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RESUMEN

Los exosomas son vesiculas membranosas extracelulares que participan en la
comunicacion intercelular, viajan en los fluidos corporales portando mensajes
moleculares en forma de ADN, ARN y proteinas. La comunicacién molecular que
llevan a cabo es diferente segin nos encontremos ante un estado fisiologico o
patologico.

En este trabajo hemos estudiado el perfil proteico de los exosomas del cancer
colorrectal (CCR) y el de los exosomas de personas sanas con el objetivo de hallar
proteinas diferenciales las cuales podrian estar interviniendo en el establecimiento y
desarrollo de la enfermedad.

En el presente estudio se purificaron exosomas a partir de muestras clinicas de suero de
pacientes diagnosticados con cancer de colon y de individuos sanos que actuaron como
controles. Se llevé a cabo un proteinograma de los exosomas purificados (pellets)
mediante SDS-PAGE para separar el contenido proteico de los exosomas, el del suero
original y el de este ultimo tras purificar los exosomas, lo que permiti6 llevar a cabo una
primera evaluacion cualitativa del contenido proteico de los exosomas purificados,
encontrandose diferencias entre las proteinas exosomales del paciente y las de los
exosomas del control.

Palabras clave: Exosomas; biopsia liquida; cancer

ABSTRACT

Exosomes are extracellular membranous vesicles, which participate in intercellular
communication, travel in body fluids carrying molecular messages in the form of DNA,
RNA and proteins. The molecular communication they carry out is different depending
on physiological or pathological state.

In this work, we report the protein profile of exosomes of colorectal cancer (CRC)
compared to taht of exosomes from healthy people in order to find differential proteins
which could be involved in the establishment and development of CRC.

Exosomes were purified from clinical serum samples from patients suffering from CRC
and from controls. The pellets of purified exosomes were lysed in order to extract their
proteins. SDS-PAGE evidenced the protein content of the exosomes, the crude serum
and the supernatant. This allowed to carry out a first qualitative evaluation of the protein
content of isolated exosomes, finding differences between the protein content of the
exosomes of the patient and the protein content of the exosomes of the control
individual.

Key words: Exosomes; liquid biopsy; cancer



1. INTRODUCCION.

1.1 ORIGEN DE LOS EXOSOMAS.

1.1.1 FORMACION DE VESICULAS CUBIERTAS DE CLATRINA. MOVILIZACION DE LA CARGA.

Mediante la endocitosis mediada por receptores las moléculas del medio extracelular
pueden acceder al interior de la célula. Entre las macromoléculas que acceden al interior
de la célula por este mecanismo se encuentran lipoproteinas de baja densidad (LDL), la
transferrina fijadora de hierro, muchas hormonas proteicas como por ejemplo la
insulina, y ciertas glucoproteinas. Al comienzo de este proceso los receptores de carga
se van ubicando en regiones de la membrana plasmatica denominadas balsas lipidicas,
acoplada a los receptores aparece la adaptina , un complejo proteico cuyo papel es
fundamental a la hora de seleccionar la carga molecular que interacciona con los
receptores y que finalmente serd introducida en la célula®. La adaptina a su vez
interaccionara con las moléculas de clatrina que acceden a la region. La clatrina permite
la deformacion de la membrana plasmadtica y por tanto la formacion de la vesicula
naciente. Finalmente una GTPasa llamada Dinamina media la liberacion de la vesicula
con cubierta de clatrina, la cual puede entonces acceder libremente al citoplasma
celular. Una vez en el interior de la célula la vesicula va perdiendo su cubierta de
clatrina a la vez que la Adaptina también se desprende. La vesicula desnuda podra
entonces interaccionar y fusionarse a su membrana diana.

Las vesiculas con cubierta de clatrina pueden formarse tanto a partir de la membrana

celular como de la membrana del aparato de Golgi™.
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Figura 1.Endocitosis mediada por receptores. (Fuente; Michael H. Ross et al., 2007).



En las membranas de las vesiculas migrantes se encuentra unida una Rab-GTPasa. La
Rab-GTPasa interacciona primeramente con proteinas de amarre unidas a la membrana
diana permitiendo el reconocimiento de la vesicula. Posteriormente el acoplamiento de
Rab-GTPasa a su receptor permite la inmovilizacion de la vesicula cerca de la
membrana diana>’. Tanto en la superficie de las membranas de las vesiculas migrantes
como en la superficie de las membranas diana se encuentran proteinas especificas
denominadas v-SNARE y t-SNARE respectivamente™. Las proteinas SNARE
garantizan la especificidad de la interaccion entre una vesicula migrante particular y su
membrana diana y contribuyen a la fusién que acontece inmediatamente después entre
las membranas contactadas™. La fusion permite la entrega de la carga contenida en las
vesiculas al compartimento endosémico. Después de la fusion el complejo proteico
NSF/a-SNAP desune al complejo v-SNARE/t-SNARE. Las proteinas v-SNARE son
enviadas, en vesiculas de reciclaje, de vuelta a la membrana celular para su uso en otra

ronda de fusion >°.
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Figura 2. Formacidn, interaccion y fusion de las vesiculas cubiertas de clatrina. (Fuente:
Michael H. Ross et al., 2007).

1.1.2 ENDOSOMAS.
A medida que las vesiculas cubiertas de clatrina se desprenden de la membrana celular y
se liberan de la clatrina, pasan a constituir lo que se denomina endosomas tempranos.

Los endosomas tempranos son pues vesiculas desnudas, dispuestas en el citoplasma mas



periférico cercano a la membrana celular, con un pH interno que es apenas mas acido
que el del citosol (entre 6.2 y 6.5), y que finalmente terminan fusionandose entre si, para
posteriormente hacerlo con el endosoma tardio al que le entregan su carga
(generalmente durante este proceso los receptores de membrana son devueltos a la
membrana celular en vesiculas de reciclaje que brotan del endosoma tardio) **. El
endosoma tardio recibe también vesiculas cubiertas de clatrina procedentes del aparato
de Golgi, y lo hace por dos vias distintas®. Por la via més directa se generan vesiculas
cubiertas mediante brotes de la membrana del aparato de Golgi, que tras perder la
clatrina se fusionan con los endosomas tardios. La via constitutiva forma igualmente
vesiculas cubiertas de clatrina que brotan del aparato de Golgi, pero estas viajan primero
hasta la membrana plasmatica celular y se fusionan con ella dejando el contenido
molecular en el medio extracelular”. Posteriormente la carga molecular puede ser
incluida en una vesicula de clatrina formada en la membrana celular y ésta mas tarde
fusionarse con el endosoma tardio cediéndole su carga. Las vesiculas cubiertas de
clatrina procedentes del aparato de Golgi portan enzimas lisosémicas solubles®. Dado
el pH acido del endosoma tardio (cercano a 5.5), los complejos receptor/ligando que
llegan como carga molecular a este compartimento se desacoplan. Los receptores son
generalmente devueltos en vesiculas de reciclaje que brotan del endosoma tardio y
viajan a sus respectivas membranas de partida (Golgi o membrana celular) *.

El contenido del endosoma tardio se transferird al lisosoma cuando ambos
compartimentos se fusionen®. En el lisosoma, gracias al pH extremadamente 4cido de
su lumen y a la accion de las enzimas hidroliticas solubles, las macromoléculas
incorporadas por la via endocitica se degradan en sus constituyentes mas pequenos, los
cuales podréan entonces ser utilizados nuevamente por la célula®. Por otro lado, también

se conoce que los autofagosomas y fagosomas son degradados en los lisosomas™".
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Figura 3. Transito de enzimas lisosomicas solubles desde el Golgi y la membrana
celular hacia el endosoma tardio primero y posteriormente hacia el lisosoma. (Fuente;
Lodish Harvey et al., 2005).

Los cuerpos o endosomas tardios multivesiculares (MVB, del inglés, multivesicular
bodies) de la via degradativa, permiten el transporte de proteinas de membrana
lisosdmicas hacia la membrana del lisosoma y la degradacion de proteinas de membrana
de la superficie celular en el lisosoma®

Vesiculas, de transporte procedentes del Golgi y endosdmicas procedentes de la
membrana celular, trasladan en su superficie vesicular proteinas lisosémicas de
membrana, tales como bombas de protones y transportadores, y proteinas de membrana
de la superficie celular, como por ejemplo receptores de membrana, respectivamente™
Estas vesiculas terminaran fusionandose con un endosoma tardio, pero mientras las
primeras logran que sus proteinas de membrana pasen a formar parte de la membrana
del endosoma tardio, las segundas sufren una endocitosis adicional que permite la
generacion de vesiculas intraluminales en el endosoma tardio®. Estas vesiculas
intraluminales conservan las proteinas de membrana celular que transportaba la vesicula
inicial. De esta forma, al fusionarse la membrana del endosoma tardio con la del

lisosoma, las proteinas lisosdbmicas de membrana permaneceran en la membrana del
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lisosoma, mientras que las proteinas de membrana plasmatica celular seran vertidas a la

. . . ., 39
luz del lisosoma con su consiguiente degradacion™.
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Figura 4. Via endosdémica multivesicular degradativa. (Fuente; Modificado de Lodish
Harvey et al., 2005).

1.2 LOS EXOSOMAS.
Los exosomas son pequefias vesiculas de bicapa lipidica, de entre 30 a 100 nm, que
contienen material molecular representativo del estado actual de la célula en la que se

originan, y que al ser liberados de ésta, constituyen una forma de comunicacion celular.

1.2.1 BIOGENESIS DE LOS EXOSOMAS.

Los exosomas se originan a partir de la invaginacion de la membrana plasmatica de los
endosomas tardios o cuerpos multivesiculares (MVB), lo que resulta en la acumulacion
de vesiculas dentro del lumen del endosoma tardio (ILVs, del inglés, intraluminal
vesicles) destinadas a la via exocitica. Los procesos que se llevan a cabo en la
formacion de las ILVs no se conocen con exactitud.

Uno de los mecanismos moleculares que interviene en la biogénesis de los exosomas es
conocido como la via de la ceramida. La via dependiente de la ceramida se basa en la
formaciéon de balsas lipidicas. Estos microdominios pueden contener altas
concentraciones de esfingolipidos a partir de los cuales, mediante la accion de las
esfingomielinasas (SMases), se forman las ceramidas. La ceramida puede inducir la
concentracion de los pequefios microdominios formando dominios mas grandes, lo que
provocaria la invaginacion de la membrana del endosoma tardio®. Ademas, la forma de
cono de la ceramida podria inducir una curvatura negativa espontanea™. Otro lipido en
forma de cono, el acido lisobisfosfatidico, induce la formacion de vesiculas internas en

los liposomas™. Este lipido, que estd ausente en los exosomas, puede regular la



biogénesis y los ILV dinamicos a lo largo de la via degradativa>. La ceramida, en
contraste, parece estar implicada en la generacion de ILVs que no estan dirigidas a los
lisosomas sino a la via exocitica para ser secretadas como exosomas .

La otra via implicada en la formacion de los exosomas es el Complejo de clasificacion
requerido para el transporte (ESCRT, del inglés, Endosomal Sorting Complex Required
for Transport). La maquinaria de ESCRT se compone de cuatro complejos, ECRT- 0, I,
I, y IIT que actuan secuencialmente para reclutar las proteinas ubicuas en el endosoma
tardio. Estos complejos se encuentran conservados desde hongos hasta mamiferos,

aunque ha sido en levadura donde mejor se han caracterizado®"** .

Complejo S.cerevisiae Humanos Dominio/motivo Interaccion
ESCRT-0 Vps7p HRS UIM, EYVE, VHS Ub,Ptdins(3)P,Vps23
Hselp STAM1,STAM2 UIM, VHS, SH3 Ub,Rsp5, Ubpy7
ESCRT-1 Vps23p T5G101 UEV Ub, Vps27
Vps28p VP528 Vps20
Vps37p VPS37A,B,C,D coiled-coil
Mvb12p _
ESCRT-IT Vps22p EAP30 coiled-coil
Vps25p EAP25 Vps20
Vps36p EAP45 GLUE, NZF Ub, Ptdins(3)P,Vps28
ESCRT-IIT Vps2p/Did4p CHMP2A, B coiled-coil Vps4
Vps20p CHMP6 coiled-coil Vps32, Vps25
Vps24p CHMP3 coiled-coil Vps2, Did2
Vps32p/Snf7p CHMP4 A, B, C, D coiled-coil Vps20, Brol
Asociadas a ESCRT-IIT Vpsdp VPS4 A, B AAA ATPase, coiled-coil Vps2, Did2, Vtal
Brolp/Vps3lp ALIX coiled-coil Vps32, Doad
Vps60p/Mos10p CHMP5 coiled-coil Vtal
Did2p CHMP1A, B coiled-coil Vps4, Vtal
Doadp AMSH Ub, Brol
Vtalp LIPS Vps4, Did2, Vps60

Tabla 1. Proteinas Vps clase E organizadas por complejos y sus ortdlogos humanos,
mostrandose los principales dominios / motivos de estas proteinas y sus interacciones con

proteinas de otros complejos. (Modificado de Hurley, JH, & Emr, SD, 200631’32).

ESCRT-0.
En levadura el complejo ESCRT-0 es un heterodimero formado por las proteinas

3132 E] complejo es reclutado a la membrana del endosoma tardio

Vps27p y Hselp
cuando el dominio FYVE de Vps27p se une al fosfatidilinositol 3-fosfato (PtdIns (3) P
o PI3P) de membrana®" **. Cuando ESCRT-0 esta dispuesto sobre la membrana del
endosoma tardio, las cargas proteicas monoubiquitinadas interaccionan con los motivos
UIMs (ubiquitin-interacting motifs, UIMs) de este complejo’® 2. Por otro lado el

complejo Vps27p tiene un motivo c-terminal, Lys-Ile-Glu-Phe, que puede unirse a la

clatrina, la union facilita la disposicion de la carga proteica monoubiquitinada y del
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complejo Vps27p en el sitio donde se va a producir la invaginacién de la membrana del

, 31, 32
endosoma tardio™" 3

. En Hselp se encuentra el dominio SH3 que interacciona con la
deubiquitinasa Upb7p, la interaccion podria estar implicada en la salida de la ruta de los
MVBs de proteinas que habrian sido ubiquitinadas, estableciéndose con ello una
regulacién de las proteinas que van a ser internalizadas en los MVBs*" *2, El motivo
VHS del complejo Vps27p (Vps27; HRS/STAM) hasta el momento tiene funcioén
desconocida.

Después de haber sido reclutado ESCRT-0 hacia la membrana del endosoma tardio, y
concentrada la carga proteica monoubiquitinada en ésta, ESCRT-0 recluta al complejo
ESCRT-I, para ello Vps27p se une al dominio UEV (ubiquitin E2 variant) de VPs23p

la cual pertenece al complejo ESCRT- I entrante 32,

ESCRT-L

El complejo ESCRT-I es un heterotetramero formado por Vps23p, Vps28p, Vps37p y
Mvb12p. A través de su region C-terminal Vps28p se une a uno de los dominios NZF
(dominios de “dedos de zinc”) de Vps36p, una proteina del complejo ESCRT-II. A
medida que los complejos 0, I y I se van reclutando en la membrana del endosoma
tardio, la carga monoubiquitinada va pasando de un complejo a otro. La funciéon de

Mvb12 no esta clara® 32,

ESCRT-II.

El complejo ESCRT-II es un heterotetramero formado por una copia de las proteinas
Vps22p y Vps36p y dos copias de Vps25p. Cuando el dominio GLUE (GRAM-like
ubiquitin —binding in EAP45) de la region N- terminal de Vps36p se une a PtdIns (3) P,
el complejo ESCRT-II queda unido a la membrana del endosoma tardio, por lo que
ESCRT-II puede reclutarse sin la intervencion de ESCRT-I*',

Vps36p une ubiquitina a través de un dominio “dedo de zinc” (NZF) dispuesto en su
region N-terminal. El segundo domino NZF N-terminal de Vps36 interacciona con
ESCRT-I a través de Vps28p. La region C-terminal de Vps25p interacciona con Vps20p
del ESCRT-III*" .



ESCRT-IIL

En levadura seis proteinas forman el complejo ESCRT-III. Cuatro de estas proteinas
forman el “nucleo” del complejo ESCRT-II (Vps32p, Vps20p, Vps2p y Vps24p),
mientras que las otras dos (Vps46p/Did2p y Vps60p) se asocian al nucleo del complejo
y estarfan implicadas en su regulacion®" 2.

Vps20p puede unirse a través de su region N-terminal a los fosfolipidos de membrana
del endosoma tardio. Esta unioén a la membrana coincide con el ensamblaje de ESCRT-
III. El ensamblaje del complejo ESCRT-III ocurre de manera secuencial. Seguidamente
a la union de Vps20p a la membrana del endosoma tardio se produce la polimerizacion
de Vps32p. Los polimeros formados se disponen en la membrana del endosoma
causando cierta deformacion y promoviendo la invaginacion de esta para la formacion
de la ILV*" *2. Por otro lado los oligomeros de Vps32p concentran la carga proteica
monoubiquitinada y promueven con ello su internalizacion en la membrana de la
vesicula en formacién (antes de su internalizacién la carga deberd deubiquitinarse.
(Vps32p/Brol/Doa4; Alix)). Vps24p parece bloquear la oligomerizaciéon de Vps32p.
Ademas Vps24p se une a Vps2p la cual recluta a la AAA-ATPasa Vpsdp para iniciar la
disociacién del complejo’™ 2.

Por otro lado, el complejo ESCRT-II interacciona con el complejo ESCRT-III a través
de la interaccion de Vps25p con el extremo N-terminal de Vps20p>" 2.

Finalmente, ESCRT-III antes de disociarse de la membrana permite el cierre y la

escision de las ILVs de la membrana endosomal®® 32,
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Figura 5. Maquinaria molecular requerida para la formacion de vesiculas intraluminales en
los endosomas tardios. Via dependiente del Complejo de clasificacion requerido para el
transporte (ESCRT). (Hurley, JH, & Emr, SD, 2006).

Se apuesta por suponer que las dos vias comentadas no estan separadas, sino que actiian

conjuntamente pudiéndose volver una dominante sobre la otra.

1.2.2 ESTRUCTURA SUPERFICIAL Y CONTENIDO LUMINAL.

La composicion de los exosomas es heterogénea, especifica y dinamica, depende en
gran medida del origen celular, asi como del estado fisiologico y patologico de la célula.
De forma general se ha observado que la membrana de los exosomas muestra un
enriquecimiento en lipidos, principalmente en ceramida, esfingomielina, colesterol,
fosfatidilserina y 4acidos grasos saturados, que muy a menudo forman parte de las

2 . . .
836 Curiosamente no se ha detectado el Aacido

denominadas balsas lipidicas
lisobisfosfatidico (LBPA) en la membrana de los exosomas, pero si en la de las ILVs de
MVBs de la via degradativa. En cuanto al contenido proteico se ha observado que la
membrana de los exosomas muestra proteinas implicadas en su biogénesis tales como
TsglO1 y Alix, proteinas implicadas en el transporte y la fusion como Rab GTPases,
anexinas, flotilinas, implicadas en la adhesion como las integrinas, muestra moléculas
presentadoras de antigeno de la clase MHC, proteinas de choque térmico como Hsp70 o
Hps90 y estan enriquecidas en tetraspaninas como la CD9, CD63, CD812%3¢

En cuanto al contenido luminal de los exosomas, de forma general, este muestra
contenido molecular presente en el citosol de la célula en ese momento, entre ese

contenido se incluye material genético, ARN y ADN de doble cadena®® .



ExoCarta ( ) es una base de datos de libre acceso donde se almacena

informacion acerca de la composicion molecular de los exosomas.
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Figura 6. Composicion molecular de los exosomas. En verde se muestran las moléculas
halladas de forma general en los exosomas, en amarillo las moléculas halladas exclusivamente
en exosomas procedentes de células del cancer colorrectal y en naranja diferentes tipos de

acidos nucleicos en exosomas de cancer colorrectal. (Modificado de Hon, K.W.et, al. (2017)).

1.2.3  SECRECION E INTERACCION CON LA CELULA DIANA.

Los MVBs cuyo destino es la exocitosis se dirigen a la membrana plasmatica por medio
de un mecanismo de transporte modulado por la GTPasa Rab7. Tras anclarse a la
membrana, mediante un proceso mediado por las GTPasas Rab35/Rab27*, se unen a la
maquinaria SNARE, lo que permite la fusion directa entre ambas membranas
facilitdndose la liberacion del contenido de los MVBs al medio extracelular.

Los exosomas liberados al medio extracelular son captados por la célula receptora
mediante moléculas de superficie como las tetraspaninas, integrinas, proteoglicanos,
glucolipidos, lectinas, las cuales se disponen tanto en la membrana exosomal como en la
membrana de la célula receptora. Una vez capturados por la célula receptora, los
exosomas se internalizan mediante endocitosis dependiente de clatrina, endocitosis
dependiente de caveolina, endocitosis mediada por lipidos (balsas lipidicas), fagocitosis,

macropinocitosis, por fusion directa de la membrana exosomal con la plasmatica, o a
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través de la union y activacion de receptores de superficie expresados en la célula

receptora sin ser internalizados? *!,

1.2.4 LA IMPLICACION DE LOS EXOSOMAS EN EL CANCER.

La liberacion del contenido de los exosomas de origen tumoral, en sus células diana, se
ha relacionado con la modificacion en la expresion génica de las células receptoras. Asi
a los exosomas procedentes de células tumorales se les asocian diversas funciones tales
como la promocidn de la tumorogénesis, crecimiento tumoral, angiogénesis, metastasis,
evasion del sistema inmune y resistencia a farmacos.

Los exosomas derivados del tumor pueden transferir proteinas y ARN a otras células, y

de esta manera promover vias de activacion tumoral.

1.2.4.1 CRECIMIENTO TUMORAL.

El crecimiento tumoral es una de las caracteristicas que define al cancer. El contenido
de los exosomas procedentes de células tumorales puede fomentar el crecimiento
tumoral. Por ejemplo, el receptor EGFR (HER1) es un receptor tirosina quinasa que
media la activacion de distintas vias de sefalizacion, las cuales son importantes desde el
punto de vista oncologico, entre ellas estd la via RAS/RAF/MEK/MAPK o la via
PIBK/AKT/mTOR. La activacion de estas vias promueve la proliferacion celular,
supervivencia celular, invasion y metéstasis, y la angiogénesis inducida por tumor'’. Se
conoce que los exosomas liberados por células cancerosas del epitelio colonico pueden
transferir KRAS mutado a células vecinas sanas, promoviendo su transformaciéon hacia
células cancerosas, llevandolas a un estado de proliferacion sostenido'”. Ademas, se
sabe que los exosomas de células CCR que poseen KRAS mutado contienen muchas
proteinas promotoras de tumores como EGFR, anfiregulina en niveles elevados, SRC,
integrinas, que podrian fomentar el crecimiento tumoral al llegar a las células sanas del
epitelio colonico'”.

También se ha llegado a informar que la carga de B-catenina en exosomas derivados del
tumor fomenta el crecimiento tumoral en el colon’’. La via Wnt juega un papel
fundamental en la homeostasis del epitelio colonico. La correcta sefalizacion de la via
APC/B-catenina, es importante a la hora de mantener un estado proliferativo, no
diferenciado, de las células del epitelio coldnico (células madre en el fondo de la cripta,

y células proliferantes, precursoras de los diferentes tipos celulares, dispuestas en la
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mitad basal de la cripta), asi como para evitar el estado proliferativo en las células
diferenciadas de la parte apical de la cripta®'.

En ausencia de la proteina de sefializacion WNT, la proteina APC (gen de la poliposis
adematosa del colon; supresor de tumores) causa la degradacioén de B-catenina, evitando
su acumulacioén en el citoplasma. Para ello APC forma un complejo con axina y GSK3,
el cual conduce a la fosforilaciéon y ubicuitinacion de B-catenina, que posteriormente
serd destruida en el proteosoma®'. Cuando Wnt esta presente, unida a su receptor de
membrana, se produce el bloqueo del complejo APC-AXIN-GSK3, lo que permite la
translocacion de B-catenina hacia el ntcleo. En el niicleo B-catenina se une al factor de
transcripcion TCF y promueve la proliferacion celular incrementado la transcripcion de
genes como MYC, ciclina D1 y otros*'. Por tanto, las células con APC no funcional se
comportan como si estuvieran bajo sefal continua de Wnt. Por otro lado se ha visto
como tumores de colon que tienen genes APC normales poseen mutada la B-catenina,
lo cual no permite su interaccion con el complejo de destruccion APC-AXIN-GSK3,
permitiendo que la proteina mutada para APC-AXIN-GSK3 se acumule en el nucleo y
fomente la proliferacion celular (en la parte apical de las criptas de Lieberkiihn) con la
consecuente formacion de polipos que marcan el estadio inicial de la carcinogénesis del

21
colon™".

1.2.4.2 ANGIOGENESIS.

La angiogénesis es el proceso mediante el cual se forman nuevos vasos sanguineos a
partir de la vasculatura ya existente. Permite que el suministro de sangre llegue a todos
los tejidos metabodlicamente activos asegurando el intercambio de oxigeno, nutrientes,
desechos, etc. El proceso angiogénico consiste en una serie de pasos secuenciales tales
como la degradacion de la matriz extracelular, en la que pueden estar implicadas
enzimas proteoliticas como las metaloproteinasas, elongacion del endotelio activado,
migraciéon y proliferacion de la célula endotelial, formacion del tubo vascular, y
maduracion a través del reclutamiento de pericitos. Todos estos eventos estan regulados
por factores pro y antiangiogénicos, es lo que se conoce como balance angiogénico™.

Diferentes estimulos pueden promover la angiogénesis siendo la hipoxia tisular uno de
los mas relevantes. En medio hipéxico HIF (factor inducible por la hipoxia) promueve
en el nucleo la expresion de genes blanco relacionados con eventos como la
angiogénesis entre otros’. HIF puede promover la expresion de genes que codifican para

factores proangiogénicos como por ejemplo el factor de crecimiento vascular endotelial
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(VEGF)’. HIF es un factor de transcripcion heterodimérico compuesto por una
subunidad HIF-1a 1abil que depende del oxigeno, y una subunidad [ estable no
dependiente del oxigeno. En condiciones normales de oxigeno, la prolil hidroxilasa
(PH) hidroxila residuos de prolina en HIF-1a, lo cual causa su ubiquitinacion y su
degradacion por el proteosoma. En condiciones de hipoxia HIF-la se estabiliza, se
trasloca al nucleo donde heterodimeriza con HIF-1P, uniéndose a elementos
respondedores de hipoxia (HRE) para activar la expresion de genes implicados en la
angiogénesis, apoptosis, proliferacion y supervivencia, proteolisis, entre otros’.

En el endotelio vascular el sistema VEGF/VEGFR-2 promueve el proceso angiogénico.
La familia VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial), expresada por muchas
células estromales, mesenquimatosas y de distintos tejidos adultos, en humanos consta
de 5 miembros, siendo VEGF-A el principal miembro implicado en los procesos
angiogénicos. VEGF-A es una citoquinina multifuncional que al actuar sobre las células
endoteliales promueve su proliferacion, la reorganizacion del citoesqueleto y la
migracion celular, la supervivencia celular y puede regular la permeabilidad vascular,
siendo todas estas acciones necesarias en el proceso de la angiogénesis**™*. Los
receptores del ligando VEGF, los llamados VEGFR, son receptores tirosina quinasa que
atraviesan la membrana celular. Existen tres VEGFR, siendo el VEGFR-2 el implicado
en promover la angiogénesis en el endotelio vascular. La uniéon de VEGF a su receptor
VEGFR-2, hace que se fosforilen los residuos de tirosina del receptor, iniciandose una
cascada de sefializacion que desencadena la angiogénesis** *. Pero la sefalizacion
puede tomar varios caminos, dependiendo esto de que tirosina intracelular se fosforile
en el receptor. Asi se puede activar la sefalizacion para la via MEK/ERK, que media la
proliferacion de células endoteliales; una cascada en la que interviene la activacion de
quinasa de adhesion focal (FAK), que media la reorganizacion del citoesqueleto y la
migracion celular; la via fosfoinositol 3- quinasa (PI3K), que media la supervivencia de
las células, y activacion de la fosfolipasa C-y (PLC-y) que regula la permeabilidad

vascular y la proliferacion celular** .
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Figura 6. Respuesta angiogénica. Cascada de sefializacion inducida por VEGF a través
de VEGFR2 (Olsson et al., 2006).

La via Notch puede regular la angiogénesis a través del sistema de sefalizacion
VEGF/VEGFR-2. Mediante la hipdtesis del fenotipo “célula de la punta” y “célula del
tallo” podemos comprender como ambas vias interactlian para evitar la proliferacion
caotica de vasos sanguineos. Las “células de la punta” estan presentes en el frente del
vaso sanguineo en crecimiento, y poseen la maquinaria proteolitica necesaria para la
migracion, las “células del tallo” son las que tienen capacidad para proliferar y formar el
lumen. La interaccion entre las vias de sefializacion mencionadas determina el rol
“célula de la punta” o “célula del tallo” que toma la célula endotelial en cuestion,
contribuyendo con ello a la formacion controlada de los vasos sanguineos.Cuando
VEGF interacciona con su receptor en las células endoteliales de la "punta" se
desencadena la expresion del ligando DIl4 el cual interacciona con su receptor Notch-1
dispuesto en las “células del tallo”, esta interaccion abre la via de sefializacion Notch
que inhibe el fenotipo “célula de la punta" en dicha “célula del tallo”, ademas de regular
a la baja la expresion del gen que codifica para VEGFR en las “células del tallo”. Por
otro lado, el ligando Jaggedl interacciona con el receptor Notch-1 en las “células del
tallo” y antagoniza la accion del ligando DIl4, lo que permite que la célula adquiera el
fenotipo "célula de la punta". La célula endotelial que mas exprese DIl4, que sera la que
tenga mayor concentracion de VEGF a su alrededor, adquirira el fenotipo de “célula de
la punta”35.

La angiogenia promovida por el tumor se requiere para el crecimiento continuado de

este y para que el tumor tenga acceso al sistema vascular, permitiendo esto ultimo la
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metéstasis. La vascularizaciéon cubre las necesidades de oxigeno, nutrientes y
eliminacion de los productos de desecho. Las células endoteliales recién formadas
estimulan el crecimiento de las células tumorales adyacentes mediante la secrecion de
factores de crecimiento™.

La angiogénesis tumoral se puede llevar a cabo debido al aumento de la produccion de
factores angiogénicos y/o la pérdida de inhibidores angiogénicos. Estos factores pueden
ser producidos por las células tumorales, células inflamatorias como por ej. macrofagos,
o cé€lulas estromales asociadas al tumor. Las células tumorales y estromales pueden
también liberar proteasas las cuales al degradar la matriz extracelular liberan factores
proangiogénicos como el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) o VEGF®,
El cancer de colon, como neoplasia epitelial, presenta una expresion significativa de
EGF (factor de crecimiento epidérmico) y/o su receptor EGFR. La activacion del
receptor EGFR puede abrir vias como RAS-RAF-MEK-MAPK, asi como la via PI3K-
ART-mTOR ,y mediar la expresion génica que conduce a la produccion de VEGF
(mediante ligandos como TGFa o bFGF), estimulando una cascada de procesos
implicados en el crecimiento y progresion tumoral que incluyen mecanismos de
proliferacion celular, supervivencia celular, angiogénesis inducida por tumor, invasion y
metastasis. Diversos estudios sostienen que los exosomas de distintas lineas celulares
podrian trasladar receptores del factor de crecimiento epidérmico a las células
endoteliales, lo que permitiria la activacion de la via MAPK y AKT, asi como la
produccion de VEGF autocrino'. Esto nos puede llevar a pensar que las células
cancerosas podrian estar utilizando al exosoma para transferir factores de crecimiento y
sus receptores EGFR a las células endoteliales, para poder con ello volver a cablear las
vias de senalizacion en las células endoteliales y conseguir la amplificaciéon de la
respuesta angiogénica®. Por otro lado, también es conocido como los exosomas del
cancer pueden transferir DIl4 a las células endoteliales e integrarlo en la membrana
celular de estas, lo que resulta en la inhibicion de la sefializacion de Notch y el aumento
de la ramificacion del vaso*’. También se conoce que los exosomas endoteliales pueden
transferir DI14 al endotelio y conseguir el aumento de la ramificacion del vaso™ .
Ademas de la transferencia de proteinas, los exosomas del cancer transportan una gran
variedad de ARN no codificante que influye en la sefializacion angiogénica,

. .20
promoviéndola en muchas ocasiones” .
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1.2.43 METASTASIS.

La metéstasis es la diseminacion de células malignas de un tumor primario a lugares
distantes. La metastasis se lleva a cabo a través de una serie de pasos recogidos en lo
que se conoce como cascada metastdsica, ésta contempla la creacion de un nicho
premetastasico en el sitio de destino, la transicion de la célula cancerosa hacia célula
mesenquimal (EMT), la disociacion de las células tumorales del tumor primario,
invasion de los tejidos vecinos, la intravasacion en sangre y vasos linfaticos seguida de
transporte a través de los vasos, establecimiento de las células en tejidos distantes y
formacion del tumor segundario®.

A nivel local el tumor primario estd formado no sélo por células tumorales, sino por
fibroblastos, células endoteliales, células del sistema inmune, entre otras. Este
heterogéneo conjunto secreta una gran variedad de exosomas llevandose a cabo una
compleja red de comunicacion entre todas las células. Como resultado de esta
comunicacion intercelular se producen cambios en la proliferacion, migracion e
invasion de las células tumorales*. Recientemente se ha descubierto la generacion de
nichos pre-metastaticos en aquellos 6rganos que van a ser colonizados por las células
tumorales. Durante este proceso se ha observado como los exosomas del tumor
primario, a través de los vasos sanguineos, llegan a otros tejidos dependiendo de su
organotropismo®’. Una vez alcanzado el tejido diana los exosomas son capaces de
promover cambios en la integridad de los vasos sanguineos, en las caracteristicas
estructurales de la matriz extracelular de estos 6rganos, facilitando el reclutamiento de

las células tumorales y la formacioén de metastasis.

1.2.5 LOS EXOSOMAS PORTAN BIOMARCADORES ONCOLOGICOS.

Los exosomas liberados por las células, a través de su cargamento de ADN, ARN y
proteinas, participan en una dindmica comunicacion celular, siendo esta distinta entre el
estado fisiologico normal y el patologico.

Ser conocedores del contenido molecular de los exosomas puede ayudarnos en la
deteccion, e incluso monitorco, de enfermedades como el cancer. El contenido
molecular de los exosomas se presenta como una fuente de posibles biomarcadores con

los que identificar al cancer.
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2. OBJETIVOS.

El objetivo general de este trabajo es estudiar el perfil proteico de los exosomas
pertenecientes a personas diagnosticadas con cancer colorrectal y el perfil proteico de
los exosomas de personas sanas, en busca de proteinas diferenciales que pudieran estar

interviniendo en el desarrollo del cancer colorrectal.

Para el desarrollo del mismo se han abordado los siguientes objetivos especificos:

1. Aislar exosomas del suero de pacientes con cancer de colon y del suero de sujetos
sanos.

2. Estudiar el proteinograma de los exosomas aislados del suero de pacientes con
cancer de colon, y el de los exosomas aislados del suero de personas sanas.

3. Comparar el patron proteico de los exosomas de pacientes con cancer de colon con el
de los exosomas pertenecientes a personas sanas.

4. Establecer el patron de bandas proteicas diferenciales.

3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Consideraciones éticas del estudio.

Las muestras de sangre periférica fueron colectadas de dos personas sanas y dos
pacientes diagnosticados con cancer de colon. Los individuos participantes en el estudio
firmaron el consentimiento informado y este cont6 con la aprobacion del comité de ética
de la Universidad de la Laguna y el Hospital Universitario Nuestra Sefora de

Candelaria (HUNSC).

3.2 Procesado de muestras de sangre para la obtencion de plasma y suero.

Para la obtencion de suero las muestras de sangre se recogieron en tubos en los que no
se habia puesto anticoagulante. Las muestras asi obtenidas se dejaron en posicion
vertical hasta que se coagularon y se inici6 la retraccion del codgulo. Posteriormente los
tubos se centrifugaron a 650xg durante 5 minutos logrando con ello separar el suero del
coagulo. El suero obtenido se dispensd en varios tubos eppendorf llevandolos hasta un
volumen de 500uL cada uno.

Para la obtencion del plasma las muestras se recogieron en tubos que contenian acido

etilendiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante. Posteriormente los tubos se
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centrifugaron a 650xg durante Sminutos. El plasma obtenido se dispenso en varios tubos
eppendorf llevandolos hasta un volumen de 300uL cada uno.
Tanto las alicuotas de suero como las de plasma fueron conservadas a -80°C tras su

obtencion.

3.3 Aislamiento de exosomas a partir de suero.

Las muestras de suero congeladas a -80°C se mantuvieron en hielo aproximadamente
durante 30minutos, llevandose después a un bafio de 25°C hasta que estuvieron
completamente descongeladas. Una vez descongeladas fueron sometidas a un primer
paso de centrifugacion a 2000xg durante 30 minutos a 4°C, siendo el proposito de esta
primera centrifugacion la eliminacion de restos celulares, recuperandose finalmente el
sobrenadante. Posteriormente a este sobrenadante se le anadi6 la cantidad necesaria del
reactivo Total Exosome Isolation (from serum) (invitrogen by ThermoFisher Scientific),
en la proporcion de 20puL de reactivo para 100uL de suero, tratando en todo momento
de conseguir una buena homogenizacion del producto con el suero. Seguidamente las
muestras se incubaron en un bafio a 4°C durante 30 minutos. Después de la incubacion
las muestras se centrifugaron a 10000xg durante 10minutos. Finalmente de cada
muestra se extrajo el sobrenadante y se alicuotd en su correspondiente tubo eppendorf,
obteniéndose tras ello el pellet de exosomas para cada muestra. Tanto los pellets de

exosomas como las alicuotas de sobrenadante fueron congelados a -80°C.

3.4 Obtencion de proteinas exosomales.

Para la obtencion de las proteinas contenidas en los exosomas se administraron 75uL de
buffer de lisis RIPA (50mM Tris pH8, 150mM NaCl, 1% Nonidet 40, 0,5% deoxycolato
sodico, 0,1% SDS, inhibidor de proteasas Complete 1x) sobre cada pellet de
exosomas, resuspendiendo con micropipeta durante 5 minutos y dejando reposar en
hielo otros 5 minutos, asi hasta un total de 20minutos. Seguidamente se centrifugaron
las muestras a 12000xg durante 2 minutos a 4°C con el objetivo de recuperar el
sobrenadante en donde se encontraban las proteinas, y descartar los restos del
componente vesicular. Las proteinas obtenidas se conservaron a -80°C hasta su uso.
Soluciones preparadas:

10ml de RIPA buffer de lisis (50mM Tris pHS8, 150mM NaCl, 1% Nonidet 40, 0,5%

deoxycolato sodico, 0,1% SDS, inhibidor de proteasas Complete 1x).
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3.5 Electroforesis discontinua en geles de poliacrilamida en SDS (SDS-PAGE).

La separacion de proteinas se llevé a cabo por medio de electroforesis vertical
discontinua en gel de poliacrilamida en SDS y bajo condiciones reductoras,
empleandose el sistema Mini-Protean de Bio-Rad.

3.5.1 Preparacion de un gel de poliacrilamida discontinuo en SDS.

¢ Preparacion del gel separador al 10%T.

Se mezcld en un recipiente 2,03ml de agua, 1,67ml de acrilamida/bisacrilamida 30%,
1,25ml de Tris-HCI 1,5M pH 8,8, 0,05ml de SDS 10%, afiadiendo finalmente 25uL de
persulfato amonico (PSA) y 2,5ul. de TEMED (N,N,N’,N’- tetrametiletilendiamina). La
mezcla asi preparada se verti6 entre las dos placas de vidrio del sistema Mini-Protean de
Bio-Rad, para seguidamente crear una fina capa de agua sobre ella. Se dejo polimerizar
el gel durante aproximadamente 1 hora.

¢ Preparacion del gel de compactacion al 4%T.

Se mezcld en un recipiente 1,82ml de agua, 0,40ml de acrilamida/bisacrilamida 30%,
0,75ml de Tris-HCI 0,5M pH 6,8, 0,03ml de SDS 10%, afiadiéndose finalmente 15uL
de persulfato amonico y 3ul de TEMED. Tras retirar la fina capa de agua dispuesta
anteriormente sobre el gel separador, se vertid la mezcla preparada sobre este y se dejo
polimerizar aproximadamente durante 1 hora.

Los geles asi preparados se conservaron en la nevera, dentro de un recipiente con
tampon de camara 1x a pH 8,3 (0,2M glicina, 0,025M Tris, 0,0035M SDS), para ser
utilizados al dia siguiente.

Alternativamente también se llegaron a utilizar geles de poliacrilamida preformados,

10% Mini-PROTEAN TGX y 4-20% Mini-PROTEAN TGX, (Bio-Rad).

3.6 Preparacion de las muestras para su analisis por SDS-PAGE.

Las muestras a analizar por SDS-PAGE en condiciones reductoras consistieron en
suero, suero tras la purificacion de los exosomas (sobrenadante) y las proteinas de los
exosomas purificados. El tandeen de muestras descrito anteriormente se obtuvo tanto de
personas sanas (controles) como de pacientes con cancer de colon.

Tras descongelar las muestras en hielo, se tomaron de cada una de ellas 0,5uL, a
excepcion del sobrenadante del cual se tom6 0,25ul. A las muestras se les adiciond

seguidamente 9uLL de H20 mas Syl de LSB3x (Laemmli Sample Buffer) (6,9% SDS,
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15% B-Mercaptoetanol, 30% glicerol, 185,735Mm Tris HCI pH6, 8 y 0,015% azul de
bromofenol). Para el gel que recibi6 la tincién con el reactivo de schiff’s se tomaron
3uL de cada muestra a las cuales se les adiciond 7uL. de H20 mas SuLl. de LSB3x(6,9%
SDS, 15% B-Mercaptoetanol, 30% glicerol, 185,735Mm Tris HCI pH6, 8 y 0,015%
azul de bromofenol). En todas las ocasiones se tomaron Sul. de peso molecular,
Precision Plus Protein Standars Kaleidoscope (Bio-Rad), a los que se les adicion6 10uL
de LSB 1x.

Una vez cargadas las muestras en el gel, para los geles prefabricados la electroforesis se
desarrolld a 200 voltios, mientras que para los geles elaborados en el laboratorio esta
tuvo lugar a 150 voltios, ambas a temperatura ambiente, en tampon de camara a pH

8,3(0,2M glicina, 0,025M Tris, 0,0035M SDS) y durante aproximadamente 45 minutos.

3.7 Tincion de los geles de poliacrilamida.
La visualizaciéon de la mayoria de las proteinas separadas por medio de SDS-PAGE
requiere el uso de colorantes.

3.7.1 Tincion azul de Coomassie.

Una vez retirado el gel del casete este se sumergid en la disolucion de tefiido azul de
Coomassie Brilliant Blue R250 durante 15 minutos bajo suave agitacion continua.
Transcurrido este tiempo se retir6d la disolucion de tefiido y el gel fue sometido a dos
lavados consecutivos con disolucion de destefiido, resultando un gel de bandas azules
sobre fondo transparente.

Disoluciones utilizadas:

- Disolucién de tefiido (105ml de stock Coomassie Brilliant Blue R250, 105ml Metanol,
42ml Acético).
- Disolucion de destefiido (40% Metanol, 10% Acético, 50% Agua).

3.7.2 Tincion Sypro Ruby.

Una vez retirado el gel del casete este se mantuvo en soluciéon fijadora durante 30
minutos bajo agitacion continua, esta operacion se repitid dos veces. Tras retirar la
solucion fijadora el gel se cubrid6 con SYPRO Ruby Protein Gel Stain (invitrogen)
manteniéndose en oscuridad y agitacion continua durante toda la noche. Transcurrido
este tiempo el gel se dispuso en solucioén de lavado durante 30 minutos, bajo agitacion
continua y oscuridad, esta operacion se repitid dos veces. Finalmente, al gel se le
aplicaron dos lavados con agua de cinco minutos cada uno.
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Disoluciones utilizadas:

- Solucion fijadora (50% Metanol, 7% Acido acético glacial).
- Tincion con SYPRO Ruby Protein Gel Stain (invitrogen).

- Solucién de lavado (10% Metanol, 7% Acido acético glacial).

3.7.3 Tincion con el reactivo de Schiff.

Esta tincion permite detectar las glicoproteinas presentes en un gel de poliacrilamida al
quedar sus azucares tefiidos de un color magenta.

Una vez se retird el gel del casete este se dispuso en solucion de TCA (4acido
tricloracético) al 12% durante 10 minutos bajo agitacion continua. Seguidamente el gel
se sumergio en acido peryddico (disponible en el kit Ventana Medical Sistems) durante
20 minutos. Posteriormente el gel se someti6 a tres lavados, de 5 minutos cada uno, en
acido acético al 15%. Se realizaron dos lavados de forma secuencial con el reactivo de
Schiff, en intervalos de 15 minutos con cada reactivo, y preservandose en todo
momento la condicion de oscuridad y agitacion contintia. Finalmente, el gel se sometid
a dos lavados, de aproximadamente 15 minutos cada uno, con acido acético al 7,5%,
consiguiendo que las bandas color magenta quedaran enmarcadas sobre un gel
transparente.

Soluciones preparadas:

Stock de TCA al 20%; a 20g de TCA se le adicionaron 100ml de agua, manteniéndose
la mezcla sobre agitador magnético hasta que la solucion quedd completamente

homogénea.

3.8 Analisis de los geles de poliacrilamida.
Los geles procedentes de las SDS-PAGE llevadas a cabo se analizaron a través del

software de analisis de geles Quantity-one (Bio-Rad).

4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Para separar las proteinas presentes en una muestra de suero, en el suero obtenido tras la
purificacion de los exosomas (sobrenadante) y las proteinas resultantes del lisado de un
pellet de exosomas aislado del suero, tanto para pacientes diagnosticados con cancer de
colon como para las personas sanas que actuaron como controles, se empled la

electroforesis monodimencional (1-DE), concretamente la técnica SDS-PAGE bajo
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condiciones reductoras. Tras realizar la técnica mencionada se pudo obtener una
primera evaluacion del contenido proteico presente en cada gel.

En el gel de la figura N°7 se puede observar que la técnica de separacion electroforética
se llevd a cabo correctamente. Los carriles 1, 2 y 3 se ocuparon con muestras
procedentes del paciente (suero, sobrenadante y proteinas del lisado del pellet de
exosomas, respectivamente). El carril 1 muestra todas las proteinas existentes, ya que se
contemplan tanto las proteinas del suero como las de los exosomas que viajaban en él.
El carril 2 mantiene las proteinas presentes en el suero, pero no las presentes en los
exosomas puesto que estos ultimos han sido extraidos. El carril 3 muestra Ginicamente
las proteinas presentes en los exosomas. El carril 3 también pone de manifiesto las
proteinas que son exclusivas de los exosomas puesto que no estan en el sobrenadante y
por tanto no forman parte del suero sino de los exosomas (flechas amarillas y ocre en la
figura N° 7 y figura N° 8). Obsérvese que la banda sefialada con la flecha ocre en
realidad son dos bandas que no llegan a apreciarse bien separadas en la fotografia del
gel, pero que si se ponen de manifiesto en la grafica adjunta. Las bandas exclusivas del
carril 3, con respecto al carril 2, contienen subunidades proteicas o proteinas
monomeéricas cuyos pesos moleculares (Mr) son 250KD, 41,69KD, 38,90KD, 36,31KD,
33,11KD, 26,30KD, segtn la curva de calibrado de la figura N°8.

Los carriles 5, 6 y 7 se ocuparon con muestras pertenecientes a la persona sana que
actu6 de control (suero, sobrenadante y proteinas del lisado del pellet de exosomas,
respectivamente). El carril 5 muestra todas las proteinas existentes, tanto las que forman
parte del suero como las que forman parte de los exosomas, atin asi si alguna proteina
perteneciente al lisado de exosomas no se llegase a apreciar en este carril, podria ser
debido a que la cantidad de ésta en el suero crudo cargado es insuficiente. El carril 6
mantiene las proteinas presentes en el suero, pero no las presentes en los exosomas
puesto que estos ultimos han sido extraidos. El carril 7 muestra inicamente las proteinas
presentes en los exosomas, poniendo a la vez de manifiesto las proteinas que son
exclusivas de los exosomas, puesto que estas ultimas no estdn en el sobrenadante
(flechas azul claro y blancas en la figura N°7 y N°8). Notese que la banda sefialada con
la flecha blanca en realidad son dos bandas independientes, dualidad que se observa mas
claramente sobre la grafica. La flecha azul claro sobre la grafica pone de manifiesto la
banda més tenue sefialada en el gel con una flecha de ese mismo color. Los pesos

moleculares de las subunidades proteicas o proteinas monoméricas contenidas en las
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bandas exclusivas del carril 7, con respecto al carril 6,son 250KD, 53,70KD, 38,90KD,
36,31KD, 33,11KD, 26,30KD, segun la curva de calibrado de la figura N°8.

1 23 4 5667 1 23 4 567

e |

— -
— ——
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Figura 7. Separacion mediante SDS-PAGE de 0,5uL de suero, 0,25ul de sobrenadante
y 0,5uL de proteinas obtenidas del lisado de exosomas purificados (carriles 1, 2 y 3
respectivamente, pertenecientes al paciente diagnosticado con cancer de colon). Los
carriles 5, 6 y 7, pertenecientes al control sano, contienen 0,5uL de suero, 0,5uL de
sobrenadante y 0,5uL de proteinas obtenidas del lisado de exosomas purificados,
respectivamente. Se adjunta grafica comparativa que lee cantidad de proteina; A) Suero
del paciente (linea roja) junto a sobrenadante del paciente (linea verde), B)
Sobrenadante del paciente (linea roja) junto a proteinas de exosomas del paciente (linea
verde), C) Suero del paciente (linea roja) junto a proteinas de exosomas del paciente
(linea verde). D) Suero del individuo sano (linea roja) junto a sobrenadante del
individuo sano (linea verde), E) Sobrenadante del individuo sano (linea roja) junto a
proteinas de exosomas del individuo sano (linea verde), F) Suero del individuo sano
(linea roja) junto a proteinas de exosomas del individuo sano (linea verde).

Al establecer una comparacion del patrén de bandas entre el carril 3 y el carril 7,
proteinas de exosomas del paciente y proteinas de exosomas del control
respectivamente, se propone una banda diferencial que esta presente en el carril 3 pero
no se encuentra en el carril 7 (flecha roja en la figura N°8 o aro blanco sobre la grafica),
esta banda diferencial seria de contenido proteico que conforma el exosoma y no de
origen sérico puesto que no se presenta igualmente perfilada en el sobrenadante del

paciente, y de un peso molecular de 41,69KD. Por otro lado se propone una segunda
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banda proteica diferencial entre estos dos carriles, que esta presente en el carril 7 pero
no se aprecia en el carril 3 (flecha magenta en la figura N°8), ésta se supone de origen
proteico exosomal y no sérico, estimandose su peso molecular en 53,70KD.

El patrén de bandas del carril 2 y 6, sobrenadante del paciente y sobrenadante del

control respectivamente, se contempla muy semejante.

y=-1,1599x + 5,4096

B Curva de calibracion. (SDS-PAGE) R*=0,9964

Masa molecular relativa.

(Escalalogaritmica). ¢ Seriesl
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Figura 8. A) Separacion mediante SDS-PAGE de 0,5uL de suero, 0,25uL de
sobrenadante y 0,5uL de proteinas obtenidas del lisado de exosomas purificados
(carriles 1, 2 y 3 respectivamente, pertenecientes al paciente diagnosticado con cancer
de colon). Los carriles 5, 6 y 7, pertenecientes al control sano, contienen 0,5uL. de
suero, 0,5uL de sobrenadante y 0,5uL de proteinas obtenidas del lisado de exosomas
purificados, respectivamente. Se adjunta grafica comparativa que lee cantidad de
proteina; A) Proteinas de exosomas del paciente (linea roja) junto a proteinas de
exosomas del individuo sano (linea verde). B) Curva de calibrado perteneciente al gel
del apartado A.
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Figura 9. A) Separacion mediante SDS-PAGE de 0,5uL de suero, 0,25ul de
sobrenadante y 0,5uL de proteinas obtenidas del lisado de exosomas purificados
(carriles 1, 2 y 3 respectivamente, pertenecientes al paciente diagnosticado con cancer
de colon). Los carriles 5, 6 y 7, pertenecientes al control sano, contienen 0,5uL de
suero, 0,5uLlL de sobrenadante y 0,5ul. de proteinas obtenidas del lisado de exosomas
purificados, respectivamente. B) Determinacion de la presencia de glicoproteinas. Las
proteinas fueron separadas mediante SDS-PAGE. Carril 1, patron de masas
moleculares; carril 2 y 5, proteinas obtenidas del lisado de exosomas purificados (3uL)
pertenecientes a dos controles sanos respectivamente. Carril 4, proteinas obtenidas del
lisado de exosomas purificados (3uL) del paciente diagnosticado con cancer de colon.
El carril 3 no forma parte de este estudio. Se adjunta curva de calibrado del gel B.

Con el fin de detectar la presencia de glicoproteinas y caracterizar, en la medida de lo
posible, un poco mas las muestras de proteinas de exosomas trabajadas, se llevo a cabo
la técnica de SDS-PAGE, y posteriormente se tifio el gel con el reactivo de Schiff. El
gel asi tefiido revela la presencia de glicoproteinas por encima de los 45KD, tanto para
el paciente como para los controles. Las proteinas resefiadas como “exclusivas” de los

exosomas con respecto al suero, que se visualizaron en el gel de la figura n°7 (o en el
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gel A de la figura n° 9), la mayoria tiene pesos moleculares por debajo de los 45KD, y
no se manifestaron como glicoproteinas en el gel de tincion Schiff.
Dado que la técnica de deteccion de glicoproteinas solo fue realizada una vez, los

resultados no se consideran concluyentes.

5. CONCLUSION.

La técnica SDS-PAGE (1DE) empleada en la separacion de muestras proteicas
pertenecientes a un paciente diagnosticado con cancer de colon y muestras proteicas
pertenecientes a una persona sana, puso de manifiesto el contenido proteico que
portaban los exosomas de las personas participantes, pudiéndose apreciar con ello el
contenido proteico “exclusivo”, con respecto al contenido proteico propio del suero, que
portaban dichos exosomas, y halldndose entre éste ultimo dos bandas diferenciales, una
presente en el contenido proteico de los exosomas del paciente , de aproximadamente
41,69KDa, y claramente ausente entre el contenido proteico de los exosomas del
control, y otra, de aproximadamente 53,70KDa, presente entre el contenido proteico de
los exosomas del control y ausente entre el contenido proteico de los exosomas del
paciente. Por otro lado, la tincién con el reactivo de Schiff confirm6 la presencia de
glicoproteinas entre el contenido proteico de los exosomas, aunque no se pudo concluir
si entre el contenido proteico “exclusivo” de exosomas habia glicoproteinas.

Por tanto, ha sido posible confirmar la existencia de un patrén proteico diferencial, lo
que nos permite suponer que los exosomas del cancer, a través de un mecanismo de
carga diferencial, y a través de la transferencia de las proteinas diferenciales halladas,
estan participando en el desarrollo del cancer colorrectal.

Las diferencias halladas sugieren que conocer el perfil completo de las moléculas
transportadas por los exosomas de pacientes con cancer, puede arrojar luz sobre la
biologia del proceso patoldgico, lo que nos ayudaria a diagnosticar y tratar la

enfermedad.

CONCLUSION.

The SDS-PAGE (1DE) technique used in the separation of protein samples belonging to
a patient diagnosed with colon cancer and protein samples belonging to a healthy
person, revealed the protein content carried by the exosomes of the persons participants,

thus being able to appreciate the “exclusive” protein content, with respect to the serum
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content itself, of these exosomes, and finding two differential bands, one present in the
protein content of the exosomes of the patient, of approximately 41,69 KD, and clearly
absent among the protein content of the exosomes of the control, and another,
approximately 53,70KD, present between the protein content of the exosomes of the
control and absent between the protein content of the exosomes of the patient. On the
other hand, the staining with the Schiff reagent confirmed the presence of glycoproteins
between the protein content of the exosomes, but it could not be concluded if there were
glycoproteins among the exclusive protein content of exosomes.

Therefore it has been possible to confirm the existence of a differential proteinogram
pattern, which allows us to suppose that cancer exosomes, through a differential load
mechanism, and through the transfer of these differential proteins, are participating in
the development of colorectal cancer.

The differences found suggest that knowing the complete profile of the molecules
transported by the exosomes of cancer patients can shed light on the pathological

process, which would help us diagnose and treat the disease.
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