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“Hay una fuerza motriz mas poderosa que el vapor,
la electricidad y la energia atémica: la voluntad.”

Albert Einstein

“El sabio no dice todo lo que piensa, pero siempre
piensa todo lo que dice.”

Aristoteles

“|3 verdadera sabiduria est§ en reconocer la propia
ighorancia.”

Socrates
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Resumen

En el presente trabajo se evalua el potencial funcional de exosomas derivados de
células (CSC por sus siglas en inglés) de cancer de mama (CM). Los exosomas
son micro-vesiculas secretadas por todos los tipos celulares a través de la
membrana plasmatica y son parte del transporte vesicular, miden entre 30-100 nm
de diametro, tienen una doble membrana lipidica, y son acarreadores de proteinas

que se encuentran en el citoplasma celular.

Para evaluar su potencial funcional pro-angiogénico in vitro, los exosomas se
purificaron de cultivos de mamosferas derivadas de la linea celular de CM murino
4T1. Esta es una linea celular de estadio IV de CM y se asemeja en gran medida a
las células humanas. La formacion de mamosferas permiten la obtencién de CSC
in vitro. Una vez cuantificados, los exosomas se co-cultivaron con células
endoteliales de vena umbilical humanas (HUVEC), y se evalu6 la capacidad de

regular la formacion de vasos in vitro.

Los resultados obtenidos muestran que los exosomas de las CSC son capaces de

inducir in vitro el proceso de la angiogénesis en forma de dosis dependiente.



1.Introduccion

1.1 Cancer de mama. Definicion, estadisticas, factores de riesgo y

tratamiento

El cancer es un proceso descontrolado de crecimiento y diseminacion de células
en el organismo, que provoca la alteracion de los mecanismos reguladores de una
célula normal, interviniendo en la funcion adecuada de tejidos y érganos sanos.
Esta enfermedad es actualmente de las principales causas de mortalidad en el
mundo (OMS, 2013).

El CM hace referencia a un tumor maligno que se desarrolla a partir de células
epiteliales mamarias. Generalmente, el CM se origina en las células de los
lobulillos, que son las glandulas productoras de leche, o en los conductos, que son
las vias que transportan la leche desde los lobulillos hasta el pezén. Con menos
frecuencia, el cancer de mama puede originarse en los tejidos estromales, que
incluyen a los tejidos conjuntivos grasos y fibrosos de la mama (Breast

Cancer.org).

Actualmente el CM es el cancer mas frecuente en las mujeres tanto en los paises
desarrollados como en los paises en vias de desarrollo. La incidencia del cancer
va en aumento en el nivel global (Figura 1), causando en 2008 la muerte de 7.6
millones de mujeres, de las cuales cerca de 520,000 se debieron al CM
(Globocan, 2008).

En México, el CM es el cancer de mayor incidencia y prevalencia en mujeres
mexicanas adultas de 30 a 54 afos de edad (cerca de 25%), con una mortalidad
de 14.2% (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de incidencia y mortalidad de CM en México (Globocan, 2012).

Dentro de los factores de riesgo establecidos para el desarrollo del cancer de
mama, se incluyen factores como: La edad, el primer embarazo en mujeres
mayores de 30 afos, uso de anticonceptivos hormonales de alta dosis,
menopausia tardia, terapias hormonales, alta densidad del tejido de las mamas,
factores genéticos, factores nutricionales, no realizar actividad fisica, la historia y
duracion de la lactancia materna, obesidad, consumo de tabaco, consumo de
alcohol, exposicion a radiacion ionizante y procesos inflamatorios. Asi mismo se
ha observado que el nivel socioecondmico influye con el inicio y desarrollo de la
patologia (American Cancer Society, 2014; Breast Cancer.org; Kaminska. et al.

2015; Navarro. et al. 2015; OMS, 2015; Ortiz y Galvan. 2007).




A pesar de los diversos tipos de tratamiento contra el cancer; cirugia (extirpacion
del tumor), radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia (estimulacién del sistema
inmune para atacar el cancer), terapia dirigida (promover cambios en la
proliferacion y diseminacion de células cancerosas) y transplante de células
madre, Nno es seguro que en anos posteriores al tramiento, el paciente no reincida

en la enfermedad (American Cancer Society, 2014; Breast Cancer.org).

1.2 Células madre tumorales

Los organismos cuentan con diversos tipos de células especializadas, algunas de
las cuales tienen la habilidad de auto-renovarse segun sus requerimientos. La
diferenciacién celular es un proceso necesario para el mantenimiento del
organismo, y las células que tienen estas habilidades se denominan células
madre. Sin embargo, estas células madre se encuentran también en el desarrollo
del cancer y regulando procesos de gran relevancia en la progresion de la

enfermedad.

En los tumores se encuentran una gran cantidad de células que tienen diferente
potencial de proliferacion y diferenciacion, por lo cual se dice que el tumor se
compone de una poblacién celular heterogénea (Grange. et al. 2011; Visvader.
2011), y esta heterogeneidad depende del estadio de desarrollo o crecimiento en
el que se encuentra el cancer. Dentro de esta diversidad celular en los tumores,
podemos encontrar a una pequefa poblacion de células madre tumorales (CSC
por sus siglas en inglés), las cuales se producen por mutaciones en el genoma de
las células madre; las mutaciones se mantienen en las futuras generaciones, al
igual que la capacidad de auto-renovacion, y tienen gran potencial proliferativo al
igual que las células madre sanas, ademas de que son capaces de promover la
generacion de nuevos tumores cuando el cancer es de un estadio metastasico
(Figura 3) (Yang. et al. 2015).




Asi mismo se ha propuesto que las CSC, juegan un papel crucial para la
resistencia a los tratamientos contra el cancer (quimioterapias, farmacos,
antigenos tumorales, tratamientos con antagonistas), y la reincidencia de esta
enfermedad y la migracion a otros tejidos es promovida principalmente por las
CSC (Adorno. et al. 2015; Shaw. et al. 2012; Weinberg. 2007).
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Figura 3. CSC provocan generacion de tumores y no asi las células tumorales. Tomado y
modificado de Visvader. 2011.

Se ha observado también que las CSC tienen la capacidad de crear nichos
favorables para su desarrollo. La interaccién celular se lleva a cabo célula-célula o
mediante la secrecion de moléculas reguladoras (Fessler. et al. 2012). Por este

motivo han sido ampliamente caracterizadas para su identificacién (Dontu. et al.
2003; Ponti. 2005).




Se han desarrollado técnicas in vitro para la obtencion de células madre. A partir
del modelo de neuroesferas (Reynolds y Weiss. 1992) desarrollado para detectar
células precursoras en cerebro, demostrando que las células que tienen la
capacidad de sobrevivir en suspension forman colonias flotantes en medios de
cultivo enriquecidos, y que estas colonias o esferas tienen un numero considerable
de células madre (Ponti. 2005). Las CSC han sido ampliamente caracterizadas y
expresan los marcadores CD133+, CD44+/CD24-/bajo, lo que ha permitido que
sean utilizadas como herramientas para evaluar su funcionalidad tanto in vitro
como in vivo (Dontu. et al. 2003; Cariati. et al. 2008; Rappa y Lorico. 2010; Hatina.
2012; Liu. et al. 2012).

Particularmente en CM, estos agregados celulares con estructuras esféricas que
se denominan mamosferas (Rappa y Lorico. 2010; Shaw. et al. 2012). Para lograr
su formacion se requieren medios de cultivo adecuados que favorecen su

formacién y por ende estimula la diferenciacién a células con el fenotipo de CSC.

1.3 Microambiente tumoral

Las células tumorales de cualquier tipo de cancer, se encuentran dentro de un
microambiente, en el cual las células que conforman tumores y tejidos
interaccionan con otras células adyacentes (células endoteliales, células del
sistema inmune, CSC, fibroblastos, adipocitos, vasculatura y matrices
extracelulares) (Hu y Polyak. 2008; Klemm y Joyce. 2015). Todas estas células
mantienen la comunicacion, mediante interacciones celulares, y comunicacion
paracrina, autdcrina y/o endocrina. Para que se lleve a cabo esta comunicacion,
los distintos tipos celulares del microambiente producen y secretan factores de
crecimiento, citocinas, quimiocinas, metabolitos, proteasas y micro-vesiculas
(Figura 4) (Qian. et al. 2015).




La comunicacion celular permite que las células lleven a cabo ciertas funciones, y
en el caso del microambiente tumoral, las células cancerosas son cruciales para
que las funciones que llevan a cabo las células sanas sean favorables y se lleve a
cabo el desarrollo tumoral. Por ejemplo, en condiciones de hipoxia, las células
tumorales son capaces de secretar el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF por sus siglas en inglés), que es un factor de crecimiento que promueve el
reclutamiento de células endoteliales al sitio donde se lleva a cabo el crecimiento
tumoral formando vasos sanguineos; estas células transportaran oxigeno y

nutrientes a la masa tumoral.

Célula dendritica

Célula endotelial

© Microvesiculas 4 Citocinas Quimiocinas Factores de crecimiento

Figura 4. Componentes del microambiente tumoral e interaccion. Modificado de Barcellos. et
al. 2013.

Las células cancerosas son capaces de modular la actividad de las células del
sistema inmune, creando un ambiente inmunosupresor favorable para su
desarrollo. Es por ello que, la busqueda de estrategias que permitan regular el
microambiente tumoral, como la inmunoterapia contra el cancer, que ha sido de

gran importancia en los ultimos afios (Devaud. et al. 2013; Sun. 2015).

Es por ello que el microambiente tumoral se convierte en una parte integral para el
desarrollo y progresion de la enfermedad, y el cual es variable dependiendo la

etapa en la que se encuentre el cancer (Hu y Polyak. 2008).




1.4 Desarrollo de cancer

Se ha descrito que el desarrollo tumoral es un proceso de multiples pasos, sin
embargo, para su estudio se han dividido en 3 grandes etapas: la iniciacién, la

promocioén y la progresion (Figura 5).
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Figura 5. Etapas en desarrollo de cancer. Modificado de Barcellos. et al. 2013.

La iniciacion del cancer es de origen monoclonal, es decir a partir de una célula 6
un grupo de células que acumulé multiples alteraciones en las funciones que
regulan el comportamiento celular normal, y comienza por cambios a nivel
genético; entre estos cambios se promueve el silenciamiento de genes supresores

de tumores y activacién de proto-oncogenes (Cuadro 1).
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Estos cambios genéticos son influenciados por diferentes circunstancias, la pre-

disposicion genética o puede ser promovida por los diversos factores de riesgo.

Cuadro 1.
Oncogenes y genes supresores de tumores en cancer de mama
Gen Clasificacion Funcion
Oncogenes |
akt Adhesion,

proliferacion celular,
regula apoptosis

CCND1/ciclina D1 Regula la progresioén
del ciclo celular

erbB-2 /| HER-2 Estimula la division
celular

c-myc Regula la reparaciéon
del DNAy

proliferacion

P13K Adhesion,
proliferacion,
regulaciéon de

apoptosis
Genes supresores de
tumores
BRCA1 Reparacion del DNA
BRCA2 Reparacion del DNA
p53 Detiene el ciclo
celular en respuesta
al daino al DNA,
regula apoptosis
Rb Regula el ciclo

celular

Modificado de Rebelldn. et al.2014.
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Al activarse o inhibir oncogenes y genes supresores de tumor, la célula pierde la
capacidad de regular su proliferacion y evadir los mecanismos clasicos de muerte
controlada como la apoptosis, lo cual contribuye a la iniciacién y progresion de

cualquier tipo de cancer.

La promocion se basa en la proliferaciéon descontrolada de las células tumorales
en el sitio donde se llevo a cabo la iniciacién. Durante el crecimiento, la poblacion
de células tumorales inicial, promueve una expansion clonal, en la cual las células
con mayor capacidad de crecimiento son las que proliferan descontroladamente,
provocando aumento en el volumen tumoral. Esto ultimo ocurre ademas de que
las células cancerosas siguen mutando mientras el cancer sigue progresando

(Bowcock. 1999; Cooper y Hausman. 2010).

La capacidad que tiene el cancer para diseminarse a organos distantes,
establecerse y proliferar en otro sitio distinto a donde inicié, se denomina
metastasis y depende de la angiogénesis (formacién de nuevos vasos
sanguineos), la cual ocurre en la etapa de progresion. Este evento es crucial para
la metastasis, pues permite recibir los nutrientes y el oxigeno necesario para

continuar su crecimiento en el nuevo sitio.

EIl CM en su estadio mas avanzado promueve metastasis (Figura 6)
principalmente al cerebro, pulmones, higado y médula ésea. Esto ocurre cuando
las células tumorales adquieren la capacidad de atravesar las barreras epiteliales
de los tejidos y entrar al torrente sanguineo. Esta transicion implica cambios
celulares, entre ellos la pérdida de uniones adherentes, disminucion en la
expresion de citoqueratina, aumento de motilidad celular, aumento en la capacidad
de invasion, secrecion de fibronectina, secrecion de metaloproteasas, produccion
de N-cadherina (unibn mesenquimal adherente), el cambio de morfologia vy

resistencia a apoptosis (Bowcock. 1999; Hu y Polyak. 2008; Yang. et al. 2015).
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Figura 6. Metastasis. Se observa como las células tumorales son capaces de atravesar las
barreras endoteliales para llegar a establecerse en otro sitio y promover la formacién de un

nuevo tumor. Modificado de Schroeder. et al. 2012.

1.5 Angiogénesis

Como se mencioné anteriormente, la angiogénesis se refiere al proceso que
conduce a la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de vasculatura pre-
existente. El término de angiogénesis incluye la migracion y proliferacion de
células endoteliales, la formacion y organizacion de grupos celulares en
estructuras tubulares que eventualmente se estabilizan formando los vasos
sanguineos. Este proceso se estimula mediante sefiales quimicas, lo cual es
regulado por moléculas inhibidoras y activadoras (Nishida. et al. 2006; Weis y
Cheresh. 2001).
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Figura 7. Angiogénesis. Se observa la secrecidon de factores que permiten la remodelaciéon
de la matriz extracelular, y permiten la atraccion de células endoteliales a la masa tumoral.
Tomado y modificado de Nishida. et al. 2006.

En un proceso neoplasico, la intensa proliferacion celular requiere de oxigeno y
nutrientes, por lo cual las propias células tumorales junto con diversos tipos
celulares no transformados, secretan una mayor cantidad de moléculas
activadoras, lo cual promueve una desregulacion en el equilibrio con las moléculas
inhibidoras, promoviendo la migracion de las células endoteliales al sitio donde se

encuentra creciendo el tumor (Figura 7) (Dameron. et al. 1994; Katoh. 2013).

Dentro de los factores que promueven la angiogénesis en CM, el VEGF es la
molécula principal implicada en la regulacion positiva de este proceso; sin
embargo, distintas  moléculas estan implicadas en la promocion de la
angiogénesis (Cuadro 2) (Dvorak. 2005; Hu y Polyak. 2008; Mueller. et al. 2001;
Nasser. et al. 2015; Nishida. et al. 2006; Yancopoulos. et al. 2000).
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Cuadro 2.

Moléculas implicadas en la angiogénesis.

TNF
Receptores de quimiocinas (CXCR1, CXCR2, CXCR4,
CXCR7 y CXCR 8
Ligandos de quimiocinas CXCL5, CXCL8, CXCL12
y CXCL14
Tomado de Nishida. et al. 2006; Yancopoulos. et al. 2000.

Como se mencioné anteriormente, un mecanismo de comunicacion importante
dentro del microambiente tumoral, es a través de microvesiculas, las cuales son
parte del transporte vesicular y tienen la capacidad de regular funciones celulares,

como se describe a continuacion.

1.6 Exosomas, su biogénesis y sus funciones

Los exosomas son micro-vesiculas secretadas por todos los tipos celulares (ej.
células epiteliales, neuronales, del sistema inmune, células cancerosas, etc.) a
través de la membrana plasmatica y forman parte del transporte vesicular. Estos
exosomas miden entre 30-100 nm de diametro (Simpson. et al. 2009), tienen una
doble membrana lipidica, y son acarreadores de proteinas que se encuentran en

el citoplasma (Figura 8).

El mecanismo de biogénesis establece que las microvesiculas se forman en los
endosomas, los cuales encapsulan una gran cantidad de moléculas y proteinas
(Cuadro 3) formando a estas microvesiculas. Estos endosomas tardios también
llamados cuerpos multivesiculares, pueden ser degradados por los lisosomas
producidos por el aparato de Golgi o pueden salir de la célula por exocitosis,
liberando los exosomas hacia la circulacion (Cocucciy Meldolesi. 2015; Sun y Liu.
2014) (Figura 9).
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Los exosomas se pueden encontrar en fluidos bioldgicos, tales como liquido
sinovial, saliva, sangre, orina, leche materna y semen (Kruger. et al. 2014; Liu. et
al. 2012; Reinhardt. et al. 2013). Funcionan como sistemas de comunicacién a
nivel local (microambiente) y sistémico, ya que los exosomas entran facilmente a
la circulacion. Los exosomas pueden regular ciertas funciones celulares,
principalmente por dos mecanismos; el primero de ellos es mediante la
incorporacion de exosomas a las células blanco por endocitosis y una vez dentro
de la célula, son degradados y liberan las moléculas y proteinas que
encapsularon. El segundo mecanismo es mediante la interaccion con los
receptores y ligandos que expresan los exosomas, con los receptores de la
membrana celular. Ambos mecanismos promueven vias de senalizacion que
pueden regular diversas funciones celulares (Brownlee. et al. 2014; Frydrychowicz.
et al. 2014; Théry. 2011; Villarroya. et al. 2014).

Cuadro 3.

Contenidos de exosomas
Tetraspaninas (CD9, CD63, CD81)
Moléculas MHC |, MHC I

Integrinas (ITG)
Moléculas de adhesiéon (CAM)

Receptores de factores de crecimiento

Enzimas (ATPasas, isomerassas, glucosa-6-fosfato)

Micro RNA’s (miRNAs) mRNA, rRNA, tRNA

Proteinas de citoesqueleto (actina, tubulina, miosina)

Lipidos (colesterol, flotilina)

Ligando y receptores de quimiocinas

Modificado de Létvall. et al. 2014; Frydrychowicz. et al. 2014.
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Figura 9. Biogénesis de exosomas. Los endosomas encapsulan proteinas y moléculas como
miRNAs formando los MVB, los cuales pueden ser degradados o liberados. Asi mismo otras
células los incorporan y pueden o no regular funciones en la célula receptora. Modificado de
Milane. et al. 2015.
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Las funciones de los exosomas dependen del tipo celular del cual se derivan, pues
también son distintas las moléculas contenidas en estas microvesiculas. Estas
vesiculas han sido implicadas en una gran variedad de procesos fisioldgicos
(proliferacion, diferenciacién celular, muerte programada, desarrollo y progresion

del cancer) que son importantes para la comunicacion celular.

La caracterizacion de estos exosomas, ha adquirido gran interés en la
investigacion del cancer, debido a que las microvesiculas de las células
cancerosas contienen una gran variedad de elementos oncogénicos que son
liberados por las células cancerosas, como son las proteinas y los microRNA’s
(miRNAs). Los RNA's y miRNA’s aislados de los exosomas pueden regular
directamente procesos como la apoptosis de células del sistema inmune
(mediante la expresion de ligandos o receptores de muerte que interactuan con los
de las células receptoras), la progresion tumoral (promoviendo el silenciamiento o
sobre-expresion de genes que regulan la produccion de factores angiogénicos), y
la supresion inmune (promoviendo la diferenciacion y disminuyendo la
proliferacion de las células del sistema inmune) (Figura 10) (Lindau. et al. 2013;
Parolini. et al. 2009). La liberaciéon de elementos oncogénicos regula funciones en
varios tipos celulares, tales como la expresién de genes por la degradacion del
MRNA o inhibiciéon de la traducciéon génica (Selbach. et al. 2008; Kruger. et al.
2014; Valadi. et al. 2007).

Algunos de los elementos oncogénicos se encuentran en los exosomas son los
miRNA’s, pequenas secuencias de RNA no codificantes y estan involucrados en el
silenciamiento génico. Entre los miRNA’s aislados de exosomas de células
cancerosas, se incluye la familia miRNA-155 que tienen un papel oncogénico en
CM vy otros tipos de cancer, regulando procesos como la angiogénesis, la

apoptosis y la diferenciacion celular (Mattiske. et al. 2012; Brownlee. et al. 2014).
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Figura 10. Exosomas de células tumorales, son capaces de promover diferenciacién y
disminuir proliferacion de las células del sistema inmune, promover cambios en la matriz
extracelular ayudando a la progresion de las células tumorales, estimular procesos como la

angiogénesis. Tomado y modificado de Tickner. et al. 2014.

Varios estudios demuestran que los exosomas derivados de células tumorales son
capaces de inducir la expansién de células T reguladoras (Szajnik. et al. 2010;
Wieckowski. et al. 2009) y provocan la muerte de las células T especificas de
antigenos tumorales a través de vias de sefalizacion mediadas por unién de
ligandos a receptores de muerte, afectando asi la capacidad de los linfocitos
efectores que ejercen su actividad citolitica contra los blancos tumorales
(Abusamra. et al. 2005). Como consecuencia, los exosomas crean un medio
ambiente inmuno-privilegiado con condiciones fisioldgicas favorables para el
desarrollo tumoral (Kim. 2005; Altevogt. et al. 2014).
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En un ambiente hipdxico, los exosomas de las células tumorales inducen en
células estromales la proliferacion, lo cual se refleja en el crecimiento tumoral,
promoviendo la diferenciacion de MSC, induciendo la EMT. Con esta interaccion,
el tumor y las células estromales pueden regular la capacidad de invasion de las
células tumorales mediante la incorporacion de proteinas y miRNAs en las células
blanco (Jayne. 2014).

Por todo lo anterior, se han implementado diversas técnicas para el aislamiento y
la purificacion de exosomas. Entre algunos métodos se encuentran técnicas como
la centrifugacién diferencial, cromatografias de afinidad, la captura por medio de
membranas y precipitaciones mediadas por solventes (Brownlee. et al. 2014). La
identificacion de exosomas es sencilla en la actualidad porque ha sido posible
identificar los marcadores que se encuentran en estas microvesiculas, entre ellos
se encuentran las tetraspaninas CD9, CD63, CD81 y la proteina TSG-101
(Cocucci y Meldolesi. 2015; Frydrychowicz. et al. 2014; Kumar. et al .2014; Melo.
et al. 2014).

Las tetraspaninas son proteinas transmembranales, cuyo peso molecular se
encuentra entre 25-50 kDa, y estan implicadas en una gran cantidad de procesos
como la fusién celular, la motilidad y el contacto célula-célula (Parthasarathy. et al.
2008).
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2.Antecedentes

Los exosomas contienen una gran variedad de moléculas con gran capacidad
moduladora de los procesos tumorales. En los ultimos afios se ha identificado que
los exosomas son importantes en el desarrollo y progresion del cancer, ya que
pueden activar funciones proliferativas, de supervivencia, adhesion celular,
promocién de angiogénesis y migracion en las diferentes etapas del cancer; por
este motivo, en el diagndstico molecular de cancer, se considera que los
exosomas presentan potencial como biomarcadores, debido a sus contenidos
moleculares, entre los que se encuentran miRNA’s, quimiocinas, factores de
crecimiento y tetraspaninas (Brase. et al. 2010; Melo. et al. 2014; Sun y Liu. 2014;
Ueda. et al. 2014).

Umezu y colaboradores (2014) describieron un mecanismo mediante el cual los
exosomas de células tumorales regulan el proceso de la angiogénesis en
melanoma y demostraron que esta regulacién ocurre principalmente cuando el
tumor se encuentra en un microambiente hipdxico. Otros estudios muestran que
CXCL8 esta presente en exosomas y éstos inducen la proliferaciéon de células

endoteliales promoviendo angiogénesis (Waugh y Wilson. 2008).
Se ha identificado que cuando las células 4T1 son estimuladas con exosomas

derivados de células madre mesenquimales, son capaces de inhibir la

angiogénesis (Lee. et al. 2013).
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3.Planteamiento del problema y justificacion

Las células madre cancerosas participan de manera importante en la generacion
de tumores en pacientes con CM, debido a que estas CSC tienen una mayor
capacidad de sobrevivencia ante tratamientos como la quimioterapia. Por este
motivo, el cultivo de mamosferas se ha utilizado ampliamente para identificar CSC
y analizar detalladamente el papel en la regulacion del CM tanto in vivo como in

vitro.

Se ha descrito ampliamente que los exosomas de las células tumorales estan
implicados en procesos de promocion de angiogénesis por su contenido; sin
embargo, se desconoce el papel funcional de los exosomas derivados de

mamosferas en la induccién y regulacion del proceso angiogénico.

Es necesario entender los mecanismos mediante los cuales los exosomas regulan
procesos implicados en la invasién y desarrollo del CM; por este motivo, el
presente trabajo analiza la participacion de estos exosomas en la regulacién de la
angiogénesis. Para ello el uso de lineas celulares de CM ha servido como modelo
de formacion de mamosferas in vitro, permitiendo la obtenciéon de CSC simulando
un microambiente in vitro, a partir del cual se pueden obtener y purificar
exosomas, sin embargo la linea celular 4T1 es derivada de CM de raton BALB/C,
no se ha analizado profundamente en el proceso de diferenciacion de CSC y en la

regulacion de la angiogénesis mediada por exosomas.
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4_.Hipotesis

Los exosomas derivados de mamosferas generadas a partir de la linea celular 4T1

tendran un efecto promotor de angiogénesis.
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5.0bjetivos

5.1 Objetivo general

e Analizar el papel de los exosomas derivados de mamosferas de la linea
celular 4T1, en la regulacion (induccién) del proceso de angiogénesis
utilizando células HUVEC.

5.2 Objetivos particulares

1. Establecer cultivos de la linea celular 4T1 y estandarizar la formacién de
mamosferas.

2. Obtener y caracterizar por las técnicas de citometria, westernblot, y
microscopia electronica, los exosomas derivados de mamosferas de la linea
celular 4T1.

3. Establecer cultivos de células HUVEC.

4. Analizar la funciéon angiogénica de los exosomas derivados de mamosferas

de la linea celular 4T1 en co-cultivos con células HUVEC.
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6. Métodos
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6.1 Preparacioén de suero libre de exosomas

El suero fetal de bovino (SFB por sus siglas en inglés) se filtr6 con una membrana
de 0.2 um; posteriormente, con una jeringa se colocé el SFB en tubos de
ultracentrifuga, y se siguid el protocolo de aislamiento de exosomas descrito por
Théry y colaboradores (2006). Los tubos se sellaron y balancearon para colocarlos
en el rotor y se centrifugaron a 100,000 g por toda la noche a 4°C. Al final de la
ultracentrifugacion se recuperd el sobrenadante y se descartd el precipitado
(exosomas). El SFB se filtr6 nuevamente y se guardé a 4°C para la preparacion de

los medios de cultivo.

6.2 Cultivos de células 4T1

Para ello se utilizé el medio RPMI-1640, el cual se preparé con SFB libre de
exosomas (10%). Una vez preparado el medio se filir6 para asegurar su

esterilidad.

Se cultivaron las células 4T1 con el medio libre de microvesiculas, una vez
obtenido un 80-90% de confluencia en placas de cultivo se recuper6 el

sobrenadante, se filtré y se guardo a 4°C.

6.3 Generacion de mamosferas

Con las células de cancer de mama 4T1 de los cultivos se generaron las
mamosferas. Para ello, las células cultivadas con 80-90% de confluencia se
despegaron con PBS-EDTA 1x. Se contaron en camara de Neubauer y se
resuspendieron en el medio selectivo para mamosferas Mammocult (StemCell
Technologies). En placas de bacterias (por su baja adherencia) se cultivaron 100,
200, 400 u 800 mil células, con 8 mL de medio Mammocult, para observar la mejor

concentracion celular para la generacidon de mamosferas. Luego de 5 dias de
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incubacion se obtuvo la primera generacion de mamosferas, a partir de las cuales
se recupero el sobrenadante, se filtr6 para quitar restos celulares y se guardo a
4°C.

6.4 Identificacion de expresién de marcadores de CSC de mamosferas

por citometria de flujo

Para analizar la expresiéon de los marcadores de CSC, CD24 y CD44, las
mamosferas se re-suspendieron en PBS-EDTA 1x, posteriormente se disgregaron
con una jeringa, permitiendo obtener a las células individuales, estas se incubaron
con los anticuerpos anti-CD24 y anti-CD44 (Santa Cruz) permitiendo su

identificacion por citometria de flujo.

6.5 Purificacion de exosomas

A partir de sobrenadantes de cultivos de mamosferas de la linea celular 4T1, se
obtuvieron los exosomas ultra-centrifugando las muestras de los sobrenadantes
de cultivos de 4T1 asi como de mamosferas. Los sobrenadantes se introdujeron
en los tubos de ultracentrifuga con una jeringa y se balancearon. Se realizaron
una serie de centrifugaciones (Figura 11) para la obtencion de los exosomas,

siguiendo el protocolo previamente descrito (Théry C. et a. 2006).
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Figura 11. Ultra-centrifugaciones para obtencion de exosomas. Modificado de Théry. et al.
2006.

Por ultimo se decanté el sobrenadante y el precipitado (exosomas) se resuspendio

en 200 pl de PBS estéril y se guardé en alicuotas a 4°C.

6.6 Caracterizacion de exosomas

Citometria de flujo.

Para caracterizar a los exosomas por citometria, se utilizd el kit Exo-FLOW
(System Biociences), de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Para ello,
los exosomas se incubaron con perlas magnéticas cubiertas de estreptavidina que
tienen el anticuerpo biotinizado anti-CD63, molécula presente en los exosomas.
Una vez conjugados, se incubaron con anticuerpos secundarios o fluorocromos
especificos que permitieron la deteccion de los exosomas capturados, utilizando
el citdmetro Attune red/blue (Applied Biosystems). Los datos se analizaron con el

programa computacional FlowJo V10.
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Microscopia electrénica.

Para analizar la presencia y morfologia de los exosomas mediante microscopia
electronica, se tom6 una muestra de los exosomas purificados se colocé en una
solucién de acetato de uranilo 2%, y se analizaron en el microscopio electronico
de transmisién JEOL JEM 12000 EIll a 80kv, 15,000 aumentos y una escala de
200 nm, equipado con camara digital de 11 mega. Se analizaron en total 20
imagenes y con el programa del microscopio se determind el tamafio de los
exosomas de las imagenes. Posteriormente se determiné el tamafio promedio de

estas microvesiculas.

Westernblot.

Una muestra de exosomas se analizdé mediante westernblot, con la finalidad de
detectar la presencia de las proteinas CD9, CD81 y TSG-101, los cuales son

marcadores de exosomas.

Para realizar esta técnica, primero se lisaron los exosomas con solucion de lisis
(RIPA). Se cuantificé la proteina de los lisados utilizando el kit micro-BCA (Thermo
Scientific) y posteriormente se incub6 a 95°C durante 5 min para desnaturalizar a
las proteinas y mezclé con solucién de carga Laemli 2x para completar su
linearizacion al romper enlaces disulfuro, conferirles una carga negativa, asi como
dar color a la muestra para visualizarla mientras corre en el gel de acrilamida.
Luego de correr las muestras, se realizé la transferencia en una membrana de
PVDF, y enseguida la membrana se bloqued con leche Svelty (5%) para disminuir
las uniones inespecificas y transcurrido el tiempo de bloqueo se incubd con
anticuerpos primarios CD9, CD81 y TSG-101 (Santa Cruz Biotechnology) a la
concentracion de 1:500 para los tres anticuerpos durante toda la noche. Al
siguiente dia se incubd con el anticuerpo secundario (conjugado con peroxidasa)

por 2 h. y se revelé la membrana en placas fotograficas (Thermo scientific).
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6.7 Ensayos de angiogénesis

Cultivo de células HUVEC.

Para ello se siguieron las condiciones de cultivo recomendadas por ATCC.
Se preparé medio de cultivo F-12K, complementado con 0.1 mg/ml de heparina vy
0.03-0.05 mg/ml de ECGS y SFB libre de exosomas 10%.

Se cultivaron células HUVEC, una vez obtenido 80-90% de confluencia, las células

se utilizaron para los ensayos funcionales correspondientes.

Ensayo funcional de angiogénesis

Para realizar el ensayo funcional de angiogénesis, se realizaron co-cultivos de los
exosomas derivados de mamosferas 4T1 con la linea celular HUVEC para evaluar
angiogeénesis mediante ensayos en Matrigel (BD Biociences), el cual consiste en la
formacion de cultivos 3D (Arnaoutova |. y Kleinman H. 2010 ; DeCicco K. et al.
2014).

Una vez obtenido el 80-90% de confluencia de las células HUVEC, se despegaron
con PBS-EDTA 1x, se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min, se decantd el
sobrenadante y el boton celular se resuspendiéo en 1 ml de PBS. Las células se
centrifugaron nuevamente (2000 rpm durante 5 min). Se decanté el sobrenadante
y se re suspendieron las células en 1 ml de medio de cultivo F12K. Las células se

contaron para tener 30,000 células en 400 yL de medio.

En placas de 48 pozos se colocd 130 pyL de matrigel por pozo y se dejaron incubar
por 30 min a 37° C. En tubos de eppendorf se colocaron 30,000 células en 400 pl
de medio F12K y se etiquetaron conforme a los grupos mostrados en el cuadro 4.
Una vez preparados los tubos se tomaron 200 yL de las células resuspendidas
para cada pozo y por duplicado, se dejaron en incubacion 6 h a 37°C y 5% CO» (3

experimentos por duplicado n=6).
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Analisis.
Se analizaron las placas en un microscopio invertido Olympus IX71 y se tomaron 2

fotos por cada uno de los pozos en un campo aleatorio.

Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico se cuantifico a partir de las fotos tomadas, el numero
de nodos, segmentos y redes que se formaron en los cultivos. Para ello se utilizd
el programa Image J y el complemento Angiogenesis Analyzer. Los datos fueron
procesados y se realizé una t student pareada. Los valores de p<0.05 se

consideraron como significativos.

Cuadro 4.

Disefio experimental para ensayos de angiogénesis

HUVEC + Medio
HUVEC + Medio + Sulforafano’ (CTL -)
HUVEC + Medio + FGF? (CTL +)

HUVEC + Medio + Exosomas de mamosferas 4T1

HUVEC + Medio + Exosomas de la linea celular 4T1

'Sulforafano (inhibidor de angiogénesis). Se preparé una
solucion stock de Sulforafano (Sigma-Aldrich) 10 mM en
1 ml de DMSO y se guardé a 4°C.

2Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF por sus
siglas en inglés) (promotor de angiogénesis). Se
preparé una solucién stock de FGF (Gibco) de 10 ng pl™
en PBS.
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7.Resultados
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7.1 Establecer cultivo de la linea celular 4T1 y estandarizaciéon de la

formacion de mamosferas.

7.1.1 Cultivo de la linea celular 4T1.

Se establecieron los cultivos de la linea celular 4T1 (Figura 12) con medio de
cultivo RPMI libre de exosomas. De estos cultivos se recolecto el sobrenadante, y
se utilizaron estas mismas células para la formacion de mamosferas. Las células
se observan con la morfologia caracteristica de las células epiteliales adherentes;
una vez obtenido un 80% de confluencia, se recuperaron los sobrenadantes de
cultivo para la purificacion de exosomas y las células se ocuparon para formar

mamosferas.

Figura 12. Células 4T1 a 80% de confluencia, son células alargadas y adherentes.
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7.1.2 Estandarizaciéon de formaciéon de mamosferas.

Para cumplir con este objetivo se cultivaron las células 4T1 a diferentes
concentraciones para determinar la concentracién 6ptima para la formaciéon de
mamosferas (Figura 13). Se eligié la cantidad de 400 mil células ya que en ella se
obtuvieron una mayor cantidad de mamosferas morfolégicamente mas definidas,

en comparacion con las otras concentraciones.

200,000 ‘
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.

o
|

Figura 13. Formacion de mamosferas. Se observa que en 400,000 células, las mamosferas
tienen una estructura esférica mas definida y no hay demasiados agregados en
comparacion de 600,000 células. Con 800,000 células no se lleva a cabo la formaciéon de
mamosferas y estas células mueren.
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Se identificd la expresion de marcadores de CSC presentes en las mamosferas;
para ello, se disgregaron las células de las mamosferas y se incubaron con los
anticuerpos anti-CD24 y anti-CD44 para observar el fenotipo de CSC por
citometria de flujo (Figura 14). El fenotipo de las CSC corresponde a las células
CD44+/CD24-, donde se observa que se obtienen un 0.33% de células con el
fenotipo de CSC.
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Figura 14. Caracterizaciéon por citometria de flujo de CSC. Se observa que sélo se tiene un
0.33% de CSC.

7.2 Obtencidén y caracterizacion por microscopia electronica, westernblot y
citometria de los exosomas derivados de mamosferas de la linea celular
4T1.

7.2.1 Caracterizacion de exosomas por citometria de flujo.

De los sobrenadantes tanto de los cultivos de la linea celular 4T1, asi como de las
mamosferas se extrajeron y purificaron los exosomas. Se identificaron en un inicio

por citometria de flujo utilizando con el anticuerpo anti-CD63, obteniendo un 88.5%
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de positividad, confirmando la unién de los exosomas a las perlas (Figura 15). Se
muestran los histogramas representativos de las muestras de los exosomas
derivados de mamosferas de la linea celular 4T1, comparados con las perlas
acopladas al anti-CD63.
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Figura 15. Identificacion de exosomas de mamosferas 4T1 por citometria de flujo, utilizando
el marcador CD63. Se obtiene un 88.5% de positividad en las perlas a las cuales se unieron
los exosomas.
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7.2.2 Caracterizacion de exosomas por microscopia electronica.

Se caracterizaron por microscopia electronica 3 muestras, para tener un analisis
morfolégico de exosomas. Del total de las fotos de microscopia se contaron y
midieron cada una de las microvesiculas, obteniendo diferencias en el tamano
promedio entre exosomas de mamosferas (44 nm) (Figura 17) y los exosomas de
la linea celular 4T1 (61 nm) (Figura 17). Se muestra una imagen representativa de

la muestra de exosomas.

Exosomas Mamosferas 4T1

YW
YN

Sy 'S

Figura16. Microscopia electrénica. Se analizaron los exosomas tanto de las mamosferas

4T1, y se muestra el diAmetro correspondiente de cada microvesicula.
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Figura 17. Microscopia electronica de exosomas de la linea celular 4T1, se muestra el
diametro correspondiente de cada microvesicula.

7.2.3 Caracterizacion de exosomas por Westernblot.

Para confirmar que los exosomas derivados tanto de la linea celular 4T1 y las
mamosferas expresan moléculas caracteristicas de éstos, se realizaron ensayos
de westernblot para identificar la presencia de estas proteinas. Para ello los
exosomas fueron lisados y se cuantific la proteina total. Para los exosomas de
mamosferas se obtiene de 50-180 ug/mL, en el caso de los exosomas de la linea
celular 4T1 se obtiene en promedio 500 ug/mL de proteina total por el método de
BSA.
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Se encontré que tanto los exosomas de mamosferas y de la linea celular expresan
las tetraspaninas CD9 y CD81 (25 kDa), asi como la proteina TSG-101 (44 kDa)
marcadores clasicos presentes en microvesiculas derivadas de células

cancerosas (Figura 18).
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Figura 18. Identificacién por westernblot de los marcadores de exosomas. Correspondiente
a las proteinas CD9, CD 81 y TSG-101.

También se observa que en los lisados de la linea células 4T1, la expresidn de las

proteinas CD9 como TSG-101 es evidente, pero no asi CD81.
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7.3 Establecimiento cultivos de células HUVEC.

7.3.1 Cultivos de células HUVEC

Se establecieron los cultivos con medio de cultivo F12K, y estas células se
utilizaron para los ensayos funcionales de angiogénesis (Figura 19). Se muestra
una fotografia de un cultivo de células HUVEC con una confluencia de 70 %, las

células muestran la morfologia alargada, clasica del fenotipo endotelial.

Figura 19. Cultivos de células HUVEC. Aumento de 4x.

7.4 Analisis de la funcion de los exosomas derivados de mamosferas de la

linea celular 4T1 en angiogénesis.
7.4.1 Cinética de formacién de tubos
Se realiz6 un ensayo funcional de angiogénesis en matrigel, en placas de 96

pozos y se monitored la formacién de tubos desde la primera hora de cultivo hasta
las 6 h.
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Se observo que las células HUVEC co-cultivadas con los exosomas promueven la
formacién de vasos con una concentracion de 30 pug/mL de exosomas forman
vasos a partir de la primera hora de co-cultivo, que alcanzé un maximo de

formacién a las 6 h.

Las células HUVEC tienen la capacidad de formar tubos en ausencia de estimulo,
sin embargo, éstos, en comparacion de las células estimuladas con un promotor
de angiogénesis como lo es FGF, presentan estructuras que no son evidentes a
simple vista. También se observa que el control negativo (Sulforafano) inhibe
completamente la formacion de tubos (Figura 20).

Tiempo (hrs)

Fluorescencia

Condicion

0 1 2 4 6
Células HUVEC
sin estimulo
Células HUVEC
+ Sulforafano
(10 mm)
Células
HUVEC +
bFGF (10
ng/wl)
Células
HUVEC +
Exosomas (30
ug/mi)

4x

Figura 20. Cinética de angiogénesis de 0-6 h. Se observa que tanto las células estimuladas
con FGF y exosomas desde la primer hora de cultivo comienzan con la formacién de tubos,
y no asi las células estimuladas con el inhibidor de angiogénesis (Sulforafano).
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Los ensayos de angiogénesis se optimizaron, utilizando placas de 48 pozos con la
base de matrigel, y 30 mil células HUVEC por pozo. Se observé la formacion de
tubos a 6 h, con los mismos grupos de estudio (Figura 21).

FGF

Sulforafano

Exosomas linea celular 471 30

mL

Figura 21. Ensayos de angiogénesis a 6 h de cultivo a 4x. A) Se observa que las células sin
estimulo tienden a formar tubos. B) FGF Induce la formacion de tubos. C) Sulforafano inhibe
la formacion de vasos manteniendo a las células individuales. D) Los exosomas de
mamosferas inducen un mayor reclutamiento de células endoteliales manteniendo la
formacién de tubos. E) Los exosomas de la linea celular estimulan la formacién de tubos a
un nivel similar que las mamosferas.
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7.4.2 Cuantificacion de tubos

La cuantificacion de tubos se realizé utilizando el programa Image J, con la
caracteristica de Angiogenesis Analyzer. Esta aplicacion permite cuantificar entre
otros parametros, el numero de nodos (zona en la que interceptan dos o mas
segmentos), segmentos y redes (interaccion entre segmentos y nodos) que se
forman en estos ensayos (Figura 22).

Exosomas mamosferas 4T1 Redes

Nodos

Figura 22. Analisis de imagenes de angiogénesis utilizando Angiogenesis Analyzer del
programa Image J. A) Se observa una foto sin analizar. B) Se observan las redes (interaccion
entre segmentos y nodos) que cuantifica el programa. C) Los nodos (zona en la que
interceptan dos o mas segmentos. D) Segmentos.
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7.4.4 Analisis de angiogénesis

De los ensayos de angiogénesis previamente descritos, se realizo la cuantificacion
para confirmar un efecto angiogénico. Se realizaron 3 ensayos por duplicado (n=6)
a 6 h de co-cultivos con los exosomas y los controles. Todas las imagenes
obtenidas se procesaron con el programa Angiogenesis Analyzer. Se cuantifico la
cantidad de nodos, segmentos y redes formadas. Se encontré que hay diferencias
significativas en los co-cultivos de exosomas de mamosferas en comparaciéon con
las células estimuladas con FGF y las células que no son estimuladas (Figura 23).
Asi mismo se observo que la formacién de tubos en los co-cultivos con exosomas

es dependiente de la dosis (Figura 24).
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Figura 23. Analisis cuantitativo de la formacion de tubos (n=6). El nimero de nodos, redes y
segmentos de las células HUVEC estimuladas con exosomas de mamosferas 4T1 es
significativamente mayor (p<0.05) en comparacion con las células que no fueron
estimuladas y las células estimuladas con el control positivo (FGF).
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Figura 24. Efecto de los exosomas en angiogénesis es dosis dependiente. A partir de 5
Hg/mL de exosomas se observa un efecto promotor de angiogénesis. En las graficas se
representan los numeros totales.
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8.Discusion

El cultivo de mamosferas es una herramienta ampliamente utilizada para estudiar
la participacion y los cambios moleculares de las CSC en CM. La formacion de
mamosferas con la linea celular 4T1 es posible, y de acuerdo con los resultados
obtenidos, la densidad celular adecuada para la formacion de estas es de 400,000
células por placa después de cinco dias de cultivo. En el presente trabajo se ha
demostrado que estas mamosferas miden entre 50 y 300 um y nuestros resultados
concuerdan con otros estudios previos y sugieren que la morfologia esferoide es
mas definida que en células MA-11, MCF-7 y MDA-231(Chen. et al. 2012). En
otros trabajos se ha demostrado la formacién de mamosferas con células 4T1 y
que estas estructuras contienen células con fenotipo CSC, y son resistentes a la
quimioterapia y radioterapia provocando la reincidencia de la enfermedad (Conti.
et al. 2013; Chen. et al. 2012).

Como se observa en la figura 14, la expresion de CD44 en las células que
conforman las mamosferas es del 0.33% en células CD24-""%°, y disminuye en las
células CD24+. Sin embargo, debe considerarse que CD44 es una molécula
implicada en la adhesion celular y que se puede perder al disgregar las
mamosferas enzimaticamente para el analisis en citometria. CD44 es una
molécula que tiene un gran numero de variantes (al menos 11) y dependiendo de
los tipos celulares es la expresion de esta molécula, por ejemplo en células MA-11
de cancer de mama CD44 es expresado en el 100% de las células que forman las
mamosferas, en cambio en células MCF-7 solo el 20-40% expresan (Rappa y
Lorico. 2010), por lo que la expresion de CD44 en las mamosferas 4T1 es menor.

Por otra parte, CD24 es una molécula que puede o no expresarse en lineas
celulares de cancer de mama (Hatina. 2012) y cuando se forman mamosferas con
estas lineas celulares (MDA-231, MCF-7 y MA-11), es variable la expresion de
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esta molécula; sin embargo, en experimentos de formacién de tumores se
observa que independientemente de la expresion de CD24, |la tumorigenicidad no
cambia, lo cual sugiere, junto con nuestro trabajo que no son moléculas totalmente
adecuadas para la identificacion de CSC. Por otro lado, se puede considerar el
empleo de CD133, que es una molécula que se ha sugerido en los ultimos afios
como alternativa para identificar células madre y se ha utilizado como marcadora
en mamosferas de la linea celular 4T1 (Fatima y Nawas. 2015; Gonzalez. et al.
2014; Rappa y Lorico. 2010).

Uno de los mecanismos de tumorigénesis de las CSC, es la liberacion de
moléculas asociadas a procesos tumorales al microambiente a través de
exosomas. Los exosomas son acarreadores de proteinas, y otras moléculas
implicadas en el desarrollo tumoral. Como ha sido reportado ampliamente, estas
microvesiculas pueden ser purificadas a partir de sobrenadantes de cultivos

celulares (Simpson. et al. 2009).

En este trabajo se logré la purificacion de exosomas derivados de sobrenadantes
de cultivos de mamosferas, los cuales se caracterizaron morfolégicamente por
microscopia electronica. Estos exosomas de las mamosferas miden entre 31 y 94
nm lo cual concuerda con lo que mencionan diversos grupos de investigacion
(Brase. et al. 2010; Brownlee. et al. 2014; Chen. et al. 2015; Cocucci y Meldolesi.
2015; Frydrychowicz. et al. 2014; Kumar. et al. 2014; Melo. et al. 2014; Simpson.
et al. 2009; Sun y Liu. 2014; Théry. 2011;Ueda. et al. 2014; Villarroya. et al. 2014).

Del mismo modo, para la identificacion molecular de los exosomas, se logro
identificar por citometria de flujo que los exosomas expresan la molécula CD63 y
en los lisados de estas microvesiculas se identificé las moléculas biomarcadoras
CD9, CD81 y TSG-101 confirmando lo reportado por otros grupos de investigacion
(Cocucci y Meldolesi. 2015; Frydrychowicz. et al. 2014; Kumar. et al. 2014; Melo.
et al. 2014; Rodriguez. et al. 2015). CD81 no se encontré en los lisados de la linea

celular 4T1. Esto posiblemente se debe a que la linea celular proviene de un
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estadio metastasico, en el cual las moléculas involucradas en la adhesién celular
no se encuentran a nivel proteina pero si a nivel de mRNA; 6 que en algun
momento CD81 también se expres6 como proteina y qued6 encapsulada en los
exosomas derivados de mamosferas donde se identificd la presencia de CD81.
Esto pudiera estar relacionado con el hecho de que las tetraspaninas que estan
involucradas en procesos de invasividad y metastasis, incrementan su expresion

en CSC en comparacion con otras células (Kumar. et al. 2014).

Uno de los eventos que favorece al desarrollo tumoral en CM es la angiogénesis.
Este es un proceso critico donde progresa la enfermedad, permite la invasién a
otros érganos, y es regulado por un proceso dinamico de comunicacion entre las
células tumorales y su microambiente, y en cual hay una gran cantidad de
moléculas involucradas. Los mecanismos por los cuales los exosomas son
capaces de promover la angiogénesis dependen del tipo celular que secreta, sin

embargo exosomas derivados de CSC no han sido estudiados a detalle.

En este trabajo se reporta que los exosomas de las mamosferas como de la linea
celular 4T1 en co-cultivos con células HUVEC, son capaces de inducir la
formacion de tubos desde la primer hora de incubacién y que esta formacion es
dependiente de la cantidad de proteina, y es a partir de 5 ug/mL como también lo
muestran otros grupos de investigacidon con exosomas de células de cancer
nasofaringeo (Chan. et al. 2015; Yi. et al. 2015). Se observa que en éstos co-
cultivos de células HUVEC con exosomas derivados de mamosferas y de la linea
celular, comparados con las células estimuladas con FGF (inductor de
angiogeénesis), los tubos formados son mas gruesos, lo que sugiere que hay una
mayor induccién en el reclutamiento celular, y que desde 6 y hasta las 24 h se
consigue la maxima formacién de tubos. Lo anterior indica que el potencial pro-
angiogénico de los exosomas juega un papel crucial en el desarrollo y progresion

del cancer.
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Estudios previos han demostrado que los exosomas de CSC promueven la
formacion de un nicho que favorece el crecimiento tumoral. Entre las moléculas
involucradas en la angiogénesis se ha observado que VEGF, ICAM-1 y la variante
5 de CD44 (CD44v5) estan sobre-expresadas en exosomas de cancer
nasofaringeo, y a su vez esta expresion se favorece cuando las células estan
expuestas a un microambiente hipoxico donde hay un estrés oxidativo, procesos
de muerte celular y exposicion ante una respuesta inmune (Chan. et al. 2015).
Otras moléculas como MMP-2 y MMP-9 ademas de VEGF se han encontrado en
cancer de ovario, y se ha observado que estas son capaces de estimular la
proliferacion, motilidad e invasion de las células endoteliales, donde se ha
observado que la expresion de VEGF se favorece cuando las células se
encuentran inmersas dentro de un microambiente con un pH ligeramente acido
(Taraboletti. et al. 2006). Estas condiciones hipoxicas en cancer de mama
incrementan la expresion de MMP-2 y 9, ayudando a degradar la matriz

extracelular y promover metastasis (Park. et al. 2010) principalmente por las CSC.

Como se mencion6 antes, CD44 es una proteina marcadora de CSC, sin embargo
también participa en procesos como la migracidon celular y metastasis. Se
encuentra altamente expresada en algunos tipos de cancer, y en angiogénesis
estd involucrada en las wuniones entre las células endoteliales y los
compartimientos de la matriz extracelular ayudando a la estabilizacion de las redes
que forman las células endoteliales in vivo (Cao. et al. 2006; Trochon. et al. 1996).
CD44 se ha detectado en exosomas de diversos tipos de cancer (Colon,
melanoma, nasofaringeo, ovario, prostata) (Exo carta) y como se observd en
nuestros resultados, CD44 se encuentra en los exosomas derivados de las
mamosferas de la linea 4T1. Esta tetraspanina podria estar promoviendo la
proliferacion y formacién de tubos de las células HUVEC. Asi mismo CD44 es
sobre expresado cuando las células se encuentran en un ambiente rico en

factores pro-angiogénicos tales como FGF y VEGF (Griffioen. et al. 1997).
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En cuanto a CD9, CD63 y CD81, moléculas biomarcadoras de los exosomas,
también cumplen funciones que estan involucradas directamente con la
angiogénesis ya que regulan la migracion celular (Harris. et al. 2015;
Kamisasanuki. et al. 2011; Tejera. et al. 2013). CD81 es capaz de promover el
crecimiento tumoral y metastasis (Vences. et al. 2015), y es capaz de formar
complejos con integrinas regulando asi la adhesion celular. En cuanto a CD9,
cuando es bloqueado con anticuerpos especificos en las células en células
endoteliales, éstas no son capaces de migrar hacia el sitio en el cual son
requeridas, por lo que in vitro, inhibe la angiogénesis aun en presencia de VEGF
(Klein. et al. 1999). Por tanto, estas moléculas no pueden ser descartadas como

mediadoras del proceso angiogénico.

La capacidad angiogénica de los exosomas oncogenicos también puede atribuirse
a otras moléculas, como lo son algunas quimiocinas. Rodriguez y colaboradores
(2015) encontraron que células de cancer de mama sobre-expresan CXCR4
incrementando su capacidad de proliferacién, migracion e invasién y que los
exosomas derivados de estas mismas células tienen las mismas capacidades al
acarrear este receptor de quimiocinas lo cual promueve la progresion tumoral al
interactuar con su ligando, y pudiese ser que este receptor de quimiocinas a su

vez esté involucrado en angiogénesis.

También se ha reportado que exosomas de células leucémicas, son capaces de
promover angiogénesis. En un estudio previo (Taverna. et al. 2012) se encontrd
que estas vesiculas contienen CXCL8, y que cuando esta molécula es bloqueada
in vitro la angiogénesis es inhibida. Normalmente las células endoteliales que se
encuentran en proliferacion sobre-expresan CXCLS8, lo cual permite llevar a cabo
el proceso de formacion de tubos. CXCL8 participa ampliamente en otros
procesos, tales como la proliferacion celular, invasion, migracion y sobrevivencia
regulando a través de las diferentes vias de sefalizacion de genes tales como
HIF-1, NF-kB y STAT3 (Waugh y Wilson. 2008).
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Igualmente, se ha determinado que los MmiRNA’s también son cruciales en la
regulacion del proceso angiogénico, y entre ellos destacan los miRNA’s pro-
angiogénicos let7, 27b, 100, 128, 130a, 132, 135b, 210, 296 y 378 (Yin. et al.
2015), algunos de los cuales se han encontrado dentro de exosomas derivados de
diferentes tipos de cancer regulando negativamente la expresién de genes como
FIH-1, un factor de transcripcién que regula a su vez a HIF-1, el cual es importante
ya que promueve la sobreproduccion de factores de crecimiento angiogénicos
como VEGF y HGF (Umezu. et al. 2014).

Por tanto, es importante continuar caracterizando a los exosomas derivados de
mamosferas de la linea celular 4T1, para determinar de manera mas precisa el
papel de estas vesiculas como acarreadores de moléculas (factores de
crecimiento, quimiocinas, tetraspaninas y miRNA’s) que se han descrito y se
encuentran en los exosomas y que pueden estar regulando directa o
indirectamente procesos pro-oncogénicos, como la angiogénesis. Todo esto es
importante debido a que la angiogénesis es un evento crucial en el desarrollo del
cancer y esta caracterizacion podria facilitar la busqueda de posibles marcadores

diagndsticos en el cancer de mama.
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9.Conclusiones

e Se establecio el ensayo para la formacion de mamosferas derivadas de la
linea celular 4T1 en cultivos in vitro, las cuales pocas células muestran un

fenotipo CD44+/CD24- de células madre tumorales.

e Se caracterizo a los exosomas derivados de mamosferas por microscopia
electronica, tienen un tamafo promedio de 41 nm y 63 nm para exosomas

derivados de mamosferas y de la linea celular 4T1 respectivamente.

e Por analisis de citometria de flujo y westernblot, los exosomas expresan las
proteinas CD9, CD63, CD81 y TSG-101.

e Los exosomas derivadas de mamosferas inducen la formacion de tubos
caracteristicos del proceso de angiogénesis desde las primeras h de co-

cultivo con las células HUVEC y es dosis dependiente.

e Los exosomas de mamosferas son importantes mediadores de la
comunicacion celular a nivel local, tienen marcadores con potencial
pronostico en cancer y su contenido es capaz de inducir el proceso de

angiogénesis in vitro.
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10.Perspectivas

Analizar la incorporacion de exosomas en células HUVEC mediante

microscopia confocal.

Realizar ensayos de migracion celular utilizando exosomas de mamosferas

como estimulo.

Realizar todos estos ensayos utilizando exosomas de lineas celulares

humanas.

Realizar ensayos in vivo de angiogénesis.
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12.Anexos
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Mamosferas

Figura 24. 200,000 células por placa

Figura 25. 400,000 células por placa
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Figura 25. 600,000 células por placa

Figura 26. 800,000 células por placa
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Exosomas linea celular 4T1

Exosomas mamosferas 4T1

200 nm




Reactivos

e SFB (Gibco, USA)

e Heparina (Sigma Aldrich, USA)

e Hidrocortisona (Sigma Aldrich, USA)

e RPMI-1640 (Gibco, USA)

o EDTA

e HEPES 1M (Gibco, USA)

e Mammocult (StemCell Technologies, Canada)

e Exo-FLOW (System Biocences, USA)

e Anticuerpos CD9, CD81 y TSG-101 (Santa Cruz Biotechnology, USA)

e F12K (ATCC, USA)

e ECGS (Sigma Aldrich, USA)

e Matrigel (BD Biociences, USA)

e DMSO (Sigma Aldrich, USA)

e Sulforafano (Sigma Aldrich, USA)

o DbFGF (Invitrogen, USA)

¢ Micro BCA Protein (Thermo Scientific, USA)

e Antibioticos 100x

e B-Mercaptoetanol

e KitSuperSignal West Pico Chemiluminecent Substrate (Thermo Scientific,
USA)
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Soluciones

Medio de Cultivo RPMI-1640 Medio de Cultivo F12K

RPMI-1640
Bicarbonato de sodio - 1.5g Medio F12K 500 mL
Antibioticos 100x - 10 mL ECGS - 0.05 mg/mL
HEPES 1M — 10 mL Heparina — 0.1 mg/mL
B-Mercaptoetanol — 4 uL SFB 10%
H>O megapura
SFB 10%
Medio de cultivo Mammocult PBS 1x ‘
Mammocult basal médium 450 mL KCI - 0.2g
Mammocult suplemento de proliferacién 50mL NaCl — 8g
Heparina 4 pg/mL KH,PO4 — 0.2g
Hidrocortisona 0.48 pug/mL Na;HPO4 — 1.15g
H,O — 1000 mL
WW
NaCl Tris HCI pH 8 — 0.788¢g
KCI NaCl - 0.8779g
Dextrosa Triton X-100 — 1mL (1%)
EDTA SDS - 0.1g (0.1%)
H.0 Desoxicolato de sodio — 1g (1%)
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Material

Tubos de ultracentrifuga (Quik-Seal Beckman Coulter)
Filtros 0.2 um (Corning)

Tubos eppendorf 0.6 mL (Corning)

Placas de bacterias

Placas de cultivo 30x100 mm (Corning)

Botellas de cultivo 75 cm? (Corning)

Membranas PVDF

Placas fotograficas (Thermoscientific)

Equipo

Rotor de ultracentrifuga Type 70 ITI

Centrifuga Beckman L80

Citdmetro Attune red/blue

Microscopio electrénico de transmisién JEOL JEM 12000 ElI
Microscopio invertido Olympus 1X71

Camara digital 11 megapixeles

Programas

FlowJo V10
Image J y complemento Angiogenesis Analyzer
GraphPad Prism 6
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