medio EBM-2 (LONZA) con 1% solucidon de aminoacidos no esenciales (Sigma-Aldrich Quimica
S.A.), 1% MEM Eagle Vitamin mix (LONZA) y 1% Penicilina-Estreptomicina (Sigma-Aldrich
Quimica S.A.). Se agreg6 directamente al medio los diferentes tratamientos compuestos por:
5% FBS (GIBCO); 0.1 pg/ml factor de crecimiento de insulina humano (hIGF1)(Life
Technologies), 0.1 pug/ml factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF)(Life Technologies);
20 pg/ml de exosomas aislados desde el medio de cultivo de células H9c2; 1 uM Wortmannina
(Sigma-Aldrich Quimica S.A.). Todos los tratamientos se agregaron al mismo tiempo y se
incubaron durante 30 min a 37 2C. A continuacidn se lavaron las células rapidamente con PBS y
se procedid con la extraccion de proteinas como se describe en la seccion 8.1. Luego se analizd

por WB la actividad de las vias de AKT y ERK.

3.11.3. Captacion de Glucosa

Para analizar si la captacion de glucosa en células endoteliales se veia afectada por la presencia
de exosomas provenientes de células cardiacas, se llevé a cabo un ensayo de captacion de
glucosa fluorescente 2-deoxy-2-((7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino), nombre comercial 2-

NBDG (Life Technologies). Se cultivaron células de endotelio primario de rata en placas de 96
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pocillos MatriPlate 96 well microplates (GE Healthcare). La cuantificacidn de la captacion de 2-
NBDG se realiz6 como previamente describid Kawauchi K, et al (109), con modificaciones
menores. Una vez alcanzada la confluencia las células se lavaron con PBS y se agregd medio
+St durante 2 hs. Luego se agregaron 20 pg/ml de exosomas provenientes del medio de cultivo
de cardiomiocitos primarios, o PBS como control. Se incubaron las células a 37 ¢C durante 30
min. Luego se lavd el cultivo con PBS y se agregé DMEM-sin glucosa con L-Glutamina (GIBCO) y
150 pg/ml of 2-NBDG. Se incubaron las células durante 30 min y se lavaron 3 veces con PBS,
para finalmente fijar el cultivo con PFA al 2% en PBS. El analisis de la captaciéon de 2-NBDG se
llevo a cabo con el microscopio de Epifluorescencia In Cell Analyzer 1000 (GE Healthcare). Se
utilizé el objetivo de 20X para adquirir la sefial de fluorescencia y una combinaciéon de dos
filtros de excitacion/emision fue aplicada para detectar el DAPI (exc 405nm/em 450 nm) vy la
fluorescencia verde proveniente del 2-NBDG (exc 475 nm/em 535 nm). Para cada pocillo se
adquirieron 40 imagenes y se analizaron con el programa In Cell Analyzer 1000 Workstation
software (GE Healthcare) utilizando una plataforma para detectar los granulos intracelulares
de 2-NBDG. Para definir las células se utilizé la segmentacion proveniente del DAPI y se llevéd a
cabo la cuantificacién de los granulos de 2-NBDG. Para cuantificar el nivel de captacion de 2-

NBDG se midid para cada imagen la relacion “granulos de 2-NBDG/numero de células”.

3.11.3.1.  Inhibicién de GLUTs exosomales

La molécula Fasentin (SIGMA ALDRICH) ha sido descripta como una molécula capaz de inhibir
la actividad de los GLUTs (110). Para inhibir los GLUTs contenidos en exosomas aislados desde
el medio de cultivo de cardiomiocitos primarios, una alicuota de la fraccién exosomal fue
tratada durante 1 hr con Fasentin 100 uM. Luego 20 pg/ml de estos exosomas con los GLUTs
inhibidos fueron agregados a células endoteliales en un volumen final de 310 pl (3.22 uM
Fasentin) e incubados durante 30 min a 37 2C. A continuacion las células se lavaron y el ensayo
de captacién de 2-NBDG fue llevado a cabo como se describe en la seccién 10.2.

3.11.4. Actividad transcripcional de HUVEC

Se analizé mediante qPCR si la presencia de exosomas provenientes de cardiomiocitos alteraba
la actividad transcripcional de células HUVEC. Para realizar el experimento, las células HUVEC
fueron crecidas en placas de 6 pocillos hasta alcanzar la confluencia y directamente al medio
de cultivo fueron agregados 20 pg/ml de exosomas provenientes del medio de cultivo de
cardiomiocitos primarios. Tras 40 min de incubacién a 372C, las células fueron lavadas con PBS
y el mRNA fue extraido para el posterior analisis por gPCR. Los resultados presentados fueron

normalizados contra el control de agregar 100 pul de PBS (en lugar de exosomas) a las HUVEC.
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3.11.5. Actividad lactato deshidrogenasa (LDH)

La LDH es una enzima que cataliza la siguiente reaccién:

(o) (o) (0] (0]
\C/ NADH + H* \c/
| NAD*
?=O HO—Cl—H
lactate
CHs dehydrogenase CHa
Pyruvate L-Lactate

AG'°= = 25.1 kJ/mol

Para medir la actividad LDH tanto en células como en exosomas se utilizé el kit “Lactate
Dehydrogenase Activity Assay Kit (SIGMA ALDRICH)” segun las indicaciones del fabricante. Para
determinar la actividad LDH de los exosomas, la fraccion exosomal se resuspendié en LDH
assay buffer.

Para determinar la actividad LDH de células HUVEC, estas se cultivaron hasta alcanzar la
confluencia en placas de 6 pocillos. Una vez alcanzada la confluencia se agregd al medio de
cultivo el total de la fraccion exosomal obtenida a partir de 100 ml de medio de cultivo de
células H9c2 (o 100 pl de PBS como control). Luego de 30 min de incubacién a 37 2C, las
HUVEC fueron rapidamente lavadas 2 veces con PBS frio y 150 ul de LDH Assay Buffer fue
directamente agregado al pocillo. Los resultados mostrados provienen del promedio de dos

experimentos independientes.

3.11.6. Cuantificacién de piruvato

El Piruvato es un compuesto organico producido en la etapa final de la glicdlisis. Para
determinar la concentracidon de piruvato presente tanto en células como en su medio de
cultivo, en el presente trabajo se utilizé el “Pyruvate Assay Kit (Abcam)” seguln las indicaciones
del fabricante. Se cultivaron células HUVEC en placas de 6 pocillos. Una vez alcanzada la
confluencia, las células se lavaron con PBS y el medio de crecimiento fue reemplazado por
medio de ensayo de Piruvato compuesto por DMEM-sin glucosa, sin-piruvato (GIBCO), con
todos los suplementos del EGM-2 BulletKit (LONZA) y D-(+)-Glucose 1 g/L (SIGMA ALDRICH).
Inmediatamente se agregd al medio de ensayo la fraccién exosomal total obtenida a partir de
100 ml de medio de cultivo de células H9¢c2 (o 100 ul de PBS como control). Luego de 30 min
de incubacidon se tomd una alicuota del medio para cuantificar el piruvato que las HUVEC
liberaron al medio de ensayo durante esos 30 min. Inmediatamente después las células se
lavaron con PBS frio y se agregé 100 pl de Pyruvate Assay Buffer a cada pocillo. Los resultados

mostrados provienen del promedio de dos experimentos independientes.
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3.12. Citometria de flujo

Para analizar la expresion de la GFP, tanto en las H9c2-CD63-GFP como en las MSC-HIF, las
células se sembraron en frascos de 75 cm? a una densidad de 2.000 células/cm?2. Cuando el
cultivo alcanzé el 80% de confluencia, las células se tripsinizaron, se centrifugaron a 400 g
durante 7 minutos y se lavaron con PBS con 1% de Albumina de Suero Bovino (BSA). Todos los
lavados se realizaron con PBS suplementado con BSA para preservar la integridad celular. El
sedimento celular se resuspendié en 1 mL de PBS y se distribuyé en alicuotas de 300 ul (50.000
células/tubo) en tubos de citometria. Las células marcadas con GFP se identificaron por su
epifluorescencia verde con el citdmetro de flujo Cytomics FC 500 de Beckman Coulter,

realizado por el servicio de citémica del Centro de Investigacién Principe Felipe.

3.13. Protedmica

Para realizar el estudio del contenido proteico de los exosomas derivados de CM neonatales
de rata, se cultivaron los CM durante 48 h con los medios experimentales —St y +St. Tras la
incubacidn, se aislaron los exosomas desde los medios de cultivo por ultracentrifugacién y la
fraccién exosomal obtenida fue resuspendida en tampdn RIPA. El extracto proteico fue
cargado con tampdén Laemmli en un gel SDS-PAGE vy la electroforesis se detuvo luego de que la
banda de proteinas recorriera 1 cm en la zona resolutiva del gel. A continuacién se corté la
banda de proteinas y se digiri6 con tripsina. La digestién se detuvo con TFA a una
concentracién final del 1% y se realizé una doble extraccidon 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 cargdé 5 ul de cada muestra en una columna
trampa (NanoLC Column, 3u C18-CL, 350umx0.5mm ; Eksigen), se desalaron con TFA y luego se
cargaron en una columna analitica (LC Column, 3 p  C18-CL, 75umx12cm, Nikkyo). Los
péptidos fueron analizados en el espectrometro de masas
nanoESI qQTOF (5600 TripleTOF, ABSCIEX). Los datos obtenidos para las muestras fueron
analizadas con el software ProteinPilot v4.5. search engine (ABSciex). Todo el proceso se

realizd en el servicio de protedmica de la Universidad de Valencia.
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3.14. Técnicas in vivo: estudio del efecto terapéutico de los exosomas

derivados de MSC y MSC-HIF en la reparacion del IAM

3.14.1. Animales

Un total de 18 ratas Wistar macho con un peso de 200-250 g (Charles River Laboratories) se
incluyeron en el estudio. Los animales con una fraccién de acortamiento tras el infarto
superior al 35% se excluyeron del estudio. Los 18 animales se dividieron en tres grupos de 6 a
los que les administro de manera intramiocardica luego de generar el IAM experimental un
tipo de tratamiento. Un grupo recibié la inyeccidn intramiocardica de PBS (a manera de
control), otro grupo recibié exosomas derivados de MSC cultivadas 48 h en hipoxia y el ultimo

grupo recibié exosomas derivados de células MSC-HIF cultivadas durante 48 h en hipoxia.

3.14.2. Procedimientos quirurgicos

3.14.2.1. Elinfarto agudo de miocardio

Las ratas se anestesiaron con anestesia inhalatoria Sevorane o Sevofluorano (2,5% v/v Abbott,
Madrid, Espafia) y se les inyecté intraperitonealmente Fentanilo (0,05 mg/Kg.) como
analgésico. Los animales se colocaron en posicién supina sobre una manta calefactora, se
transilumind la traquea con una fuente de luz fria y se entubaron. Para comprobar la correcta
entubacion se constatd la sincronia entre la expansion del pecho vy los ciclos del ventilador. A
partir de este momento la rata queda conectada al respirador (modelo 683, Harvard
Apparatus), cuyos parametros mds importantes son un volumen tidal de 2.0 ml y un ritmo de

respiracion de 100 respiraciones por minuto.

Para la realizacidn del infarto experimental, la rata se colocd en decubito lateral derecho con la
extremidad anterior izquierda en hiperextensidn. A continuacidn se rasurd el hemitérax
izquierdo y se preparo la zona quirdrgica asépticamente con betadine (Viatris Manufacturing)
para la realizacién de una toracotomia lateral en el 42 espacio intercostal izquierdo. Para ello
se realizd una incisién cutanea de dos centimetros y tras la diseccién de los musculos
pectorales e intercostales (estos uUltimos cranealmente a la costilla para evitar el paquete
vascular que corre caudalmente a las mismas) se accedié a la cavidad tordcica. Se colocé un
separador de Weitlaner con el que se consiguié un buen campo quirudrgico y con una torunda

embebida en suero salino fisioldgico se retiraron con delicadeza el timo cranealmente vy el
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I6bulo pulmonar dorsalmente. Consecutivamente, con ayuda de dos pinzas de microcirugia, se
realizd una pericardiotomia permitiendo visualizar la arteria coronaria descendente anterior
izquierda. Inmediatamente se procedié a la oclusion de la misma mediante ligadura
permanente con sutura de monofilamento no reabsorbible de 7/0 (Premilene, Braun). El
cambio inmediato de coloracion de la zona infartada (a un color azulado) permitio verificar que
la técnica se habia realizado de manera adecuada. Seguidamente se realizé el trasplante
intramiocardico con 20 pl de PBS o 20 ul de una suspension de exosomas (provenientes de
MSC o MSC-HIF cultivadas durante 48 h en hipoxia) con una concentracidon de 2 pg/ul de
proteina exosomal, con lo cual se inyecto un total de 40 pg de exosomas por rata. Para ello se
realizaron 3 inyecciones de 7 pul en tres puntos diferentes del borde del infarto con una
jeringuilla Hamilton de 25 pl (Tecnokroma). Por ultimo se procedié al cierre del térax por capas
(uniodn costilla costilla, planos musculares y sutura intradérmica) con sutura de monofilamento
reabsorbible de 3/0 (Monosyn, Braun) y se limpid la herida con betadine. La rata desperté tras

unos minutos desde la retirada del agente anestésico.

3.14.3. Parametros de funcién cardiaca

La ecocardiografia es una prueba fundamental para ver la evolucion de la funcién cardiaca en
el tiempo. Con ella se obtiene informaciéon muy detallada, en tiempo real, de la morfologia
cardiaca. Ademas, es una técnica no invasiva y de bajo coste.

Para realizar la ecografia, se realizd la anestesia inhalatoria de la rata con mascarilla (Sevorane
2% v/v). Tras la colocacién en deculbito supino, se rasurd el hemitérax izquierdo hasta el
esternon, por donde se adquirieron las imagenes. En este estudio se utilizé el ecégrafo General
Electric modelo Vivid 5 equipado con una sonda lineal de 10 MHz. El protocolo para la toma de
imagenes ecocardiograficas fue el siguiente: se efectud un dia antes de la realizacién del
infarto (funcion cardiaca basal) y 15 dias post-infarto (funcion cardiaca post-IAM). El estudio
ecocardiografico en cada uno de los tiempos anteriormente comentados constaba de una
ecocardiografia transtoracica en el eje corto (corte transversal del corazén a nivel de los
musculos papilares) incluyendo la toma de imagenes tanto en modo-M (imagen lineal a la que
se le ha introducido la variable tiempo) como 2D (imagen bidimensional en tiempo real). Los
parametros funcionales se calcularon en tres ciclos cardiacos consecutivos utilizando métodos
estandares. En el modo-M se midieron el diametro del ventriculo izquierdo (DVI), el grosor de
la pared anterior (GPA) y el grosor de la pared posterior (GPP) tanto en didstole como en
sistole (Figura 20). En las imagenes 2D se midié el area interna del ventriculo izquierdo (AVI) en

didstole y en sistole.
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Figura 20 - Esquema representativo de una imagen modo-M donde se indican los diferentes parametros
a medir: PA,, grosor pared anterior en diastole; DVly, didmetro ventriculo izquierdo en diastole; PPy
grosor pared posterior en didstole; PA,, grosor pared anterior en sistole; DVlgy, diametro ventriculo en

sistole; PPy, grosor pared posterior en sistole.
A partir de estas medidas se calcularon los siguientes parametros:
- Cambio Porcentual de Area (CPA):
[(AVIlg— AVIs) / AVIg] x 100 donde:
AVly: area ventriculo izquierdo diastélico.
AVI,: drea ventriculo izquierdo sistélico.
- Fraccion de Acortamiento (FA):
[(DVIg—DVI) / DVIg] x 100  donde:
DVIq4: didmetro ventriculo izquierdo diastélico.
DVI,: didmetro ventriculo izquierdo sistdlico.
- Engrosamiento de la Pared Anterior (EPA):
(PAs-PAd -1) x 100 donde:
PAs: dimensidn pared anterior en sistole

PAd: dimensidn pared anterior en didstole
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3.14.4. Eutanasia

En los tiempos indicados los animales se sacrificaron por sobredosis de Tiopental (60 mg/Kg.) y

Fentanilo (0,05 mg/Kg.) administrados mediante inyeccion intraperitoneal.

3.15. Analisis estadistico

Todos los datos de los experimentos realizados estdn expresados como media + desviacion
estandar (DS) o error estdndar (ES). Se comprobd la normalidad de las distribuciones de las
variables con el test de Kolmogorov-Smirnov y se estudiaron las diferencias de medias para
pardmetros cuantitativos mediante la aplicacion del test de la t de Student para comparacion
de dos medias. Los analisis 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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Resultados

En el presente trabajo se estudiaron por separado dos fendmenos celulares que involucran a
los exosomas como mecanismo de comunicacidn intercelular, por lo cual los resultados se

dividieron en dos secciones:

Seccidn A: Contenido de miRNA en exosomas de MSC y MSC-HIF

Seccion B: Comunicacion intercelular entre cardiomiocitos y endotelio

mediada por exosomas
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4. Resultados

Seccion A: Estudio del contenido de miRNA en exosomas

derivados de cultivos de MSC y MSC-HIF

4.1. Las MSC transfectadas con pWIPI-HIF-GFP sobreexpresan HIF-1a

Es sabido que el precondicionamiento con hipoxia de las MSC induce supervivencia en estas
células a través de la via Akt e incrementa su potencial terapéutico (111). El factor inducible
por hipoxia (HIFs) ha sido identificado como una molecula clave en la adaptacion de las células
a la situaciéon de hipoxia (112). Entre los genes regulados por HIF-1a se encuentran el VEGF, la
eritroproyetina y la angiopoyetina (113).

Las MSC fueron transfectadas con los vectores lentivirales pWIPI-GFP o pWIPI-HIF-GFP (en
adelante denominadas MSC y MSC-HIF respectivamente). Tras dos ciclos de infeccidon se
analizé por citometria de flujo la expresion de la GFP en los cultivos, cuantificando asi el grado

de infeccidn. El 90-95% de los cultivos celulares fueron GFP positivos (Figura 21).

~ MscC ~ MSC-HIF
- A \‘I'I' “'I
/' 92.4 % /193.2%

GFP —» ——GFP —

Figura 21 - Marcaje lentiviral de MSC. Caracterizacion de cultivos de MSC transfectados con pWIPI-
GFP o pWIPI-HIF-GFP. Analisis mediante citometria de flujo de cultivos de MSC o MSC-HIF
mostrando mas del 90% de infeccién (detectado mediante la expresién de la proteina verde

fluorescente GFP).

Una vez comprobado que los cultivos poseian fluorescencia verde, lo que indicaba que estaban
transfectados, se procedio a la cuantificacién por gPCR de los niveles de mRNA para el gen HIF-
la (Figura 22). Tras el analisis se observé que los niveles de mRNA de HIF-1a estaban

aumentados 4.88+0.57 veces en las MSC-HIF con respecto a MSC.
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Figura 22 - Niveles de mRNA de HIF-1a en poblaciones de MSC-HIF normalizados frente a los
niveles en MSC, evaluadas mediante qPCR. Los valores se expresan como la media = DS del
incremento respecto al control.

Por otra parte se analizd la estabilizacion de la proteina HIF-1a en MSC-HIF frente a cultivos de
MSC. Los cultivos MSC-HIF mostraron la expresién de la proteina HIF-1a en normoxia (con un

aumento de 5.4+1.6 veces en MSC-HIF frente a MSC) (Figura 23).

MSC MSC-HIF

HFt-a o .
GAPDH (DD

HIF-1a/GAPDH
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MSC  MSC-HIF
Figura 23 - Expresion de la proteina HIF-la en MSC y MSC-HIF cultivadas en normoxia. Las
diferencias respecto al control fueron cuantificadas por densitometria de las peliculas de western
blot reveladas. Se utiliz6 GAPDH como proteina de control de carga. Los datos representan la
media £ DS de tres experimentos independientes.

4.2. MSCy MSC-HIF liberan exosomas al medio de cultivo

Numerosos estudios previos han demostrado que las MSC en cultivo liberan exosomas al
medio (114). Para confirmar el aislamiento de exosomas de MSC y MSC-HIF, las fracciones
exosomales obtenidas a partir del medio de cultivo de MSC y MSC-HIF se analizaron por
microscopia electrénica (Figura 24). Se observé que tanto MSC como MSC-HIF liberan al medio

vesiculas con el tamafio y la apariencia caracteristica de los exosomas.

Figura 24 - Microscopia electrénica de exosomas de los exosomas aislados desde el medio de
cultivo de MSC (A) o del medio de cultivo de MSC-HIF (B). Barra de escala: 100 nm.
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4.3. Andlisis de miRNA contenidos en exosomas de MSC y MSC-HIF

Estudios previos han demostrado que las poblaciones de miRNA contenidas en los exosomas

liberados por las células pueden variar dependiendo de las condiciones experimentales (115).

En este trabajo se analizd mediante qPCR el contenido de miRNA presente en los exosomas

liberados por MSC y MSC-HIF cultivadas en normoxia o hipoxia. Los experimentos se realizaron

por duplicado, haciendo réplicas bioldgicas de cada condicién. El siguiente esquema muestra el

disefio experimental:

MSC

- Marcaje Lentiviral +Marcaje Lentiviral

=

MSC MSC-HIF
Expansion Expansion
Normoxia Hipoxia Mormoxia Hipoxia
L | [} - L] [ & - &
Deteccion de  Deteccion de Deteccion de  Deteccidon de Deteccidn de  Deteccidn de Deteccion de  Deteccion de
exosomales  exosomales exosomales  exosomales exosomales  exosomales exosomales  exosomales
. QPR QPCR . OPCR QPCR QPCR QPCR «_QPCR QPCR
—— - ~ - —
Se consideraron comao Se consideraron como Se consideraron como 5e consideraron comao
positivos solo los migroRNAS positivos solo los microRMAS positivos solo los microgRMNAS positivos solo los microRNAS
gue apareciercn en las dos gue apareciercn en las dos gue aparecieron en las dos gue aparecieron en las dos
replicas replicas replicas replicas
xl%"""a. //.-—-'

Figura 25 - Esquema experimental para la deteccion y cuantificacion de miRNA exosomales
provenientes de células MSCy MSC-HIF.

Comparacion de los tratamientos utilizando Software
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El resultado del analisis se muestra a continuacion en las figuras 26 y 27.

A B
MSC Normoxia MSC Hipoxia miRNA exosomales  miRNA exosomales de MSC miRNA
de MSC en Hipoxia  detectados en normoxia e exosomales de MSC
hipoxia en Normoxia
ha-miR-107
ha-miR-151-5p ha-miR-100 ha-miR-20a ha-miR-10a
ha-miR-181b ha-miR-103 ha-miR-221 ha-miR-125a-5p
ha-miR-181c ha-miR-105 ha-miR-222 ha-miR-125b
ha-miR-22 ha-miR-106a ha-miR-23a ha-miR-130b
ha-miR-29¢ ha-miR-126 ha-miR-23b ha-miR-138
ha-miR-32 ha-miR-132 ha-miR-25 ha-miR-186
ha-miR-497 ha-miR-145 ha-miR-28-3p  ha-miR-199b-5p
44 miRNA fueron identificados en ha-miR-548¢c-5p ha-miR-15a ha-miR-301a ha-miR-320b
ambas cond ha-miR-15b  ha-miR-30a  ha-miR-320c
ha-miR-16 ha-miR-30b ha-miR-369-5p
ha-miR-17 ha-miR-30c ha-miR-422a

ha-miR-181d ha-miR-30d ha-miR-423-3p
ha-miR-191 ha-miR-30e

B Sobreexpresados

en hipoxia -
ha-miR-193b ha-miR-31
0% Reprimidos ha-miR-199a-3p ha-miR-320a
ha-miR-199a-5p ha-miR-330-3p
Sin cambios en la ha-miR-199b-3p ha—mfR—34c—5p
expresion ha-miR-19a ha-miR-376¢
ha-miR-19b ha-miR-421
ha-miR-93 ha-miR-424
ha-miR-99a ha-miR-505
ha-miR-99b

Figura 26 - Deteccion de miRNA contenidos en exosomas de MSC. A) Diagrama de Venn
representando el resumen del nimero de miRNA detectados en exosomas aislados desde el medio
de cultivo de MSC en normoxia o con 48 h de hipoxia. B) Listado de los miRNA detectados en
exosomas de MSC cultivadas en normoxia o con 48 h de hipoxia.

La identificacidon de los miRNA contenidos en las 2 condiciones experimentales mostré que 12
miRNA eran exclusivos de los exosomas aislados de las MSC en normoxia mientras que 44
fueron identificados en las dos condiciones experimentales. Por otro lado se encontraron 9

miRNA que fueron exclusivos de la condicidn de hipoxia.

Utilizando el software “Free Analysis Software for Human 384 SeraMir gPCR Profiler
array(.xls)”, se calculé la abundancia relativa de los 44 miRNA identificados en ambas
condiciones. Se encontré que 33 de los 44 miRNA se aumentaban su abundancia relativa en
hipoxia con un valor de incremento superior a 3 veces. Los 11 restantes miRNA permanecieron
constantes. Es interesante destacar que ninguno de los 44 miRNA compartidos resultd

reprimido en hipoxia.
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Figura 27 - Deteccion de miRNA contenidos en exosomas de MSC-HIF. A) Diagrama de Venn
representando el resumen del nimero de miRNA detectados en exosomas aislados desde el
medio de cultivo de MSC-HFI en normoxia o con 48 h de hipoxia. B) Listado de los miRNA
detectados en exosomas de MSC-HIF cultivadas en normoxia o con 48 h de hipoxia.

A continuacidn se realizd el mismo analisis para los exosomas aislados de las MSC-HIF. En
normoxia se detectaron un total de 50 miRNA exosomales. De estos 50, 6 fueron exclusivos de
exosomas de MSC-HIF en normoxia y 44 fueron compartidos con la condicién experimental de

hipoxia, mientras que 4 fueron exclusivos para la condicién de hipoxia.

Utilizando el software “Free Analysis Software for Human 384 SeraMir qPCR Profiler
array(.xls)”, se calculé la abundancia relativa de los 44 miRNA que se expresaban en ambas
condiciones. Se observé que 33 de los 44 miRNA no variaron su expresidn, mientras que los 11

restantes se up-regularon en mas de 3 veces.

Es interesante destacar que la combinacion de la sobreexpresion de HIF-1a en las MSC-HIF
junto con la condicién hipdxica logré que los exosomas derivados de estas células se carguen
con miRNA potencialmente terapéuticos. El paso siguiente fue probar si estos exosomas eran

capaces de tener efectos terapéuticos en un modelo de IAM en rata.
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4.4. Efecto de los exosomas derivados de MSC y MSC-HIF en un modelo

de IAM en rata

Estudios previos han sugerido que los exosomas derivados de las MSC inyectados por via
venosa en un modelo de isquemia/reperfusién en ratdn, tienen un efecto terapéutico al
reducir le lesion causada por la isquemia/reperfusidn (116). Teniendo en cuenta esta premisa y
el dato obtenido el presente estudio de que los exosomas derivados de MSC contenian miRNA
potencialmente terapéuticos, se realizd un experimento para evidenciar el potencial
terapéutico de los exosomas derivados de MSC y MSC-HIF en un ensayo funcional en el
modelo de IAM en rata. Para ello se aislaron exosomas provenientes del medio de cultivo de
células MSC y MSC-HIF tras incubarlas 48 h en hipoxia, y se inyectaron de manera
intramiocardica en ratas infatadas, tal como se describe en materiales y métodos. De esta
manera se generaron 3 grupos experimentales, con 6 ratas cada uno, los cuales se llamaron
grupo control (ratas que recibieron inyeccion de PBS), grupo MSC (ratas que recibieron
inyeccion de exosomas derivados de MSC) y grupo MSC-HIF (ratas que recibieron inyeccion de
exosomas derivados de MSC-HIF). Para cada grupo se monitorizaron parametros cardiacos
funcionales mediante eco-cardiografia antes (medidas basales) y 15 dias después del IAM para
evaluar el grado de recuperacion funcional conseguido debido al trasplante de exosomas. Los

resultados se muestran a continuacion en la figura 28 y la figura 29.
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Figura 28 — Funcidn cardiaca en términos de cambio porcentual de area. La grafica muestra los
valores cuantitativos obtenidos por eco-cardiografia del cambio porcentual de drea (CPA) para el
grupo control (PBS), para las ratas que fueron tratadas con exosomas derivados de MSC (MSC) o
tratadas con exosomas derivados de MSC-HIF (MSC-HIF). No se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos.

Doctorado en Biotecnologia



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VVALENCIA

A B
45 - 45 -
40 - a0 -
35 - 35
30 - O MsC 30 - s
X251 8 25 -
< 20 B MSC-HIF é 20 - B MSCHIF
15 4 15 -
10 4 B pgs 10 - B pes
5 1 5
0 0 .
BASAL 15 DIiAS BASAL 15 DiAS

Figura 29 — Funcion cardiaca en términos de fraccion de en los diferentes grupos de animales.
Las graficas muestran los valores cuantitativos obtenidos por eco-cardiografia de la fraccion de
acortamiento (FA) (A) y del engrosamiento de la pared anterior (EPA) (B) para el grupo control
(PBS), para las ratas que fueron tratadas con exosomas derivados de MSC (MSC) o tratadas con
exosomas derivados de MSC-HIF (MSC-HIF). No se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos.

Contrariamente a lo esperado, en términos generales no se observé una recuperacion
diferencial de los pardmetros funcionales medidos en los animales tratados con exosomas con
respecto a los controles. Es posible que la dosis no fuera la adecuada o que la permanencia de
los exosomas en el sitio del implante fuera demasiado breve. Asi pues, se decidié no continuar
con este tipo de experimentos y centrarnos en los mecanismos celulares desencadenados por

los exosomas en estudios in vitro.
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Resultados

Seccion B: Comunicacidn intercelular entre cardiomiocitos y

endotelio mediada por exosomas

4.5. Elayuno de glucosa incrementa la sintesis y la secrecion de

exosomas de cardiomiocitos neonatales de rata

Trabajos recientes han descrito que los cardiomiocitos son capaces de producir exosomas que
pueden interaccionar con células diana alterando su actividad transcripcional mediante la
transferencia de acidos nucleicos (117). Asi también, en relacidon con los mecanismos que
regulan la sintesis y secrecion de los exosomas, hay trabajos que vinculan el estrés celular con
el incremento de la secrecion de exosomas (118). Con el fin de estudiar, en un contexto
metabdlico, como se regula la sintesis y secrecién de exosomas en células cardiacas, en el
presente trabajo se sometié a ayuno de glucosa a cultivos de cardiomiocitos neonatales de

rata y se estudid la sintesis y secrecion de exosomas.

4.5.1. El ayuno de glucosa incrementa la secrecidon de exosomas de un cultivo de

cardiomiocitos neonatales de rata

Para analizar la abundancia relativa de exosomas liberados por células cardiacas, en el
presente trabajo se analizaron por microscopia electrénica las fracciones exosomales
obtenidas a partir de la misma cantidad (40 ml) de medio de cultivo de cardiomiocitos
sometidos o no a ayuno de glucosa (+St y —St) (FIG. 1A). Empleando esta técnica se observé la
presencia de vesiculas con la apariencia y el tamafo caracteristico de los exosomas (30-100
nm). Al comparar los extractos de exosomas obtenidos de las dos condiciones se observo
mayor abundancia relativa de vesiculas en las fracciones exosomales provenientes del medio

de cultivo de cardiomiocitos con 48 h de ayuno de glucosa.

Con el fin de caracterizar y cuantificar las vesiculas obtenidas desde medio de cultivo se
emplearon anticuerpos contra marcadores especificos de exosomas. Los exosomas poseen
abundantes cantidades de tetraspaninas y aunque estas moléculas se encuentran presentes en
otras estructuras celulares, cuando son detectadas en la fraccidn celular secretada al medio de
cultivo se asocian a los exosomas. Entre las tetraspaninas destacan las CD9, CD63 y CD81. Asi,

para cuantificar la cantidad de exosomas liberados al medio de cultivo en las diferentes

Doctorado en Biotecnologia m



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

condiciones experimentales (-St y +St) se analizaron por Western Blot las fracciones
exosomales procedentes de 30 mL de medio de cultivo de las condiciones +St y —St con
anticuerpos especificos frente a dichas tetraspaninas. Se observé que tras 48 h de ayuno de
glucosa se producia un incremento en la cantidad de tetraspaninas detectables por WB, lo que
sugirio nuevamente un aumento en la secrecién de exosomas al medio por parte de los
cardiomiocitos. Otra de las formas descritas previamente para la caracterizacion y
cuantificacion de los exosomas es la medida de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa
(106). Esta enzima estd presente en los exosomas, por lo que su actividad puede utilizarse para
evaluar de manera comparativa la cantidad de exosomas presentes en extractos obtenidos en
distintas condiciones de cultivo. Asi pues se ensayd la actividad acetilcolinesterasa en la
fraccion exosomal obtenida a partir de la misma cantidad de medio de cultivo de CM con o sin
(+St o —St) ayuno de glucosa (Figura 30, C). El resultado indicd un marcado incremento de la
actividad enzimatica para 48 h de ayuno de glucosa (0.69+0.05 en +St vs 0.14+0.01 en —St;
P<0.01. n=6), lo que sugirid una vez mas que el ayuno de glucosa incrementa la secrecién de

exosomas de los cardiomiocitos.
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Figura 30 - El ayuno de glucosa incrementa la secreciéon de exosomas de CM. A) Microscopia
electrdnica de exosomas aislados a partir de 40 ml de medio de cultivo de CM con o sin 48 h de
ayuno de glucosa (+/- st). Barra de escala, 100 nm. B) WB de tetraspaninas para la fraccion
exosomal obtenida a partir de 30 ml de medio de cultivo de CM con o sin (+/- st) 48 h de ayuno de
glucosa. C) Cuantificacion de la actividad acetilcolinesterasa para la fraccion exosomal obtenida
desde el medio de cultivo de CM con o sin ayuno de glucosa (+/- st). El resultado muestra el
promedio de dos experimentos independientes.
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4.5.2. El ayuno de glucosa incrementa la sintesis de exosomas de un cultivo
de CM neonatales de rata

Con el objeto de profundizar en la observacion de que el ayuno de glucosa aumenta la
secrecién en un cultivo de CM neonatales de rata, se decidid hacer una serie de experimentos
para ver si este fendmeno correlacionaba con un aumento de sintesis de exosomas por parte
de las células en estudio. Para evaluar la sintesis de proteinas especificas de exosomas, en
primer lugar se midié el nivel de expresion del mRNA de CD63 mediante qPCR (Figura 31, A).
Se observd que el ayuno de glucosa producia una sobreexpresion del mRNA de CD63. A
continuacién se disefié un ensayo para medir la produccién de proteinas especificas de
exosomas (CD63) en CM. Se realizé un doble inmunomarcaje con anti-Desmina (rojo) y anti-
CD63 (verde) a cultivos de CM en las diferentes condiciones experimentales (+/- st) (Figura 31,
B) ya que la desmina es una de las proteinas de los filamentos intermedios del citoesqueleto
de los CM. A continuaciéon se cuantificd utilizando en InCell Analyzer la cantidad de
fluorescencia verde proveniente del marcaje para CD63, solo en las células Desmina+ (Figura
31, C). El resultado de la cuantificacion mostré que CM con 24 h de ayuno de glucosa sintetizan
mas CD63 en comparacion con CM sin ayuno de glucosa (229,990+38,747 en +St vs

127,661+3,234 en —St; P<0.01. n=3).
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Figura 31 - El ayuno de glucosa incrementa sintesis de exosomas en cultivos de CM. A)
Representacion gréfica de los niveles de mRNA de CD63 en cultivos de CM en diferentes
condiciones experimentales (-/+ St) cuantificados mediante gqPCR. Los resultados fueron
normalizados respecto al tratamiento —St. B) Andlisis mediante inmunofluorescencia del doble
inmunomarcaje con anti-CD63 (verde) y anti-Desmina (rojo) para CM en cultivo con o sin (+/- St)
24 h de ayuno de glucosa. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). C) Cuantificacidn en InCell de
puntos verdes (CD63+) solo dentro de CM, rojos (Desmina+). El resultado muestra el promedio
de dos experimentos independientes.
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4.5.3. El ayuno de glucosa en CM incrementa la actividad transcripcional de
genes relacionados con el trafico vesicular y las vias secretoras

Estudios previos han relacionado la actividad transcripcional de varios genes con las rutas
secretoras celulares y el trafico vesicular intracelular (92). En el presente trabajo se analizd la
actividad de estos genes en cultivos de cardiomiocitos sometidos o no a ayuno de glucosa (+/-
st) (Figura 32, A-B). En relacién con los resultados previos obtenidos, se observdé una
sobreexpresion general de estos genes cuando se sometieron los cultivos a ayuno de glucosa.
La Fosfolipasa D (PLD) es una enzima que hidroliza la fosfatidilcolina para obtener colina y
acido fosfatidico (PA), el cual actia como segundo mensajero implicado en procesos como
exocitosis, endocitosis y es un activador directo de varias proteinas, como por ejemplo mTOR
(119). Se ha descrito que la Fosfolipasa D2 (PLD2) esta presente en exosomas y su actividad
esta relacionada con la cantidad de exosomas liberados por las células (120). El miembro 1 del
complejo receptor Golgi SNAP (Gors1), es una proteina de trafico de membranas encargada de
transportar proteinas entre el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi (121). Esta
considerara como un componente esencial del complejo receptor Golgi SNAP (SNARE). La
proteina de membrana 2 asociada a vesiculas (VAMP2) es una proteina del complejo SNARE
involucrada en el trafico intracelular de GLUT4 (122). El péptido natriurético auricular (NPPA),
también conocido como ANF, es un péptido hormonal producido y secretado mayormente por
cardiomiocitos auriculares. NPPA es fundamental para la regulacion de la presién sanguinea
porque promueve la natriuresis y la vasodilatacion (123, 124). Se ha descripto que GLUT4 es
capaz de ingresar en los granulos de la via secretora de NPPA a nivel del reticulo del trans-Golgi
(TGR) en cardiomiocitos auriculares de rata (125). Asi también, estudios previos han
relacionado a VAMP2 con la liberacién de NPPA y el trifico de GLUT4 (126, 127). En el
presente trabajo se observé un notable incremento a nivel de expresidn génica de todos estos

genes en los CM cuando se trataron los cultivos con medios sin glucosa (+St).

Las Rabs GTPasas son una gran familia de pequefias GTPasas que controlan el tréfico vesicular
intercelular (1). En particular, Rab27a y Rab27b controlan diferentes etapas del proceso de
secrecion de exosomas (128). En este trabajo se observé un aumento de la actividad
transcripcional de Rab27a y Rab27b en los CM cuando se trataron los cultivos con medios sin

glucosa (+St).
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Figura 32 — Andlisis mediante qPCR de CM con o sin ayuno de glucosa. Los CM neonatales de
rata cultivados con o sin ayuno de glucosa (+/- St) a diferentes periodos de incubacién fueron
utilizados para medir los niveles de expresién génica de los genes mostrados en la grafica. Los
resultados fueron referidos al tratamiento sin ayuno de glucosa (-St) y se muestran en dos
graficas diferentes (A y B) solo por cuestiones estéticas para mejorar la proporcidn de las escalas.
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4.6. Analisis de la transferencia de exosomas desde CM hacia

células endoteliales

Numerosos estudios han planteado la transferencia de exosomas entre las células como un

mecanismo de comunicacién intercelular (92). En el presente trabajo se planted que las

sefiales de estrés inducidas en los cardiomiocitos por el ayuno de glucosa podrian generar una

respuesta mediada por exosomas dirigida desde los CM hacia las ECs, que son las responsables

de realizar el transporte de combustibles metabdlicos desde la sangre hacia los cardiomiocitos.

Para estudiar dicho proceso se realizaron los experimentos que se describen a continuacion.
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4.6.1. Caracterizacion de cultivos primarios de células endoteliales

En el presente estudio se realizé el aislamiento de células endoteliales a partir de explantes de
aorta de rata o ratén RFP.

4.6.1.1 Caracterizacion de células endoteliales primarias de rata

La aorta de neonatos de rata se disecciond en segmentos de aproximadamente 1 mm®y se
colocé sobre placas de cultivo previamente tratadas con Matrigel. Luego se agregd medio de
cultivo y al cabo de 24-48 h se observo el crecimiento de tubos a partir de los explantes,

caracteristicos del crecimiento de células endoteliales (Figura 33).

Figura 33 - Cultivo de endotelio primario de rata neonato. Formacion de tubos a partir de
explantes de tejido adrtico.

El RECA1 es un anticuerpo que reacciona especificamente contra antigenos de superficie de
células endoteliales de rata. Para confirmar la presencia de células endoteliales en los cultivos
primarios se realizé el inmunomarcaje con anti-RECA1 (rojo) de las células (Figura 34). Se
observé marcaje RECAL1+ de los cultivos, lo que confirmd la presencia de células endoteliales

de rata.

Figura 34 - Cultivo de endotelio primario de rata neonato. Inmunomarcaje con anti-RECA1
(rojo). DAPI en azul.
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4.6.1.2. Caracterizacion de células endoteliales primarias de ratén RFP

La aorta de neonatos de ratén RFP se disecciond en segmentos de aprox. 1 mm®y se colocd
sobre placas de cultivo previamente tratadas con Matrigel. Luego se agregd medio de cultivo y
al cabo de 24-48 h se observé el crecimiento de tubos a partir de los explantes, caracteristicos

del crecimiento de células endoteliales (Figura 35).

ST

Figura 35 - Cultivo de endotelio primario de ratén RFP neonato. Formacion de tubos a partir
de explantos de tejido adrtico.

El antigeno CD31 (PECAM-1) es una glucoproteina transmembrana que media en la adherencia
entre células endoteliales, lo que la convierte en un marcador distintivo de este tipo celular.
Para confirmar la presencia de células endoteliales en los cultivos primarios se realizd el
inmunomarcaje con anti-CD31 (verde) de las células (Figura 36). En los ratones transgénicos
RFP, todas las células del ratén poseen fluorescencia roja, por lo que la superposicién entre
rojo y verde del marcaje anti-CD31 mostré células de color amarillo, lo que confirmd la

resencia de células endoteliales de ratdn.

Figura 36 - Cultivo de endotelio primario de raton RFP neonato. Inmunomarcaje con anti-CD31
(verde). DsRed (rojo). DAPI en azul.
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4.6.2. Marcaje lentiviral de exosomas

Para realizar estudios de seguimiento del trafico de exosomas en células cardiacas, se realizo el
marcaje lentiviral de células H9c2, con el pldsmido comercial pCT-CD63-GFP. Las células
resultantes, denominadas H9c2-CD63-GFP, expresan el marcador exosomal CD63 fusionado a
la proteina GFP (Figura 37, A). Tras la transfeccion de las células se realizd una seleccién con
Puromicina y la eficiencia de la transfeccién se evalud por citometria de flujo, lo que mostré un

90% de células GFP+ y por consiguiente CD63+ (Figura 37, B).
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Figura 37 - Marcaje lentiviral de células H9c2. A) Imagen de microscopia confocal de una célula
transfectada con pCT-CD63-GFP. Las membranas celulares fueron tefiidas con CellMask™ Deep
Red (rojo). B) Anadlisis de Citometria. 90% de las células fueron GFP+ luego del marcaje y la
seleccion.

4.6.3. Comportamiento de células H9¢2-CD63-GFP

En las células los exosomas se agrupan dentro de estructuras membranosas llamadas cuerpos
multivesiculares (MVB), los cuales se desplazan por el citoplasma y se fusionan con la
membrana plasmatica para verter su contenido de exosomas hacia el exterior de la célula.
Para visualizar el movimiento de los exosomas en las células cardiacas, se realizd un
experimento de microscopia confocal de paso de tiempo (time lapse) de un cultivo de H9c2-
CD63-GFP. Las células cardiacas se visualizaron mediante la tincién de sus membranas
celulares con el colorante vital CellMask™ Deep Red (rojo) (Figura 38). En condiciones de
ayuno de glucosa, se observd el agrupamiento de exosomas CD63-GFP dentro de estructuras
lipidicas que se desplazan por el citoplasma, lo que sugirié que el modelo H9c2-CD63-GFP era

adecuado para estudiar el trafico de exosomas.
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Figura 38 - Microscopia confocal “time-lapse”. Células H9¢c2-CD63-GFP fotografiadas en modo

“time lapse” tras 24 h de ayuno de glucosa. Las membranas fueron tefiidas con CellMask™ Deep
Red (rojo). En el panel central las flechas indican el agrupamiento de exosomas CD63-GPP
(verdes) dentro de estructuras membranosas (rojas). En el panel de la derecha la flecha indica la
direccién de desplazamiento de las agrupaciones de exosomas. t, tiempo en minutos.

4.6.4. Transferencia de Exosomas desde células cardiacas hacia células endoteliales

Para estudiar el posible trafico de exosomas desde células cardiacas hacia células endoteliales,
se realizd un estudio de microscopia confocal de paso de tiempo de un co-cultivo entre H9c2-
CD63-GFP y células endoteliales de raton RPF (rojas) (Figura 39). Las imagenes mostraron que
en condiciones de ayuno, células H9c2-CD63-GFP fueron capaces de enviar exosomas CD63-
GFP (verdes) hacia las células endoteliales (rojas). Se observé que una vez internalizados en el
endotelio, los exosomas provenientes de las H9c2 podian reagruparse, desplazarse y volver a

separarse.

Figura 39 - Microscopia confocal “time-lapse”. Co-cultivo entre células H9c2-CD63-GFP vy
células endoteliales de ratdn (rojas) tras 24 h de ayuno de glucosa. El circulo blanco sefiala la

presencia de exosomas CD63-GFP provenientes de las H9c2-CD63-GFP dentro de la célula
endotelial a diferentes tiempos. Las flechas indican el desplazamiento de una agrupacion de
exosomas CD63-GFP dentro de la célula endotelial. t, tiempo en minutos.

Alternativamente se analizd la internalizacion de exosomas derivados de células cardiacas en

cultivos primarios de células endoteliales de rata. Para ello se agregaron 20 ug/ml de
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exosomas provenientes del medio de cultivo de células H9c2-CD63-GFP con o sin 48 h de
ayuno de glucosa (+/- St) a un cultivo primario de células endoteliales de rata (Figura 40). Tras
30 min de incubacidn se detectd la presencia de fluorescencia GFP en las células endoteliales.
Es interesante destacar que, aunque se agregod la misma cantidad de exosomas, se observo
mayor intensidad de fluorescencia verde cuando los exosomas provenian de H9c2-CD63-GFP
cultivadas en condiciones de ayuno de glucosa (+St) que cuando los exosomas provenian de
medio de cultivo sin ayuno de glucosa (-St).

Control -St +St

CD63 CD63 CD63

Figura 40 - Internalizacidon de exosomas CD63-GFP en células endoteliales de rata. Deteccién
de fluorescencia CD63-GFP en células endoteliales de rata luego de 30 min de incubacion con
20 pg/ml de exosomas aislados desde H9c2 (control), o 20 pug/ml de exosomas aislados desde
H9c2-CD63-GFP con (+St) o sin (-St) 48 h de avuno de glucosa.

En la seccidn 4.5 se demostrd que el ayuno de glucosa en CM induce sefiales que provocan un
incremento en la sintesis y secreciéon de exosomas. En consecuencia, se puso a punto un
ensayo para cuantificar el trafico de exosomas desde células cardiacas hacia células
endoteliales en condiciones de ayuno o no de glucosa. Para ello, se realizd un co-cultivo entre
células H9¢c2-CD63-GFP y células HUVEC. El co-cultivo Se sometié a las diferentes condiciones
experimentales durante 24 o 48 h y se realizé un doble inmunomarcaje con anti-GFP (verde) y
anti-CD31 (Figura 41, A). A continuacidon se cuantificd con un andlisis mediante InCell la
cantidad de estructuras verdes (Exos CD63-GFP) que se encontraban solo dentro de células
HUVEC (CD31+, rojo) (Figura 41, B). El analisis mostré un incremento significativo de exosomas
CD63-GFP en HUVEC tras de 48 h de ayuno de glucosa (54,48+7,04 en —St versus 192,07+13,82
en +St; P<0,001. n=4).
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Figura 41 - Transferencia de exosomas entre células cardiacas y células endoteliales humanas.
A) Micrografia de fluorescencia con doble inmunomarcaje para los antigenos CD31 (rojo) yGFP
(verde) de H9c2 y HUVEC en co-cultivo. B) Representacion grafica de los resultados de la
cuantificacion en InCell de fluorescencia verde (Exos CD63-GFP) solo dentro de HUVEC (CD31+)
para 24 0 48 h con o sin ayuno de glucosa (+/- St).

4.7. Anadlisis de exosomas liberados por CM

En la anterior seccién se describié el hecho de que células cardiacas son capaces de transferir
exosomas a las células endoteliales. Ademas se demostrd que, en condiciones de ayuno de
glucosa, se producia un aumento del trafico de exosomas desde las células cardiacas hacia las
células endoteliales. Con el fin de interpretar el mensaje enviado a través de los exosomas, en
la presente seccidn se estudié la informacion, en forma de miRNA y proteinas, contenida en los

exosomas liberados por los CM en las diferentes condiciones experimentales.
4.7.1. Anadlisis de miRNA exosomales de CM neonatales de raton

Estudios previos han demostrado que las poblaciones de miRNA contenidas en los exosomas
liberados por las células pueden variar dependiendo de las condiciones experimentales (115).
En este trabajo se analizé mediante qPCR el contenido de miRNA presente en los exosomas
liberados por CM al medio de cultivo con 48h de presencia (-St) o ausencia (+St) de glucosa.
Los experimentos se realizaron por duplicado, haciendo réplicas bioldgicas de cada condicion.

El siguiente esquema muestra el disefio experimental:
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Comparacion de tratamientos

utilizando software
Figura 42 - Esquema experimental para la deteccion y cuantificacion de miRNA exosomales

provenientes de CM de raton.

El resultado del analisis se muestra en la Figura 43.
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Figura 43. Deteccion de miRNA contenidos en exosomas de CM neonatales de ratéon. A)
Diagrama de Venn mostrando el nimero de miRNA detectados en exosomas aislados desde el
medio de cultivo de CM con (+St) o sin (-St) 48 h deayuno de glucosa. B) Listado de los miRNA
detectados en exosomas aislados desde el medio de cultivo de CM con (+St) o sin (-St) 48 h de
ayuno de glucosa.

Doctorado en Biotecnologia



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VVALENCIA

Se observé un cambio reproducible en los patrones de miRNA contenidos en los exosomas
cuando los cultivos fueron tratados con o sin ayuno de glucosa. En concreto, se identificaron
22 miRNA que solo se expresaron en exosomas de CM con ayuno de glucosa. Un total de 8
miRNA se observé para ambas condiciones experimentales y 5 miRNA fueron exclusivos para la

condicidn sin ayuno de glucosa.

Para obtener una representacidon grafica del analisis, se utilizd el programa RStudio. EL

resultado se muestra en la Figura 44.
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Figura 44 - Deteccidon y comparacion mediante qPCR de los niveles de expresion de miRNA
contenidos en exosomas provenientes de CM neonatales de ratén cultivados con (+St) o sin (-
St) 48 h de ayuno de glucosa. Se muestran por separado los valores obtenidos para las réplicas
experimentales.

Es interesante destacar que, aunque la funcién final que ejerse un miRNA es dependiente del
contexto celular en donde se encuentre, varios de los miRNA identificados en exosomas
derivados de CM ayunados de glucosa se les han atribuido funciones regulatorias de procesos

de gran importancia para la biologia cardiaca. Por ejemplo, el mir-15 y el mir-16 han sido
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directamente relacionados con el proceso de angiogénesis, reduciendo la misma al dismunir la
actividad de VEGF [188]. Se ha descrito que el miRNA-21 se sobreexpresa en respuesta a altas
concentraciones de glucosa y que protege a las células endoteliales de la apoptosis inducida
por la citotoxicidad generada por las altas concentraciones de glucosa (129). El miRNA-93 ha
sido relacionado con la regulaciéon de la expresion de VEGF en altas concentraciones de glucosa

[189].

4.7.2. Andlisis masivo del contenido de proteinas en exosomas de CM neonatales de

rata

Para obtener una aproximaciéon general del contenido de proteinas totales presentes en los
exosomas liberados por los CM se realizd un estudio de identificacion de proteinas mediante
espectrometria de masas. En primer lugar, los exosomas se aislaron del medio de cultivo de
CM neonatales de ratas con o sin (+/- st) 48h de ayuno de glucosa y 20 ug/ml de proteina
exosomal fueron sembrados en un gel de poliacrilamida. Tras la electroforesis el gel se tifié con
azul coomassie (Figura 45). A simple vista se observd un patrén de bandas distinto para las
proteinas de los dos tratamientos, lo que indicd que el ayuno de glucosa alteré el contenido y

la abundancia relativa de proteinas en los exosomas.

Figura 45 - Deteccidn de proteinas exosomales de CM con

o sin (+/- St) 48h de ayuno de glucosa mediante separacion
en gel SDS-PAGE y posterior tincion con azul Coomassie.

A continuacidén se realizo la identificacién mediante espectrometria de masas de las proteinas

exosomales. Las siguientes tablas muestran un resumen del resultado obtenido.
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Proteinas Exosomales -St

Numero de acceso

Proteina

gi| 17865351 transitional endoplasmic reticulum ATPase [Rattus norvegicus]
gi| 6981200 lactadherin isoform 2 precursor [Rattus norvegicus]
gi|93277126 lactadherin isoform 1 precursor [Rattus norvegicus]
gi|13242237 heat shock cognate 71 kDa protein [Rattus norvegicus]

gi| 1220484 elongation factor-1 alpha [Rattus norvegicus]

gi| 158303324 integrin beta-1 precursor [Rattus norvegicus]

gi| 206205 M2 pyruvate kinase [Rattus norvegicus]
gi|38181543 Pkm2 protein [Rattus norvegicus]

gi| 1497985 plakoglobin [Rattus norvegicus]

gi| 19424254 angiopoietin-related protein 2 precursor [Rattus norvegicus]

gi| 149053757

clathrin, heavy polypeptide (Hc), isoform CRA_b [Rattus norvegicus]

gi| 149053756

clathrin, heavy polypeptide (Hc), isoform CRA_a [Rattus norvegicus]

gi|56611127

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Rattus norvegicus]

Proteinas Exosomales +St

Numero de acceso

Proteina

gi| 17865351

transitional endoplasmic reticulum ATPase [Rattus norvegicus]

gi|392332233

PREDICTED: heat shock cognate 71 kDa protein-like [Rattus norvegicus]

gi| 404247440

peroxidasin homolog precursor [Rattus norvegicus]

gi| 16758080

collagen alpha-2(l) chain precursor [Rattus norvegicus]

gi| 19424254

angiopoietin-related protein 2 precursor [Rattus norvegicus]

gi|149038973

angiopoietin-like 2 [Rattus norvegicus]

gi| 149061026

syndecan binding protein, isoform CRA_a [Rattus norvegicus]

gi| 14010891 syntenin-1 [Rattus norvegicus]

gi| 8393418 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Rattus norvegicus]
gi| 6978543 sodium/potassium-transporting ATPase [Rattus norvegicus]

gi| 358959 ATPase alphal,Na/K

gi| 8393706 L-lactate dehydrogenase A chain [Rattus norvegicus]

gi| 6981146 L-lactate dehydrogenase B chain [Rattus norvegicus]

gi| 77627994 microfibril-associated glycoprotein 4 precursor [Rattus norvegicus]
gi| 8394502 polyubiquitin-C precursor [Rattus norvegicus]

gi| 73695428 Ubc protein [Rattus norvegicus]

gi| 158303324

integrin beta-1 precursor [Rattus norvegicus]

Tabla 4 - Listado de las proteinas identificadas en los exosomas derivados de CM neonatales
de rata cultivados durante 48 h con o sin (+/- St) ayuno de glucosa.
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4.8. Los exosomas liberados por los CM alteran la actividad de células
endoteliales

En las anteriores secciones se demostrd que los CM son capaces de enviar exosomas hacia
células endoteliales, llegando a evidenciarse que el ayuno de glucosa en los cardiomiocitos no
solo intensifica la cantidad de exosomas enviados, sino también que modifica el mensaje
contenido (al menos en forma de miRNA y proteinas) en los exosomas. En la presente seccion
se realizaron experimentos para estudiar cémo los exosomas derivados de los CM, afectan la

actividad de células endoteliales.

4.8.1. Los exosomas derivados de CM neonatales de rata alteran la actividad

transcripcional de las células HUVEC

Para estudiar a nivel transcripcional el efecto de la adicidn de exosomas provenientes de CM
en células endoteliales, se agregaron exosomas derivados de CM de rata neonatales con o sin
48 h de ayuno de glucosa (o PBS como control), directamente al medio de cultivo de células
HUVEC. Tras de 30 min de incubacidn se analizé por gqPCR la expresién de genes relacionados
con diferentes funciones endoteliales (Figura 46). El analisis de ambas condiciones reveld una
expresion diferencial de genes relacionados con el metabolismo de la glucosa. Se ha descrito
que TIMP-1 se sobreexpresa en células endoteliales humanas en respuesta a altas
concentraciones de glucosa (130). La angiopoyetina tipo 4 (Angiopoietin-like protein 4,
ANGPTL4) es una adipoquina que circula en sangre (131). Los niveles plasmaticos de ANGPTL4
se han relacionado con la disminucidon de la glucosa en sangre y con una mejora en la
tolerancia de la glucosa en ratones (132). En relacién con esto se ha visto que pacientes con
diabetes tipo 2 tienen niveles plasmaticos mdas bajos de ANGPTL4 en comparacién con
personas sanas (133). Recientemente se ha descrito que ANGPTL4 es inducida por altas
concentraciones de glucosa en células humanas del epitelio pigmentario de retina (133).
ADAMTS1, del inglés “disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 17, es un
miembro de la familia de las metaloproteinasas. Se ha visto que es fuertemente inducida en el
endotelio cardiaco luego de un IAM (134). Sorprendentemente esta induccidn solo afecta de
manera transitoria al area infartada (135), lo que apunta a un mecanismo de comunicacion
celular local y de corta distancia. La angiopoyetina-1 (ANG-1), codificada por el gen ANGPT1, es
un factor de proteccidn vascular, crucial para el mantenimiento de la funcion endotelial. Se ha
visto que ANG-1 protege al corazén del dafio inducido por un IAM bajo condiciones de
hiperglicemia (136). Se cree que el papel protector es debido a que ANG-1 puede restaurar el

dafio producido en el endotelio cardiaco por altas concentraciones de glucosa (137). La
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Heparanasa (HPSE), es una enzima que actuta en la superficie celular degradando moléculas de
sulfato de heparan poliméricas (138). Se ha visto que HPSE es inducida en células humanas del

endotelio vascular de la retina en respuesta a altas concentraciones de glucosa (139).
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Figura 46. Representacion grafica de la expresion diferencial de genes implicados en
metabolismo de células HUVEC luego de tratarlas 30 min con 20 pg/ml de exosomas
derivados de CM con o sin 48 h (+/- St) de ayuno de glucosa. Como tratamiento control se
utilizé la agregacion de PBS al cultivo de células HUVEC.

4.8.2. Los exosomas derivados de células cardiacas activan vias de senalizacion en
células HUVEC

Las células interpretan su entorno respondiendo a una gran cantidad de estimulos quimicos
que llegan desde el exterior. Estos estimulos activan receptores en la superficie celular que
dan paso a la generacién de segundos mensajeros logrando asi una amplificacion de la seiial
recibida (69). De esta manera, dependiendo del estimulo externo, se activan diferentes vias de
sefializacion celular que tendrdn como objetivo final producir una respuesta bioldgica
determinada. En el presente trabajo se estudio si los exosomas derivados de células cardiacas
eran capaces de activar vias de sefalizacidn relacionadas con el metabolismo de la glucosa
(AKT y ERK) en cultivos de HUVEC. Para ello se purificaron exosomas de células H9c2 con o sin
48h de ayuno de glucosa y se agregaron a una concentracion de 20 pug/ml al medio de cultivo
de células HUVEC. Tras de 30 min de incubacién se estudié mediante WB la activacion de las
vias de AKT y ERK (Figura 47, A-B). Se observd que los exosomas derivados de H9c2 inducian la
fosforilacidn tanto de AKT como de ERK. Aunque de manera cualitativa se observd ademas que
exosomas derivados de H9c2 con ayuno de glucosa parecian producir una mayor activacion de

la via de AKT.
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Figura 47 - Analisis por WB de la activacion de vias e senanzacion en ceiuras HUVEC. A)

Activacion de la via de AKT por 30 min. de incubacidn con 20 pg/ml de exosomas derivados de
H9c2 con o sin (+/- St) 48 h de ayuno de glucosa. B) Idem que A) pero para la via de EKR. Las
graficas muestran el analisis por densitometria de las bandas realizado con el programa Image
J.

4.8.3. Los exosomas derivados de CM neonatales de rata incrementan la captacion
de glucosa en células endoteliales de rata

En las anteriores secciones se observéd que los CM responden al estrés inducido por el ayuno
de glucosa enviando un mensaje contenido en los exosomas hacia las células endoteliales, las
cuales son responsable del transporte de combustibles metabdlicos desde las sangre hacia los
cardiomiocitos. En la presente seccidn se estudid el efecto de los exosomas derivados de CM
neonatales de rata en los mecanismos de transporte de glucosa en células endoteliales. Para
ellos se agregaron 20 ug/ml de exosomas derivados de CM con o sin (+/- st) 48 h de ayuno de
glucosa, a un cultivo primario de células endoteliales de rata. 30 min después de la adicién de
los exosomas se realizd un ensayo de captacidon de glucosa fluorescente (2-NBDG) en las
células endoteliales (Figura 48, A-B). El analisis de la sefal fluorescente mostré que los
exosomas derivados de CM ayunados incrementaron en gran medida la captacién de 2-NBDG
en las células endoteliales (5.405+361 en el control frente a 4.602+305 con —St exosomas y

10.804+537 con +St exosomas, respectivamente. P<0,001. n=6). Este resultado apuntaba a
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una comunicacién celular mediada por exosomas y dirigida a la modificacién de rutas

metabdlicas concretas.
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Figura 48 - Los exosomas derivados de CM ayunados de glucosa incrementan la captacion de
2-NBDG de células endoteliales de rata. A) Micrografias de fluorescencia mostrando la
captacion de 2-NVDG (verde) de células endoteliales de rata luego de 30 min de incubacién con
20 pg/ml de exosomas derivados de CM con 48 h de ayuno de glucosa (+St Exos, panel derecho)
o sin ayuno (-St Exos, panel central). Como control se agregaron 20 ul de PBS en lugar de
exosomas. B) Representacion grafica de la cuantificacion mediante InCell de la captacion de 2-
NBDG para los diferentes tratamientos medidos en unidades arbitrarias. La grafica muestra el
promedio de dos experimentos independientes.

4.9. Estudio de la transferencia de GLUTSs entre células cardiacas y
endoteliales por mediacion de exosomas

Estudios protedmicos  previos (138-140) han identificado la posible presencia de
transportadores de glucosa (GLUTs) en los exosomas aislados desde reticulocitos de rata y
células B humanas. En la anterior secciéon se ha demostrado que exosomas derivados de
cardiomiocitos ayunados incrementan la captacion de glucosa de células endoteliales. La via
mas directa para incrementar la captacidon de glucosa celular es aumentar en nimero de
GLUTSs disponibles para tal fin. Para continuar investigando el incremento en la captacién de
glucosa mediada por exosomas, en la presente seccidn se estudié la presencia de GLUTs en los
exosomas derivados de CM y su tranferencia mediante exosomas desde los CM hacia las ECs,

lo que explicaria en parte el fendmeno observado en la seccidn 4.3.
4.9.1. Los exosomas derivados de CM ayunados de glucosa contienen GLUTs

Las fracciones exosomales obtenidas desde el medio de cultivo de CM neonatales de rata se
analizaron por WB y por Microscopia Electrdnica (Figura 49, A-B) con anticuerpos especificos

contra GLUT-1 y GLUTA4. El anticuerpo anti-CD63 se utilizd para normalizar la cantidad de
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proteinas exosomales en las dos condiciones experimentales (+/- St). Con ambas técnicas se
detectd la presencia de GLUT1 y GLUT4 en los exosomas provenientes de cardiomiocitos

ayunados de glucosa.

A

Exosomas
-St +St

Figura 49 - Identificacion de GLUTs en exosomas derivados de CM neonatales de rata. A)
Deteccién por WB de GLUT1 y GLUT4 en exosomas derivados de CM con o sin (+/- St) 48 h de
ayuno de glucosa. B) Microscopia electrénica para el inmunomarcaje con oro utilizando los
anticuerpos anti-CD63, anti-GLUT1 y anti-GLUT4 en exosomas derivados CM con 48 h de ayuno
de glucosa. Barra de escala, 70 nm.

4.9.2. Co-localizacién entre CD63 y GLUTs en CM neonatales de rata

Los transportadores GLUT1 y GLUT4 estan presentes en vesiculas intracelulares en
cardiomiocitos. Se hipotetizd que las sefiales desencadenadas por la falta de glucosa en CM
podrian hacer converger dos rutas de trafico intracelular, en concreto, el trafico intracelular de
GLUTs y la ruta de secrecidn de exosomas, generando de esta manera exosomas cargados con
GLUTs. Como consecuencia se podria observar la colocalizacion de GLUTs con proteinas
especificas de exosomas. Para estudiar este fendmeno se realizd un doble inmunomarcaje con
anti-GLUT1 o anti-GLUT4 (rojo) y anti-CD63 (verde) en un cultivo de CM con o sin 24 h ayuno
de glucosa (Figura 50, A-B) y se observd la presencia de estructuras intracelulares positivas
para ambos anticuerpos (puntos amarillos en Figura 50, A). Ademas, se llevd a cabo la
cuantificacion en InCell de la co-localizacién entre GLUTs y CD63 en CM cultivados en las
diferentes condiciones experimentales (Figura 50, B). El resultado mostré que en condiciones
de ayuno de glucosa se producia un incremento de estructuras GLUTS+, CD63+, lo que sugeria

que el ayuno de glucosa incrementaba la cantidad de exosomas cargados con GLUTs
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(4,082£0,97 en —st vs 6,319+1,91 en +St, para la colocalizacion entre GLUT1 y CD63;
3,776+1,02 en =St vs 5,659+1,39 en +St, para la colocalizacién entre GLUT4 y CD63. P<0,001.
n=2).
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Figura 50 - Colocalizacion entre GLUts y CD63 en CM neonatales de rata. A) Micrografias de
fluorescencia del doble inmunomarcaje con anticuerpos anti-GLUT1 o anti-GLUT4 (rojo) y CD63
(verde) en CM neonatales de rata en cultivo. B) Cuantificacion mediante InCell de los puntos de
colocalizacion (amarillos) para el doble inmunomarcaje de CM con o sin (+/- St) 24 h de ayuno de
glucosa.

4.9.3. Transferencia de GLUTSs entre células cardiacas y endoteliales

En las anteriores secciones se ha demostrado que los exosomas derivados de los
cardiomiocitos pueden dirigirse hacia células endoteliales, e incluso en condiciones de ayuno
esta transferencia de exosomas no solo aumentan en cantidad, sino que también los CM
parecieran enviar un mensaje concreto hacia las células endoteliales al incorporar GLUTs en los
exosomas. Para estudiar el posible trafico de GLUTs desde las células cardiacas hacia las
endoteliales, en la presente seccidn se realizaron estudios de microscopia de paso de tiempo
de co-cultivos entre células cardiacas y células endoteliales. Para el trazado de los GLUTs se
generaron las lineas H9¢2-GLUT1-GFP y H9¢2-GLUT4-GFP que expresan los transportadores de
glucosa GLUT1 y GLUT4 fusionados a GFP tal como se describe en materiales y metodos. Se
realizaron co-cultivos entre células H9c2-GLUTs-GFP y células de endoteliales provenientes de
cultivos primarios de aorta aorta de ratones RFP. A continuacion se evalué por microscopia
confocal de paso de tiempo el trafico de GLUTs-GFP (verdes) desde las H9c2-GLUTs-GFP hacia

las células endoteliales (rojas)(Figura 51, A-B). Tras 24 h de ayuno de glucosa se observé en las
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células endoteliales (con fluorescencia roja) la presencia de estructuras con fluorescencia
verde que solo podian provenir de la internalizacion de proteinas GLUTs-GFP provenientes de
las H9c2. Una vez internalizados en la célula endotelial, los GLUTs-GFP sufrieron un proceso
dindmico de agrupamiento y escision vesicular que fue captado durante el estudio de “time-

lapse”.

Figura 51 - Secuencias fotograficas tomadas mediante microscopia confocal de paso de

tiempo. (A) Co-cultivo entre celulas H9c2-GLUT1-GFP y células endoteliales de ratén (rojas)
luego de 24 h de ayuno de glucosa. Las flechas blancas indican la presencia de GLUT1-GFP
proveniente de las H9c2-GLUT1-GFP dentro de la célula endotelial. (B) Co-cultivo entre H9c2-
GLUT4-GFP y células endoteliales de raton (rojas) luego de 24 h de ayuno de glucosa. Las
flechas blancas indican la presencia de GLUT4-GFP proveniente de las H9¢c2-GLUT4-GFP dentro
de la célula endotelial. t, tiempo en minutos.

Para cuantificar la transferencia de GLUTs desde células cardiacas hacia células endoteliales se
realizd un co-cultivo entre H9¢2-GLUT1-GFP o H9c2-GLUT4-GFP y células HUVEC. Se sometio el
co-cultivo a las diferentes condiciones experimentales (+/- st) durante 24 0 48 h y se realiz un
doble inmunomarcaje con anti-GFP (verde) y anti-CD31 (rojo) (Figura 52, A y Figura 53, A).
Luego con un analisis de InCell se cuantificé la cantidad de estructuras verdes (GLUTs-GFP) solo

dentro de HUVEC (CD31+, rojo) (Figura 52, B y Figura 53, B). El analisis mostré un incremento
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significativo de GLUT1-GFP y GLUT4-GFP en HUVEC luego de 48 h de ayuno de glucosa. La
expresion GLUT1-GFP en HUVEC a 48h fue de 23,90+7,57 en —St y 260+19,67 en +St (P<0,001.
n=4) y para GLUT4-GFP fue de 7,43+7,40 en =St y 247,99+41,04 en +St (P<0,001. n=4).
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Figura 52 - Andlisis de la transferencia de GLUT1 entre células cardiacas y endoteliales. A) Co-
cultivo entre H9c2-GLUT1-GFP y HUVEC. Doble inmuno marcaje con anti-GFP (verde) y anti-
CD31 (rojo). B) Representacion grafica de la cuantificaciéon en InCell de fluorescencia verde
(GLUT1-GFP) solo dentro de HUVEC (CD31+) tras 24 0 48 h con o sin ayuno de glucosa (+/- St).
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Figura 53 - Anadlisis de la transferencia de GLUT4 entre células cardiacas y endoteliales. A)

Co-cultivo entre H9c2-GLUT4-GFP y HUVEC. Doble inmuno marcaje con anti-GFP (verde) y

anti-CD31 (rojo). B) Representacion grafica de la cuantificacion en InCell de fluorescencia

verde (GLUT4-GFP) solo dentro de HUVEC (CD31+) para 24 o 48 h con o sin ayuno de glucosa

(+/- St).

En esta seccidn se ha demostrado que las células cardiacas son capaces de enviar GLUTs hacia
células endoteliales, inclusive, al igual que se ha observado para los exosomas, el trafico de
GLUTs se ve intensificado en condiciones de ayuno de glucosa, lo que sugiere un presumible

transporte de proteinas de relevancia metabdlica entre los dos tipos células mediado por
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exosomas. Para continuar investigando el incremento en la captacién de glucosa de células
endoteliales producido por los exosomas derivados de CM, el siguiente paso fue comprobar si

los GLUTs transportados en exosomas eran funcionales una vez transferidos a las células
endoteliales. Para ello se realizé un ensayo que evidenciara la funcién de los GLUTs aportados
por los exosomas de los CM a las células endoteliales. EIl compuesto Fasentin ha sido descrito
como una molécula capaz de inhibir la actividad de los GLUTs (110). Esta molécula se utilizd
para inhibir los GLUTs contenidos en los exosomas aislados desde el medio de cultivo de CM
primarios de rata. Asi, se dividid una fraccidn exosomal en dos alicuotas, una fue tratada con
Fasentin y la otra no. A continuacién 20 pg/ml de estos exosomas con los GLUTs inhibidos o
exosomas de la misma fraccidon, pero sin tratar con Fasentin, se agregaron a un cultivo
primario de células endoteliales de rata e incubados durante 30 min para luego llevar a cabo el
ensayo de captacion de 2-NBDG (Figura 54). Una vez mds se observd que los exosomas
derivados de CM cultivados en ausencia de glucosa incrementaron la captacion de 2-NBDG con
respecto al control (19.290+723 en +St Exos vs 5.590+997 en control. P<0,001. n=3). Pero al
tratar los mismos exosomas con Fasentin no se observé una diferencia significativa con
respecto al control (7.124+457 en +St Exos +fas vs 5.590+997 en control. P=0,13. n=3). Para
descartar la posibilidad de que la disminucidn en la captacién de 2-NBDG observada para +St
Exos +fas fuera debido a la concentracion de Fasentin arrastrada con los exosomas, se tratd a
las células con la misma concentracion de Fasentin (fas 3.22 uM) y no se observd una
disminucién en la captacion de 2-NBDG con respecto al control (5.835+1142 en fas 3,22 uM vs
5.590+997 en control. P=0,84. n=3), por lo que esa concentraciéon de Fasentin no afecto la
captacién de 2-NBDG. Estos resultados sugieren que el incremento en la captacion de glucosa
inducida por los exosomas fue mediada por el aporte extra de GLUTs contenidos en los
exosomas derivados de los CM ayunados de glucosa a las células endoteliales, lo que apuntaria

a un nuevo mecanismo de regulacién en el aporte de nutrientes desde las ECs haca los CM.
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Figura 54 - Los GLUTs contenidos en los exosomas de CM son capaces de incrementar la
captacion de 2-NBDG de células endoteliales de rata. Cuantificacién mediante InCell de la
captacion de 2-NBDG por células endoteliales de rata. El eje de las abscisas indica un pre-
tratamiento de 30 min en las células endoteliales antes de realizar el ensayo de captacién de 2-
NBDG. Ctrl: se agregaron 20ul de PBS. fas: fasentin. +/-St Exos: se agregd 20 ug/ml de exosomas
obtenidos desde el medio de cultivo de CM con o sin (+/- St) 48 h de ayuno de glucosa. +/-St Exos
+ fas: se agregaron 20 ug/ml de exosomas obtenidos desde el medio de cultivo de CM con o sin
(+/- St) 48 h de ayuno de glucosa. Los exosomas fueron incubados 1 h con 100 uM fasentin antes
de ser agregados a las células endoteliales.

4.10. Los exosomas derivados de células H9c2 incrementan la actividad
glicolitica de células HUVEC

En las anteriores secciones se ha demostrado que exosomas derivados de cardiomiocitos
ayunados de glucosa incrementan la captacién de glucosa de células endoteliales. Este
incremento de glucosa, mediado por la transferencia de GLUTs a través de exosomas, no
refleja las necesidades metabdlicas propias de la célula endotelial, sino que responde a las
necesidades metabdlicas de los cardiomiocitos. Las células endoteliales obtienen la mayor
parte de la energia necesaria realizando glicdlisis aerdbica (141). En este proceso, aunque la
célula disponga de cantidades suficientes de oxigeno, oxida la glucosa hasta Piruvato y
rapidamente la LDH genera lactato a partir del Piruvato para mantener un flujo constante de la
via glicolitica (142). En particular, las células del endotelio microvascular coronario catabolizan
el 99% de la glucosa a lactato, utilizando el oxigeno para la oxidacién de sustratos endégenos
en lugar de actuar como aceptor final de electrones en las mitocondrias (143), de hecho la
cantidad de mitocondrias presentes en células endoteliales es sorprendentemente bajo en

comparaciéon con el resto de tipos celulares. El endotelio microvascular es el encargado de

Doctorado en Biotecnologia



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

aportar nutrientes a los CM, en la presente seccidn se estudié como los exosomas derivados

de los cardiomiocitos afectaban el metabolismo de las células endoteliales.
4.10.1. Los exosomas derivados de células cardiacas contienen LDH y GAPDH

En el estudio protedmico realizado en la seccién 3.2. se identificé la posible presencia de
GAPDH y LDH en exosomas. Para corroborarlo se realizé la deteccidon de esas proteinas
mediante WB de la fraccidon exosomal total obtenida desde el medio de cultivo de H9C2 con o
sin (+/- St) 48 h de ayuno de glucosa (Figura 55, A). Tras el revelado con anticuerpos especificos
se observd la presencia de LDH y GAPDH lo que sugirié que los exosomas contenian las
mencionadas enzimas. Ademas, en condiciones de ayuno de glucosa la sefal era visiblemente

superior.
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Figura 55 - Identificacion de proteinas en extractos de exosomas derivados de células H9c2. A)
Deteccion mediante WB de LDH y GAPDH en el total de exosomas aislados desde 100 ml de
medio de cultivo de células H9c2 con o sin (+/- St) 48 h de ayuno de glucosa. B) Actividad LDH de
la fraccién exosomal obtenida de H9c2 con o sin (+/- St) 48 h de ayuno de glucosa. Las fracciones
totales fueron obtenidas a partir de 100 ml de medio de cultivo de H9c2 (total -/+ St Exos).

Para estudiar presencia de la enzima LDH en los exosomas provenientes de células H9c2, se
realizd un ensayo de actividad LDH de la fraccidon exosomal (Figura 55, B). Se observé presencia
de actividad LDH en la fraccién exosomal lo que reconfirma la presencia de la enzima. También
se vio que para la misma cantidad de exosomas obtenidos de H9c2 con o sin ayuno de glucosa,
la actividad LDH no varia, mientras que la actividad LDH de la fraccion total es mayor en H9c2
con 48 h de ayuno de glucosa (9,17+0,09 en total —St Exos vs 14,49+0,15 en total +St Exos.
P<0,01. n=4). Estos datos sugieren que la mayor cantidad de exosomas secretados por las

células H9c2 con ayuno de glucosa, incrementa la actividad LDH de la fraccién exosomal.
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4.10.2. Los exosomas derivados de células H9c2 incrementan la actividad LDH de

células HUVEC

En el presente estudio se ha demostrado que los CM son capaces de enviar proteinas (GLUTS)
hacia células endoteliales. La LDH juega un papel fundamental en el metabolismo endotelial
(142). En la anterior seccion se observo la presencia de LDH en exosomas derivados de H9c2.
Para estudiar cobmo los exosomas derivados de células H9c2 podrian alterar la actividad
metabdlica de células endoteliales, se agregd el total de la fraccion exosomal obtenida desde
células H9c2 con o sin (+/- St) ayuno de glucosa al medio de cultivo de células HUVEC (Figura
56) y se midid la actividad LDH de las células. Se observé un incremento en la actividad LDH de
las HUVEC cuando se agregaron exosomas provenientes de H9c2 con y sin ayuno de glucosa
(+/- St Exos), y este incremento fue mayor aun cuando se agregaron exosomas derivados de
H9c2 ayunadas de glucosa (13,60,2 en control vs 39,7+0,53 en +St exos. P<0,001. n=4). Esto
sugiri6 que la actividad LDH exosomal observada en la seccidn anterior estaba siendo

detectada en las HUVEC tras la incorporacién de los exosomas derivados de las H9c2.

Actividad LDH en HUVEC

ook

=
£ 40 -
£
S
3 30 1 *kk
1S
S
= 20 - I |
I+
S
= 10 A
©
<

0 -

Ctrl -St Exos  +St Exos

Figura 56 - Exosomas derivados de H9c2 incrementan la actividad LDH de HUVEC. Actividad
LDH de HUVEC tras de 30 min. de incubacién con el total de la fraccidn exosomal obtenida
desde 100 ml el medio de cultivo de H9c2 con o sin 48h de ayuno de glucosa (+/- St Exos). Ctrl:
control, se agregaron 100 pl de PBS al medio de las HUVEC. La grafica muestra el promedio de
dos experimentos independientes.

4.10.3. Los exosomas derivados de células H9c2 incrementan la cantidad de Piruvato
producido por células HUVEC

Como se ha mencionado, las células endoteliales obtienen energia a partir de la glicolisis

anaerdbica utilizando la LDH endotelial para general lactato a partir de Piruvato y asi permitir
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un flujo constante de la via glicolitica. La LDH es una oxidorreductasa que cataliza la
interconversion del lactato a Piruvato (y viceversa) utilizando como cofactores NAD+ y NADH.
La LDH es un homo o heterotetramero compuesto por 4 subunidades H o M, dando lugar a
cinco isoenzimas, cada una de las cuales se encuentra preferentemente en determinados
tejidos. Por ejemplo, la LDH-1, esta compuesta por 4 subunidades H (homotetramero) y es
especifica de tejido cardiaco (144). Se ha descrito que dependiendo de la composicién de
subunidades del tetramero de LDH, la enzima es mas eficiente para generar Piruvato a partir
de lactato o viceversa (145). De esta manera, tejidos metabdlicamente muy activos como el
corazon, poseen la LDH-1 (homotetramero H) que favorece la formacidn de Piruvato a partir
de lactato, el cual se utiliza en el ciclo de Krebs. Por otro lado, células endoteliales utilizan la
LDH de manera inversa. Los resultados de las secciones anteriores sugirieron un posible trafico
de LDH desde células cardiacas hacia células endoteliales. En combinacidn con el incremento
de glucosa por parte del endotelio, inducido por los exosomas derivados de las células
cardiacas, la LDH aportada mediante exosomas desde H9c2 hacia HUVEC, produciria un
incremento de la cantidad de Piruvato de las HUVEC el cual al no ser metabolizado difundiria
por la membrana plasmatica. Para probarlo, se agregd el total de la fraccién exosomal
obtenida desde H9c2 con o sin (+/- St) ayuno de glucosa al medio de cultivo de HUVEC (Figura
57) y se midi6 la cantidad de Piruvato en la células y el liberado al medio de cultivo. Se observé
un marcado incremento en la cantidad de Piruvato tanto celular como el en medio de cultivo
cuando las HUVEC fueron tratadas durante 30 min. con exosomas derivados de H9c2 con 48 h
de ayuno de glucosa (+St Exos) (en células: 0,18+0,008 en —St Exos vs 0,29+0,008 en +St Exos,
P<0,01. n=4. En el medio: 0,24+0,007 en —St Exos vs 0,720,03 en +St Exos, P<0,001. n=4).
Estos resultados sugieren que el aporte de LDH-1 proveniente de los exosomas de las H9c2,

contribuye a generar Piruvato a partir de lactato en las HUVEC.
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Figura 57 - Los exosomas derivados de células H9¢c2 con ayuno de glucosa incrementan la
cantidad de Piruvato sintetizado en cultivos de HUVEC. Cuantificacion de la cantidad de
Piruvato para células HUVEC luego de tratarlas durante 30 min. con el total de la fraccion
exosomal obtenida desde 100 ml el medio de cultivo de H9c2 con o sin 48h de ayuno de
glucosa (+/- St Exos). Ctrl: control, se agregd 100 ul de PBS al medio de las HUVEC. Las barras
blancas representan el Piruvato celular y las barras negras el Piruvato liberado al medio de
cultivo. La grafica muestra el promedio de dos experimentos independientes.
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5. Discusion
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A- Los exosomas como estrategia terapéutica en terapia celular

cardiaca

Las terapias avanzadas con células madre adultas han abierto nuevas posibilidades de
tratamiento de enfermedades hasta ahora incurables, como el infarto de miocardio, pero han
generado muchas incdgnitas sobre su eficacia y sobre las estrategias mas adecuadas para
poder llevarlas a cabo en el dmbito clinico. Como se comenté en el capitulo de introduccion, el
principal mecanismo terapéutico de las células madre adultas de tipo mesenquimatoso es el
efecto paracrino, por lo que en la primera parte de este trabajo se profundizé en dichos
mecanismos, estudiados desde el punto de vista de la comunicaciéon celular. Nuestro grupo de
investigacion ha demostrado que la sobreexpresién de HIF-1a en células de tipo MSC es capaz
de potenciar su capacidad terapéutica con respecto a las MSC nativas cuando ambos tipos
celulares son trasplantados en un modelo de IAM en rata (146). Puesto que no se observaron
fenémenos de transdiferenciacién en las células trasplantadas pensamos que tanto las MSC
como las MSC-HIF podrian estar ejerciendo su efecto terapéutico, al menos en parte y siendo
consistentes con la hipdtesis paracrina, a través de la liberacién de exosomas. Para verificar
esta hipdtesis estudiamos la capacidad de las MSC y las MSC-HIF de responder a estimulos
externos utilizando exosomas como mecanismo de comunicacidén celular. Para ello se aislaron
los exosomas secretados por ambos tipos celulares en condiciones normales y de estrés (baja
concentracién de oxigeno), y se analizaron a nivel de contenido de miRNA. Entre los resultados
de este apartado destaca el cambio reproducible en los patrones de miRNA exosomales
cuando sometemos los cultivos a las diferentes condiciones experimentales (normoxia e
hipoxia). Creemos que este fendmeno puede interpretarse como un mecanismo de respuesta
desde las células hacia su entorno. En concreto, es interesante destacar que para las MSC 33
de los 44 miRNA compartidos en normoxia e hipoxia se encuentran up-regulados en hipoxia y
ninguno de los 44 aparece down-regulado. Aparentemente algin mecanismo subyacente
estaria cargando los exosomas con mayor cantidad de miRNA cuando las células estdn en
hipoxia. De acuerdo con el andlisis realizado en la seccién anterior, creemos que la elevacion
general de los niveles de sumoilaciéon de proteinas cuando se someten las células a hipoxia
podrian incrementar la cantidad de miRNA exosomales para esta condicion mediante

sumoilacién de hnRNPA2B1, como se explica mas adelante en la seccion B.

Si bien el andlisis anterior también es aplicable a las MSC-HIF, es decir, al someter las MSC-HIF
a normoxia o hipoxia fueron detectados cambios en los patrones de miRNA exosomales, en

este caso, observamos que los patrones de expresion se parecen mas entre si que en el caso
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de las MSC. Para las MSC-HIF en hipoxia solo se detectan 4 miRNA exclusivos de esa condicién.
Mas interesante aun, es el de dato de que, de los 44 miRNA compartidos entre las dos
condiciones, 33 permanecieron constantes, mientras que en las MSC de los 44 miRNA
compartidos 33 fueron los que se up-regularon. Si tenemos en cuenta que HIF1a es el principal
efector a la hora de responder ante una situacidn de hipoxia, cabe esperar que las MSC-HIF, al
expresar HIF-1a de manera constitutiva, presenten una preadaptacion a la hipoxia, con lo que
la respuestas adaptativa de estas células hacia el entorno serd menos radical cuando se las
someta a hipoxia si tomamos como punto de comparacién la respuesta que generarian las

MSC.

En cuanto a las caracteristicas de los miRNA encontrados en los exosomas, podemos destacar
que cultivar las MSC en hipoxia tuvo como consecuencia la liberacion de miRNA exosomales
que se regulan en hipoxia. Luego, exosomas derivados de MSC-HIF cultivadas en normoxia,
pero no de MSC, contiene el miRNA-93 que ha sido descrito como pro-angiogénico (147) y el
mMiRNA-193 que ha sido vinculado con la proliferaciéon de las MSC (148). También hemos
detectado el miRNA-106b que ha sido asociado a la regulacion de HIF-1a (149). Ademas,
cultivar las MSC-HIF en hipoxia genero exosomas cargados con el miRNA-138, que es un
regulador negativo de la apoptosis (150), el miRNA-29c, un miRNA antifibrotico que afecta
directamente la expresidon de genes de matriz extracelular reduciendo la fibrosis (151) y el
miRNA-424 que ha sido descripto como pro-angiogénico y es inducido durante la hipoxia en
células endoteliales (152). Tomados en conjunto esto resultados indican que la combinacién de
la sobrepresién de HIF-1a en MSC con el cultivo en bajas tensiones de oxigeno inducen la
produccién de exosomas cargados con miRNA antifibrdticos y pro-angiogénicos, que siendo
consistentes con la hipdtesis paracrina podrian ser utilizados como estrategia terapéutica en
terapias regenerativas. De esta manera, se realizé un experimento para probar el potencial
terapéutico de los exosomas liberados por las MSC y las MSC-HIF en hipoxia, en el cual se
inyectaron dichos exosomas de manera intramiocardica luego de realizar un IAM experimental
en rata. Contrariamente a lo esperado, no se observaron efectos terapéuticos de los exosomas
derivados de las MSC y MSC-HIF luego de 15 dias de realizarse el experimento posiblente

debido a que la permanencia de los exosomas en la zona de interés haya sido demasido breve.

Trabajos recientes, tratan sobre el gran potencial de los exosomas como mecanismo paracrino
en las terapias celulares. Inclusive varios de ellos proponen inyectar exosomas derivados de
células utilizadas en terapia celular cardiaca (MSC, CD34+, cardioesfereas) de manera
intramiocardica luego de un IAM (153, 154). Estos trabajos concentran sus esfuerzos en

intentar centrar el potencial terapéutico aparente de los exosomas en un solo tipo molécula
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transportada, como por ejemplo un miRNA (154). Creemos que es poco probable que la
enorme complejidad de moléculas trasportadas por los exosomas pueda reducirse al potencial
de solo una, justamente por definicion los exosomas son estructuras disefiadas para
transportar cientos de miRNA, mRNA y proteinas y entendemos que el atractivo de dicho
mecanismo de comunicacién reside en la direccionalidad y combinacién de moléculas

trasportadas.

Conocer los mecanismos mediante los cuales las MSC producen sus efectos terapéuticos es
esencial para poder potenciar su capacidad. Creemos que al menos en parte, los efectos
terapéuticos observados por las terapias con MSC pueden deberse a los efectos paracrinos
desencadenados por los exosomas que liberan las MSC. De hecho algunos trabajos apoyan

esta hipdtesis (116, 155).
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B- Comunicacion entre células cardiacas y endoteliales mediada por

exosomas

Estudios de microscopia electrénica a nivel de ultraestructura cardiaca revelan una intrinseca
relacidon anatdmica entre los CM y las células endoteliales. El pequefio espacio perivascular de
aproximadamente una micra que separa ambos tipos celulares en el musculo cardiaco es
crucial para el constante trafico de informacién en forma de metabolitos, nutrientes y oxigeno.
Por ejemplo, durante el desarrollo embrionario del corazén, el endotelio cardiaco produce
varios tipos de neuroregulinas y los cardiomiocitos expresan el receptor para la neuroregulina.
Esta sefial paracrina es fundamental para la formacidn trabecular del corazén (156). De la
misma manera, se ha propuesto que el gen supresor de tumores neurofribromatoso de tipo 1
(NF1) y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas PDGF-B, ambos producidos por el
endotelio cardiaco, son cruciales para el normal desarrollo de los cardiomiocitos durante las
etapas tempranas de formacién del corazén (157, 158). Por otro lado, también durante el
desarrollo, se conocen varios factores derivados de los CM que alteran la funcién endotelial.
Por ejemplo, el factor A de crecimiento endotelial vascular (VEGF-A) secretado por los
cardiomiocitos es necesario para la formacidn de la microvasculatura cardiaca, pero no para la
formacidn de la circulacion coronaria superior, lo que sugiere mecanismos diferentes para
generar dichas estructuras, siendo la formacidon microvascular un proceso mas dependiente de
la comunicacién CM-EC a distancias cortas (159). En el corazdn adulto, también se conocen
procesos de comunicacion CM-EC de importancia durante la reparacién del tejido cardiaco
dafiado. Existen evidencias que sostienen que las células endoteliales pueden promover la
supervivencia de los CM (160). De hecho se ha comprobado que la neuroregulina secretada
por el endotelio microvascular es un factor de supervivencia para los CM a través de la

activacion de la via de PI3K-Akt.

En el presente trabajo se ha estudiado la comunicacién entre el CM y la célula endotelial en un
contexto metabdlico, proponiendo a los exosomas como mecanismo de comunicacion cardio-
endotelial en un modelo de regulacidn del trasporte de nutrientes a corta distancia desde las

células endoteliales hacia los CM.

En primer lugar se constatd que los CM son capaces de secretar exosomas al medio de cultivo,
lo que corrobord lo que estudios previos habian descrito (117, 161). Ademads, en otros trabajos
se ha observado que los exosomas derivados de los CM contienen DNA y mRNA y son capaces

de alterar la actividad transcripcional de fibroblastos.

Doctorado en Biotecnologia



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

La posible existencia de un mecanismo de regulacién a corta distancia mediado por exosomas
entre los CM y las ECs en un contexto metabdlico, nos llevd en primera instancia a estudiar la
secrecién de exosomas de un cultivo de CM. En concreto encontramos que el ayuno de glucosa
estimula tanto la sintesis como la secrecién de exosomas por parte de los CM, en lo que
creemos podria interpretarse como la intensificacién de un mecanismo de comunicacién
intercelular. Es interesante destacar que hemos observado la activacién de genes relacionados
con la secrecion de exosomas (Pld2, Rab27a y Rab27b) cuando los CM fueron deprivados de
glucosa. La deprivacién de glucosa en cultivos de CM desencadena una amplia gama de sefales
de entre las cuales la autofagia es una de las mas importantes. La autofagia es un proceso que
puede promover la muerte o la supervivencia celular dependiendo de cual sea la situacién que
la induce (162). Esta ampliamente estudiado que durante el estrés producido por la falta de
nutrientes la induccion de la autofagia en las células es fundamental para la supervivencia.
Inclusive, en cardiomiocitos adultos, se ha demostrado que la reduccion de la autofagia es
perjudicial para la supervivencia de las células en situaciones falta de nutrientes (163). La
autofagia en si, es el reciclaje de los organulos y restos celulares, mediante su incorporacién a
vesiculas de doble membrana y fusion de estas con lisosomas para degradaciéon vy
reaprovechamiento de las moléculas obtenidas. De esta manera durante periodos prolongados
de escasez de nutrientes, la autofagia puede proveer a las células de combustibles metabdlicos
reciclados. Es interesante destacar que la autofagia estd intimamente relacionada con la
formacién de MVBs (164), las mismas estructuras que se encargan de la secrecion de los
exosomas via Rab27a y Rab27b. Seria posible que la induccién de autofagia generada en los
CM debido a la ausencia de glucosa esté relacionada con el incremento en la secrecion de
exosomas que observamos. Siendo consistentes con esta hipdtesis, un trabajo de Gupta y
Knowlton (165), ha demostrado que el estrés inducido por la hipoxia incrementa la secrecion
de exosomas de un cultivo de CM adultos de rata. Como primer evidencia invivo, un trabajo
reciente ha demostrado mediante estudios de ME la presencia de exosomas en cardiomiocitos
humanos y de ratdn (166).

El aporte de nutrientes al corazén debe ser continuo y regulado, y las células encargadas de
transportar los nutrientes hacia los cardiomiocitos son las células que componen en endotelio
microvascular coronario. Por esta razén, nos planteamos la posibilidad de que las sefales de
estrés inducidas en los cardiomiocitos por el ayuno de glucosa, generarian una respuesta
mediada por exosomas que se dirigirian hacia las células endoteliales llevando consigo un
mensaje concreto que fuera funcional a las necesidades metabdlicas de los propios
cardiomiocitos. Para esto, en primer lugar demostramos que células endoteliales son capaces

de captar exosomas provenientes desde los CM, es mds, como esperdbamos, observamos una
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Figura 58 - Mecanismo propuesto para la seleccion de miRNA
contenido en los exosomales. PM: membrana plasmatica. S: SUMO. A2B1:
exosomas derivados de hnRNPA2B1. EXOmotif: secuencia especifica de localizacion
. . exosomal. CLmotif: secuencia especifica de localizacion
los CM. A nivel de miRNA citoplasmatica. Tomado de Sanchez-Madrid, F et al (115).

exosomales, en primera

instancia es interesante destacar que observamos un cambio reproducible en los patrones de
miRNA contenidos en los exosomas cuando los cultivos fueron deprivados o no de glucosa, lo
cual creemos que puede interpretarse como unos mecanismos de repuesta de los CM que
potencialmente podria dirigirse hacia las ECs. Varios de los miRNA que solo aparecieron en
exosomas de CM ayunados de glucosa estan directamente relacionados con el metabolismo de
la glucosa. Por ejemplo, el miRNA-223 ha sido descripto como regulador del metabolismo de Ia
glucosa en CM y estd directamente relacionado con el incremento en la captacion de glucosa
por aumento de cantidad de GLUT4 (167). Se ha descripto que el miRNA-21 se sobreexpresa en
respuesta a altas concentraciones de glucosa y que protege a las células endoteliales de la
apoptosis inducida por la citotoxicidad generada por las altas concentraciones de glucosa
(129). Nos planteamos la posibilidad que este miRNA se dirija via exosomas hacia las células
endoteliales y las proteja frente a un inminente incremento en la cantidad glucosa. El hecho
de que se produzca un cambio en los patrones de miRNA exosomales en funcién de la
disponibilidad de glucosa de los CM, deja implicito un mecanismo molecular capaz de
seleccionar de manera especifica diferentes miRNA y empaquetarlos o no en exosomas en
funcion de la condicion experimental. Un trabajo reciente de Sanchez-Madrid (115), propone

un mecanismo para realizar dicha seleccién. Los miRNA exosomales tendrian secuencias
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especificas que los marcarian como de localizacién exosomal. Estas secuencias son reconocidas
de manera especifica por la ribonucleoproteina nuclear heterogénea A2B1 (hnRNPA2B1) solo
en su estado sumoilado. De esta manera la sumoilacidn juega un papel fundamental en la
seleccion de los miRNA exosomales (Figura 58). La sumoilacion es una modificacién
postraduccional mediante la cual algunas de las proteinas celulares son covalentemente
modificadas mediante la adicidén de otra pequefia proteina (de peso molecular 11 kDa) llamada
SUMO (small ubiquitin-related modifier). Es interesante destacar que en general observamos
mayor cantidad de miRNA exosomales cuando los CM fueron deprivados de glucosa. Incluso
para los miRNA que aparecen en las dos condiciones (+/- St) hay mayor abundancia relativa de
los miRNA en +St. Creemos que este fendmeno puede relacionarse con la evidencia aportada
por algunos estudios que han demostrado un incremento general de la sumoilacién de las
proteinas cuando se someten las células a estrés, como mecanismo de adaptacién vy
supervivencia celular (168-170). Asi, el estrés inducido en los CM por la ausencia de glucosa
estimularia la sumoilacién de hnRNPA2B1 lo que se reflejaria en una mayor cantidad de miRNA
en los exosomas. No hay que dejar de lado que cuando ayunamos de glucosa a los CM
observamos una marcada activaciéon a nivel transcripcional para el gen Gorsl, el cual estd
considerado como un componente esencial del complejo receptor Golgi SNAP (SNARE) para el
trafico vesicular intracelular.

En cuanto las proteinas identificadas en los exosomas derivados de los CM, al realizar el
analisis protedmico, también encontramos un cambio aparente en la composicién proteica en
funcién de la disponibilidad de glucosa en el medio de cultivo. Al igual que para los miRNA,
parece que el ayuno de glucosa incrementa la cantidad de proteinas contenidas en los
exosomas (Figura 45). Es interesante destacar, que algunas de las proteinas identificadas por el
estudio protedmico estan relacionadas con la ruta de la glicolisis (GAPDH, LDH, PKB). Un
trabajo de Agbor TA et al. (170), ha demostrado que el estrés inducido por la hipoxia conlleva
la sumoilacion de varias enzimas glicoliticas, lo que creemos que quizds podria estar
relacionado con el aumento general de proteinas observado de los exosomas de los CM con

estrés inducido por ayuno de glucosa.

De esta seccidn cabe resaltar el concepto de que una modificacién postraduccional (inducida
por el estrés en los CM) quizas este ejerciendo un papel importante en la seleccion de
componentes con los cuales se cargan los exosomas. Posiblemente estos lleven determinadas
proteinas de superficie que sean selectivamente incluidas para direccionar el trafico de los

exosomas una vez que han dejado su célula de origen.
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Nuestros resultados parecian apuntar a que los exosomas derivados de los CM son capaces de
enviar un mensaje concreto a las ECs, por lo que nos propusimos estudiar las consecuencias
qgue estos exosomas tenian sobre la actividad de las ECs. A nivel transcripcional vimos que los
exosomas derivados de los CM ayunados de glucosa inducian la expresion de genes
protectores frente altas concentraciones de glucosa en las ECs. A nivel de rutas de
sefalizacion, estos exosomas activaron sefiales relacionadas con el metabolismo de la glucosa
(Akt y Erk) en HUVEC. A grandes rasgos, existia la posibilidad que los exosomas derivados de
los cardiomiocitos estuvieran informando su situacion metabdlica a las ECs las cuales son
responsables del transporte de combustibles, por lo que fue légico estudiar la posibilidad de
gue estos exosomas alteraran el transporte de nutrientes en las ECs con la finalidad de

abastecer a los propios CM.

Estudios previos han evidenciado el trafico de proteinas entre las células mediado por
exosomas (171). De la misma manera, estudios previos han identificado la posible presencia de
GLUTs en exosomas, por lo cual nos planteamos la posibilidad de que los CM transfirieran
GLUTSs via exosomas a las ECs. En primer lugar demostramos que los exosomas solo de CM
ayunados de glucosa poseen GLUTSs, lo que deja implicito nuevamente una seleccién activa y
especifica de las proteinas con las cuales se cargan los exosomas. Creemos que de alguna
manera el estrés inducido en los CM por la falta de glucosa genera una convergencia entre la
ruta de tréfico intracelular de GLUTs y la ruta de secrecién de exosomas que ya de por si estan
relacionadas en varios aspectos. Cuando ayunamos los CM vimos sobreexpresion del gen que
codifica para la proteina SNARE VAMP2 y también para ANF. Cabe destacar que VAMP2 estd
intimamente relacionado con el trafico de GLUT4 (122). Ademas, se ha descripto que GLUT4 es
capaz de ingresar en los granulos de la via secretora de ANF a nivel del reticulo del trans-Golgi
(TGR) en cardiomiocitos auriculares de rata (125). Asi también, estudios previos han
relacionado a VAMP2 con la liberacién de ANF vy el tréfico de GLUT4 (126, 127). Por ultimo,
debemos tener en cuenta que si bien a dia de hoy no se conoce por completo el mecanismo
que regula el trafico intracelular de GLUTs, se ha descripto que la sumoilacién y la
ubiquitinacion de los GLUTs son esenciales para el correcto direccionamiento de los
transportadores durante el trafico (172-175). De esta manera, seria posible que el estrés
inducido en los CM por la falta de glucosa genere sefales potencialmente mediadas por

sumoilacién, que dirijan el trafico de los GLUTs hacia la via de secrecidn de exosomas.

En este punto, nos planteamos la posibilidad de que los CM con necesidades metabdlicas
generadas por la falta de glucosa alteraran la captacion de glucosa de ECs, al transferir GLUTs

mediante exosomas. En primer lugar demostramos la existencia de trafico de GLUTs entre los
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CM y las ECs dependiente de la disponibilidad de glucosa en el medio de cultivo. Luego uno de
los resultados mas relevantes de este estudio, fue el marcado incremento que observamos en
la captacion de glucosa de ECs cuando estas fueron tratadas con exosomas derivados de CM
ayunados. Al inhibir con Fasentin los GLUTs exosomales derivados de los CM no observamos
un incremento en la captacion de glucosa de las ECs, lo que evidencia que en mayor medida el

resultado obtenido es dependiente del trafico de GLUTSs via exosomas entre los CM y las ECs.

Por ultimo, nos planteamos cémo los CM podrian aprovechar este incremento de glucosa
generado en las ECs. Los resultados del estudio proteémico nos llevaron a identificar la
presencia de GAPDH y LDH en exosomas derivados de CM. Las células endoteliales obtienen la
mayor parte de la energia necesaria realizando glicdlisis aerdbica (141). En este proceso,
aunque la célula disponga de cantidades suficientes de oxigeno, oxida la glucosa hasta Piruvato
y rdpidamente la LDH genera lactato a partir del piruvato para mantener un flujo constante de
la via glicolitica (142). Por el contrario la LDH cardiaca funciona de manera inversa,
sintetizando piruvato a partir de lactato. Creemos que el aumento observado en la cantidad de
Piruvato en las ECs luego de tratarlas con exosomas derivados de H9c2, es consecuencia del
incremento en la captaciéon de glucosa y del trabajo cooperativo entre la LDH propia del
endotelio y la LDH cardiaca aportada via exosomas. La LDH endotelial generaria lactato a partir
del Piruvato manteniendo un intenso flujo de la via glicolitica, al mismo tiempo que la LHD
cardiaca aportada por los exosomas, quizas en una disposicidn espacial especifica en las ECs
utilizaria el lactado de la reaccidn anterior para generar Piruvato que al no ser utilizado por las

ECs finalmente difundiria dirigiéndose hacia los CM para ser oxidado en el ciclo de Krebs.

Doctorado en Biotecnologia



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

Por todo lo anteriormente expuesto, proponemos un modelo de comunicacién cardio-
endotelial mediado por exosomas, en el cual el trafico de proteinas desde los CM hacia las ECs
trasladarian las necesidades metabdlicas de los CM a las ECs las cuales estan en contacto

directo con los nutrientes presentes en el flujo coronario.
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Figura 59 - Modelo de comunicacion metabdlica entre los CM y las ECs mediado por exosomas.
El esquema muestra el intimo contacto entre CMs y ECs, el cual es fundamental para el
acoplamiento metabdlico. En la presencia de niveles apropiados de glucosa en los CMs, hay un
trafico basal de exosomas desde los CMs hacia las ECs. En estas condiciones el trafico
intracelular de GLUTs es independiente de la via de secrecion de exosomas por lo que los
exosomas no contienen GLUTSs. Las sefiales de estrés desencadenadas por el ayuno de glucosa
inducen un incremento en la secrecion de exosomas en los CMs y un acoplamiento entre la via
de secrecién de exosomas y el trafico vesicular de los GLUTs, potencialemnte mediado por
moléculas como PLD2/Rab27 y VAMP2, respectivamente. Asi, los GLUTs transportados desde los
CMs hacia las ECs via exosomas, son capaces de incrementar la captaciéon de glucosa y la

actividad glicolitica de las ECs.
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En nuestro modelo el ayuno de glucosa de los CM desencadena sefiales de estrés metabdlico,
posiblemente mediadas por AMPK, que en conjuncién con la maquinaria de secrecidn de
exosomas (Rabs) incrementan la sintesis y secrecion de exosomas de los CM. Al mismo tiempo,
las sefiales desencadenadas por el estrés, probablemente nediante sumoilacién, carguen los
exosomas de manera selectiva con una bateria de moléculas especificas (MRNAs, miRNA vy
proteinas) que aporten una identidad caracteristica a estos exosomas, dirigiéndolos hacia un
destino en concreto y con una funcién determinada. En este caso, los exosomas derivados de
los cardiomiocitos se dirigen a su célula endotelial asociada llevando consigo transportadores
de glucosa y enzimas glicoliticas que tienen como finalidad dotar al propio CM de combustible
metabdlico. Este novedoso mecanismo de accién a corta distancia revela una relacion
intrinseca entre la demanda de glucosa de los CM y el transporte de glucosa de las ECs
permitiendo una rapida respuesta desde las ECs al incrementar la cantidad de transportadores

de glucosa sin necesidad de sintesis de novo ni de transcripcion de genes.

Es sabido que aproximadamente el 60% de la energia que consume el corazén es producto de
la oxidacién de acidos grasos, dejando el 40% restante a la oxidacion de glucosa, pero poco se
conoce acerca de los mecanismos que regulan esta selecciéon diferencial de combustibles
metabdlicos. Mantener estos porcentajes de seleccién de nutrientes en fundamental para
lograr el normal funcionamiento del corazén. En condiciones patolégicas este balance se ve
afectado en un proceso llamado remodelado metabdlico y actualmente no se comprende si
este remodelado es perjudicial o beneficioso para el corazén (176). Hay evidencias que
sostienen que el cambio de preferencia en un corazén hipertréfico desde oxidar acidos grasos
a oxidar glucosa genera una eficiencia en la cantidad de oxigeno utilizado en relacién al ATP
producido lo cual es beneficioso en un entorno isquémico en donde la cantidad de oxigeno se

encuentra disminuida (177-179). Por esto, varias terapias actuales se basan en controlar el

proceso de remodelado metabdlico. Por ejemplo, medicamentos como Etomoxir, inhiben la
enzima CPT1 (cRNAitina palmitoiltransferasa 1) que es la encargada de dirigir el transporte de
acidos grasos hacia las mitocondrias. Como consecuencia de la inhibicién de CPT1 se ha
observado una disminucién en la utilizacién de dacidos grasos por parte de los CM y un
incremento en la utilizacidn de glucosa como combustible metabdlico. Tratamientos a largo
plazo con este tipo de drogas en corazones con sobrecarga de presion se han relacionado con
una mejora en la capacidad funcional cardiaca (180). Otro medicamento similar al Etomoxir, la
Perhexilina ha demostrado resultados semejantes (181). Otra estrategia es inhibir la actividad

Piruvato quinasa deshidrogenasa (PDK), que tiene como consecuencia un incremento en la

actividad Piruvato deshidrogenasa (PDH) lo que promueve la oxidacién de la glucosa. El
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dicloroacetato (DCA) tiene este efecto y se ha visto que mejora la funcién cardiaca en

corazones hipertroficos (160, 182, 183).

Comprender los mecanismos mediante los cuales los CM mantienen sus necesidades
metabdlicas tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas es crucial para desarrollar
estrategias terapéuticas. Junto con la evidencia de que el incremento en la utilizacidon de
glucosa es beneficioso para corazones hipertréficos, la manipulacidon farmacoldgica del modelo
propuesto en el presente estudio puede servir como punto de partida para futuros
tratamientos. Por ejemplo, la Metformina es una droga ampliamente utilizada para el
tratamiento de la Diabetes desde la década de los 50°s y al dia de hoy no se conoce en detalle
su  mecanismo de accién. La Metformina actia principalmente reduciendo
la gluconeogénesisy la glucogenolisis hepatica, pero también reduce la absorcion
de glucosa por parte del tracto gastrointestinal a la vez que incrementa la sensibilidad a
lainsulina por medio del aumento en la utilizacion de la glucosa por parte de tejidos
periféricos, al aumentar la actividad PlI3k del receptor de insulina (184). Es un inductor de
autofagia porque activa directamente AMPK, por lo cual creemos que parte sus efectos
podrian relacionarse con el mecanismo propuesto en este trabajo. Es interesante destacar que
en estudios animales de fallo cardiaco la Metformina mejora la funcién del ventriculo
izquierdo y el remodelado mientras que reduce la acumulacion miocdrdica de lipidos y la

fibrosis (185, 186).
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Conclusiones

Las MSC y las MSC-HIF son capaces de producir exosomas en cultivo.

Las poblaciones de miRNA presentes exosomas derivados de MSC y MSC-HIF cambian
de manera reproducible en funcidn de la disponibilidad de oxigeno que tienen las
células en lo que intrepretamos como un mecanismo respuesta celular mediada por

exosomas.

En las MSC-HIF la combinacidn de la sobreexpresion de HIF-1a con las bajas tenciones
de oxigeno logran que los exosomas que secretan las células se cargen con miRNA con

potencial terapéutico para el tratamiento del IAM.

En las condiciones experimentales empleadas los exosomas derivados de MSC o MSC-
HIF no fueron capaces de mejorar la funcién cardiaca en un modelo de infarto

experimental en rata.

El ayuno de glucosa incrementa la sintesis y secrecién de exosomas en cultivos de CM

neonatales de rata.

Las poblaciones de miRNA presentes exosomas derivados de CM neonatales de rata
cambian de manera reproducible en funcién de la disponibilidad de glucosa en el
medio de cultivo en lo que intrepretamos como un mecanismo respuesta celular

mediada por exosomas.

Existe trafico de exosomas desde los CM hacia las celulas endoteliales en cultivo,
siendo la intensidad del trafico dependiente de la disponibilidad de glucosa de las

celulas.

Los CM con estrés inducido por la falta de glucosa son capaces de enviar
transportadores de glucosa tipo GLUT1 y GLUT4 mediante exosomas hacia las celulas
endoteliales, en donde estos transportadores son capaces de incrementar la captacién

de glucosa.
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» Los CM son capaces de enviar LDH y GAPDH mediante exosomas hacia celulas
endoteliales, lo que en combinacién con el incremento de glucosa generado por el
trafico de GLUTSs, ocaciona un incremento en la actividad glicolitica de las celulas

endoteliales.

» Existe una relacidn intrinseca entre la demanda metabolica de los CM vy el transporte
de glucosa de las celulas endoteliales, en donde los CM, en funcion de sus necesidades
metabdlicas, son capaces de alterar el transporte de nutrientes de las ECs mediante el

trafico de proteinas especificas mediado por exosomas.
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