Universidad de Concepcién
Direccién de Postgrado
Facultad de Farmacia
Programa de Magister en Bioquimica Clinica e Inmunologia

CONTRIBUCION DE LOS RECEPTORES DE
ADENOSINA EN CELULAS PROGENITORAS
ENDOTELIALES AL PROCESO DE
ANGIOGENESIS.

Tesis para optar al grado de Magister en Bioquimica Clinica e
Inmunologia

Katherine Alejandra Oporto Palma
CONCEPCION-CHILE
2019

Profesor Guia: Claudio Aguayo Tapia
Dpto. de Bioquimica Clinica e Inmunologia

Facultad de Farmacia

Universidad de Concepcion



Esta tesis ha sido realizada en el Departamento de Bioguimica Clinica e Inmunologia
de la Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcion.

Profesor Guia

Dr. Claudio Aguayo Tapia
Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad de Concepcién

Comisién Evaluadora:

Dra. Claudia Radojkovic
Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad de Concepcién

Dr. Marcelo Gonzalez
Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad de Concepcién

Director de Programa

Dr. Claudio Aguayo Tapia
Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad de Concepcion



AGRADECIMIENTOS

A Dios por todo lo que me da dia a dia, a mis padres, hija Montserrat, mi
compafero de vida Luis y mi hermano Felipe por todo el apoyo, amor y

comprension que me entregaron en este periodo del magister.

A mis pacientes, gracias por su generosidad sin ellos no podria haber realizado

esta tesis.

Al Magister en Bioquimica Clinica e Inmunologia de la Universidad de
Concepciéon y al departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia, de la
misma institucion educacional. A la escuela de Graduados, Universidad de

Concepcidn.

Finalmente al grupo de Investigacion en Funcién Endotelial (GIFE),

Departamento de Bioquimica e Inmunologia, Universidad de Concepcion.



INDICE GENERAL

CONTENIDO PAGINA

AGRADECIMIENTOS

INDICE GENERAL

INDICE FIGURAS

INDICE TABLAS

ABREVIACIONES

RESUMEN

ABSTRACT

INTRODUCCION

l.- Generalidades de células madres

Il.- Células progenitoras endoteliales (EPC)

lll.- Métodos de obtencidn y caracteristicas de las EPC
IV.- Fuentes de origen de células progenitoras endoteliales

V.- Funciones de células progenitoras endoteliales

VI.- Factores que modifican la neo-vascularizacion o la disponibilidad
de EPC

VII.- Vesiculas extracelulares

VIII.- Exosomas
IX.- Funciones de los exosomas en angiogénesis y regeneracion
cardiaca

X.- Participacion de exosomas liberados por células progenitoras
endoteliales (EPC) en angiogénesis

iv-vi

Vii-viii

iX

X-Xi

Xii-Xiv

XV-XVi

17-18

18-19

19-22

24-28

30-31

31-40

42-43

43-47

49-53

53-57



CONTENIDO PAGINA

HIPOTESIS 58
OBJETIVO GENERAL 58
OBJETIVOS ESPECIFICOS 58

METODOLOGIA

) Extraccion de sangre total y cultivo de células progenitoras
endoteliales humanas 59-60

II) Evaluacion de la expresion de VEGF

[1.1) Extraccion de ARN 60
[1.2) Sintesis de cDNA 61
[1.3) Reaccién en cadena de la polimerasa 62
[1.4) PCR en tiempo real 64
[1.5) Kit BD Cytometric bead array 64-65
[I1) Aislamiento de exosomas liberados por hEPC 65-66
I\VV) Caracterizacion de exosomas 66-67
V) Ensayo de internalizacion de exosomas 68
VI) Cultivo y ensayo de viabilidad de células ECV304 69
VII) Ensayo de formacién de estruturas tipo capilares 70

VIII) Andlisis estadistico 70



CONTENIDO PAGINA
RESULTADOS

I.- Adenosina favorece la formacion de nuevos vasos sanguineos
en EPC de 3 dias 71-74

II.- Expresion y secrecion de VEGF de EPC de 3 dias estimulados
con NECA 75-82

[ll.- Aislamiento y caracterizacion de los exosomas liberados por
las EPC de 3 dias

lll.a) Separacion de particulas extracelulares y
caracterizacion por ensayo de seguimiento de nanoparticulas

(NTA) 82-93
[ll. b) Caracterizacion de células progenitoras endoteliales

por citometria de flujo 95-101
lll. ¢) Citometria de flujo de las vesiculas provenientes de

EPC y EPC tratadas con NECA 102-109

IV.- Cuantificaciéon del efecto de los exosomas liberados sobre la 110-112

viabilidad de células ECV304

V.- Ensayo de internalizacion de exosomas 113-116

VI.- Formacién de estruturas capilares 117-124

DISCUSION 125-139

CONCLUSION 140

PROYECCIONES 140

ANEXO 1 141-142

143-170

BIBLIOGRAFIA

Vi



INDICE DE FIGURAS

CONTENIDO PAGINA
Origen y funciones de las células

Figura A progenitoras endoteliales humanas 23
. Produccién de adenosina bajo condiciones 41

Figura B L
de hipoxia

Figura C Biogénesis de Exosomas 48

Figura 1 Formacion de estructuras capilares de ECV ~ 73-74
incubadas con el sobrenadante de EPC

Figura 2 Analisis de la expresion de B-actina en 76-77
células EPC

Figura 3 Andlisis de la expresion de VEGF-A en 78-79
EPCy EPC/NECA

Figura 4 Andlisis de la expresion de VEGF-A 80

Figura 5 Andlisis de la secrecion de VEGF-A 81

Figura 6 Obtencion de vesiculas mediante ultra 85-86
centrifugacion

Figura 7 Obtencién de vesiculas obtenidas desde 87-88
EPC por ultra filtracion
Obtencion de exosomas por EPC

Figura 8 (obtenidos de cultivos con 100ml de sangre  89-90
periféerica) y ECV 304 mediante ultra
filtracion

Figura 9 Obtencion de exosomas por EPC 92-93

(obtenidos de cultivos con 200ml de sangre
periférica) mediante ultra filtracion

Vii



CONTENIDO

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Caracterizacion fenotipica de las células
progenitoras endoteliales

Cuantificacion de la expresion de CD34,
KDR, CD63 y CD81 en células progenitoras
endoteliales

Cuantificaciéon de la expresion de CD34,
KDR, CD63 y CD81 en células progenitoras
endoteliales tratadas con NECA

Expresion de marcadores en microvesiculas
aisladas de sobrenadante de ECV304

Caracterizacion de exosomas provenientes
de sobrenadante de EPC

Caracterizacion de exosomas provenientes
de sobrenadante de EPC tratadas con
NECA

Efecto de los exosomas sobre la viabilidad
de células ECV304

Incorporacién de VE en células ECV304

Internalizacién de VE aisladas desde EPC y
EPC tratadas con NECA en células ECV304

Formacion de estructuras capilares en
ECV304 tratadas con microvesiculas de
EPC durante 3 horas

Formacion de estructuras capilares en
ECV304 tratadas con microvesiculas de
EPC durante 6 horas

Formacion de estructuras capilares en
ECV304 tratadas con distintas
concentraciones de microvesiculas de EPC

PAGINA

96-97

98-99

100-101

104-105

106-107

108-109

111-112

115

116

118-119

120-121

123-124

viii



INDICE DE TABLAS

CONTENIDO PAGINA

Tabla1l  Caracteristicas de las Células Progenitoras
Endoteliales 29

Tabla 2 Funciones de los receptores de adenosina en

angiogénesis y vasculogénesis 37
Tabla 3 Caracteristicas de las Vesiculas Extracelulares 45
Tabla 4 Exosomas en comunicacion cardiovascular 51

Tabla5  Partidores para determinar la expresion de VEGF

y B-actina 63

Tabla6  Resumen de los datos de NTA obtenidos de VE de EPC y
EPC/NECA 94



ABREVIACIONES
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RESUMEN

Las células progenitoras endoteliales (EPC) son un tipo de células madres
adultas que se localizan en la médula 6sea y en sangre periférica y tienen la
capacidad de diferenciarse en endotelio adquiriendo sus marcadores de
superficie caracteristicos. Las EPC se han visto involucradas en procesos de
angiogénesis y proliferacion celular mediados por la activacion del receptor 2
para el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), promoviendo la
movilizacion tanto de las células endoteliales maduras como de EPC desde
médula 6sea o sangre periférica hacia el sitio de isquemia e hipoxia. Se han
descrito dos poblaciones de células progenitoras endoteliales humanas (hEPC),
las tempranas y tardias. Las hEPC tempranas se caracterizan por su capacidad
para secretar factores angiogénicos que estimulan la formaciéon de nuevos
vasos sanguineos, mientras que las hEPC tardias poseen un fenotipo endotelial
y se caracterizan por su capacidad para formar vasos sanguineos. Por otra
parte, en condiciones de hipoxia e isquemia, no solo ocurre proliferacion y
migracién de EPC, si no también liberacién de adenosina y la activacion de sus
receptores los cuales modulan la respuesta isquémica.

El nucledsido adenosina cumple un rol cardio protector, ya que participa
activamente en la regulacion de procesos de angiogénesis y vasculogénesis.
Ademas, esta involucrada en otros procesos como la modulacion del sistema
inmune, vasodilatacion, regulacion del flujo sanguineo y la oxigenaciéon de los

tejidos. Estos fendbmenos ocurren en el microambiente de los tejidos de acuerdo
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a las necesidades metabolicas locales y dependen de la activacion de una serie
de receptores de membrana asociados a proteina G. A la fecha se han
reportado 4 tipos de receptores, denominados A1, A2a, A2s Yy As. Resultados
previos demuestran el efecto de adenosina sobre la migracién y movilizacion de
EPC y ademas, sugieren que este nucledsido podria modular la capacidad
angiogénica de las EPC. Sin embargo, se desconoce el mecanismo mediante el
cual adenosina podria modular la capacidad angiogénica de las EPC, se
sugiere que la secrecibn de VEGF y/o liberacibn de exosomas podrian

contribuir en este proceso.

En esta tesis se ha establecido que las células progenitoras endoteliales de tres
dias de cultivo (hEPC-3d) respoden a NECA (activador general de los
receptores de adenosina) favoreciendo la liberacién del factor angiongenico
VEGF, que contribuye a la formacion de estructuras capilares. Ademas, se han
aislado y caracterizado parcialmente las microvesiculas secretadas por las EPC
y en respuesta a activadores de los receptors de adenosina. Tambien, se ha
demostrado que las microvesiculas contribuyen a la formacién de estructuras
tipo capilares in vitro y aumentan la capacidad de proliferacion de las células
ECV-304.

Estos resultados son la primera evidencia que demuestra la interrelacion entre
adenosina y hEPC, puesto que ambos componentes poseen roles centrales en
los procesos de vaso regeneracion en el organismo. En base a los resultados

se puede establecer que adenosina modula la funcién de las hEPC-3d mediante
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la accion sobre sus receptores, y mediante la liberacion de factores

angiogénicos y microvesiculas.
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ABSTRACT

Progenitor endotelial cells (EPC) are stem cells located in bone marrow and
blood. They have the ability to differentiate into endothelium and are involved in
angiogenesis and cellular proliferation by activation of type 2 vascular
endothelial growth factor receptor (VEGFR2). Two types of EPC populations
have been described, called early and late. The early EPC secrete angiogenic
factors that stimulate the formation of new blood vessels. On the other hand, the
late EPC have an endothelial phenotype and are characterized by their ability to

form blood vessels.

In hypoxia and ischemia, EPC migrate and proliferate, followed by adenosine
release and the activation of its receptors which modulate the ischemic

response.

Adenosine is involved in angiogenesis and vasculogenesis processes and there

are four adenosine receptors called A1, Aza, Azs and As.

Previous results demonstrate the effect of adenosine on EPCs and mobilization
and also suggest that this nucleoside could modulate its angiogenic capacity.
However, the mechanism by which adenosine could modulate the angiogenic
capacity of EPCs is unknown, but it is suggested that VEGF secretion and / or

exosome release could contribute to this process.
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In scientific work, it is establish that three-days-culture human EPC (hEPC-3d)
responds to an adenosine agonist called NECA (general activator of adenosine
receptors), favoring the release of the VEGF, which contributes to the formation
of capillary structures. In addition, microvessicles secreted by EPCs in response
to activators of adenosine receptors, have been partially isolated and
characterized, and contribute to the formation of in vitro capillary structures and
increase the proliferation capacity of ECV-304 cells.

These results are the first evidence that demonstrates the interrelation between
adenosine and hEPC, since both components have central roles in vessel
regeneration processes in the human body. Based on these results, the
proposed hypothesis is accepted, and it is established that adenosine modulates
the function of hEPC-3d by the activation on its receptors, followed by the

release of angiogenic factors and microve
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INTRODUCCION

|.- GENERALIDADES DE CELULAS MADRES

Las células madres corresponden a un grupo heterogéneo de células con la
capacidad de auto-renovarse, diferenciarse y proliferar en multiples linajes
celulares. Estas se pueden clasificar segun su capacidad de diferenciacion y
origen (Weissman et al., 2001). De acuerdo con su estado evolutivo, las células
madres se clasifican en: a) embrionarias, b) perinatales y c) somaticas o
adultas. En relacién a su potencial de diferenciacién las células madre se
pueden clasificar en: a) células madre totipotenciales, capaces de producir
tejido embrionario y extraembrionario y con esto un organismo completo; b)
células madre pluripotenciales, con habilidad de diferenciarse a tejidos
procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias (ectodermo,
mesodermo y endodermo); y c) células madre multipotenciales, capaces de
diferenciarse en células procedentes de la misma capa embrionaria (Weissman
et al., 2001).

Las células madres embrionarias son las uUnicas con capacidad para
diferenciarse en cualquiera de las tres lineas germinales, y por ende, conformar

un organismo completo (Yu et al., 2007).
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Las células madres adultas, consideradas multipotenciales se presentan en
tejido hematopoyético, neuronal, epidérmico, gastrointestinal, musculo
esquelético, masculo cardiaco, higado, pancreas o pulmon. Las células madres
adultas derivadas de estos 6Organos, no sOlo generan células maduras del
mismo tejido, sino también células derivadas de otras capas embrionarias,
proceso denominado transdiferenciacion. ElI caso mas tipico de
transdiferenciacion es el de las células madres hematopoyéticas capaces de
transdiferenciarse a hepatocitos, musculo cardiaco, endotelio y a otros tejidos,

todas derivados de las tres capas embrionarias (Yu et al., 2007).

Il.- CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES

Las células progenitoras endoteliales (EPC) corresponden a células madres
adultas y poseen esta denominacion debido a su capacidad de auto renovarse y
capacidad de diferenciacion (Figura A) (Patel et al.,, 2016). Las EPC
corresponden a un grupo de células madre adultas circulantes que presenta un
rol activo en procesos de angiogénesis y reparacion de tejidos (Asahara et al.,
1997), por estimulacion paracrina en el sitio de la injuria (He et al., 2004). Al
comparar los marcadores de superficie, tanto en las células progenitoras
endoteliales (EPC) como en las células madre hematopoyéticas (HSC), se ha

demostrado que ambos son positivos para CD133, CD34 y KDR, ademas de
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ser negativos para el marcador de linaje hematopoyético (lin+), confirmando
gque ambos tipos celulares provienen de un progenitor comun, el
hemangioblasto (Iwami, Masuda, & Asahara, 2004). Ademas, pueden incorporar
lipoproteinas de baja densidad acetiladas (acLDL), unir Ulex europaeus
aglutinina-1 (UEA-1) y formar parte de la neovascularizacion a través de un

mecanismo paracrino o autocrino (Chopra et al., 2018).

ll.- METODOS DE OBTENCION Y CARACTERISTICAS DE LAS EPC

Desde su método de cultivo original propuesto por Asahara (Asahara et al.,
1997), se han realizado diversas modificaciones, pudiendo aislar e identificar
desde células mononucleares extraidas desde sangre periférica, diferentes
tipos celulares, los cuales poseen distintas caracteristicas funcionales, asi
podemos mencionar las CFU-EC (Coloni formation units-Endothelial Cells),
obtenidas por el método propuesto por Asahara y modificado por Hill (Hill et al.,
2003) en el cual las células mononucleares se cultivan en placas recubiertas
con fribronectina por 48 horas, para posteriormente las células no adheridas ser
re-plaquedas en el mismo tipo de placas, obteniendo las unidades formadoras
de colonias a los 5 dias aproximadamente; sin embargo, las células obtenidas
de ésta forma presentan ciertas caracteristicas tales como no formar
estructuras tipo capilar en ensayos de matrige (Fadini, Losordo, & Dimmeler,

2012). Esta técnica es denominada de re siembra y su principio se basa en
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remover monocitos, macréfagos o células endoteliales maduras que podrian

estar presente en la muestra de células mononucleares (Yoon et al., 2005).

Un segundo método de obtencion de EPC consiste en el cultivo de células
mononucleares totales extraidas desde sangre periférica y cultivadas en placas
recubiertas con fibronectina, en medio suplementado con factores de
crecimiento endoteliales por 4 dias; posteriormente las células adheridas a la
placa, muestran un fenotipo endotelial, expresando vVWF, CD31, VEGFR-2,
CD144 y Tie-2 (Hirschi, Ingram, & Yoder, 2008) denominandose células
angiogénicas circulantes (CAC), las cuales promueven la neovascularizacion en
modelos animales de miembro isquémico o infarto al miocardio (Kawamoto
Losordo, 2008). Sin embargo estas CAC no son capaces de agruparse en
unidades formadoras de colonias. Dependiendo del tiempo de cultivo, las

células se diferencian en estadios tempranos, pueden aparecer a los tres o

siete dias de cultivo (Hur et al.,, 2004), poseen morfologia de huso y son
caracterizados por la capacidad para liberar citoquinas y por incorporarse a
estructuras tipo capilar en Matrigel, en presencia de células endoteliales

diferenciadas, o en estadio tardio, las células pueden aparecer a las 4 semanas

de cultivo, poseen morfologia de empedrado y son capaces de formar
estructuras tipo capilar sin la necesidad de células endoteliales de sostén

(Rehman et al., 2003, Gulati et al., 2003). Debido a que las CFU-EC y las CAC
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presentan marcadores de membrana similares in vitro, ambos se han agrupado

bajo el nombre de EPC (Rehman et al., 2004).

Por dltimo, existe un tercer método de obtencion de células a partir de
mononucleares de sangre periférica, en este caso, éstas son cultivadas en
placas recubiertas con colageno tipo I, en medio para células endoteliales,
removiéndose las células no adherentes. Las células que permanecen y crecen
en la placa entre los 10-21 dias se conocen como ECFC (Endothelial Colony-
Forming Cells), exhibiendo la morfologia tipica de células progenitoras
endoteliales tardias, siendo indistinguibles de éstas, ya que poseen los mismos
marcadores y la capacidad de formar vasos sanguineos de novo (Ingram et al.,
2005). Tanto las células progenitoras tempranas como las tardias (EPC tardias,
ECFC) son denominadas colectivamente células Progenitores Endoteliales
Circulantes (CEP) (Chopra et al., 2018).

Ademas, de los distintos grupos de células que se pueden obtener utilizando los
métodos de cultivo y seleccibn mencionados anteriormente, también pueden
identificarse las EPC basados en los marcadores de superficie (Fadini et al.,
2012). Existen dos métodos que se pueden utilizar: MACS que emplea beads
magnéticos con anticuerpos adheridos a su superficie y FACS que utiliza el
principio de excitacion y de la emisién de fluorocromos unidos a anticuerpos.
MACS se us6 para ailar células CD34* desde sangre periférica (Asahara et al.,

1997). Cuando las células CD34* fueron sembradas sobre placas recubiertas
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con fibronectina, pasado los tres dias adquirieron morfologia de EPC temprana
(Flamme et al., 1992). Con FACS, se pueden aislar, clasificar y analizar CEP
(Progenitores Endoteliales Circulantes) obteniendo un alto porcentaje de
poblaciones celulares sin contaminantes celulares (Timmermans et al., 2007,

Medina et al., 2010).
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Figura A: Origen y funciones de las celulas progenitoras endoteliales humanas (hEPC).
Las hEPC deriban del precursor hempatopoyético hemangioblasto. Entre las funciones en las

gue participan estan la re-endotelizacion y neo vasculogénesis (Lin et al., 2013).
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IV.- FUENTES DE ORIGEN DE CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES

Las EPC poseen un precursor comdn con otras células, por esto pueden ser
aisladas o transdiferenciadas desde distintas fuentes de origen
(hematopoyético, no hematopoyético y tejido residente) y poseen caracteristicas

fenotipicas parecidas (Chopra et al., 2018).

a) Fuentes de origen hematopoyético

a.1l) Células endoteliales derivadas de la médula ésea.

En la médula ésea se encuentra un grupo heterogéneo de EPC con morfologia
de huso (Masek et al., 1994), redonda y de empedrado (Raffi.,, 1994). Las EPC
se movilizan desde la médula ésea hacia la sangre y contribuyen a la formacion

de nuevos vasos sanguineos (Nolan et al., 2007).

a.2) Células endoteliales derivadas de células de origen mieloide.

Estas EPC son derivadas de células CD14+ (origen mieloide) y son estimuladas
a adquirir un fenotipo endotelial utilizando medio de cultivo para EPC que esta
compuesto por VEGF (10 ng/ul), bFGF (2 ng/ul), IGF-1 (1ING/MI) y 20% de
suero de bovino recién nacido (Schmeisser et al., 2001). Ademas, estas células

cultivadas in vitro e inducidas a diferenciarse a endotelio tienen la capacidad de
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generar nuevos vasos sanguineos, no asi las células mieloide CD14+ (Urbich

et al., 2003).

a.3) Células madres Mesenquimales (MSC).

Las MSC aisladas y crecidas en medio de cultivo para células endoteliales
adquiren caracteristicas de células endoteliales (CE) expresando VEGFRZ2,
VWF y VE-cadherina (Jiang et al., 2002; Reyes et al., 2008; Oswald et al.,
2004). Las EPC derivadas de MSC contribuyen a la noevascularizacién tumoral
en ratones (Jiang et al., 2002) y aumentan la vascularidad en isquemia crénica

canina (Silva et al., 2005).

b) Fuentes de EPC de origen no hematopoyetico

b.1) Sangre Periférica.

Asahara et al., revolucioné la hematopoyesis y la neovascularizacion aislando y
cultivando células endoteliales de sangre periférica (Asahara et al., 1997). Estas
células endoteliales tienen morfologia de huso y fueron caracterizadas con
varios marcadores, ademas, tienen la habilidad de endocitar acLDL y unir UEA-
1. Estas células endoteliales con forma de huso fueron denominadas células
progenitoras tempranas (Hur et al., 2004) o células angiogénicas circulantes
(CAC) (Rehman et al.,, 2003). Si los cultivos de células mononucleares son

cultivados por periodos de mas de 2 semanas, aparecen células endoteliales
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con morfologia de empedrado denominadas células endoteliales fuera de
crecimiento (OEC) (Lin Y et al., 2000), EPC tardias (Hur et al., 2004), o células
formadoras de colonias endoteliales (Ingram et al., 2004). En conjunto estas
células son denominadas Progenitores Endoteliales Circulantes (CEPSs). Luego
del descubrimiento de Asahara y col.,, numerosos investigadores se han
dedicado a aislar, clasificar y definir estas EPC tempranas y tardias (ver

Tablal).

b.2) EPC de sangre de cordén umbilical.

Las EPC de sangre de cordon umbilical aparecen antes en cultivo en
comparacion con las EPC aisaldas desde sangre periférica. Estas colonias son
largas y en mayor cantidad que las encontradas en cultivos de sangre (Ingram
et al., 2004). Poseen una gran plasticidad y actividad telomerasa y promueven
la neovascularizacibn en modelos animales de isquémia de los miembros

inferiores (Murohara et al., 2000).

c) EPC obtenidas desde tejidos residentes

c.l) Tejido adiposo

El tejido adiposo posee células madres multipotentes, las cuales se pueden
obtener por lipoaspiracién. Estas células poseen un potencial similar a las

células madres mesenquimales pero tienen una caracterizacion fenotipica
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distinta (Zuk et al., 2001), su fenotipo es CD34*CD31". Estas células madres
derivada de tejido adiposo pueden diferenciarse a células progenitoras
endoteliales y aumentar la neovascularizacion postnatal en ratones (Miranville

et al., 2004).

c.2) Tejido cardiaco

Desde el corazon de ratas adultas se aislaron células madres cardiacas
clasificadas como C-KIT*Lin, que poseen la capacidad de autorenovarse, son
clonogénicas y multipotentes y pueden diferenciarse en tres tipos celulares:
cardiomiocitos, células del musculo liso y EPC (Beltrami et al., 2003). La
primera evidencia de células madres cardiacas humanas fue determinada al
aislar células C-KIT+ que se diferencian a células musculares lisas,
cardiomiocitos y EPC (Bearzi et al., 2007). Cuando estas células fueron
inyectadas en el corazon de ratones inmunodeficientes e inmunodeprimidos,
pudieron regenerar un corazén generando miocitos, arteriolas y capilares

(Bearzi et al., 2007).

En resumen, las EPC pueden ser obtenidas directamente (tejidos como médula
O0sea, sangre periférica, sangre de cordon umbilical) o producidas por
transdiferenciacion desde varias fuentes, bajo la influencia de un microambiente
para la diferenciacion endotelial. Los estudios indican que ambas EPC,

transdiferenciadas y las propias, actian por un mecanismo paracrino en el
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proceso

de

regeneracion

vascular.
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Tabla 1:

Caracteristicas de las Células Progenitoras Endoteliales (Chopra et al., 2018).

EPC tempranas EPC tardias
Sinénimos CAC (2) OECs (1) 0 ECFC(3)
Poblacion de Células (1) Heterogenea Homogenea
Morfologia Celular (4) Células en forma de Huso Celulas en forma de
Empedrado

Apariencia en cultivo

Entre los 3y 7 dias en
cultivo, denominadas
EPC-3d 0 EPC-7d (4)

Luego de 2 0 4 semanas
desde el inicio del cultivo

(4)

Tiempo de vida (4) 3 a4 semanas Mas de 12 semanas
E’f)tenmal Angiogenico Bueno Bueno

Formacion de estructuras tubulares in

vitro (5, 6, 7))

Formacion de estructuras

tubulares solo por EPC Ausente Presente
Formacion de estructuras Ausente Presente
tubulares con HUVEC

Formacion de estructuras Al Presente

tubulares in vivo(6)

Neovascularizaciéon in

Indirecta de una forma

Directamente aportando
CE, estas células son

vivo(2, 6, 8) Paracrina referidas como las
verdaderas EPC.
Marcadores de superficie
CD34(7,9) Positivo Positivo
CD45(4) Positivo Negativo
cD14 P03|t|V(I)3/(I)\IS?83tC;\(/é))(8) solo Negativo
Negativ .
CD133 P%qs?;[ivg((%)y Negativo
CD31(4,7,8) Negativo/Positivo Muy Positivo
VEGFR2 (4, 6, 8) Negativo/Positivo Muy Positivo
VWI (4) Negativo/Positivo Positivo
Fenotipo (11) Monaocitica Endotelial
Ingreso de acLDL (5) Positivo Muy Positivo
Unidn de Lectina (5) Positivo Muy Positivo
Produccion de NO (5) Positivo Muy Positivo

1.- Gulati et al., 2003; 2.- Rehman et al., 2003; 3.- Ingram et al., 2004; 4.- Hur et al., 2004; 5.-

Asahara

et al., 1997; 6.- Mukai et al., 2008; 7.- Cheng et al., 2013; 8.- Yoon et al., 2005; 9.-

Timmermans et al., 2007; 10.- Peichev et al., 2000; 11.- Medina et al., 2010
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V.- FUNCIONES DE CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES

Las células progenitoras endoteliales (EPC) derivadas de la médula 6sea estan
involucradas en la reparacion vascular. Para efectuar este proceso, el
microambiente de la médula 6sea posee un rol fundamental en la movilizacion
de EPC, ya que las citoquinas y factores de crecimiento presentes inducen
movilizacion de células progenitoras endoteliales. Después de la movilizacién a
la circulacion sanguinea, se produce el homing de EPC, posteriormente el
rolling y adhesién. En el sitio de la injuria vascular, las EPC liberan factores
angiogénicos, que favorecen la sobrevivencia celular y potencian la capacidad
anti-inflamatoria, para su posterior diferenciacion en endotelio maduro (Diaz
Pérez et al., 2012). Las EPC pueden llegar al sitio con injuria mediante una
compleja red de moléculas sefializadoras para poder asi, participar en la re-
endotelizacién (Figura A) (Moldovan et al., 2003). Otras de las funciones de las
EPC es participar en la neo-vascularizacion (formacién de nuevos vasos
sanguineos). La angiogénesis y la vasculogénesis son los dos grandes
procesos de neo-vascularizacion post natal. La angiogénesis es el proceso de
formacion de nuevos vasos sanguineos desde vasos sanguineos preexistentes,
mientras que la vasculogénesis es la formacion de vasos sanguineos de novo
mediante células progenitoras endoteliales que forman capilares (Lin et al.,
2013). Una serie de estudios han demostrados que las EPC tempranas

secretan citoguinas angiogenicas tales como VEGF (factor de crecimiento de
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endotelio vascular), HGF (factor de crecimiento de hepatocitos) y G-CDF (factor
estimulador de colonia de granulocitos), las cuales participarian en el proceso
de angiogénesis estimulando a células endoteliales adyacentes, mientras que
las EPC tardias estimularian la formacion de nuevos vasos sanguineos por
proveer una cantidad suficiente de células endoteliales para que el proceso

ocurra (Tabla 1) (Hur et al., 2004).

VI.- FACTORES QUE MODIFICAN LA NEO-VASCULARIZACION O LA

DISPONIBILIDAD DE EPC

La disponibilidad y funcién de las EPC puede verse alterada por factores
exdgenos, enddgenos y también por varias condiciones patoldgicas (Lesnik et
al., 2006), tales como:
Ejercicio.

La hipoxia en los tejidos inducida por el ejercicio causa una sobre regulacion del
factor inducible por hipoxia-1a (HIF-1a) que es el responsable del aumento en
el nivel de citoquinas pro angiogenicas como VEGF y factor derivado de células
estromales 1 (SDF-1) (Ceradini et al., 2004) los cuales aumentan la
movilizacion de las EPC desde la médula 6sea. Por ejemplo, realizar ejercicio
por 10 minutos aumenta el nivel de las EPC en circulacion (Rehman et al.,
2004). Por otro lado, el ejercicio ayuda a reducir marcadores de inflamacién

como la CRP (proteina C reactiva) y TNF-a (Beavers et al., 2010). CRP
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promueve la apoptosis y disminuye la funcion y diferenciacion de las EPC
(Seeger et al.,, 2005) y TNF-a genera la disminucién en la proliferaciéon y
diferenciacion de las EPC (Seeger et al., 2005, Chopra et al., 2018).

I. Ayuno.
Un cierto grado de ayuno puede ejercer un cambio benéfico metabdlico,
hormonal y funcional (Fontana et al., 2007). Las funciones de las EPC como
adhesion, migracion y formacion de estructuras tubulares, asi como la actividad
de la eNOS mejoran durante el proceso de ayuno (Xin et al., 2016).

Il Tabaquismo.
El tabaquismo afecta la funcion de las EPC (Powell et al., 1998) asi como el
namero de EPC circulantes (Puls et al., 2011). Ademas, algunos estudios han
indicado que el nimero de EPC esta reducido en fumadores crénicos y cuando
dejan de fumar se restaura el nivel normal (Kondo et al., 2004).

V. Factores Psicosociales.
Los pacientes con depresién poseen un numero reducido de EPC maduras e
inmaduras (Dome et al., 2009) asociado con un aumento en los niveles de TNF-
ay CRP (Tuglu et al., 2003).

V. Colesterol.
Un aumento del colesterol o hipercolesterolemia se asocia con desregulacion
de la via PI3K activada por la LDL oxidada y de la via MAPK, que resulta en la

apoptosis de EPC (Wu et al., 2009).
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VI. Diabetes Mellitus.
Pacientes con diabetes 1 y 2 poseen una baja expresion de HIF-1 esto provoca
una escasa liberacion de factores angiogénicos como VEGF y SDF-1 por lo
tanto existe una movilizacion reducida de las EPC desde la médula 6sea (Fadini
et al.,, 2006). Ademas, las EPC aisladas desde pacientes diabéticos exhiben
una baja tasa de proliferacién, adhesion, migracion e incorporacién en
estructuras tubulares (Tepper et al.,, 2002). Ademas, en diabetes existe
apoptosis de las EPC debido a un aumento de ROS (especies reactivas del
oxigeno) debido a la hiperglicemia y el estrés oxidativo (Nishikawa et al., 2000).
VIL. Enfermedad Cardiovascular.
La disfuncion endotelial est4 asociada a enfermedades cardiovasculares como
enfermedad arterial coronaria, infarto al miocardio e isquemia. En pacientes con
isquemia cronica la capacidad funcional de las EPC esta disminuida en
comparacion al control (Heeschen et al., 2004), los pacientes con angina
inestable poseen una mayor cantidad de EPC en circulacion en comparacion
con pacientes con angina estable (George et al., 2004).
VIII. Adenosina (Ado).

La hipoxia es un estrés fisioldgico o patoldgico generado durante una variedad
de condiciones como el ejercicio, infarto agudo al miocardio, injuria renal
isquémica y cancer (Duan et al.,, 2019). Berne et al (Goodwill et al., 2018)
demostré que los tejidos hipdxicos producen adenosina desde ATP para

restaurar el balance entre la demanda y la oferta de oxigeno. Este nucle6tido
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genera vasodilatacion y un aumento en el flujo de sangre en el corazén,
musculo esquelético, cerebro y otros tejidos (Burnstock et al., 2002; Marshall et
al.,, 2001). Ademas, genera nuevos vasOS sanguineos a concentraciones
fisiolégicas (1 nM a 10 mM) y participa en varias etapas de la angiogénesis que
incluyen proliferacion (Dubey et al., 2002), migracion de células endoteliales
(Lutty et al.,, 2000) y formacion de estructuras tubulares (Fernandez et al.,
2012). También participa activamente en la vasculogénesis de adulto,
reclutando células progenitoras endoteliales en el sitio de injuria (Ryzhov et al.,

2008).

Adenosina puede activar 4 diferentes receptores asociados a proteina G
llamados A1, A2a, A2s Yy A3 que inducen sefiales intracelulares que permiten
restaurar el balance de energia (Fernandez et al., 2012; Escudero et al., 2014).
Asi, la estimulacion del receptor A1 sobre EPC en embriones promueve la
adherencia al endotelio vascular y estimula la secrecion de VEGF por parte de
monocitos (Ryzhov et al., 2008). La activacion del receptor A2s en células
endoteliales de la microvasculatura humana aumenta la produccion de VEGF,
factor de crecimiento de fibroblasto basico (FGFb), factor 1 tipo Insulina e IL-8
(Feoktistov et el., 2002). Mientras que la activacion del receptor Aza induce un
aumento en la expresion de VEGF en macrofagos (Pinhal-enfield et al., 2003) y
la activacion del receptor As favorece la sobreexpresion de factores

angiogénicos en mastocitos o células tumorales (Feoktistov et al., 2003). Como
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se muestra en la Tabla 2 los receptores de adenosina estan implicados en la

modulacién de la angiogénesis en distintos tipos celulares.

Efecto de adenosina en EPC vy células endoteliales

La expresion de los receptores de adenosina en células progenitoras
endoteliales humanas ha sido establecido para los recepores Aza, Az y Az
(Fernadez et al.,, 2012) en cambio en las células progenitoras de raton se
expresa preferencialmente el receptor A1 (Ryzhov et al., 2008). Ademas, existe
una expresion diferenciada entre los receptores de adenosina en células
endoteliales de la macro y microcirculacion. Feoktistov et al., reportd que las
células HMEC-1 de la microvasculatura expresa un alto nivel de A2s cuando es
comparada con HUVEC, en la cual predomina la isorma Aza (Feoktistov et al.,
2002) (Tabla2).

La estimulacion del receptor A1 en EPC de ratones promueve adherencia al
endotelio vascular (Ryzhov et al., 2008), ademas se ha determinado que los
receptores Aza y As estan involucrados en el proceso de migracion de las EPC,
indicando roles importantes de estos receptores en la formaciéon de nuevos
vasos sanguineos (Fernandez et al., 2012). Otras funciones de estos receptores
han sido determinadas en células de la microvasculatura como HMEC o
HUVEC, en las cuales cuando es estimulado el receptor A2a se sobreexpresan
factores angiogénicos como VEGF, IL-8 y se inhibe la liberacién del factor anti-

angiogénico trombospondina 1, sefialando un importante rol de este receptor al
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estimular el proceso de angiogénesis (Feoktistov et al., 2002). Junto con esto,
se ha establecido que la activacion de los receptores A2ay Aczs tienen acciones
proliferativas en células endoteliales de la microvasculatura retinal humana
(Escudero et al., 2014), HUVEC (Feoktistov et al., 2004) y en células

endoteliales adrticas de rata (Dubey et al., 2002).
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Tabla 2: Funciones de los receptores de adenosina en angiogénesis y
vasculogénesis (Escudero et al., 2014). Abreviaciones: HMVEC: células
endoteliales de la microvasculatura, HUVEC: células endoteliales de la vena
umbilical humana, HREC: células endoteliales retinales humanas, HMEC-1:
células endoteliales de la microvasculatura humana.

Receptor
de Kd(nM) Efectos en el proceso de Angiogénesis Tipo Celular
adenosina
Al 330 (A Migracion EPC
A Expresion VEGF| Macrofagos
A Expresion de Trombospondina 1 HMVEC
Ans 190 y Liberacion de sFlt-1| Macrofagoes
) - M Expresion de mFli-1| Macrofagos
A Proliferacion'migracion v expresion de VEGF HUVEC
M Permeabiidad| HUVEC-PMN
M Expresion de VEGF HMVEC
A Migracion HREC
A Expresion de VEGF, IL-8 HMEC-1
A Migracion EBC
A .. Células de
5000-2 Secrecion de TL-3
Asp | 5000-20000 Melanoma
.. HUVEC baj
A Expresion de VEGF .. e
hipoxia
A Expresion de VEGF e IL-8 HMEC-1
A ProliferacionMigracion v formacion de estructuras c
tubulares v expresion de VEGF
4 Migracion v formacion de estructuras tubulares HUVEC
. Células d
A Expresion de VEGF e IL-8 Esps;lae
As > 1000 :
A Expresion de VEGF e IL-g|  Cehilas de
Melanoma
A Expresion de VEGF HT29
A Expresion de Angiopoietina-2 HMEC-1
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Produccién de Adenosina.

La concentracion de adenosina en los fluidos intersticiales es un importante
factor en la estimulacién de la angiogénesis. EI mecanismo por el cual se
produce una mayor cantidad de adenosina en la mayoria de los tejidos, es por
hidrolisis de AMP tanto en condiciones de normoxia como hipoxia (Yanez-Mo et
al., 2015). Esto forma parte de una compleja red enzimética que controla la
concentracion de adenosina intersticial, siendo producida intracelularmente por
la accién de nucleotidasa 5  citosolica y extracelularmente por CD73/ecto-5"-
nucleotidasa (Ledoux et al., 2003; Sala-Newby et al., 2003). Ademas, puede ser
reciclada por dos mecanismos: mediante la accion de adenosina deaminasa,
generando inosina o por la accion de adenosina quinasa, generando AMP.
Finalmente, existe un transporte bidireccional de adenosina en la membrana
celular que es llevado a cabo por el transportador de nucleosidos (ENT1) que
facilita la difusion dependiente de gradiente de concentracion (Baldwin et al.,

2004; Cass et al., 1999).

Mecanismo de accién de adenosina

La principal accién de adenosina es regular la produccién de factores
angiogénicos. Se ha determinado que modula la liberacion de factores
angiogenicos de varios tipos celulares y tejidos (Feoktistov et al., 2003;
Feoktistov et al., 2004; Leibovich et al.,, 2002; Gu et al., 2000) regulando la

formacion de estructuras capilares de una forma paracrina. Ademas, adenosina
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puede regular la liberacion de factores angiogénicos desde células endoteliales
HMVEC (Desai et al., 2005; Khoa et al., 2003) regulando la formacién de

nuevos capilares de una forma autocrina.

Adenosina induce la expresion de VEGF y otros factores angiogénicos in vitro,
algunos de estos factores son generados por células endoteliales de retina
humana bajo estimulacion de NECA (5°- N- etilcarboxamidoadenosina, agonista
no selectivo de receptores de adenosina) produciendo IGF-1, FGFb en una
manera tiempo dependiente (Grant et al.,, 1999). Ademas, incrementa la
expresion de IL-8, Ang-2 en mastocitos humanos asi como bFGF en células

endoteliales de la microvasculatura humana (Feoktistov et al., 2003).

El principal factor angiogenico que es producido bajo la estimulacion de
adenosina (0 NECA) es VEGF, el cual genera proliferacion en células no
endoteliales como células epiteliales retinales, células del ducto pancreatico y
células de Schwann (Ferrara et al., 2004).

La produccion de VEGF en condiciones isquémicas es estimulada por HIF-1
(factor inducible por hipoxia) mediante la union de HIF-1 a secuencias
especificas en el promotor del gen lo que promueve la transcripcion de este gen
(Forsythe et al., 1996; Semenza et al., 2001). Existen otras vias para inducir la
expresion de VEGF que es independiente de HIF-1 y que es estimulada por

adenosina (Adair et al., 2005). La expresién de VEGF ha sido determinada por
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tratamientos con adenosina 0 agonistas de adenosina solos 0 en combinacion
con antagonistas de adenosina y se ha determinado que A2a y A2s son los
principales receptores que estimulan la expresion de esta proteina en
mastocitos (Feoktistov et al., 2003) (Figura B).

VEGF es una glicoproteina que al ser secretada forma homodimeros
unidos por enlaces disulfuros entre las cisteinas 51 y 60 (Ferrara et al., 2004).
Existen cinco VEGF en mamiferos estos corresponden a: VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E que se unen a los siguientes grupos de receptores
tipo tirosina quinasa: VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3 (Koch et al., 2011). El
VEGF-A estimula la movilizacion de EPC (Gill et al., 2001) y un aumento en su
expresion estimula la angiogénesis (Carmeliet et al., 2003). Cuando existe una
injuria vascular, el nivel de VEGFA se eleva y esto provoca una rapida
movilizacion de las EPC desde la médula 6sea (Rose et al., 2016). Una serie de
investigaciones sugieren que VEGF-A induce la expresion de metaloproteinasa
de la matriz extracelular 9 (MMP-9) en la médula 6sea, promoviendo la
liberacion de las EPC (Heissig et al., 2002). Tanto el VEGF como los otros
factores angiogénicos mencionados pueden ejercer su accion de forma
paracrina o autocrina encontrandose en forma aislada en el sitio de la injuria o
bien, en vesiculas extracelulares liberadas por las EPC, lo que permite la
comunicacién y transporte de factores angiogénicos hacia las células
endoteliales del sitio isquémico (Zhang et al., 2016; Colombo et al., 2015,

Yanez-Mo et al., 2015).

40



Parenchymal Cell

HIFf —— VEGF

tMetabolic activity

~\

Hypoxia

o

tOxygen
delivery

N Proliferation ,,” Endothelial Cell
tVascularity «— < Migration

Survival

FIGURA B: Produccion de adenosina bajo condiciones de hipoxia. Bajo condiciones de
hipoxia se genera un aumento en el AMPc extracelular asociado a un incremento en los
niveles de adenosina, mediado por CD73/ecto-5-nucleotidasa (5'N). Adenosina activa
principalmente a los receptores Aza y Ass l0s cuales activan la transcripcion de VEGF. Una
vez secretada la proteina interacciona con su receptor VEGFR2 en las células endoteliales, lo
gue aumenta la proliferacion, migracion y sobrevida de estas células, contribuyendo a la

formacion de vasos sanguineos (Adair et al., 2005).
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VIl.- VESICULAS EXTRACELULARES

Las células madres son capaces de comunicarse con otras células a través de
factores solubles, por contacto directo y por vesiculas extracelulares (VE). Estas
vesiculas poseen un didmetro que va desde los 30 nm a los 3000 nm. Las VE
son generalmente divididas en tres grandes grupos: exosomas generados
desde endosomas intracelulares, microvesiculas liberadas directamente desde
la membrana plasmatica y cuerpos apoptoticos liberados durante la apoptosis

(Riazifar et al., 2017)

Los Exosomas se originan desde cuerpos multivesiculares (MVB) que
corresponden a invaginaciones de la membrana (plasmética o de organelos)
generados por proteinas del complejo de clasificacion endosémico (ESCRT)
(Andreu et al., 2014). Poseen biomoléculas especificas como &cidos nucleicos,
lipidos y proteinas. Las proteinas son de origen principalmente endosomal, de
membrana plasmatica y citosol pero también pueden contener proteinas del
ndcleo, mitocondria, reticulo endoplasmaético y aparato de Golgi (Gurunathan et
al., 2019). El contenido de proteinas va a depender del tipo celular que los
secreta, asi poseen diversas proteinas en comun como TSG101, tetraspaninas
(CD81, CD63, CD9, CD82, CD151) (Andreu et al., 2014) y algunos lipidos como
colesterol, esfingomielina, ceramida y fosfatidilserina (Raposo et al., 2013;

Colombo et al., 2014; Mobius et al., 2003) (Tabla 3).
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Las Microvesiculas, también Illamadas Ectosomas, se originan de
invaginaciones externas de la membrana plasmatica razon por la cual poseen
material citoplasmatico. Al igual que los exosomas poseen acidos nucleicos,
proteinas vy lipidos, y en su biogénesis participa el complejo ESCRT (Tabla 3)

(Cocucci et al., 2015).

Los Cuerpos Apoptéticos son el resultado de la fragmentacion de células
apoptoéticas. Estan compuestos de membranas organelar/plasmética y material
citoplasmatico/nuclear hidrolizado y poseen funciones en la homeostasis

celular, que incluye tolerancia inmunogénica (Tabla 3) (Robbins et al., 2014).

La informacion de los acidos nucleicos y las proteinas presentes en las VE ha
sido agrupada en una database que incluye Exo Carta (http://www.exocarta.org)

y EVpedia (http://www.evpedia.info).

IX.- EXOSOMAS.

El término de exosomas fue usado inicialmente en 1981, para describir a
vesiculas cuyo tamarfio esta entre 40-1000 nm (Trams et al. 1981). En el mismo
afio el término se adoptdé para vesiculas pequefias (30-100 nm) que son
liberadas durante la diferenciacion de reticulocitos como consecuencia de la
fusibn de endosomas o cuerpos multivesiculares (MVBs) con la membrana

plasmatica (Johnstone et al. 1987).
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Biogénesis de Exosomas.
La biogenesis de los exosomas es un proceso regulado (Figura C) en el cual
existen mecanismos en la membrana de los Cuerpos Multivesiculares (MVBS)
gue aseguran el tipo de proteinas que es cargada en los exosomas (Villarroya
et al., 2014), estos son mecanismos dependientes e indepedientes del complejo
ESCRT (Complejo de Seleccion Endosomal Requerido para el Transporte). El
complejo ESCRT esta formado por subcomplejos (0, | y Ill) y el mecanismo
indendiente esta formado por las Tetraspaninas (CD81, CD9 y CD63) (Emanueli

et al., 2015).

Existen diversos factores que influencian la biogénesis de exosomas. Estudios
han sugerido que la liberacion de exosomas depende del tipo celular. Por
ejemplo, las células dendriticas producen una baja cantidad de exosomas (Tian
Y et al.,, 2014) a diferencia de las células mesenquimales que producen una
gran cantidad (Chen TS et al.,, 2011). La confluencia de las células también
juega un papel importante en la biogénesis y secrecion de exosomas. Las
células confluentes producen mas exosomas que las pre confluentes,
probablemente debido al metabolismo del colesterol (Palviaienm et al., 2019).
Otro factor que influye en la liberacion de exosomas es la inhibicion por
contacto entre células que reduce la secrecion de exosomas (Steinman et al.,
2003; Hayes O et al., 2005). Existen varios estimulos como: ionéforos de Ca*?
(Savina et al., 2003), hipoxia (Svensson et al., 2011; Kucharzewska et al., 2013)

que a su vez pueden inducir la secrecion de estas VE.
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Tabla 3: Caracteristicas de las Vesiculas Extracelulares (Todorova et al., 2017)

Caracteristicas Exosomas Microvesiculas Cuerp(_)s
Apoptoticos

Tamafio (nm) 30-120 100-1000 800-5000
Morfologia Forma de copa Heterogénea Heterogénea
Origen Cuerpos Membrana Membrana

g multivesiculares Plasmatica Plasmatica
Mecanismo de Exocitosis de Elevacion de Elevacion de
» cuerpos Membraba membraba

formacion o I "

multivesiculares Plasmatica plasmatica

Mecanismo de
liberacion desde la
célula de origen

Dependiente de
ESCRT

Dependiente de
Ca*?

Dependiente de
Tetraspaninas

Dependiente de
células y estimulo

Vias relacionadas
con apoptosis

Tiempo de liberacion | 10 minutos 0 mas Segundos Segundos

Marcador proteico CD81, CD63, Selectinas, Caspasa 3,
b Alix, Tsg101 integrinas, CD40 histonas

Organelos

Proteinas, lipidos, celulares,

Proteinas, lipidos, organelos proteinas,

ARN codificante, | celulares, ARN fracciones

Composicion

ARN no
codificante, DNA

codificante, ARN
no codificante,
DNA

nucleares, ARN
codificante, ARN
no codificante,
DNA
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Los exosomas liberados pueden ser internalizados en células blancos por
diversos mecanismos:

a) Endocitados o internalizados en un compartimiento endocitico o MVBs
(Fitzner et al., 2011)

b) Fusion de su membrana con la membrana plasmatica, liberando el
contenido directamente en la célula blanco (Parolini et al., 2009).

C) Union a un receptor en la membrana celular, 1o que genera activacion de
una via o internalizacion del exosoma (O Loughlin et al., 2012; Segura et al.,

2007).

Métodos de aislamiento de exosomas.
Existen varias técnicas que se han adaptado para facilitar el aislamiento de
exosomas, como: ultracentrifugacion, ultrafiltracion, cromatografia, precipitaciéon
basada en polimeros, uso de beads magnéticos asociados a anticuerpos
(Peterson et al., 2015). El método usado depende de la muestra de la cual se

van a aislar exosomas (Gurunathan et al., 2019).

Tamafio y morfologia.
La microscopia de transmision (TEM) ha sido la técnica de preferencia para la
observacion directa del tamafio y la morfologia de los exosomas (Raposo et al.
1996) que poseen forma de copa. Existe un analisis denominado NTA (analisis
de seguimiento de nanoparticulas) que permite medir el tamafio y la

concentracion de nanoparticulas (Dragovic et al. 2011). El equipo de NTA
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posee un laser que incide sobre la muestra, el movimiento Browniano generado
por las particulas permite calcular el diametro de las particulas en suspension
mediante un programa estadistico (de Necochea-Campion et al., 2018). La
ventaja de usar NTA es que permite detectar diferentes VE, incluyendo
exosomas y medir pequefias particulas con diametros bajo los 30 nm (Szatanek

et al., 2017).

iv. Propiedades Fisicas.

Los exosomas poseen distintos rango de densidad sucrosa que va desde 1,13
al 1,19 g/ml. Esto refleja la heterogeneidad de las vesiculas obtenidas por
ultracentrifugacion. Asi, se ha determinado que las vesiculas que poseen gran
cantidad de tetraspaninas se demoran mas que otras vesiculas en alcanzar el
equilibrio de densidad durante la centrifugacion en gradiente de sucrosa (Thery
et al., 2009).

Otro parametro fisico de los exosomas, la dispersiéon de la luz, que se
correlaciona con la geometria y composicion de estas vesiculas puede ser
medido por citometria de flujo, la que permite caracterizar los exosomas de
acuerdo a sus proteinas de superficie (Pospichalova et al., 2015). La ventaja de
esta técnica es que permite rapidas determinaciones en exosomas, detecta
vesiculas extracelulares de hasta 300 nm y los exosomas pueden ser
clasificados de acuerdo al nivel de expresién de antigenos que posean (Orozco

et al., 2010).
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FIGURA C. Biogénesis de Exosomas. Esta consiste de tres diferentes etapas que
incluyen: la formacion endocitica de vesiculas por la invaginacion de la membrana
plasmatica; la formacion de cuerpos multivesiculares (MVBs), la fusién de los cuerpos
multivesiculares con la membrana plasmatica y la liberacién del contenido vesicular,
llamados exosomas (Batista et al., 2011). Las vesiculas endociticas generan vesiculas
intraluminalaes o exosomas que poseen contenido citoplasmatico dentro de ellos. La
acumulacion de exosomas en el lumen de endosomas resulta en Cuerpos Multivesiculares

(MVBSs) (Gurunathan et al., 2019)
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X.- EUNCIONES DE LOS EXOSOMAS EN ANGIOGENESIS Y

REGENERACION CARDIACA

Las enfermedades cardiovaculares, incluyendo infarto al miocardio, son la
primera causa de muerte a nivel mundial (Wendt et al.,, 2018). Una reducida
reperfusion y/o oclusion de las arterias coronarias causado por placas
ateroescleroticas por ejemplo, reduce el suministro de sangre a distintas
regiones del corazon. Este genera hipoxia y muerte celular en el miocardio,
conocido como infarto al miocardio lo que demanda una intervencion para
restaurar el suministro de sangre en la region infartada (Frank et al., 2012).

En este contexto, los exosomas son vesiculas extracelulares que serian
mediadores de cardioproteccion (Vicencio et al., 2015; Wang X et al., 2015) y
generadores de nuevos capilares sanguineos, participando en el proceso de

angiogenesis (Kholia et al., 2016).

Exosomas en comunicacioén cardiovascular

Existe evidencia que los exosomas son secretados por células madres,
cardiacas y vasculares en cultivo (Gray et al.,, 2015; Barile et al., 2014).
Ademas, los exosomas han sido implicados en la comunicacion entre células
endoteliales y células del muasculo liso (SMCs) (Hergenteider et al., 2012),

célula endotelial y pericitos, miocitos cardiacos y células endoteliales (Wang X
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et al., 2014) y fibroblastos y cardiomiocitos (Bang et al., 2014). La tabla 4
resume el rol de los exosomas en la comunicacion cardiovascular.

En investigaciones recientes, se demostré la comunicacion entre
fibroblastos y cardiomiocitos (Bang et al., 2014). En este estudio se utilizaron
fibroblastos y cardiomiocitos de ratas y se identific6 un micro ARN, denominado
miR-21, secretado en los exosomas de fibroblastos y que sirve de sefial en la
hipertrofia cardiaca. Esto ilustra un posible mecanismo que contribuiria a la falla
cardiaca (Bang et al., 2014).

Por otro lado, los exosomas también pueden ejercer funciones benéficas,
por ejemplo, los pericitos secretan vesiculas en respuesta a hipoxia que poseen
en su interior miR-132, micro ARN-132 (miR-132), el cual aumenta la capacidad
pro angiogenica de HUVECs (Katare et al., 2011). Otro estudio indica que el
MiRNA-1 es liberado en exosomas a la sangre de ratones con infarto agudo al
miocardio. La accion de este miRNA-1 es suprimir la expresion de SDF-1 y del
receptor para CXCR-4 en células monucleares de la médula 6sea, lo cual
podria contribuir al aumento en la movilizacion de estas células en episodios de
isquemia aguda, como un infarto al miocardio (Cheng M et al., 2014). Diversas
investigaciones indican que los exosomas pueden participar en mecanismos de
diseminacién de la enfermedad cardiaca, pero a su vez en la reparacion,
regeneracion del corazén (Barile et al., 2017) y en la formacion de nuevos

vasos sangu ineos.
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Tabla 4: Exosomas en comunicacion cardiovascular. Efecto terapéutico y
Patogénico de los exosomas sobre células blanco (Barile et al., 2017).

. Celula Molécula . R .
Efecto Liberadora de . Estimulo Célula Blanco | Efecto Biologico
Mediadora
VE
Cardiomiocito d HSP70, . . L . "
ardionuoctio e : Hipoxia Cardiomiocito | Citoproteccion
Rata HSPO0
Célula Endotelial miR-214 Celulq I\fT.‘l:gIaC’lOIl,‘
Endotelial Angiogénesis
Terapeutico Célula Madre . Precondicionamiento . . .
. miR-22 L. Cardiomiocito | Cardioproteccion
Mesenquimal Isquémico
Célula Cardiaca . Precondicionamiento . . .
, miR-144 . . Cardiomiocito | Cardioproteccion
de Raton Isquémico Remoto
Cardiomiocito,
. . - ., Célula e
Cardiomiocito de | Angiotensina | Aumenta la Presion Endotelial Sensibilidad a
Ratén I R1 Cardiaca X i Angiotensina II
Célula del =
musculo liso
Célula Endotelial
. dela ICAM-1 - Celulg Inflamacion
microvasculatura Endotelial Vascular
humana
Patogénico
g Célula endotelial R-146 Fragmento de Cardiomiocit Baja la funcion de
de ratén a Prolactina N-terminal ardiommocto cardiomiocito
Fibroblast: miR-21- Hipertrofia di
1bro . asto . Angiotensina II Cardiomiocito pel 0, a, €
Cardiaco 3p/miR-21 = cardiomiocito
L. . . . . Célula . . .
Cardiomiocito miR-320 Hiperglicemia ) Anti-angiogenesis
= Endotelial =T
S ido,
Plaquetas UP;IIBXJ > LPS, NO Celula Apoptosis
q . : Endotelial pop
peroxinitrito

51



Exosomas en Angiogénesis.

La angiogénesis es la formacidon de nuevos capilares a partir de vasos
sanguineos existentes y es mediado por una serie de eventos celulares.
(Adams et al., 2007; Bazigou et al., 2013), tales como: degradacion enzimatica
de la membrana basal del vaso sanguineo, proliferacién de células endoteliales,
migracion, ramificacion y formacién de estructuras tubulares. La estabilizacion y
maduracion de los nuevos vasos sanguineos requiere el reclutamiento de
pericitos, la deposicion de matriz extracelular y estimulacibn mecanica por el
shear stress. En tejidos normales la angiogénesis es regulada por un balance
entre sefiales estimulatorias e inhibitorias que en enfermedades como cancer,
ateroesclerosis, artritis reumatoide se encuentran alteradas, generando un

crecimiento anormal de vasos sanguineos (Todorova et al., 2017).

Las vesiculas extracelulares liberadas por células madres participan
activamente en la formacion de nuevos vasos sanguineos. Tal es el caso de las
células madres Mesenquimales (MSC):

o MSC derivadas de tejido adiposo generan exosomas que poseen
diversos factores angiogénicos como c-kit, SCF, APRIL, MMP-20 los cuales
facilitan la migracion de células endoteliales (Lopatina et al., 2014).

o Las MSC derivadas de la médula ésea también poseen efecto pro
angiogénico, este tipo celular posee propiedades regenerativas que podrian ser

atribuidas a las VE que contienen factores paracrinos. Como ha documentado
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Bian et al, 2014 las VE liberadas por MSC de la médula 6sea al ser inyectadas
en un modelo de infarto al miocardio, inducen migracion y proliferacion de
células endoteliales y promueve la angiogenesis en el area isquémica.

o Las VE de MSC derivadas de cordon umbilical poseen actividad pro
angiogénica, asi Chen et al., 2014 demostr6 que, en condiciones de hipoxia, las
MSC producen VE enriguecidas en factores angiogénicos como VEGF,
VEGFRZ2, proteina 1 quimio atrayente de monocitos (MCP-1), angiogenina, IL-6,
factor de crecimiento tipo insulina (IGF) que contribuye al proceso de
angiogenesis, ademas sugiere que el microambiente donde estén las MSC

puede generar VE enriquecidas de factores pro angiogenicos.

Xl.- PARTICIPACION DE EXOSOMAS LIBERADOS POR CELULAS

PROGENITORAS (EPC) ENDOTELIALES EN ANGIOGENESIS

Las EPC son movilizadas desde la médula 6sea ante una situacion de injuria,
ellas acttan de una forma paracrina liberando citoquinas, factores de
crecimiento y VE. Su accidn neo-angiogenica puede llevarse a cabo mediante
estas VE tal como lo sefiala Li et al., que demuestra que los exosomas
derivados de EPC pueden mejorar la funcién vascular y la reendotelizacion de
vasos sanguineos, activando a las células endoteliales (Li et al.,, 2016).
Ademas, sus resultados sugieren que VE transportarian ARNmM que seria

internalizado por las células endoteliales con lo cual se estimularia la formacion
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de nuevos vasos sanguineos (Deregibus et al., 2007). Deregibus et al. indica
qgue este ARNm codificaria para alguna proteina presente en la via de
sefalizacion PI3K/AKT y eNOS que son conocidas vias de sefalizacion que
estarian involucradas en el programa angiogénico y antiapoptotico (Shiojima et
al., 2002; Donnini et al., 2002). Similares resultados sefialan que los exosomas
secretados por las EPC provenientes de la médula 6sea de ratones, poseen
micro RNA 126 y que estos también favorecerian la formacién de nuevos vasos
sanguineos (Wu et al., 2018). Asi también, se ha determinado que las EPC
humanas liberan VE que contienen factores pro angiogenicos y los micro RNA
126 y micro RNA 296, los cuales favorecerian la formacién de nuevos vasos
sanguineos, ademas esta secrecion paracrina estaria aumentada en hipoxia
(Cantaluppi et al., 2012).

Las EPC mediante sus exosomas contribuirian a la homeostasis vascular
de una manera paracrina o autocrina. Sheldon et al (2010) demostraron que
estas VE pueden transportar factores angiogenicos tal es el caso de Ligando 4
Delta, el cual es transferido a células endoteliales y bloquea sefiales Notch que
promueve la angiogenesis in vitro como in vivo (Sheldon et al., 2010). Ademas,
son capaces de acelerar el proceso de cicatrizacion de herida mediado por la
estimulacibn de la angiogénesis (Zhang et al., 2016), favorece la
neovasculogenesis de islotes pancreaticos humanos (Cantaluppi et al., 2018) y
estimula proceso de angiogénesis de células endoteliales en estado de reposo

(Ranguino et al., 2012)
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Efecto in vivo de los exosomas secretados por las EPC

Los estudios con VE de EPC varian en cuanto a cantidad de VE y modelo de

estudio. Ademas, las VE de EPC corresponden a células progenitoras

endoteliales de > 7 dias, demostrando que las VE liberadas por estas células

poseen efecto angiogénico. Las investigaciones con VE de EPC corresponden

a.

a)

b)

Deregibus et al., (2007) quienes usaron ratones con imunodeficiencia
combinada severa (SCID) y 30 ug/ml de VE de hEPC. Los resultados
indican que se generd una mayor cantidad de capilares en el grupo de
animales tratados con VE en comparacion con el control. Con respecto al
contenido de las VE, solo se determind que existe un ARN involucrado
en la generacion de vasos sanguineos, el tratamiento con RNA-asa
genera una disminucion en la formacién de capilares.

Ranguino et al., 2012, utilizando un modelo murino de isquemia en las
extremidades posteriores demeostro que al utilizar 50 ug de MV se
observa una mejoran la neo vascularizacion, un aumento en la densidad
de capilares y estas acciones se les atribuye a los miR126 y miR296
presentes en las VE.

Li et al., 2016: este grupo de investigadores us6 un modelo en ratén de
injuria vascular inducida por balén en arteria carétida externa izquierda y
demostrd que al inyectar 30 ug de exosomas EPC se generaban vasos

sanguineos mas rapidamente que sin estos. Ademas, este estudio
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d)

demuestra que las vesiculas aumentan la expresion de factores
angiogenicos (VEGFA, HIF-1a, eNOS, E-Selectina, IL-8) y citoquinas
(CXCL-12, CXCL16) en células HMEC.

Zhang et al.,, 2016: En un modelo de ratas diabéticas inducidas por
estreptozotocina (STZ) a al cual se le generd una lesion en la espalda y
se inyectaron exosomas derivados de EPC humanas de sangre de
cordén umbilical (2 x 1019 o 1 x 10%%articulas en 200ul de PBS). Luego
de 14 dias se demostré0 que la presencia de exosomas generan un
aumento en los capilares en la zona dafiada. Se pudo determinar in vitro
que estos exosomas estimulan la via de sefializacion Erk 1/2
aumentando la expresion de FGF-2, IL-6, IL-8, Cox-2, VEGFA, cMyc lo
gue favoreceria la formacion de nuevas estructuras capilares.
Recientemente, Cantaluppi et al., (2018) utilizando cultivos de islotes
pancreaticos humanos tratados con 10 upg/ml de VE y al ser
transplantados en ratones SCID, mejoran su secrecion, sobrevida y re-
vascularizacion. Se determind que la accion de estas VE es a través de
los micros RNA-126 y micro RNA-296 que forman parte de la via de
sefalizacion PI3K-AKT (Cantaluppi et al., 2018). Otro estudio realizado
por este grupo pero usando un modelo de injuria renal aguda, determino
gue las MV previenen la injuria renal mediante la transferencia de miR-

126 y miR-296 a las células renales (Cantaluppi et al., 2012).
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En resumen, el proceso de angiogenesis y formacion de nuevos vasos
sanguineos es un proceso fisioldégico normal de recambio celular, pero también
esta relacionado con la reparacion de los tejidos dafiados, en condiciones de
hipoxia e isquemia, en donde se ha demostrado que las EPC y adenosina
juegan un rol importante, como una molécula que modula distintos proceso
fisiol6gicos y patologicos.

Existen evidencias previas que sugieren que adenosina podria modular la
capacidad angiogénica de las EPC modificando su capacidad de movilizacion y
adhesion. Sin embargo, no existen evidencias del efecto de adenosina sobre la
secrecion de factores de crecimiento y liberacion de exosomas o microvesiculas
desde las EPC, las cuales podrian representar mecanismos que contribuye a la

angiogénesis y a la reparacion de tejido.

Basado en estos antecedentes, el problema de investigacion es:

Se desconoce si adenosina favorece la liberacion de secrecion de factores de

crecimiento, tales como VEGF y/o exosomas o microvesiculas desde las EPC

de 3 dias potenciando en proceso de angiogenesis.

Pregunta de investigacion:

¢Adenosina modifica la liberaciéon de VEGF o exosomas desde hEPC de 3 dias

favoreciendo el proceso de angiogénesis?
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Hipotesis:
La secrecion de VEGF y/o de exosomas liberados al medio extracelular desde

hEPC de 3 dias estimuladas con adenosina aumentan el proceso de

angiogénesis in vitro.

Objetivo General:

Determinar si la secrecion de VEGF y/o exosomas liberados por EPC de 3 dias

en presencia de adenosina favorece el proceso de angiogenesis in vitro.

Objetivos especificos:

1.- Evaluar la expresion y secrecion de VEGF de EPC de 3 dias estimulados

con adenosina.

2.- Evaluar si el VEGF producido por EPC de 3 dias inducido por adenosina

favorece la formacién de nuevos vasos sanguineos.

3.- Aislar y caracterizar los exosomas liberados por las EPC de 3 dias, en

presencia de adenosina, al medio extracelular.

4 .- Cuantificar el efecto de los exosomas liberados sobre la viabilidad de

células ECV304.

5.- Evaluar si los exosomas liberados favorecen la formaciéon de nuevos vasos

sanguineo in vitro.
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METODOLOGIA

Extraccion de sangre total y cultivo de células progenitoras

endoteliales humanas.

[.1) Cultivo de células progenitoras endoteliales humanas.

Las muestras de sangre total seran recolectadas a partir de puncion venosa
desde voluntarios sanos. La sangre serd recolectada en tubos con

PBS/heparina previo consentimiento informado (ver Anexo 1).

Las EPC fueron aisladas segun lo descrito por Asahara et al (1997). La sangre
total fue mezclada con una solucion de Buffer Fosfato salino (PBS (mM): 137
NaCl, 2.7 KCI, 1.8 KH2PO4, 8.2NaHPO4, pH 7.4) con EDTA (0,004M), luego de
lo cual las células mononucleares fueron extraidas mediante un gradiente de
densidad usando Medio de separacién de Linfocitos (Corning ® Lymphocyte
Separation Medium). Las células mononucleares fueron lavadas vy
resuspendidas en buffers fosfato salino (PBS) y finalmente sembradas en medio
de cultivo para células endoteliales (GIBCO BRL Life Technologies, Bethesda,
MD, USA), suplementado con 20% de suero fetal de bovino (Biological
Industries, Israel) y factor de crecimiento para células endoteliales (10 Qg/ml;
GIBCO BRL Life Technologies, Bethesda, MD, USA). Las placas de cultivo (100
mm) fueron recubiertas con fibronectina (1 mg/ml) (Sigma) y las células fueron
cultivadas a 37°C bajo una atmosfera de 5% de COa.

[.3) Incubacion con agonista no selectivo de receptores de Adenosina (NECA).
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Luego de tres dias de cultivo las EPC fueron lavadas con 5 ml de PBS, se
agregé 5 ml de Medio de cultivo 199 (M199, GIBCO BRL Life Technologies,
Bethesda, MD, USA) con 2% de Suero Bovino Fetal (Biological Industries,
Israel) y se estimuld6 con NECA (0,1 uM), utilizando como control células
tratadas con PBS. La incubacion con NECA fue por 24 hrs a 37°C con 0,5% de
CO2. Luego del tiempo de incubacion, se recolectd el sobrenadante y se

procedié con cada uno de los experimentos que a continuacion se detalla.

1. Evaluacion de la expresion del VEGF

[1.1) Extraccion de ARN

La extraccion se realizd con el reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
para esto el pellet de células fue incubado con 1 ml de Trizol por 5 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla se agregé a un tubo
eppendorf con 200 ul de cloroformo, se resuspendié por 15 segundos e incubo
por 3 min a Temperatura ambiente. La muestra fue centrifugada a 12000g por
15 min a 4°C y la fase acuosa obtenida se traspasé a un nuevo tubo eppendorf
al que se agregd 500 ul de isopropanol. Luego, fue incubada a Temperatura
ambiente por 10 min y centrifugada a 12000 g por 10 min a 4°C. El precipitado
obtenido se lavé con 1 ml de Etanol al 75% y se centrifugd a 7500 g por 5 min a

4°C, se eliminé el sobrenadante y se dej6 secando durante 30 min a
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temperatura ambiente. El precipitado de ARN obtenido se dej6 hidratando en 20
Ml de agua libre de ARN/ADNasa a 60°C por 15 min.

La cuantificacion del ARN se realizé mediante absorbancia (relacién densidad
Optica 260/280 nm) utilizando el espectrofotometro TECAN serie 200 PRO

(Mannedorf, Suiza).

[1.2) Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA se utiliz6 1 uyg de ARN total, 0,5 ng/ul de random
primers los cuales fueron incubados a 65°C por 5 min y luego mantenidos a
4°C. Posteriormente a la mezcla se le agregé una solucion que contiene: Buffer,
agua libre de RNA/ADNasa, dNTP (10 mM), Transcriptasa Reversa (10Ul/ul) M-
MLV (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y fue incubada a 42°C por 60 min y 10
min a 70°C.

La cuantificacion de cDNA se realizd por espectrofotometria (relacion
260/280nm) utilizando el espectrofotometro TECAN serie 200 PRO (Mannedorf,

Suiza).
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[1.3) Reaccién en cadena de la polimerasa

Para la reaccion de PCR la mezcla que se ocupd costa de: 2x Brilliant 1l
SYBRGreen, 10 yM de partidor forward, 10 yM de partidor reverse. Los
partidores empleados en la reaccion en cadena de la polimerasa estan

descritos en la Tabla 5.

Los programas utilizados para la amplificacion de los distintos genes fue:
activacion de la polimerasa de 95°C por 10 min, denaturacién de 95°C por 30
seg, alineamiento de 1 min ala Tm (B Actina: 57°C; VEGF: 58°C) y extension de
30 seg a 72°C, por 40 ciclos. Los productos de PCR fueron observados

mediante gel de agarosa al 2,5% en presencia de gel Red.
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Tabla 5: Partidores para determinar la expresién de VEGF y B-Actina.

Tamafio
ARNM Partidgr Forward Partidgr Rgverse Producto de
(5>3) (5<3") PCR (pb)
VEGF-A 5- 5-
(NM_003376.5) TCCTCACACC | GATCCTGCC 131pb
- ATTGAAACCA | CTGTCTCTCT
-3 G-3
. 5 ,
B- Actina 5"GCTGATCC
(NM_001101.3) %ETE'I'CGC CG :‘GCAA ACATCTGCT 150 pb
A3 GGAA-3
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[1.4) PCR en tiempo real

Se realiz6 PCR en tiempo real utilizando el sistema Rotor Gene 6000. La
reaccion fue realizada en un volumen de 25 pl usando la solucion 2x Brilliant I
SYBR GREEN

(Agilent Technologies), 10uM de primer especifico para 3- Actina o VEGF, agua
libre de RNA/DNAasa. Los ensayos de PCR fueron realizados utilizando las
siguientes temperaturas: activacion de la polimerasa de 95°C por 10 min,
denaturacion de 95°C por 30 seg, alineamiento de 1 min a la Twm (B actina: 57°C;
VEGF: 58°C)y extension de 30 seg a 72°C, por 40 ciclos.

Los valores de Ct expresan una medida relativa de la concentracion de un gen
en la reaccion de PCR. La normalizacién de los valores Ct con un gen
housekeeping (B-actina) permite calcular los valores de la segunda derivada de
Ct (AACt) para cada muestra. El valor AACt representa el nivel de expresion
absoluto de un gen blanco en la muestra y estos valores pueden ser graficados

(Livak et al., 2001).

[1.5) Kit BD Cytometric Bead Array

Las muestras para citometria se obtuvieron desde el sobrenadante de cultivos
de EPC sobre placas de 6 pocillos. Se utilizo el kit BD Cytometric Bead Array

(CBA) Human Soluble Protein Master Buffer Kit (Becton Dickinson) el cual
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posee beads de captura (B8) especificos para VEGF. Estos se resuspendieron
por 5 s. Luego se agrego 50 pl de la muestra a un tubo eppendorf y 25 pl de los
beads de captura. Se incub6 por 1 h a temperatura ambiente en obscuridad.
Pasado el tiempo se agrego6 50 ul de reactivo de deteccion PE y se incubd por 2
h a 25°C. Luego, se agrego 1 ml de buffer de lavado y se centrifugé a 1500 rpm
por 5 min. Se elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 300ul de
buffer de lavado. El VEGF fue detectado en las muestras dentro del rango de
10-2500 pg/ml en el citdmetro de flujo BD LSR Fortessa™ X-20. La informacion

fue analizada con el Software FCAP Array (Mikko et al., 2005).

I11.  Aislamiento de exosomas liberados por hEPC

[11.1) Obtencion de medio libre de exosomas

El medio M199 con 2% de SBF se centrifugd a 100000 g por 16 h a 4°C para
obtener un medio libre de exosomas o medio condicionado (Jappesen et al.,

2017)
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[11.2) Aislamiento de exosomas

Las EPC aisladas de sangre periférica luego de tres dias de cultivo, fueron
tratatadas con NECA (0,1uM) y como control PBS en medio condicionado M199
con 2% de SBF (Jappesen et al.,, 2017). Se incub6 por 24 h con NECA y
pasado ese tiempo, se colectd el sobrenadante (Wang J et al., 2016). El medio
de cultivo se diluyé con PBS filtrado y se centrifugé a 1670 rpm por 10 min a
4°C. Se colect6 el sobrenadante y se centrifugé a 3730 rpm por 20 min a 4°C.
Se volvio a colectar el sobrenadante y nuevamente se centrifugé a 5000 rpm
por 90 min a 4°C. El sobrenadante fue filtrado usando un filtro Amicon (100kDa)
durante 20 min a 5000 rpm a 4°C. Luego el pellet obtenido en la base del filtro
se colectd y se lavé con PBS centrifugando a 5000 rpm por 20 min a 4°C.

Finalmente, el pellet obtenido se almacend a -80°C.

V. Caracterizacion de exosomas

Los exosomas purificados fueron caracterizados mediante la técnica de analisis
de seguimiento de nanoparticulas (NTA) (Salomon et al., 2014) en el laboratorio
de Ciencia animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de Concepcion, Chillan.
Para esto se utilizo el equipo NanoSight300 que posee un laser de longitud de
onda de 488 nm y la camara sCMOS. Se tomaron 3 videos por muestra cada
60s y los datos fueron analizados utilizando el software NTA analytical version

3.2 Dev Build 3.2.16.
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IV.I) Citometria de flujo

Para la citometria de las muestras se utilizo el kit Exosome-Human CD63
Isolation/Detection (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Se prepararon las muestras
incubando 25 ug de proteina total del preparado de exosomas con 20 pl de
beads/CD63 durante 18 hrs a 4°C en agitacion. Pasado el tiempo se centrifugd
brevemente y los exosomas se lavaron con 300 ul de buffer de aislamiento, se
coloco la muestra en un magneto por 1 min y se eliminé el sobrenadante. Luego
se resuspendieron los exosoma unidos a los beads con 300 ul de buffer de

aislamiento (Cai et al., 2012).

Se transfirieron 2 ul de anticuerpo primario (anti CD63-APC, anti CD81-APC o
anti CD34-FITC) a un tubo eppendorf y se agregaron 100 pl de exosomas
unidos a los beads. Se incubaron durante 60 min a 25°C protegido de la luz, en
agitacion. Pasado el tiempo, se lavé con 300 pl de buffer de aislamiento, se
elimin6é el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 200 pl de buffer de

aislamiento.

Para los andlisis de citometria de flujo se utilizé el citometro de flujo BD LSR
Fortessa™ X-20. Para determinar la concentracion de los bead por citometria
de flujo se utilizan tantos eventos/andlisis y se realizé el andlisis estadistico de
las muestras. La informacion obtenida fue analizada con el software FloJo 7.6

(version 7.6, Tree Star)
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V. Ensayo de internalizacion de exosomas

Se uso el kit PKH67 Fluorescent Cell Linker (Sigma Aldrich). Se ocuparon 40 ug
de exosomas y como control negativo PBS. Los exosomas y el PBS fueron
diluidos en 150 pl de Diluyente C. Para el ensayo de internalizacion se mezclé 2
Ml de la sonda PKH67 con 300 ul de Diluyente C, se resuspendié suavemente y
se tomaron 150 ul para cada muestra. Estas fueron incubadas 15 min en
obscuridad, pasado el tiempo se les agregé 200 uyl de PBS y fueron
centrifugadas usando filtros Amicon (0,5ml, 100Kda) a 25009 durante 20 min. El
concentrado se resuspendié en 400 pl de PBS y se repitié la centrifugacion.
Finalmente el concentrado obtenido se resuspendiéo en 200 pl de medio de
cultivo libre de exosomas (Qiu et al., 2019)

Para el ensayo de internalizacion de los exosomas usando células ECV304, se
prepararon los vidrios agregando 40 pl de Polilisina (1mg/ml, Sciencell). Se
sembraron en placa de 24 pocillos 100.000 células ECV304 por pocillo en 500
Ml de medio de cultivo. Pasada las 18 h se cambié medio agregando 400 ul de
medio sin exosomas con 100 pl de los exosomas marcados durante 6 y 24 h.
Posteriormente se fijaron las células con 500 ul de PFA al 4% por 15 min, luego
se lavaron 2 veces con 500 ul de PBS por 10 min. Finalmente, las células
fijadas fueron montadas sobre 10 yl de medio de montaje Prolong Gold antifade
con DAPI (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y observadas en microcopio Olympus

BX43 (Paktinat et al., 2019)
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VI.

Cultivo y ensayo de viabilidad de células ECV 304

a) Cultivo de ECV304

Las células ECV304 fueron sembradas en medio de cultivo M199 (GIBCO BRL
Life Technologies, Bethesda, MD, USA), suplementado con 20% de SBF
(Biological Industries, Israel) y penicilina/estreptomicina (100 U/ml de penicilina
y 100ug/ml de estreptomicina, Gibco, Invitrogen). Las células fueron cultivadas

a 37°C bajo una atmésfera de 5% de CO..

VI._b) Ensayo de viabilidad con células ECV304

Se usaron 20.000 células ECV304 por pocillo en una placa de 96 pocillos con
medio M199 con 20% de SBF. Luego de 24 h, se cambié el medio de cultivo y
se incubaron las células con 100 ul de sobrenadante de EPC y EPC/NECA o
exosomas (100ug/ml, 500ug/ml, 1000ug/ml) obtenidos de las células EPC
tratadas o no con NECA. Pasada las 24 h de incubacién se agregaron 38 ul de
solucién XTT activada (Biotium) y luego de 2 h se midi6 la absorbancia del

reactivo XTT Formazan a 475 nm.
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VIl.- Ensayo de formacién de estructuras tipo capilares

En una placa de 96 pocillos se agregd sobre hielo, 50 ul por pocillo de una
membrana de matriz (Matrigel; Becton Dickinson) y se incub6 a 37°C por 45
min. Pasado el tiempo se agregd 30.000 células ECV304 por pocillo en 100 pl
de distintas condiciones: medio M199 con 20% de SBF, sobrenadante de EPCy
EPC/NECA (0,1 uM), exosomas (100 pg/ml, 600 ug/ml) aislados de EPC y
EPC/NECA. Luego de 3 y 6 h se tomaron fotos de los capilares formados y la
formacion de estructuras tipo capilares se analizé con el programa ImageJ (Sun

et al., 2018).

VIIl.- Andlisis Estadisticos

Los datos fueron procesados con el software Graph Prism (San Diego, CA,
U.S.A). El andlisis de las significancias estadisticamente fueron analizadas
mediante andlisis de varianza (ANOVA), segun corresponda. Los valores fueron
entregados como promedio mas error estdndar. Se consideré un p < 0, 05

como estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

I.- Adenosina favorece la formacion de nuevos vasos sanguineos en EPC
de 3 dias

Las EPC-3d muestran una forma redondeada sin caracteristicas morfolégicas
sugerentes de célula endotelial, similar a lo descrito por nuestro laboratorio y
otros autores (Sipos et al, 2009; Pearson 2010). Estudios de citometria de flujo
demuestran que luego de tres dias de cultivos existen tres subpoblaciones
celulares: CD34*/KDR" (0,29%); CD34*/KDR* (73,2%) y CD34/KDR* (24,1%)
(Fernandez et al., 2012).

Para analizar el efecto de los productos de secrecién de EPC estimuladas con
NECA (Agonista general de los receptores de adenosina) sobre la
angiogenesis, se realizaron ensayos en matrigel con células ECV304 y los
sobrenadantes de EPC estimuladas con NECA. Para esto se recolect6é el medio
luego de 24h de incubacién y se agregaron 100 ul de sobrenadante con una
concentracion de proteinas de 100 ug/ml. Los resultados demuestran que existe
una mayor formacion de estructuras tipo capilares en presencia de los
sobrenadantes (Figura 1.a) en comparacion al control (medio de cultivo para
ECV304). Al cuantificar la longitud de las estructuras capilares y los puntos de
ramificacion, se puede apreciar un aumento en longitud de los capilares

formados en presencia del sobrenadante de EPC/NECA (Figura 1.b), mientras
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gue no se obervaron diferencias significativas al analizar lo puntos los puntos de

ramificacion (Figura 1.c).
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Figura 1: Formacion de estructuras capilares de ECV incubadas con el
sobrenadantes de EPC. Formacion de estructuras capilares in matrigel de
ECV304 estimuladas con sobrenadantes de EPC y EPC/NECA fueron
incubadas durante 3 h en matrigel, luego se tomaron fotografias con el
microscopio Olympus BX43. En a) imagenes representativas de las estructuras
capilares sin estimulo (control) y con sobrenadantes de EPC y EPC/NECA. En
b) y c) se observa el grafico del largo de las estructuras tubulares y los puntos
de ramificacion, respectivamente, formadas bajo condiciones control y con

sobrenadantes EPC y EPC/NECA. Test ANOVA (p<0,05) (n =3).
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Il.- Expresion y secrecion de VEGF de EPC de 3 dias estimulados con
NECA

Existen publicaciones previas que indican que adenosina aumenta la expresion
y liberacion de VEGF desde células endoteliales, favoreciendo el proceso
angiogénico (Feoktistov et al., 2003; Feoktistov et al., 2002). Asi, se determind
el efecto de NECA sobre los niveles de mRNA para VEGF, para ello se aislo el
MRNA usando reactivo Trizol y posteriormente se realizo la sintesis de cDNA.
Como se muestra en la Figura 2, las curvas de amplificacién para B-Actina
demuestran que poseen un Ct < 21 definiendo un Threshold de 0,017. Para la
amplificacion de VEGF, los datos nos indican que existe amplificacion de este
gen en todas las muestras analizadas (Figura 3). Al realizar el analisis
cuantitativo del PCR en tiempo real utilizando el método de segunda derivada
de Ct (AACt), se observéd una disminucion en la expresion de VEGF-A en las

muestras tratadas con NECA (Figura 4).

Al cuantificar los niveles de VEFG A en el sobrenadante de las EPC control y
EPC estimuladas con NECA (0,1 yM) con bead de captura B8 especifico para
VEGF y analizadas por citometria de flujo, se observa que el rango de
concentracion de proteinas presente en el sobrenadante esta entre 10 y 50
pg/ml, siendo significativamente mayor en el sobrenadante de EPC tratadas con

NECA (Figura 5).

75



PM L2 3T 8 9 10

150 pb—

b)

0204

015
=010

005

0,00




Figura 2: Analisis expresion de B-actina en células EPC. El ARN total fue
extraido de cultivos de EPC de 3 dias, transcrito a cDNA y el PCR en tiempo
real fue realizado para (- actina (control interno). En a) se observa los
productos de PCR para -actina (150pb), mientras que en b) se aprecia la curva
de amplificacion para - actina. ¢) Curvas de melting para -actina. Carril 1= Mix
(control negativo), carril 2= cDNA (control positivo), carril 3= muestra 1 EPC,
carril 4= muestra 1 EPC/NECA, carril 5= muestra 2 EPC, carril6= muestra 2
EPC/NECA, carril7= muestra3 EPC, carril8= muestra3 EPC/NECA, carril9=

muestra 4 EPC, carril 10= muestra 4 EPC/NECA (n=4).
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Figura 3: Andlisis de la expresion de VEGF-A en EPC y EPC/NECA. El ARN
total fue extraido de cultivos de EPC de 3 dias, transcrito a cDNA y el PCR en
tiempo real fue realizado para VEGF-A. En a) se observa los productos de PCR
para VEGF-A (131pb); carril 1= Mix (control negativo), carril 2= cDNA (control
positivo), carril 3= muestra 1 EPC, carril 4= muestra 1 EPC, carril 5= muestra 1
EPC/NECA, carril 6= muestra 1 EPC/NECA, carril 7= muestra 2 EPC, carril 8=
muestra 2 EPC, carrii 9= muestra 2 EPC/NECA, carril 10= muestra 2
EPC/NECA. En b) se observa los productos de PCR para VEGF-A (131pb)
paras las siguientes muestras: carrii 1= cDNA (control positivo), carril 2=
muestra 3 EPC, carril 3= muestra 3 EPC, carril 4= muestra 3 EPC/NECA, carril
5= muestra 3 EPC/NECA, carril 6= muestra 4 EPC, carril 7= muestra 4 EPC,
carril 8= muestra 4 EPC/NECA, carril 9= muestra 4 EPC/NECA y en c) se
aprecia la curva de amplificacién para VEGF-A. d) Temperaturas de melting de

VEGF-A (n=4).

79



1.54

L
[ )
et 1.0- .i:; [ |
% r
< [ |
0.5-
0.0 : = &
d,é“'dl ¥
Czc’ Q?
&

Figura 4: Andlisis de la expresién de VEGF-A. Los niveles de expresion de
VEGF fueron determinados por gPCR en células EPC control y células tratadas
con NECA (24h, 0,1 pM). Resultados determinados mediante el método de

segunda derivada de Ct (AACt) (n=5). *p<0,05
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Figura 5: Analisis de la secrecion de VEGF-A. Los niveles de VEGF-A fueron
determinados por citometria de flujo utilizando el kit BD Cytometric Bead Array
(CBA) Human Soluble Protein Master Buffer Kit (Becton Dickinson) en los
sobrenadantes de EPC y células tratadas con NECA (24h, 0.1 uM) (* p<0,05)

(n=4).
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Estos resultados sugieren que el sobrenadante de EPC y EPC/NECA contiene
factores angiogenicos que estimulan la formacion de nuevos vasos sanguineos,
en donde VEGF-A esta presente en una mayor concentracion luego de

estimular con NECA.

Una vez analizados estos resultados se determind si en los sobrenadantes de

EPC existe VE que estimule la formacién de nuevos vasos sanguineos.

lll.- Aislamiento y caracterizacion de los exosomas liberados al medio

extracelular por las EPC de 3 dias

a) Separacidon de particulas extracelulares y caracterizacion por ensayo de

seguimiento de nanoparticulas (NTA)

Para la obtencion de las vesiculas, se realizaron dos procedimientos:
centrifugacion diferenciada y ultrafiltracion (Amicon). Como se muestra en la
Figura 6, el proceso de centrifugacion diferenciada fue evaluado mediante el
ensayo de seguimiento de nanoparticulas (NTA). Al analizar el tamafio de
vesiculas obtenidas desde cultivos con 4 x 108 EPC y EPC mas NECA, nos
indica que existen distintas poblaciones de vesiculas, con un tamafio entre 89 a
los 220 nm de diametro, y la concentracién fue entre los 70-175 x 106
particulas/ml (Figura 6). El andlisis indica tambien que el tamafo de la

poblacion de particulas es diversa, por lo tanto, no hubo una buena separacion
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de las vesiculas o bien destruccion de las vesiculas durante el proceso de ultra
centrifugacion.

Como no fue posible obtener exosomas puros mediante el proceso de
ultracentrifugacion, se opté por otro método menos agresivo que consiste en
Ultrafiltracion con filtros Amicon®. En una primera instancia, se analizé el medio
de cultivo basal depletado de exosomas que posee una concentracion de
vesiculas de 13,2 x107 particulas /ml similar a lo observado con PBS usado
como control negativo (Figura 7.a).

Los sobrenadante de EPC y EPC/NECA obtenidos de cultivos de 2 x 108 células
obtenido a partir de 50 ml de sangre periférica (Figura 7) indican que las
vesiculas de EPC control (sin NECA) poseen un tamafio promedio de 127 nm
con una moda de 90 nm y una concentracion de 66,7 x 10’ particulas/ml, en
cambio las vesiculas del sobrenadante de EPC estimuladas con NECA, tienen
un tamafio promedio de 136 nm con una moda de 104 nm y una concentracion

de vesiculas fue de 77,3 x 107particulas/ml (Figura 7.b).

El segundo protocolo de purificacién se utilizaron filtros Amicon®, a partir de
100 ml de sangre periférica, de tal forma de obtener una mayor cantidad de
EPC (4 x 10° células iniciales). Ademas, se incluy6 el sobrenadante de la linea
celular ECV304, para relacionar el numero de vesiculas de una linea celular
(ECV304) y un cultivo primario de EPC (Figura 8). Al analizar los datos

obtenidos del NTA para las vesiculas de EPC con y sin NECA, se demuestra la
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existencia de dos peak, el primero a 80,5 nm y el otro a 150 nm, mientas que el
sobrenadante control ademas aparece un tercer peak a 170 nm. Al cuantificar
el nimero de vesiculas presentes en sobrenadantes, se demuestra que existe
una mayor cantidad de vesiculas en el sobrenadante de las células EPC/NECA
(Figura 8.b) en comparacion con las células sin estimular. Las vesiculas de EPC
poseen un tamafio promedio de 125 nm (moda de 106 nm) y una concentracion
de 7 x 10%° particulas/ml, mientras que las vesiculas de EPC/NECA poseen un
tamarfio de 124 nm (moda de 83) y una cantidad de 9,5 x 10%° particulas/ml
(Figura 8.b). Las vesiculas obtenidas de la linea celular ECV304 poseen un
tamafo promedio de 118 nm (moda de 95 nm) y una concentracion de 2300 X
108 particulas/ml (Figura 8.b). Es importante sefialar que la gran cantidad de
vesiculas obtenidas desde ECV304 fue debido a que se utilizaron 10 x 108
células, a diferencia del sobrenadante de EPC en donde se emplearon 4 x 10°

células adheridas a la placa de cultivo.
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Figura 6: Obtencion de vesiculas mediante ultra centrifugacién. Las EPC
de 3 dias fueron cultivadas desde 100 ml de sangre periférica y se obtuvo un
cultivo de 4 x 108células tanto de EPC como de EPC/NECA. Desde el
sobrenadante de estas células se utilizd centrifugacion diferenciada para poder
obtener VE. En A) se observa la curva de concentracion (particulas/ml) vs
tamafio (nm) de las vesiculas aisladas del medio (medio depletado o medio de
cultivo), PBS, medio control (Sobrenadante de EPC), medio NECA
(Sobrenadante de EPC/NECA), B) Gréaficos del Promedio, Moda y la
Concentracion de las vesiculas en el Medio NECA, Medio Control, Medio y en
PBS (n=1).
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Figura 7. Obtencién de vesiculas obtenidas desde EPC por ultra filtracion.
Datos de las vesiculas liberadas por EPC y EPC/NECA obtenidas de cultivos de
2 x 10% EPC obtenidos desde 50 ml de sangre periférica, en A) se observa el
grafico de concentracion (particulas/ml) vs tamafio de particula (nm), en B) los
datos del promedio, moda y concentracion de las vesiculas obtenidas de EPC
control (sobrenadante de EPC), EPC NECA (sobrenadante de NECA) y medio
depletado (n=1).
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Figura 8: Obtencion de exosomas de EPC (obtenidos de cultivos con 100
ml de sangre periférica) y ECV304 mediante ultra filtracion. Se utilizé un
cultivo 4 x 10 EPC y EPC/NECA obtenidas desde 100ml de sangre periférica,
el sobrenadante de EPC de 3 dias fue colectado para posteriormente realizar la
ultrafiltracién. En A) se observa el grafico de Concentracion (particulas /ml) vs
tamafio de particulas (nm) liberadas por ECV304, EPC control, EPC NECA, en
B) se aprecia el grafico de concentracion de vesiculas y en C) los datos del
promedio y moda de vesiculas obtenidas de ECV304, EPC control, EPC NECA,
medio de cultivo, PBS (n=2).
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Una nueva separacion de particulas extracelulares fue realizada (Figura 9) para
ello se usé un cultivo celular de 8 x 10® de EPC obtenidos de 200 ml de sangre
periférica y se emplearon las ECV304 (20 x 10° células) como control. Como se
observa en Figura 9.a el medio de cultivo basal depletado de exosomas posee
una concentracion de vesiculas de 1,4 x108 particulas /ml similar a lo observado
con PBS, usado como control negativo. Al analizar la grafica de la Figura 9.a los
analisis de NTA demuestran que el nimero de vesiculas obtenidas de células
EPC/NECA es significativamente mayor al nimero las vesiculas obtenidas con
EPC. La cantidad de vesiculas en EPC/NECA corresponde a 2,5 X
10'particulas/ml, superior al numero de vesiculas obtenidas de EPC control
(1,4 x 10 particulas/ml). La moda para los exosomas de EPC/NECA y EPC fue
de 119 nm (Figura 9.b). Estos datos confirman que al enriquecer la separacion
con una mayor cantidad de sobrenadantes de EPC, es posible obtener una
buena recuperacion de vesiculas desde Células Progenitoras Endoteliales

(Tabla 6).

Como era de esperar la cantidad de vesiculas presentes en el sobrenadante de
ECV304 se duplico al haber una mayor cantidad de células. En la Figura 9.b. se
muestra que la concentracién fue de 5,4 x 10! vesiculas/ml con una moda de

101 nm para las ECv-304.
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Figura 9: Obtencion de exosomas de EPC (obtenidos de cultivos con 200
ml de sangre periférica), mediante ultra filtracion: Se utilizé6 un cultivo 8 x
106 EPC y EPC/NECA obtenidas desde 200ml de sangre periférica, el
sobrenadante de EPC de 3 dias fue colectado para posteriormente realizar la
ultrafiltracién. En A) se observa el grafico de Concentracion (particulas /ml) vs
tamafio de particulas (nm) liberadas por ECV304, EPC control, EPC NECA, en
B) se aprecia la concentracién y tamafio promedio de lasVE y en C) los datos
de la moda de vesiculas obtenidas de sobrenadante de ECV304, EPC control,
EPC tratadas con NECA, medio de cultivo depletado y PBS (n=3).
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Tabla 6. Resumen de los datos de NTA obtenidos de VE de EPC y EPC/NECA

Extraccion con 50 ml
de Sangre Periferica

Extraccion con 100 ml
de Sangre Periferica

Extraccion con 200 ml
de Sangre Periferica

EPC EPC/NECA EPC EPC/NECA EPC EPC/NECA
Numero de
EPC 2 x 1060 2 x 108 4 x 100 4 x 106 8 x 106 8 x 106
Moda para el
tamaiio de VE
(nm) 90 104 106 83 119 119
Concentracion
(particulas/ml)| 66x 107 | 77 x 10’7 7x101° | 9,4x10%° | 1,4x10"| 2,5x 10"
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Ill. b) Caracterizacion de células progenitoras endoteliales por citometria de

flujo.

Para evaluar la expresion de marcadores de superficie en los exosomas,
primero se determind su presencia en la superficie de las EPC, esto es debido a
que estas VE comparten marcadores con las células que los producen. Se
analizaron lo marcadores de exosomas CD63, CD81, ademas de los
marcadores endoteliales CD34+ y KDR+ (VEGFR?2), tanto en EPC control como
en células tratadas con NECA. Ademas, se analizaron las poblaciones de EPC
(Figura 10.a), y la expresién de CD63, CD81, CD34 y KDR (Figura 10). Se
observa que las EPC son positivas para CD63, CD81 y débilmente positivas
para CD34 y KDR. No se observaron cambios en la expresion de estos

marcadores cuando las células fueron tratadas con NECA.

Las figuras 11 y 12 muestran el porcentaje de células positiva para CD34, CD63
y CD81, para las EPC sin tratar el 18,6% de la poblacion total de células es
positiva para CD34+, un 0,622% para KDR, un 53% son positivas para CD63 y
52% son para CD81. En cambio, al tratar las células con NECA la poblacion de
células EPC positivas para CD34+ (27%), KDR+ (0,785%), CD63+ (50%) y para
CD81+ (55%) se observa una tendencia a aumentar la poblacién de EPC
positivas para estos marcadores de superficie. Una vez caracterizadas las EPC
se procedid a realizar citometria de flujo de las vesiculas aisladas mediante

beads con un anticuerpo antiCD63.
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Figura 10: Caracterizacion fenotipica de las células progenitoras
endoteliales. Las EPC fueron cultivadas por 3 dias, recuperadas con tripsina y
analizadas por citometria de flujo. En a) EPC y en b) EPC tratadas con NECA.
Las células fueron caracterizadas por citometria de flujo empleando los
marcadores CD34, KDR, CD63 y CD81. En c) se observa el resumen del
analisis de las poblaciones celulares EPC y EPC/NECA para los marcadores
CD34, KDR, CD63 y CD81.
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Figura 11: Cuantificacién de la expresion de CD34, KDR, CD63 y CD81 en
células progenitoras endoteliales. Las células progenitoras fueron cultivadas
por 3 dias, despegadas con tripsina y analizadas por citometria de flujo. En a)
se observa la separacion de la poblacion celular (EPC) por granularidad y
tamafio y en b) se aprecia la identificacion de las proteinas CD34, KDR, CD63 y

CD8L1 en células progenitoras endoteliales de 3 dias.
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Figura 12: Cuantificacion de la expresion de CD34, KDR, CD63 y CD81 en
células progenitoras endoteliales tratadas con NECA. Las células
progenitoras fueron cultivadas por 3 dias, recuperadas con tripsina y analizadas
por citometria de flujo. En a) se observa la separacion de la poblacion celular
(EPC) por granularidad y tamafio y en b) se aprecia la identificaciéon de las
proteinas CD34, KDR, CD63 y CD81 en células progenitoras endoteliales
estimuladas con NECA.
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lll.c) Citometria de flujo de las vesiculas proveniente de EPC y EPC tratadas
con NECA

La estandarizacion de la citometria de flujo se realizé a partir de las vesiculas
de ECV304 con distinto numero de células. Las vesiculas aisladas de ECV304
desde sobrenadante de un cultivo celular con 10 x 10° células poseen expresion
positiva para CD34 (0,187%), CD63 (97,7%) y CD81 (95,7%) (Figura 13). Al
comparar estos resultados con las vesiculas aisladas desde sobrenadante de
20 x 10° células, se puede apreciar una tendencia al aumento en la expresion
de CD34 (2,02%) pero sin cambios en los niveles de CD63 y CD81. Una vez
establecidos los pardmetros para el analisis de la citometria, se realizé la
caracterizacion de los exosomas de EPC a las muestras cuyo NTA dio mejores
resultados que fueron las muestras con cultivos de EPC de 100 y 200 ml de
sangre periférica. Los analisis con vesiculas aisladas de cultivos de EPC desde
100 ml de sangre periférica demuestran que expresan CD34+, CD63+ y CD81+
(Figura 14.a). Al comparar los resultados de las vesiculas de EPC obtenidas
desde 200 ml de sangre periférica (Figura 14.b), se puede apreciar una una
mayor tendencia de VE positivas para CD81 (94,4%) y CD63 (92,9%) en
comparacion con las vesiculas aisladas desde cultivos de EPC de 100 ml de
sangre periférica CD63 (1,69%) y CD81 (0,160%). Ademas, existe una mayor
tendencia a obtener VE CD34+ con 200 ml de sangre periférica. Al realizar la
caracterizacion por citometria de flujo de las vesiculas obtenidas de EPC
estimuladas con NECA existe una variacion en la expresion de CD63 y CD81

tanto en vesiculas provenientes de un cultivo de 100 y 200 ml de sangre
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periférica (Figura 15) siendo CD63 y CD81 aparentemente las mas variables en
las VE aisladas de cultivos de 200ml se sangre periférica. Ademas, existe una
tendencia en la disminucion en la expresion de CD34 en las vesiculas de EPC
tratadas con NECA tanto en 100 y 200 ml de sangre periférica al comparar con

las VE aisladas de EPC sin tratar (Figura 14, 15).
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Figura 13: Expresiéon de marcadores en microvesiculas aisladas de
sobrenadante de ECV304. Las VE de ECV 304 fueron aisladas por
ultrafiltracion, incubadas con el kit Exosome-Human CD63 Isolation/Detection
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y marcadas con anticuerpo anti CD34, KDR,
CD63 y CD81. En a) se observa la cantidad de VE aisladas desde 10 x 10°
células ECV304. En b) se aprecia la cantidad de VE aisladas desde 20 x 106
células ECV304.
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Figura 14: Caracterizacion de exosomas proveniente de sobrenadante de
EPC. Las VE de EPC de 3 dias fueron aisladas por ultrafiltracion, incubadas
con el kit Exosome-Human CD63 Isolation/Detection (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) y marcadas con anticuerpo anti CD34, CD63 y CD81. En a) se observa la
cantidad de VE aisladas desde 4 x 10° células EPC obtenidas de 100 ml de
sangre periferica. En b) se aprecia la cantidad de VE aisladas desde 8 x 10°

células EPC obtenidas de 200 ml de sangre periférica.
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Figura 15: Caracterizacion de exosomas proveniente de sobrenadante de
EPC tratadas con NECA. Las VE de EPC/NECA de 3 dias fueron aisladas por
ultrafiltracion, incubadas con el kit Exosome-Human CD63 Isolation/Detection
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y marcadas con anticuerpo anti CD34, CD63 y
CD81. En a) se observa la cantidad de VE aisladas desde 4 x 10° células
EPC/NECA obtenidas de 100 ml de sangre periférica. En b) se aprecia la
cantidad de VE aisladas desde 8 x 10° células EPC/NECA obtenidas de 200 ml
de sangre periférica.

109



IV) Cuantificacion del efecto de los exosomas liberados sobre la viabilidad
de células ECV304.

Para evaluar el efecto bioldgico de las exosomas producidos por las EPC, se
determind el efecto de distintas concentraciones de exosomas sobre la
viabilidad de las ECV-304. Para ello se realizo6 una curva de crecimiento celular
con el fin de determinar la cantidad de células apropiada para realiza el ensayo
de viabilidad celular. Como se muestra en la Figura 21, existe un aumento
proporcional en la absorbancia al aumentar el niumero de células. A partir de
estos datos se determind usar 30000 células/pocillo, ya que se observo una

relacion lineal.

Posteriormente, se procedié a realizar el ensayo de viabilidad celular con el
medio depletado de exosomas y exosomas provenientes de EPC control y
estimuladas con NECA. Los resultados indican que luego de 24 horas de
incubacion existe una disminucion del 20% en la viabilidad en células ECV304
cuando fueron tratadas con el medio depletado de exosomas. En las células
incubadas con 100 o 500 pg/ml de exosomas de EPC, no existe un aumento en
la cantidad de las células, ECV304. Al realizar la incubacion con 1000 pg/ml de
exosomas de EPC, no existen cambios enel numero de células ECV304. Pero,
cuando estas células fueron incubadas con VE provenientes de EPC tratadas
con NECA se observa un aumento estadisticamente significativa de 38% la

poblacion de ECV304 (p<0,05) (Figura 16).
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Figura 16: Efecto de los exosomas sobre la viabilidad de células ECV-304.
En A) se observa la curva de proliferacion celular para ECV304. La Figura B)
muestra la absorbancia de reactivo XTT a 475 nm paras las distintas
concentraciones de exosomas de EPC y EPC/NECA. En C) se observa el
porcentaje de células ECV304 vivas en relacion al control sin tratar y tratadas
con diferentes concentraciones de microvesiculas. Los datos analizados
corresponde a 2 cultivos realizados en duplicado (test anova, valores p<0,05).

C+ = control positivo, MD = medio depletado de exosomas, ns = no significativo.
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V) Ensayo de internalizacion de exosomas

Se realizaron ensayos de internalizacion de exosomas para confirmar si existe
incorporacion de las vesiculas en la célula. Para realizar la estandarizacion, se
ocupd vesiculas provenientes de ECV304, para ello las vesiculas (40 ug) fueron
incubadas con la sonda fluorescente PKH67 por 15 min y luego lavadas con
PBS. Como control negativo se us6é PBS. Los resultados mostrados en la figura
17.a demuestran que luego de 6 h de incubacién con las vesiculas marcadas,
se aprecia incorporacion de estas a las células ECV304. Mientras el control
negativo no existe sefial de fluorescente (Figura 17.a) por el contrario, luego de
24 horas de incubacién, se observa un aumento significativo en sefial
fluorescente en las células ECV304, lo que demuestra la internalizacion de las
vesiculas, pero el control negativo con PBS también posee sefial fluorescente
(Figura 17.B). A partir de estos resultados se usara la incubacion con 6 h en los
ensayos de internalizacion de las vesiculas de EPC y EPC/NECA en las células
ECV304.

Luego de definir los parametros de trabajo con la sonda PKH67, se realiz6 la
incubacion de las vesiculas provenientes de EPC control y estimuladas con
NECA. Para esto se ocupd 40 ug de vesiculas de cada condicion, las que
fueron marcadas con PKH67. La incubacion de ECV304 con las vesiculas
marcadas induce un aumento en la internalizacion de ambas vesiculas en las

células ECV304 (Figura 18). El control negativo con PBS no emiti6 sefial. No se
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observaron diferencias en la internalizacion de vesiculas marcadas en aquellas

provenientes de EPC control v/s estimuladas con NECA.
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VE

PBS

Figura 17: Incorporacion de VE en células ECV304. Las VE de ECV 304
fueron marcadas con la sonda PKH67 por 15 min, como control negativo se usé
PBS. Luego de la internalizacion de las VE marcadas a las células ECV304 se
obtuvieron fotos por microscopia de fluorescencia luego de 6 h y 24 h de

incubacion (n=3).
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VE de EPC VE de EPC/NECA

PBS

Figura 18: Internalizaciéon de VE aisldas desde EPC y EPC tratadas con
NECA en células ECV304. Las VE de EPC y EPC/NECA fueron marcadas con
la sonda PKH67 por 15 min y como control negativo se usé PBS. Luego de la
internalizacion de las VE marcadas a las células ECV304 por 6 h se obtuvieron
fotos de la sefal fluorescente. Se observa la imagen de fluorescencia de ECV
304 tratadas con VE de EPC y VE de EPC EPC estimuladas con NECA (n= 3).
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VI) Formacion de estructuras tipo capilares

Para estudiar la formacion de estructuras capilares se ocuparon células
ECV304 que se han reportado que son capaces de formar capilares similares a
los que forma una célula endotelial.

Se utilizaron vesiculas de ECV304, EPC control y EPC estimuladas con NECA
por 3y 6 h. Luego de 3 h de incubacién, con 100 ug/ml de VE se puede
observar que los capilares son gruesos y alargados, ademas se aprecia una
mayor cantidad de capilares en las células tratadas con VE de EPC/NECA en
comparacion con VE de EPC sin tratar (Figura 19). A las 6 h de incubacién
existe una mayor formacion de capilares, en comparacion con las ECV304
tratadas por 3 h (Figura 19 y 20). Ademas, se aprecia formacion de vasos en el
control con el medio depletado (MD).

Al analizar las fotografias con el programa Imagel, se determina
cuantitativamente la formacion de capilares. Existen diferencias significativas (p
= 0,0126) soblo en el largo de las estructuras tubulares siendo la incubacién con
3 h la que generd una mayor diferencia con VE de EPC/NECA (Figura 19). Los
puntos de ramificacién de los capilares no presentan diferencias significativas a

las 3 h de incubacion.
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Figura 19: Formacion de estructuras tipo capilares en ECV304 tratadas
con microvesiculas de EPC durante 3 horas. Las células ECV 304 se
incubaron por 3 h con 100ug/ml de VE de EPC y EPC/NECA. Luego del periodo
de incubacion se tomaron fotografias de campo claro con el micropio Olympus
BX43. En A) se observan los capilares formados por las células ECV304 que
han sido incubadas con VE provenientes de EPC (EPC C), EPC+ NECA (EPC
N), ECV304 vy medio depletado (C-). En B) se muestra los analisis de los
nameros de puntos de ramificacion y las unidades de longitud de las estructuras

tubulares formadas. * p< 0,05 y ns = no significativo (n=3).
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Figura 20: Formacion de estructuras capilares en ECV304 tratadas con
vesiculas extracelulares de EPC durante 6 horas. Las células ECV 304 se
incubaron por 6 h con 100pg/ml de VE de EPC y EPC/NECA. Luego del periodo
de incubacion se tomaron fotografias de campo claro con el micropio Olympus
BX43. En A) se observan los capilares formados por las células ECV304 que
han sido incubadas con VE provenientes de EPC (EPC C), EPC+ NECA (EPC
N), ECV304 y medio depletado (C-). En B) se muestra la cuantificacion de los
nameros de puntos de ramificaciéon y de las unidades de longitud de las

estructuras tubulares formadas. *p=<: 0,05y ns = no significativo (n = 3).
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A las 6 horas, no se generan diferencias significativas en los puntos de
ramificacion de los capilares (Figura 20), sin embargo, el largo de estructuras
tubulares es mayor con VE de EPC/NECA en comparacion a las células que

solo fueron incubadas con medio depletado (Figura 20).

Debido a que sélo hubo diferencias entre los capilares estimulados con
microvesiculas de EPC y EPC/NECA a las 3 horas, se realiz6 la incubacién con
una mayor cantidad de microvesiculas, para ellos se emplearon 600 ug/ml y se
evaluo la formacion de estructuras tipo capilares. Como demuestra la Figura 21,
la incubacién con 600 ug/ml de microvesicular aumenta la formacion de redes
de capilares. Ademas, el largo y los puntos de ramificacion de los capilares
formados con la estimulacion de las VE de EPC/NECA es significativamente
mayor (p < 0,0001) en comparacion con las microvesiculas provenientes de

EPC sin tratar (Figura 21).
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Figura 21: Formacion de estructuras capilares en ECV304 tratadas con
distintas concentraciones de microvesiculas de EPC. Las células ECV304
se incubaron con 100 pg/ml y 600ug/ml de VE provenientes de EPC,
EPC/NECA, ECV304 y Medio Depletado (c-), luego de 6 horas se tomaron
fotografias a los capilares formados mediante el microcopio Olympus BX43. En
A) se oberva los capilares formados por las células ECV304 estimuladas con
las distintas VE y en B) se aprecia la cuantificacion de los nimeros de puntos
de ramificacion y de las unidades de longitud de las estructuras tubulares

formadas. *p< 0,0001 y ns = no significativo (n =3).

124



DISCUSION

Celulas progenitoras endoteliales

Las caracteristicas fenotipicas, funcionales y de expresion de genes asociados
a la diferenciacion celular en las hEPC sugieren que correponderian a un
fenotipo progenitor temprano segun lo establecido por Ashara et al, 1997. Las
hEPC de tres dias de cultivo mostraron ser morfolégicamente redondeadas, sin
mayores cambios citoplasmaticos. Estos resultados concuerdan con los datos
aportados por Hurt et al, 2005 y Guzman-Gutiérrez et al 2010, puesto que sus
evidencias demuestran que estas células en etapas tempranas presentan
similar morfologia, son células redondeadas de borden bien definidos sin
caracteristicas fenotipicas de célula endotelial (Hur et al, 2004). De igual forma
los marcadores de inmadurez celular como CD34* (Sipos et al, 2009; Pearson
2010; Guzman-Gutiérrez et al, 2010) y de fenotipo endoteliales como KDR* se
expresan en este tipo celular. Los andlisis por citometria de flujo indican que a
tres dias de cultivo el 18% de células su fenotipo es CD34* y 0,6% son KDR+
estos resultados son concordantes con otros estudios que sugieren que las
EPC son originalmente definidas por expresar CD34* y el receptor de dominio
kinasa (KDR*) (Guzman-Gutiérrez et al, 2010). Por lo tanto, se puede
establecer que las hEPC-3d son un tipo celular inmaduro con caracteristicas

inmunofenotipicas endoteliales.
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Adenosina estimula la liberacién de VEGF en EPC.

Como ha sido comentado ampliamente no solo las EPC participan en
fendbmenos de vaso regeneracion, sino también adenosina contribuye en estos
procesos. Adenosina es capaz de modular el sistema cardiovascular mediado
por sus 4 receptores A1, Aza, Azs, As. Por ejemplo, la formacion de vasos
sanguineos es un mecanismo que es llevado a cabo por la migracién,
proliferacion de células endoteliales y la formacion de estructuras tubulares tipo
vaso sanguineos (Adair et al., 2005). En este proceso de angiogenesis se ha
determinado que adenosina ejerce efectos mitogénicos sobre las células
endoteliales al activar a las receptores A1, A2ay Az2s (Dubey et al., 2002; Ahmad
et al., 2009; Clark et al., 2007). Al activar al receptor A1 en monocitos de sangre
periférica, liberan VEGF lo que aumenta en un 2% al estimular a las células con
adenosina. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en esta tesis que
sugieren que el tratamiento con NECA aumenta la secrecion de distintos
factores angiogénicos incluidos VEGF. Similares resultados fueron aportados
por estudios in vivo, empleando membrana corioalantoidea de pollo. Estos
resultados muestran el efecto angiogenico del receptor A1, su activacion
aumenta la formacion de vasos sanguineos los cuales disminuyen en presencia
de un antagonista del receptor A1 (WRC-0571), no existiendo cambios en la
formacién de estructuras capilares al activar Aza, A2s y Asz. Otro estudio usando
EPC de sangre periférica, indica que al estimularlos con un agonista selectivo

de A2a (CGC21680) estas células inducen migracion y movilizacion in vitro, lo
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gue podria ser un mecanismo de estimulacion de la formacién de nuevos vasos
sanguineo ante una situacion de hipoxia (Chen et al., 2018, Fernandez et al,
2012). En un estudio realizado con EPC estimuladas con adenosina y
sembradas sobre un biomaterial, se determind que mejora significativamente la
cicatrizacion de heridas en ratas diabéticas y aumenta la sobrevida de las EPC
(Chen et al., 2015). Esto podria aplicarse a pacientes con Diabetes pudiendo
mejorar la cicatrizacion de heridas principalmente en el pie diabético.

El efecto angiogenico de adenosina se genera debido a la estimulacion de la
liberacion de factores angiogénicos y es dependiente del tipo celular que
estimule. Es asi, como en células endoteliales humanas de cordon umbilical
(HUVEC) y células endoteliales de la microvasculatura humana (HMEC-1)
estimuladas con un agonista no selectivo de los receptores de adenosina
(NECA), solo HMEC-1 libera al medio extracelular IL-8, bFGF, VEGF esto se
debe a que la via de sefalizacion activada por los receptores de adenosina es
distinta para cada tipo celular endotelial por lo tanto, la activacion de los
receptores de adenosina generara diversas respuestas celulares (Feoktistov et
al., 2002). Junto con liberar factores angiogenicos, adenosina puede inhibir la
secrecion de factores anti angiogénicos como Trombospondina-1 (TSP1) al
activar especificamente el receptor A2a en células de la microvasculatura
humana (HMVEC) (Desai et al., 2005).

En condiciones de hipoxia existe un aumento de adenosina al medio

extracelular que activa a los receptores de adenosina los cuales aumentan la
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expresion del factor inducible por hipoxia (HIF-1a) el cual activa la transcripcion
de VEGF al unirse a secuencias especificas en el promotor del gen (Forsythe et
al.,, 1996; Semenza et al., 2001). La expresion ha sido determinada por
tratamientos con adenosina 0 agonistas solos 0 en combinacion con
antagonistas y se ha determinado que Aza y Azs son los principales receptores
qgue estimulan la expresion de esta proteina en células endoteliales (Feoktistov

et al., 2003).

En este trabajo hemos realizado el estudio de la expresion de VEGF
estimulados con un agonista no selectivo de los receptores de Adenosina,
NECA. Los estimulos en las células EPC con NECA fueron realizados a una
concentracion de 0,1uM y bajo condiciones de normoxia, los niveles de VEGF
detectados en esta tesis son de 8-44 pg/ml. La produccién de VEGF inducida
por la activacion de los receptores de adenosina ha sido determinado en
HMEC-1 mediante ELISA, los resultados demuestran que en el sobrenadante
de estas células existe una concentracion < 50 pg/ml (Feoktistov et al., 2002),
estos resultados son similares de los detectados en EPC de 3 dias estimuladas
con NECA. Las cuatro muestras de EPC de distintos pacientes poseen una
mayor concentracion de VEGF cuando son estimulados con NECA (13-
44pg/ml) (Figura 5). En paralelo, se pudo determinar que la expresion del gen
de VEGF esta disminuida cuando las células EPC fueron incubadas con NECA
(Figura 4) pero la proteina presente en el sobrenadante aumenta (Figura 5).

Estos resultados nos indican que NECA estaria estimulando la liberacion de
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esta proteina al sobrenadante de células y se contradice con los resultados
presentados por Feoktistov et al., que indica que NECA no estimularia la
liberacion de VEGF en condiciones de normoxia en HUVEC vy células
musculares lisas (Feoktistov et al., 2004). Estos tipos celulares normalmente
expresan receptores Aza y Azs, pero en condiciones de normoxia el receptor Aza
predomina. En cambio, se ha establecido que en condiciones de normoxia los
receptores que predominan en las EPC son Aza, A2s y Az (Fernandez et al.,
2012), por lo tanto el mecanismo de accion de NECA en este tipo celular seria

principalmente a través de estas proteinas.

En condiciones de hipoxia las células endoteliales adoptan un fenotipo
angiogénico que promueve la expresion de VEGF inducido por adenosina, se
ha determinado en células HUVECs y musculares lisas que existe una
sobreexpresion del receptor A2s y una baja expresion en el receptor Aca,
ademas existe una sobreexpresion de VEGF inducido por adenosina y NECA
aumenta su liberacion de VEGF entre un 0,5% a un 2,5% (Feoktistov et al.,
2004). ElI mecanismo por el cual adenosina intracelular o extracelular puede
activar la angiogénesis es aun desconocido, pero estudios presentados por Xu
et al., demostraron que bajo condiciones de hipoxia se estimula el factor
inducible por Hipoxia (HIF-1) en células endoteliales (HUVEC, MAECSs). Esta
proteina reduce la expresion de la enzima ADK (adenosina quinasa) lo que
genera un aumento de adenosina intracelular y VEGFR2 promoviendo la

proliferacion, migracién y formacion de capilares (Xu et al., 2017).
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Aislamiento vy caracterizacion de los microvesiculas liberados por las EPC
de 3 dias, en presencia de adenosina, al medio extracelular

Las microvesiculas son capaces de mediar la comunicacion intercelular e influir
en la formacién de nuevos vasos sanguineos (Li et al., 2016). Nuestros
resultados muestrasn que las EPC incubadas NECA seria un estimulo que
favorece la liberacion de VE, tal como lo demuestra el ensayo NTA realizado.
Existe una mayor cantidad de estas vesiculas en las muestras de EPC tratadas
con el agonista no selectivo de receptores de adenosina lo que podria indicar,
que al estimular los receptores de adenosina aumenta la liberacion de VE
desde las células progenitoras endoteliales. En la actualidad no existe
informacion si adenosina puede estimular la liberacion de VE en EPC solo se ha
indicado que en condiciones de hipoxia las células mesenquimales generan VE
enriquecidas en factores angiogenicos (Chen et al., 2014; Xue et al., 2018; Han
et al., 2019; Zhu et al.,, 2018), aumentando la proliferacién de células

endoteliales y formacién de estructuras capilares (Zhang et al., 2012).

Aislamiento de VE desde sobrenadante de EPC y EPC/NECA.

El primer método usado para aislar las vesiculas fue la centrifugacion
diferenciada, este es un método convencional que permite aislar lipoproteinas,

complejos de proteinas pero, no es adecuado para aislar exosomas desde
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muestras clinicas debido a que consume mucho tiempo, requiere costosos
equipamiento e incluye largos periodos de centrifugacion (Gurunathan et al.,
2019). Junto con estas limitantes, la ultracentrifugacion no puede asegurar la
absoluta separacion por tamafio de VE debido a que la sedimentacion de estas
depende de la composicion que posean y generalmente ocurre agregacion de
las vesiculas que interfiere con la separacion individual de estas. Ademas, la
centrifugacion a alta velocidad (>100000g) genera contaminantes que pueden
eliminarse lavando el pellet final con PBS, pero este paso reduce la cantidad de
VE obtenidas (Witwer et al., 2013). En esta tesis el uso de la ultracentrifugacion
no fue efectivo, se obtuvo una pobre separacion de exosomas (Figura 6). Por

eso se decidié cambiar de metodologia y emplear un sistema de ultrafiltracion.

El método de ultrafiltracion utilizando filtros Amicon® (Figura 7) permitio
separar las vesiculas de EPC similar a lo reportado por Gurunathan et al., 2019;
Merchant et al., 2010; Alvarez et al., 2012. Este sistema separa los exosomas
usando membranas de filtracion y separando por peso molecular o limite de
exclusién por tamafio (Zeringer et al., 2015). Este método es rapido, no requiere
alto costo de equipamiento. Ademas, es facil de integrar en practicas clinicas y
se podria utilizar para obtener los exosomas de una gran cantidad de muestras
clinicas como sangre, plasma (Peterson et al., 2015) y medios condicionados.
La desventaja de este método es que permite recuperar exosomas de distintos
tamafos tal como lo demuestran los resultados obtenidos en la Figura 7a y 8a,

donde se aprecian distintos peak en la grafica de NTA que corresponden a
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distintas poblaciones de exosomas. Otra desventaja de este método es que
podria co-aislar agregados de proteinas junto a las vesiculas (Peterson et al.,

2015).

Liberacion de VE en cultivos de EPC tempranas

Para lograr una buena obtencién de vesiculas desde las EPC se aislaron
exosomas desde cultivo con una muestra de 50, 100 y 200 ml de sangre
periférica. Se puede observar que con 50 ml de sangre (Tabla 6) la cantidad de
vesiculas es menor a 108 particulas/ml, con 100 ml (> 10 x 10%° particulas/ml) y
con 200 ml de sangre (Figura 9) la concentracion promedio fue de 2 x 10!
particulas/ml. Segun literatura lo ideal es obtener mas 10 x 108 particulas /ml
para que el analisis de NTA tenga una mejor precisién (Dragovic et al., 2011),
por lo tanto los datos obtenidos con 100 y 200 ml de sangre son confiables que
los datos obtenidos con 50 ml de sangre periférica. Con 50 ml de sangre se
obtuvo un cultivo de 2 x 10% de EPC y EPC/NECA, con 100 ml de sangre
periférica se obtuvieron 4 x 10° células a diferencia de cultivos con 200 ml de
sangre periférica donde obtuvimos 8 x 10° células en ambas condiciones, esta
diferencia se refleja en la cantidad mayor de VE que se pudo obtener con una
mayor cantidad de células (Tabla 6). Ademas, la moda de las VE obtenidas con

los cultivos de EPC de 100ml de sangre periférica corresponde a 106nm y
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83nm para las vesiculas obtenidas de EPC y EPC/NECA, con 200 ml de sangre
periférica las VE de EPC poseen una moda de 119nm al igual que las VE de
EPC/NECA. Estos resultados son <130nm y son apoyados por otros
investigadores que aislaron VE desde EPC (Li et al., 2016; Cantaluppi et al.,

2018; Ranguino et al., 2012) validando los resultados obtenidos.

Existen diferencias significativas en cuanto a la cantidad de las vesiculas
liberadas por ECV304 en comparacion con las EPC. Las vesiculas obtenidas
por ECV 304 (20 x 108 de células) fue de 5,4 x 10! particulas/ml, a diferencia
de las vesiculas obtenidas de cultivos de EPC en donde lo logro una
concentracion de 1,4 x 10! particulas/ml obtenidas a partir de 8 x 10° células
(Figura 9). Existen evidencias que sugieren que la cantidad de células mofica el
contenido de exosomas desde el sobrenadante, a mayor confluencia en la placa
de cultivo menor es la cantidad de exosomas recuperado (Palviaienm et al.,
2019). Ademas, las VE de este trabajo obtenidos con cultivos de EPC de 3 dias
contrasta con lo publicado en donde la mayoria de las investigaciones
publicadas recuperan microvesiculas desde células progenitoras endoteliales
tardias de > 7 dias (Li et al., 2016; Deregibus et al., 2007; Zhang et al., 2016;
Cantaluppi et al., 2018; Ranguino et al., 2012; Sun et al., 2018). En este trabajo
se ha estudiado las VE de EPC de 3 dias, este fenotipo no presenta
caracteristica de una célula endotelial madura pero si posee caracteristicas que
sugiere una diferenciacion de célula inmadura a una célula endotelial dado por

los marcadores CD34+KDR+ (Fernandez et al., 2012; Guzman-Gutiérrez et al.,
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2010) y las vesiculas de este tipo celular poseen las mismas caracteristicas que

sus células de origen, no existiendo trabajos publicados al respecto.

Por otro lado las concentracion de VE liberadas por EPC bajo estimulacién de
NECA es mayor en comparacion con EPC sin estimular (Figura 8 y 9),
considerando que la cantidad de células fue la misma para ambas condiciones
(EPC, EPC/NECA). Estos resultados sugierene que, NECA vy la activacion de
receptores de adenosina podria estimular la secrecion de VE. Estudios
publicados sugieren que una serie de factores pueden influenciar la liberacion
de vesiculas, tales como Ca*? (Savina et al., 2003) o hipoxia (Svensson et al.,
2011), por lo tanto adenosina (NECA) podria ser otro factor que induce la
liberacibn de exosomas desde EPC. Actualemente no existen reportes de
estimulacion de adenosina sobre la liberacion de VE al medio extracelular en
EPC u otro modelo de célula endotelial, solo se ha documentado que ATP
estimula la liberacién de VE desde lineas celulares de monocitos/macréfagos
(THP-1) (Mackenziet et al., 2001), microglia de rata (Li et al., 2018), células
dendriticas de humanos (Pizzirani et al., 2007; Baroni et al., 2007),
monocitos/macrofagos de ratones (Qu Y. et al.,2007), macréfagos humanos
(Gulinelli et al., 2012) y su efecto esta dado por la activacion de receptores iono

tropicos P2R.
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Caracterizacion de Vesiculas liberadas por Células Progenitoras Endoteliales

por Citometria de Flujo

Las vesiculas obtenidas desde los sobrenadantes de las células progenitoras
endoteliales poseen en su superficie un 120% mas de proteinas CD63 y CD81
que las propias EPC (Figuras 10,11, 12, 13). Siendo estos las primeras
evidencias que sugieren la expresion de estas proteinas en las superficies de
las microvesiculas y EPC de 3 dias. El uso de Tetraspaninas se han propuesto
como posibles marcadores de exosomas (Théry et al.,, 2018), ya que estas
proteinas estan ampliamente distribuidas en la superficie de la membrana
celular por lo tanto, pueden estar presentes en distintas poblaciones de
vesiculas. Podriamos especular en el sentido que estos marcadores (CD63 y
CD81) podrian ser especificos para las EPC y sus exosomas. Las proteinas
CD63 y CD81 pudieran estar presentes en microdominios en la membrana
plasmatica. Estos microdominios son denominados microdominios enriquecidos
en Tetraspaninas (MET) y se ha reportado que pueden participar en: biogénesis
de exosomas, cargar proteinas o miRNA al exosoma, ingreso de la vesicula a la
célula blanco y en la presentacion de antigenos (Yafiez-Mo et al., 2014). Para
cargar proteinas o miRNA al exosoma, se han determinado la presencia de
diferentes miembros de Tetraspaninas que participan en este proceso como por
ejemplo, CD63 que se ha visto que esta involucrada en cargar la proteina PMLE
(proteina del melanosoma) y su ausencia afecta la formacion del melanosoma

(Nazarenko et al., 2010). CD9 se ha determinado importante en cargar
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metaloproteinasas como CD10 (Shen et al., 2011) o ADAM17 (Feng et al.,
2010) y los mIiRNA pueden ser cargados mediante su union a
ribonucleoproteinas A2B1 ya que algunos de estos poseen miRNA poseen
motivos EXO (GGAG) que son capaces de unirse a estas ribonucleoproteinas y
asi ingresar al interior de las vesiculas (Yafez-Mé et al., 2014). Estas
evidenicas suguieren que las VE provenientes de EPC podrias contener

proteinas, miRNA que pudiesen contribuir al proceso angiogenico.

En cuanto a la expresion de la proteina CD34, en este trabajo y en otros se ha
determinado que las EPC (18,6%) y EPC/NECA (27%) expresan este antigeno,
en las vesiculas liberadas por estas células existe una mayor expresion de esta
proteina en las liberadas por las EPC (1,36%) que las liberadas por las
EPC/NECA (0,636%). Esto podria estar asociado al mecanismo de la formacién
de las vesiculas, este proceso ocurre por un mecanismo que es dependiente o
independiente de ESCRT, ya sea por cualquiera de los dos, el lugar de la
membrana donde se empieza a formar la vesicula intraluminal podria influir en
la cantidad de proteinas CD34 presentes en la membrana de la vesiculas
(Gurunathan et al., 2019). Una serie de otros investigadores han demostrado
que la expresion de CD34 en la superficie de las EPC (Li et al., 2016; Li X et
al., 2016; Wu et al., 2018; Zhang et al., 2016) y de sus VE es baja (Cantaluppi
et al., 2012; Cantaluppi et al., 2018), lo que relaciona con los datos obtenidos en
este trabajo. Otras investigaciones con células CD34+ aisladas de sangre

periférica, han demostrado que existe un aumento de CD34+ en EPC y en sus
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VE en individuos que realizan ejercicio (Ma et al., 2018), como una forma de
mejorar la perfusion de sangre en la extremidad isquémica de un raton
(Mathiyalagan et al., 2017), y aumentar la formacion de vasos sanguineos y la

viabilidad de célula endoteliales (Sahoo et al., 2011).

Las células ECV304 fueron usadas para estandarizar la extraccion de vesiculas
desde el sobrenadante ya que poseen un alto potencial proliferativo, sus
condiciones de cultivo no requieren de factores de crecimiento (Takahashi et al.,
1990) y sus vesiculas expresan CD63 (Shtam et al., 2012). Se puede apreciar
que al caracterizar estas vesiculas mediante citometria de flujo, expresan
CD34, CD63 y CD81. Cuando se analizan la cantidad de estas proteinas que
expresan las vesiculas, se puede ver que ante la recuperacién de exosomas del
sobrenadante de 20 x 10° células solo existe un aumento en CD34 (2,02%) y las

Tetrapaninas no evidencian cambios.

Segun el MISEV (Minima informacion para estudios de vesiculas extracelulares)
2018 existen algunos minimos requerimientos para realizar preparaciones de

VE estas corresponden a:

1) definir la cantidad de la fuente de obtencion de VE (nimero de células

secretoras de VE, volumen de fluido, masa del tejido);

2) determinar la abundancia de VE (numero total de particulas y/o proteinas);
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3) evaluar la presencia de componentes asociados con los subtipos especifico

de VE;

4) analizar la presencia de componentes no vesiculares co-aislados con las VE

(Théry et al., 2018).

En el punto 3 se sugiere una caracterizacion general que consiste en
determinar al menos tres proteinas marcadoras de VE, que corresponden a
proteinas asociadas con membranas (Tetraspaninas), proteinas citosdlicas y
ademads, incluir una proteina usada como control negativo (proteinas de
mitocondria, Golgi o nucleares, debido a que los exosomas poseen un tamafio
< 200nm y son formados presumiblemente en una regién distante de los
organelos). En este trabajo falta determinar la proteina citosélica en estas VE y

el item 4 no se pudo realizar (Théry et al., 2018).

Los exosomas liberados por las EPC favorecen la formacion de nuevos vasos

sanguineo in vitro

En este trabajo se evalud la capacidad de las VE de EPC en contribuir a la
formacion de estructuras tipo capilares in vitro. Como demuestran las figuras 19
y 20, las VE estimulan la generacion de nuevos vasos sanguineo, siendo las VE
prevenientes de EPC estimuladas con NECA las que mas favorecen la
formacion de capilares (p<0,05). Existen datos publicados que sugierene que
las VE provenientes de EPC estimulan la formacion de vasos sanguineos, tal
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como lo demuestra Sun et al., 2018, sus resultados muestran los capilares
formados por HUVEC y EPC tardias al ser incubadas con exosomas de EPC,
aumenta en un 20%. Otros estudios indican que los exosomas de EPC de 7
dias aumentan la formacion de vasos sanguineos en células endoteliales
peritubulares (Cantaluppi et al., 2012), en células endoteliales de islotes
pancreaticos (Cantaluppi et al., 2018), en HUVEC y HMEC (Deregibus et al.,
2007; Li et al., 2016; Wu et al., 2018; Zhang et al., 2016), confirmando que las

EPC contribuyen al proceso de angiogénico mediado por microvesiculas.

El efecto de NECA sobre la liberacion de exosomas y su efecto sobre la
angiogenesis no ha sido reportado, solo existe informacién que las VE liberadas
por EPC aumentan la formacién de vasos sanguineos y este efecto es
potenciado cuando el ensayo angiogénico se realiza en condiciones de hipoxia

(Cantaluppi et al., 2012).
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CONCLUSION

La activacion de receptores de adenosina en EPC de 3 dias modula la
capacidad angiogénica mediante la secrecidn del factor de crecimiento

endotelal vascular (VEGF) y la liberacién de microvesiculas (exosomas).

PROYECCIONES

1.- Realizar la determinacion de proteinas citosdlicas (como TSG101, Alix o
cavelionas) en las VE y un control negativo que indica el grado de pureza de la
preparaciéon de estas VE (Lipoproteinas, Albumina, proteinas ribosomales) para
completar los minimos requerimientos necesarios para poder determinar
satisfactoriamente una vesicula extracelular segun el MISEV 2018 (Théry et al.,

2018).

2.- Determinar el contenido de las VE, para evaluar la presencia de VEGF y/o

miRNA que podrian contribuir a la formacion de nuevos vasos sanguineos.

3.- Determinar que receptor de adenosina influencia la liberacion de estas VE
en EPC mediante el uso de agonistas y antagonistas de receptor de adenosina

(CGS21680, SCH58261, CHA, CI-IB-MECA).
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ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTE

Estimado paciente, le invitamos a participar de esta investigacién, su consentimiento es
completamente voluntario y su negativa no tendrd ninguna repercusién en su atencion
de salud. Si después de iniciado el estudio, usted desea retirarse, lo puede hacer sin
necesidad de dar ninguna explicacion.

Declaro que he sido informado por el investigador acerca del estudio en el que participaré, sus
procedimientos y sus riesgos. Me han explicado las posibles alternativas y que puedo revocar
mi consentimiento antes que sea realizado.

Estoy satisfecho con la informacién recibida y mis dudas han sido aclaradas.

En consecuencia, doy mi consentimiento para participar del estudio, contestar la encuesta y que
se utilice la muestra de estudio.

Firma del Paciente o representante legal* Firma del Médico

RUN: RUN:

Firma del Director del Hospital o un representante

RUN:

* En caso de incapacidad del paciente, con indicacién del caracter con el que interviene (padre,
madre, tutor)

Nombre del representante legal:

Concepcion,........ deiiiiiiiee, de............
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EN CASO DE QUE EL PARTICIPANTE NO ESTE EN CONDICIONES DE
CONSENTIR,

Nombre del padre o madre o representante firma
fecha de la firma

(DD/MM/AAAA)

RELACION CON PARTICIPANTE

Yo, el que suscribe, investigador/sub-investigador, confirmo que he
entregado verbalmente la
informacion necesaria acerca del estudio, que he contestado toda duda
adicional y que no ejerci presion alguna para que el participante ingrese
al estudio.

Declaro que procedi en completo acuerdo con los principios éticos
descritos en las Directrices de GCP (Buenas Practicas Clinicas) y otras
leyes nacionales e internacionales vigentes.

Se le proporcionara al paciente una copia de esta informacion escrita para
el participante y formulario de consentimiento firmado.

Nombre de la persona que solicita el consentimiento Firma de la persona que solicita
Fecha de la firma informado en letra imprenta el consentimiento informado
(DDIMM/AAAA)
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