UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Departamento de Bioquimica Clinica

FCQ

Facultad de
Ciencias Quimicas

Tesis de Doctorado en Ciencias Quimicas

“CARACTERIZACION DE VESICULAS EXTRACELULARES
COMO MEDIADORAS DE LA COMUNICACION
INTERCELULAR EN EL MICROAMBIENTE TUMORAL
TIROIDEO Y SU ROL EN LA PROMOCION MALIGNA”

Lic. Bravo Miana, Rocio del C.

2021

Departamento de Bioquimica Clinica
Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Nacional de Cérdoba
Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e Inmunologia
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CIBICI — CONICET)
Cérdoba, Argentina.



TESIS DE DOCTORADO PARA LA OBTENCION DEL TiTULO DE
DOCTOR EN CIENCIAS QUIMICAS

DIRECTORA DE TESIS:

Dra. ANA CAROLINA DONADIO. Centro de Investigaciones en Bioquimica
Clinica e Inmunologia (CIBICI-CONICET). Departamento de Bioquimica
Clinica. Facultad de Ciencias Quimicas. Universidad Nacional de Cérdoba
(UNC).

COMISION ASESORA:

Dra. FLAVIA ANDREA BOLLATI. Instituto de Farmacologia Experimental
(IFEC-CONICET). Departamento de Farmacologia. Facultad de Ciencias
Quimicas. UNC.

Dr. ALDO ALEJANDRO VILCAES. Centro de Investigaciones en Quimica
Bioldgica de Cdrdoba (CIQUIBIC—CONICET). Departamento de Quimica
Bioldgica. Facultad de Ciencias Quimicas. UNC.

Dra. CLAUDIA GABRIELA PELLIZAS. Centro de Investigaciones en Bioquimica
Clinica e Inmunologia (CIBICI-CONICET). Departamento de Bioquimica
Clinica. Facultad de Ciencias Quimicas. UNC.

EVALUADOR EXTERNO:

Dra. GRACIELA ALICIA CREMASCHI. Instituto de Investigaciones Biomédicas
(BIOMED-CONICET). Facultad de Ciencias Médicas. Pontificia Universidad
Catdlica Argentina.

DEFENSA ORAL Y PUBLICA

Lugar y Fecha:
Calificacion:
TRIBUNAL
(100 0T R AClaracion: ...ooeeceveeeeeeeeeee e
Firma: oot e AClaracion: ..o
(100 0T TR AClaracion: .....ooceveev e

Firma: oot AClaracion: ...oooeeveveeeeeee e



Este trabajo de Tesis Doctoral se realizé en el:

Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e Inmunologia -
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas

(CIBICI-CONICET)

CONICET

\A Universidad

~ Naciqnal
de Cérdoba

Departamento de Biogquimica Clinica
Facultad de Ciencias Quimicas (FCQ)

Universidad Nacional de Cérdoba (UNC)

El mismo fue llevado a cabo durante el desempeno de una Beca Interna Doctoral
otorgada por el Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET) y una estadia en el extranjero, financiada por la Union of Biochemistry
and Molecular Biology (IUBMB), al haber obtenido la Wood Whelan Research
Fellowship. Los subsidios nacionales que financiaron este trabajo fueron

otorgados por SeCyT, Fundacion Sales y CONICET.



PUBLICACIONES

Articulos en revistas cientificas internacionales con referato:

2020. “Thyroid tumor cells-fibroblasts crosstalk: role of extracelular
vesicles”. Bravo-Miana RDC, Della Vedova AB, De Paul AL, Remedi MM, Guantay
ML, Gilardoni MB, Pellizas CG, Donadio AC. Endocrine Connections, 2020; 9:6 506-
518. DOI: 10.1530/EC-20-0113.

2021. “Extracellular vesicles from the thyroid tumor contexts acquire an
ECM remodeling proteomic profile relevant for thyroid cancer”. Bravo-Miana
RDC, Soler MF, Ceschin DG, Royo F, Negretti-Borga DM, Azkargorta M, Elortza F,
Montesinos MM, Pellizas CG, Falcén-Pérez IM*, Donadio AC*. (Manuscrito en

preparacion para ser enviado a publicar).

Resimenes en revistas nacionales e internacionales con referato:
2021. “Exploring nanometer universes to decipher tumor emissaries”.
Bravo-Miana RDC, Ceschin DG, Royo F, Pellizas CG, Falcon-Perez JM, Donadio AC.
Medicina Vol. 81, suppl. III, pag. 109 (Trabajo premiado por el Consejo de Genética-
SAIC).

2019. “Thyroid tumor cell-fibroblast interaction produces extracellular
vesicles involved in thyroid tumor aggressiveness”. Bravo-Miana RDC,
Negretti-Borga DM, Soler MF, Gilardoni MB, De Paul AL, Montesinos MM, Pellizas CG
y Donadio AC. Arch Endocrinol Metabol (ABEM) Vol. 63, suppl. 02, pag. S13.

2018. “Extracellular vesicles induce fibroblasts metalloproteinases
expression in thyroid tumor microenvironment”. Bravo-Miana RDC, Guantay
ML, Gilardoni MB, De Paul AL, Borioli GA, Pellizas CG, Donadio AC. Journal of
Extracellular Vesicles Vol. 7, suppl. 1, pag. 49, 2018.

2017. “Extracellular vesicles, mediators of tumor stromal crosstalk, in
thyroid tumor microenvironment”. Bravo-Miana RdC, Guantay ML, Gilardoni MB,
De Paul AL, Borioli GA, Pellizas CG, Donadio AC. Medicina Vol. 77, suppl. I, pag. 149.

2017. “Extracellular Vesicles as Carriers of CD147 in Thyroid Tumor
Microenvironment”. Bravo-Miana RDC, de Paul AL, Borioli GA, Gilardoni MB,
Remedi MM, Masini-Repiso AM, Pellizas CG, Donadio AC. Arch Endocrinol Metabol
(ABEM) Vol. 61, suppl. 02, pag. S45. (Travel Grant por presentacion de Poster).



"Comienza haciendo lo que es necesario, luego lo que es

posible y de repente estaras haciendo lo imposible”,

San Francisco de Asis

A mi familia...



El cancer de tiroides es la enfermedad maligna del sistema endocrino con mayor prevalencia.
Entre los carcinomas tiroideos, el Carcinoma Papilar Tiroideo (PTC) es la patologia mas frecuente,
en general de buen prondstico, aunque algunos casos se presentan con mayor agresividad,
metastasis locales y a distancia, resistencia al tratamiento y aumentada mortalidad. Por otra parte,
el Carcinoma Anaplasico Tiroideo (ATC), aunque de menor incidencia, es el mas agresivo,
metastasico y de alta letalidad. Las células tumorales no pueden comandar la promocién de la
enfermedad de forma independiente, sino que necesitan de otras células, residentes o reclutadas al
sitio tumoral, que apoyen el mantenimiento de las capacidades adquiridas por las células tumorales,
conformandose lo que se conoce como microambiente tumoral (TME). La comunicacion intercelular
en el TME se produce tanto por interacciones célula-célula, célula-matriz, como por diversas
moléculas liberadas en forma soluble o bien empaquetadas en vesiculas extracelulares (EVs). Las
EVs son poblaciones heterogéneas de vesiculas nanométricas (< 1000 nm) y transportan
biomoléculas provenientes de la célula que les da origen. Las EVs liberadas por las células al espacio
extracelular pueden ser aisladas a partir de distintos fluidos bioldgicos o sobrenadantes de cultivo,
transferir su cargo a células receptoras, regulando el estado fisiopatoldgico de éstas, contribuir al
desarrollo tumoral y participar en la invasion y metdstasis en ganglios centinelas. El papel del TME
en el desarrollo del cancer de tiroides estd comenzando a ser dilucidado. Sin embargo, las evidencias
que relacionan el crosstalk entre Fb y células tumorales tiroideas, con la secrecidn de EVs, su cargo,
y eventual modulacién de proteinas relacionadas con la promocidn de la invasiéon y diseminacion
tumoral, fueron poco exploradas.

Este trabajo de tesis doctoral se centrd en la caracterizacion de EVs, obtenidas a partir de un
modelo in vitro de interaccion célula tumoral-Fb, desde un abordaje morfoldgico, cuantitativo,
bioquimico, protedmico y funcional. Los fibroblastos (Fb), fueron las células representantes del
estroma elegidas en este trabajo, y se conoce que presentan un rol protagonico en el desarrollo
tumoral. El modelo experimental utilizado se basoé en el co-cultivo de células TPC-1 (PTC); 8505c,
(ATC); y NThyOri (células no-tumorales tiroideas) con Fb humanos; y el aislamiento de EVs se llevo
a cabo por ultracentrifugacion de los sobrenadantes de cultivo (CMs). La caracterizacion morfoldgica
y bioquimica de las EVs se realizd mediante microscopia electrénica de transmision (TEM),
nanoparticle tracking analysis (NTA) y ensayos de western blot (WB). El estudio proteémico se
realizd por cromatografia liquida de alto rendimiento y espectrometria de masa en tandem vy la
caracterizacién funcional por zimografias, microscopia de fluorescencia, microscopia confocal y
citometria de flujo. Estudios protedmicos y funcionales de las EVs permitieron dilucidar su posible
rol en el TME tiroideo, asi como encontrar interesantes proteinas que constituirian importantes
blancos de profundizacién como biomarcadores en cancer de tiroides.

Los resultados obtenidos demostraron que los Fb, las células tiroideas y sus co-cultivos liberan
EVs a los CMs, con un tamafio entre 50-200nm, las que mostraron la expresion de marcadores de
exosomas clasicos. La comunicacion bidireccional entre Fb y células TPC-1, produjo un mayor
numero de EVs que las obtenidas de Fb y células TPC-1 aisladas. Sin embargo, no hubo diferencias
en el nimero y tamafio de las particulas aisladas entre las diferentes células tiroideas co-cultivadas.
El perfil protedmico de las EVs distinguid aquellas obtenidas de células co-cultivadas con respecto a
las obtenidas de células aisladas y mostré una robusta segregacion entre las muestras provenientes
del entorno del PTC: TPC-1/Fb-TPC-1 con respecto a las provenientes de 8505c/Fb-8505c y

NThyOri/Fb-NThyOri. Interesantemente, EVs provenientes del co-cultivo célula tumoral tiroidea-Fb



presentaron un perfil protedmico relacionado a la remodelacion de la matriz extracelular (ECM). El
estudio de las proteinas diferencialmente enriquecidas (DEPs) en el entorno Fb-TPC-1, sugirié que
el Fb aportaria al direccionamiento de la potencial funcionalidad en las EVs, sin embargo, en el
contexto Fb-8505c, el Fb no modificaria la capacidad funcional que presentan EVs obtenidas de
8505c aisladas. En concordancia, el crosstalk entre Fb y TPC-1 potencié el rol de las EVs
favoreciendo la degradacién del colageno.

En la remodelacion de la ECM participan enzimas como las metaloproteinasas (MMPs), proteasas
inducidas y secretadas por células presentes en el TME. En el medio extracelular, éstas se activan
y remodelan la ECM, degradando el colageno contenido en la misma, favoreciendo los pasos iniciales
de la migracién celular. En nuestro modelo, se evidencié que el co-cultivo célula tumoral tiroidea-
Fb indujo la secreciéon de proMMP9 y proMMP2 junto a un aumento significativo en la activacion de
MMP2 en los CMs. Ademas, en el caso de Fb-TPC-1, este aumento en la secrecién de la enzima y su
activacién se produjo aun en ausencia del contacto directo célula-célula, mediado posiblemente por
EVs y factores solubles liberados en ese contexto. De la misma manera, se demostré que la
incubacion de Fb y células NThyOri con EVs provenientes de Fb-TPC-1 indujo la secrecion y
activacién de MMP2 en los CMs. En consonancia, MMP2 y proteinas relacionadas a la misma,
detectadas en las EVs, permitieron discriminar entre EVs provenientes de un entorno tumoral con
respecto al no tumoral. Por otro lado, se pudo evidenciar un aumento en el mRNA de GAL-1 en Fb
estimulados con EVs provenientes de Fb-TPC-1. En estudios de captacién de EVs realizados
utilizando Fb y células TPC-1, como células receptoras, se evidencié que las EVs producidas por Fb,
células tumorales y no tumorales tiroideas, son incorporadas al interior celular. Curiosamente, un
mayor numero de Fb internalizaron EVs provenientes del entorno tumoral que de células no
tumorales tiroideas, lo que puso en evidencia la activa comunicacion intercelular entre Fb y células
tumorales tiroideas a través de EVs. Por ultimo, CD147, HRAS y MAMDC2, moléculas asociadas con
agresividad tumoral, se detectaron exclusivamente enriquecidas en EVs provenientes de Fb-TPC-1,
lo cual abre la oportunidad de su estudio y deteccion en EVs provenientes de pacientes con cancer
de tiroides, con un potencial impacto traslacional en salud humana.

En su conjunto, los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral nos permitieron demostrar,
por primera vez, el impacto de la interaccion tumor-Fb en la liberacién de una subpoblacién diferente
de EVs en el TME tiroideo. En este sentido, la comunicacion entre Fb y células tumorales tiroideas,
produce EVs con un proteoma bioldgicamente relevante para el cancer de tiroides, vinculado con la
remodelacion de la ECM vy la degradacion del colageno contenido en la misma. En el TME tiroideo,
estas EVs desempenfiarian un rol activo en la sintesis y activacion de MMPs, asi como en la expresion
de Gal-1, facilitando la degradacion de la ECM vy, potencialmente, la migracién e invasion de las
células tumorales promoviendo la agresividad y progresion del tumor. Tanto el conocimiento del
cargo proteico presente en EVs, asi como la comprension de su funcion biolégica en el TME tiroideo,
podrian contribuir al disefio de nuevas estrategias de tratamiento y ofrecerian oportunidades en el
uso de procedimientos minimamente invasivos, para el descubrimiento de biomarcadores en biopsia
liquida, potencialmente utiles en la evaluacidn diagndstica y el seguimiento de los pacientes con

cancer de tiroides.



ABSTRACT

Thyroid cancer is the most prevalent malignant disease of the endocrine system. Among thyroid
carcinomas, Papillary Thyroid Carcinoma (PTC) is the most frequent pathology, generally with a
good prognosis, although some cases present higher aggressiveness, local and distant metastasis,
resistance to treatment and increased mortality. On the other hand, Anaplastic Thyroid Carcinoma
(ATC), although of lower incidence, is the most aggressive, metastatic and lethal malignancy. Tumor
cells are not able to command independently the promotion of the disease, but need other cells,
resident or permanently recruited to the tumor site, to support the maintenance of the hallmarks of
cancer, establishing the tumor microenvironment (TME). Fibroblasts (Fb) were the representing
stroma cells selected in this work, and they play a leading role in tumor development. Intercellular
communication in the TME is produced by cell-to-cell and cell-matrix interactions, as well as by
several molecules released in soluble form or packaged in extracellular vesicles (EVs). EVs are
heterogeneous populations of nanometric vesicles (< 1000 nm) that carry biomolecules of their
producing cells and transfer their cargo to recipient cells, regulating their pathophysiological state.
EVs are released by the cells into the extracellular space, they can be identified in culture
supernatants or different biological fluids, and contribute to tumor development modifying the
phenotype of other TME cells and participating in invasion and metastasis to sentinel lymph nodes.
The role of TME in thyroid cancer development is beginning to be elucidated. However, evidence
linking the crosstalk between Fb and thyroid tumor cells with the secretion of EVs, their cargo, and
an eventual modulation of proteins related to the promotion of tumor invasion and metastasis, still
needs to be deciphered.

This thesis work is focused on the characterization of EVs, obtained from an in vitro model of
tumor cell-Fb interaction, with a morphological, quantitative, biochemical, proteomic and functional
approach. The experimental model was based on the co-culture of TPC-1 cells, from PTC; 8505c,
from ATC; and NThyOri, as thyroid non-tumor cells, with human Fb; and EVs were obtained by
ultracentrifugation of culture supernatants (CMs). Morphological and biochemical characterization
of EVs was performed by transmission electron microscopy (TEM), nanoparticle tracking analysis
(NTA) and western blot (WB). EV-proteomic analysis was performed by nano-liquid
chromatography-tandem mass spectrometry, and metalloproteinases (MMPs) were studied by
zymography. EV-exchange was evaluated using immunofluorescence, confocal microscopy, and flow
cytometry. Proteomic and functional studies of EVs permitted to elucidate their possible role in
thyroid TME, as well as to find interesting proteins that would constitute important targets for further
studies as thyroid cancer biomarkers.

Our data demonstrated that Fb, thyroid cells and their co-cultures release EVs to CMs, with a
size that ranged from 50 to 200nm, which showed the expression of the classical exosome markers
CD63, CD81, CD9, and FLOT-1. The crosstalk between Fb and TPC-1 cells produced significantly
more EVs than their isolated cells, however, no significant differences were registered among the
different co-cultured thyroid cells. Unsupervised hierarchical clustering of the proteomic data
showed the robust segregation between TPC-1/Fb-TPC-1 EV-samples regarding 8505c/Fb-8505c
and NThyOri/Fb-NThyOri EV-samples. Interestingly, EVs from thyroid tumor cell-Fb co-culture
presented a proteomic profile related to extracellular matrix remodeling (ECM). The study of
differentially enriched proteins (DEPs) in the Fb-TPC-1 environment suggests that Fb would provide
a functional advantage to EVs from TPC-1-tumoral milieu, specializing them in direct communication

with the ECM. However, in the 8505c-tumoral context, Fb would not modify the functional capacity



presented by EVs obtained from isolated 8505c cells. Accordingly, the crosstalk between Fb and
TPC-1 potentiated EV-functionality, thereby favoring collagen degradation.

One of the main drivers of ECM degradation is the matrix metalloproteinases (MMPs) family. In
the extracellular region, MMPs activate their collagen degradation activity, favoring the initial steps
of cell migration. In our model, it was evidenced that thyroid tumor cell-Fb co-culture induced the
secretion of proMMP9 and proMMP2 and a significant increase in MMP2 activation in CMs. Moreover,
MMP?2 activity could also be induced in Fb-TPC-1 co-cultures independently of the cell-to-cell contact,
which reinforces the role of EVs. In this regard, the incubation of Fb and NThyOri cells with EVs from
Fb-TPC-1 co-cultures induced the MMP2 secretion and activation in CMs. Accordingly, MMP2 and
their related proteins detected in the EVs, can discriminate between thyroid microenvironments,
and also distinguish Fb-tumor cell interplay in the tumoral milieu. On the other hand, an increase
in GAL-1 mRNA in Fb stimulated with EVs from Fb-TPC-1 co-culture was evidenced. EV-uptake assay
using Fb and TPC-1 cells as recipient cells revealed that EVs produced by Fb, tumor and non-tumor
thyroid cells are incorporated into the cells. Interestingly, In the present work, evidence has been
provided of higher amounts of EVs from thyroid tumor producing cells being taken up by Fb,
evidencing an active EV-mediated communication between Fb and tumor thyroid cells. In contrast,
in TPC-1 cells no differences were detected in the incorporated EVs from tumor and non-tumor
thyroid cells. Finally, the exclusively enriched proteins CD147, HRAS and MAMDC2 in EVs from Fb-
TPC-1 co-culture, open the opportunity for their study and detection in EVs from thyroid cancer
patients, with a potential translational impact on human health.

Taken together, the results obtained in the present PhD work demonstrated, for the first time,
the relevance of the tumor-Fb crosstalk in the release of a different subpopulation of EVs in thyroid
TME. In this sense, the efficient communication between Fb and thyroid tumor cells produces EVs
with a biologically relevant proteome for thyroid cancer, that participate in ECM remodeling and
collagen degradation. In thyroid TME, these EVs would perform an active role in the synthesis and
activation of MMPs, as well as in the expression of Gal-1, facilitating the degradation of the ECM
and, potentially, the migration and invasion of tumor cells, promoting tumor progression and
aggressiveness. The knowledge of the bioactive cargo present in EVs, and a better the
understanding of their biological function on the TME, could contribute to promoting novel treatment
strategies, offering opportunities for minimally invasive diagnostic procedures and the identification

of better biomarkers for the diagnosis and the monitoring of the evolution of cancer patients.
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1. El tumor y su microambiente tumoral (TME)

Cancer o tumor maligno es el nombre con que se designa a un amplio grupo de enfermedades
relacionadas, no transmisibles, multifactoriales y de origen celular. Las células normales para
transformarse en tumorales adquieren capacidades especificas, y complementarias entre si, que
les confieren un fenotipo caracteristico y las diferencian sustancialmente de las células normales.
El desarrollo y progresion inicial de un tumor estd basado en alteraciones genéticas en
oncogenes y genes supresores de tumores, adquiridas y acumuladas en una célula. Sin
embargo, estas células transformadas no pueden comandar la promocion de la enfermedad de
forma independiente y necesitan de otras células, residentes o reclutadas permanentemente al
sitio tumoral, que apoyen el mantenimiento de las capacidades adquiridas por las células
tumorales, conformandose lo que se conoce como microambiente tumoral (TME, por sus siglas
en inglés) [1]. Los tumores se reconocen como un organo diferente, cuya complejidad y
heterogeneidad se aproxima e incluso supera a un tejido sano, formado por células tumorales
(parénquima), asi como por otras: fibroblastos, células endoteliales y del sistema inmune,
adipocitos (estroma), embebidas en una matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés) que
les proporciona un soporte estructural, apoyando la arquitectura y la integridad del tejido. Entre
estas capacidades adquiridas, siete reciben contribuciones de las células del TME: independencia
de factores de crecimiento (GF, por sus siglas en inglés), evasion de los supresores del
crecimiento y de la destruccion por el sistema inmune, activacion de la invasion y metastasis,
induccidon de angiogénesis, resistencia a la muerte celular y reprogramacion del metabolismo
energético. Otras que cabe mencionar son: potencial replicativo ilimitado, inflamacion
promovida por el tumor e inestabilidad gendmica [2]. Los efectos del TME sobre el tumor y
viceversa, son cada vez mas entendidos, siendo las propias células tumorales capaces de mediar
su reclutamiento, activacion, reprogramacion y persistencia. Esta comprensidon mejorada
presenta nuevos e interesantes objetivos para la terapia antitumoral.

La medicina contra el cancer se encuentra en una nueva era, que utiliza un enfoque
integrador para el diagndstico y la terapéutica, mediante estrategias combinadas vy
personalizadas. Es decir, las estrategias no se dirigen sdlo a vias intrinsecas de las células
tumorales, sino que también a células pertenecientes al TME, sus vias de sefializacion vy
mediadores, buscando extinguir el tumor in situ o metastasico y eludir aquellos mecanismos de
resistencia adaptativa del mismo a las terapias [3]. Los fibroblastos (Fb) son las células
representantes del estroma tumoral elegidas en este trabajo y se conoce que contribuyen en

todas las capacidades adquiridas por las células tumorales (Fig. 1).
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Figura 1. Contribuciones de las células estromales, residentes y/o reclutadas, sobre los
hallmarks del cancer. Participacion de Fb asociados al tumor, células inmunes infiltrantes y células
endoteliales angiogénicas (células del estroma en el TME), en las capacidades adquiridas por las células
tumorales. La importancia de cada una de estas células varia segun el tipo de tumor y el érgano en el
que se encuentre. Representacion esquematica adaptada de Hanahan and Coussens (2012) [2].

2. Rol del Fb en el TME

Los Fb, entre el gran nimero de tipos celulares y factores ambientales diferentes que forman
parte del TME, juegan un rol clave en el desarrollo tumoral. Sin embargo, a pesar de ser uno de
los tipos celulares mas estudiados en biologia, todavia no se conoce en profundidad su papel y
comportamiento en el TME. La comunicacidn reciproca existente con las células tumorales,
podria ser la responsable de la aparicién de una subpoblacién de Fb hiperactivados, que en el
TME se conocen como fibroblastos asociados al cancer (CAFs, por sus siglas en inglés) y cuya
abundancia depende del tipo de tumor [4]. Los CAFs son altamente heterogéneos, y Kalluri [5]
describe las distintas contribuciones funcionales de estas células en el TME (Fig. 2), las que

participan en:
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¢ El mantenimiento de sefiales proliferativas, expresando y secretando diferentes proteinas de
sefializacidon, por ej. GF como HGF, EGF, FGFs, que estimulan la proliferacion de células
tumorales.

e La activacion de la invasion y metdstasis, orquestando la transicidon epitelio-mesénquima
(EMT, por sus siglas en inglés) de las células tumorales mediante la secrecién de TGF-B y otras
citoquinas. Ademas, pueden remodelar la ECM regulando la expresion, junto a las células
tumorales, de diferentes enzimas como las metaloproteinasas de matriz (MMPs).

e La induccién de angiogénesis, secretando diversos factores proangiogénicos como el factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF, por sus siglas en inglés) e IL6; y proteasas que
regulan la biodisponibilidad de los mismos.

e La resistencia a la muerte celular, inhibiendo a células del sistema inmune innato. Ademas,
gracias a que expresan PDL1 y PDL2, mediando funciones inmunosupresoras y ayudando a las
células tumorales a evadir a las células del sistema inmune adaptativo.

e La reprogramacion reciproca del metabolismo energético. La célula tumoral cambia su perfil
metabdlico y la proliferacion celular tumoral genera un elevado estrés oxidativo (con produccion
de especies reactivas del oxigeno) sobre los Fb, que a su vez colaboran en su produccion en el
TME. Ademas, la liberacion de lactato y piruvato, debido a una glicdlisis aumentada, sirven como
fuente de energia directa para las células tumorales.

Sin embargo, se conoce también que los CAFs podrian servir como reguladores negativos de
la progresion del tumor en determinadas circunstancias, aunque esta consideraciéon ha sido
desapercibida en numerosos trabajos. Los diversos origenes de los CAFs, asi como los diferentes
tejidos en los que residen, sumado a sus interacciones con las células tumorales en el TME,
podrian ser responsables de esta heterogeneidad fenotipica, funcional y morfoldgica [6]. Entre
estos origenes se pueden mencionar, los Fb residentes en el tejido donde se origina el tumor,
aquellos que provienen de células de la medula d6sea, que durante el desarrollo del tumor son
reclutadas continuamente al tejido tumoral; los que provienen del linaje vascular (células
endoteliales, del musculo liso, pericitos) y se transforman en CAFs dentro del nicho tumoral; asi
como los que, a través de EMT, provienen de las propias células tumorales [7, 8].

Numerosos autores mencionan al tumor como “una herida que nunca sana”. En este sentido,
Fb activados de manera reversible, normalmente asociados a la cicatrizacion de heridas,
adquieren en el TME fenotipos secretorios adicionales, propiedades proliferativas mejoradas,
capacidad de activacion autocrina robusta, independientemente de su cercania a la célula
tumoral, y funciones inmunomoduladoras dindmicas. Estas capacidades adquiridas por el Fb en
el TME, junto a la regulacidén epigenética, conduce a un estado de activacion irreversible de los
Fb en CAFs [5].
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Figura 2. Los CAFs y su secretoma remodelan el TME. Los CAFs remodelan y reprograman la ECM
asi como a componentes celulares del TME. El secretoma de los CAFs inhibe el reclutamiento y activacion
de células del sistema inmune innato y polariza la respuesta inmune adaptativa (sector izquierdo de la
imagen). Participa en la activacion autocrina autosostenida (centro de la imagen) y en diversas funciones
sobre las células tumorales (sector derecho de la imagen), promoviendo su crecimiento, invasion,
supervivencia y/o resistencia a la terapia. La reprogramacion metabdlica en los CAFs impacta en el TME
y mejora la adaptacion de las células tumorales al tumor en crecimiento. Los CAFs y su secretoma
también estan involucrados en la angiogénesis tumoral, afectando indirectamente al reclutamiento y
activacion de células inmunes, asi como a la migracidon e invasion de las células tumorales. APC: célula
presentadora de antigenos; CCL: ligando de quemoquinas con motivo C-C; CTGF: factor de crecimiento
del tejido conectivo; CXCL: ligando de quemoquinas con motivo C-X-C; DC: célula dendritica; EGF: factor
de crecimiento epidérmico; GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos; HGF:
factor de crecimiento de hepatocitos; IGF: factor de crecimiento similar a la insulina; IL: interleuquina;
MMP: metaloproteinasa de la matriz; NK: natural killer; PDGFa: factor de crecimiento derivado de
plaquetas a; PGE2: prostaglandina E2; SDF1: factor derivado de células estromales 1; TGFB: factor de
crecimiento transformante B; TH: célula T helper; TIMPs: inhibidores tisulares de las MMPs; Treg: célula
T reguladora; VEGFA: factor de crecimiento endotelial vascular A. Representacion esquematica adaptada
de Kalluri (2016) [5].

3. Remodelacion de la ECM y progresion tumoral

El core del matrisoma, definido como el conjunto de proteinas de la ECM y sus factores
asociados, se compone de ~300 macromoléculas de matriz Unicas y puede clasificarse en
colagenos, proteoglicanos (tales como proteoglicanos de heparan sulfato, versicano y acido
hialurénico) y glicoproteinas (como lamininas, elastina, fibronectina y tenascinas), que son
modificadas de manera postraduccional por una serie de enzimas secretadas, como oxidasas y
proteasas. La ECM proporciona sefiales de crecimiento sostenido debido a que une GF y otras
proteinas asociadas. La interaccidn de las células con estos GF, a través de receptores de
superficie, permite su adhesion y sefializacién, regulando diversos procesos relacionados con la
propagacion del tumor. También, contribuye a evitar sefiales supresoras y favorece la resistencia
a mecanismos de muerte celular [9]. Existen dos formas principales de ECM:
e La matriz intersticial, forma redes tridimensionales porosas alrededor de las células,
garantiza la integridad estructural de los tejidos y érganos, y modula procesos de diferenciacién
y migracion celular. Su composicidn proteica incluye colageno I, III, V, etc, fibronectina y

elastina.
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e La membrana basal, es una estructura densa, mas estable, que recubre la cara basal de
células epiteliales y endoteliales, asi como células musculares y adipocitos. Su composicion
proteica consiste principalmente de colageno tipo IV y lamininas, las cuales son interconectadas
a través de diferentes proteinas que funcionan como red-puente, tales como nidogen y
proteoglicanos de heparan sulfato.

En un tumor, la ECM es bioquimicamente distinta en su composicidn y presenta mayor rigidez
gue la del estroma del tejido sano. Los mecanismos de remodelacion tumorigénica pueden ser
divididos en tres procesos principales:

1. Depdsito de componentes de la ECM: se produce un cambio en su abundancia y composicion
afectando propiedades bioquimicas y mecanicas.

2. Modificaciones postraduccionales en proteinas constituyentes: altera las propiedades
bioquimicas y caracteristicas estructurales de la ECM.

3. Degradacion proteolitica: proteasas, como las MMPs, escinden proteinas y liberan fragmentos
bioactivos, asi como GF previamente unidos. Ademas, la remodelacion de la ECM se requiere
para la liberacion de restricciones celulares, abriendo paso a la migracion celular.

Tanto las células tumorales como estromales participan en los mecanismos de remodelacion
de la ECM, que contribuye activamente en la patologia del tumor. La figura 3 muestra los
principales eventos de remodelacion que ocurren en el tumor primario. A grandes rasgos,
factores derivados del tumor activan a células estromales, que se diferencian en CAFs y provocan
junto al tumor la secrecion y depdsito, en gran cantidad, de componentes de la ECM. Un
incremento en el deposito de fibronectina, acido hialurdnico y tenascina C en la matriz intersticial
resulta en un fenotipo fibrético en el tumor, denominado desmoplasia, que se asemeja a las
alteraciones observadas durante la fibrosis en un 6rgano. Enzimas remodeladoras de la ECM,
como la lisil oxidasa, expresadas por células tumorales y CAFs, participan en el entrecruzamiento
y alineamiento de las fibras de coldgeno que, a su vez, aumenta la rigidez de la ECM alrededor
del tumor, permitiendo la formacion de una barrera fisica que contribuye en la evasion de la
vigilancia inmunoldgica de las células T. Esta rigidez en la ECM favorece la interaccion entre sus
componentes y receptores de superficie de células tumorales, que desencadena una mecano-
sefializacion mediada por integrinas. Ademas, para mantener un microambiente tumorigénico,
las células tumorales e inmunes residentes secretan citoquinas, quemoquinas y GF, que reclutan
y diferencian a células derivadas de la médula désea. Estas, junto a los CAFs y las células
tumorales, secretan proteasas que degradan la ECM, incluyendo MMPs. La degradacién
proteolitica de la ECM genera la escision de sus componentes largos y produce fragmentos
bioactivos, mas cortos, denominados matricinas. Estos, dada su estructura similar a citoquinas
y quemoquinas, junto a GF inducen sefalizacion pro-tumorigénica, que promueve la
proliferacién, migracion, invasién y angiogénesis del tumor. Ademas, el rapido crecimiento y
desarrollo tumoral junto a la presencia de una microvasculatura tumoral aberrante, lleva a un
desbalance entre disponibilidad y consumo de oxigeno produciendo un microambiente hipoxico,
gue modifica el comportamiento celular, la remodelacién de la ECM, migracién y metastasis. Por
otro lado, CAFs junto a neutrdfilos secretan MMP9 que degrada la ECM, libera VEGF unido a la

matriz y favorece la angiogénesis [10].
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Figura 3. Mecanismos involucrados en la remodelacion de la ECM. En un tumor, la remodelacion
de la ECM contribuye activamente en su desarrollo, creando un microentorno permisivo para la migracion
e invasion de las células tumorales. (a, b) Factores derivados del tumor activan a las células estromales,
como los Fb que se diferencian en CAFs; estos junto a las células tumorales secretan y depositan grandes
cantidades de componentes de la ECM. (c) Enzimas modificadoras de la ECM, como LOX, expresadas
por las células tumorales y por los CAFs, producen el entrecruzamiento y alineamiento de las fibras de
colageno, lo cual aumenta la rigidez de la ECM que rodea al tumor y (d) genera la formacion de una
barrera fisica que permite evadir la vigilancia inmunoldgica de las células T. (e) El aumento en la rigidez
de la ECM promueve la interaccidn entre sus componentes y los receptores de la superficie celular de las
células tumorales, lo cual desencadena una mecano-sefializacion mediada por las integrinas. (f) Células
tumorales y células inmunes residentes secretan citoquinas, quemoquinas y GF, que reclutan y
diferencian a células derivadas de la médula ésea (BMDC). (g) Las BMDC, los CAFs, algunas células
inmunes y las células tumorales secretan proteasas, como las MMPs, que degradan la ECM. (h) La
degradacion proteolitica de la ECM genera matricinas bioactivas y (i) libera GF unidos a la ECM. (j)
Estos factores inducen una sefalizacion pro-tumorigénica que promueve la proliferacion, migracion,
invasién y angiogénesis del tumor. (k) Las células tumorales, estimuladas por la ECM densa y
endurecida, adquieren funciones similares a las células endoteliales e imitan la vasculatura que se
conecta a los vasos sanguineos. Representacion esquematica adaptada de Winkler y col. (2020) [10].
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4. Rol de las MMPs en el TME
4.1. Generalidades

El equilibrio entre la sintesis y degradacion de los componentes de la ECM es un factor clave
para mantener la homeostasis y el buen funcionamiento de los tejidos. En cancer, cambios en
la expresion de enzimas moduladoras conducen a una anormal dindmica de la ECM. Las MMPs,
junto a aquellas proteinas que las regulan, son las enzimas mayormente involucradas en la
regulacion de su degradacion. La interrupcion del equilibrio fisiolégico entre la activacion e
inactivacion de las MMPs puede contribuir a la progresion de varias enfermedades, ademas del
cancer, como ser enfermedades cardiovasculares, artritis fibrosa, Ulceras crénicas, patologias

del sistema nervioso central, eventos asociados con problemas de fertilidad como la

endometriosis y la prefez ectdpica [11].
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4.2. Estructura y clasificacion de las MMPs

Las MMPs forman una familia de mas de 23 endopeptidasas multidominio distintas,
sintetizadas como pre-proenzimas y fueron descriptas por primera vez en 1962 [12]. En el
extremo amino terminal poseen un péptido sefial que las dirige hacia el reticulo endoplasmico.
La presencia del péptido sefial es caracteristico de aquellas proteinas que siguen la via secretora
hacia el exterior celular, sin embargo, existen miembros de la familia que, al poseer dominios
transmembrana, llegan a su destino localizandose en la superficie celular. Luego del péptido
sefial, se encuentra el pro-péptido, que presenta un motivo conocido como “switch de cisteina”,
cuya cisteina se enlaza con el zinc del sitio activo manteniendo a la proMMP como un precursor
inactivo [13]. La actividad proteolitica de la enzima tiene lugar en el dominio catalitico de la
misma, presentando un motivo conservado que posee tres histidinas que coordinan al zinc del
sitio activo. Ademas, este dominio presenta motivos de union a tres iones calcio y un ion zinc
adicional que estabilizan su estructura. La especificidad de sustrato del sitio activo de la enzima,
estd dada por una cavidad hidrofébica, conocida como “S1 pocket”, cuya conformacion y
profundidad varia entre las distintas MMPs [14]. Finalmente, le sigue el dominio tipo hemopexina
qgue, al ser un dominio de unidn a proteinas, es importante para la especificidad de sustrato y la
dimerizacion de algunos miembros de la familia; un puente disulfuro intramolecular estabiliza
su estructura tridimensional. Uniendo el dominio catalitico con el dominio tipo hemopexina se
encuentra un péptido de longitud variable conocido como la regién bisagra o linker. Algunos
miembros de la familia poseen dominios adicionales tales como dominios de fibronectina tipo II,
importante para el reconocimiento y procesamiento proteolitico, o dominios que les permiten su
anclaje a la membrana plasmatica [15] (Fig. 4).

La clasificacion mas general de las MMPs las divide en colagenasas, gelatinasas,
estromelisinas, matrilisinas, MMPs de membrana y otras. La MMP2 (gelatinasa A) y MMP9
(gelatinasa B) pertenecen al subgrupo de las gelatinasas y son las MMPs de interés en este
trabajo. Una de las caracteristicas estructurales distintivas de estas enzimas es la presencia de
tres repeticiones de un motivo de fibronectina tipo II, inserto en el dominio catalitico, que
resultan fundamentales para unir sustratos como el colageno o la gelatina. Ambas gelatinasas
tienen una actividad proteolitica similar y degradan colageno desnaturalizado, gelatina y otras
moléculas de la ECM tales como el colageno nativo tipo 1V, V, VII, X y XI, laminina, fibronectina
y la proteina central del agrecano [16]. MMP2 degrada ademas elastina, tenascina y el colageno
nativo tipo I, II y III de manera similar a las colagenasas. Ademas, entre el subgrupo de las
MMPs de membrana, MT1-MMP (MMP14) fue el primer miembro del grupo que se identificd y
tiene la mas amplia especificidad de sustrato. MT1-MMP degrada colagenos fibrilares, incluyendo
colageno tipo I, II y III y tiene un papel importante en la degradacién de los componentes mas
abundantes de la ECM. Ademas, ha demostrado activar a la proMMP2 en la superficie de la célula
y estimular la liberacidon de GF asociados a la ECM, como VEGF o TGFB [11].
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Figura 4. Representacion esquematica de los distintos miembros de la familia de las MMPs.
Los dominios estructurales caracteristicos de las MMPs incluyen el dominio del péptido sefial, que guia a
la enzima hacia el reticulo endoplasmico rugoso durante la sintesis; el dominio del pro-péptido, que
mantiene la latencia de estas enzimas hasta que se elimina o se altera; el dominio catalitico, que alberga
la regién de union al Zn?*, altamente conservada, y es responsable de la actividad enzimatica; el dominio
de hemopexina, que determina su especificidad de sustrato y una pequefia region bisagra, que le permite
al dominio de hemopexina presentar el sustrato al ntcleo activo del dominio catalitico. La subfamilia de
MMPs de membrana (MT-MMP) posee un dominio transmembrana adicional y un dominio intracelular.
Las MMPs se producen en forma latente y la mayoria se activan por escision proteolitica extracelular del
pro-péptido. Las MT-MMP también contienen un sitio que puede ser clivado por proteosas como furinas,
lo que proporciona la base para la activacion, dependiente de furina, de las MT-MMP latentes antes de
su secrecion. Otra subfamilia es la tipo desintegrina y metaloproteinasa (ADAM), las cuales son proteinas
multidominio compuestas del dominio del pro-péptido, dominio tipo metaloproteinasa, un dominio tipo
desintegrina, otro rico en cisteina y uno tipo el factor de crecimiento epidérmico. Las ADAM ancladas a
la membrana contienen un dominio transmembrana y otro citoplasmatico. Por Ultimo, las ADAMTS tienen
al menos un motivo de repeticién de la secuencia de trombospondina tipo I. EGF: factor de crecimiento
epidérmico. Representacion esquematica adaptada de Roy y col. (2009) [9].

ADAMTS

4.3. Funciones de las MMPs en cancer

La comunicacion intercelular entre las células tumorales y las del estroma permite que estas
Ultimas sean "corrompidas" y se transformen en verdaderos aliados del tumor. CAFs,
macrofagos y neutréfilos asociados al tumor, asi como las propias células tumorales, expresan
y secretan MMPs en el TME. Estas enzimas, al estar involucradas en una variedad de procesos
fisioldgicos y sefiales de progresion, podrian representar uno de los principales actores de la
interaccién de las células tumorales con componentes del TME. Entre las diferentes funciones
en las que se involucran se pueden mencionar [17] (Fig. 5):
e Regulacién de GF: influyen en la disponibilidad y funcionalidad de multiples factores que
regulan la proliferacién celular, invasién y metdastasis del tumor. Un ejemplo de esto lo constituye
la activacién proteolitica de TGFB1 por MMP9, MMP2 y MT1-MMP, el cual participa en la evasién
de la vigilancia inmunoldgica y la activacion de Fb a CAFs.
e Regulacion de la apoptosis: clivan ligandos o receptores que transducen sefiales
proapoptoticas en células tumorales.
e Formaciéon de la vasculatura del tumor: MMP2, MMP9 y MT1-MMP son mayormente
involucradas con angiogénesis tumoral, estabilidad y permeabilidad vascular. Una mayor

expresion de MMP2 activa esta vinculada con invasion linfatica y metastasis a ganglios linfaticos.
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MMP9 regula la biodisponibilidad de VEGF y afecta la linfangiogénesis vinculdandose con la
formacion de metastasis linfaticas.
¢ Inflamacion en cancer: principales reguladores de inmunidad innata y adaptativa, modulando
la funcidon de citoquinas, quemoquinas y participando en funciones inmunoregulatorias en el
TME. Especificamente, MMP2 y MT1-MMP participan en la liberacion de IL-1B.
e Invasidn tisular y metastasis: el inicio de la metdastasis implica la invasion del tumor en el
tejido periférico, que lleva a la intravasacion de las células tumorales en la sangre o vasos
linfaticos, desde donde se diseminan a los 6rganos secundarios. Sin embargo, esto requiere de
la perdida de adhesion de estas células y de la capacidad de cruzar barreras fisicas, como la
membrana basal. La degradacién de la ECM es necesaria para la invasion y algunas células
tumorales producen unas protrusiones llamadas invadopodias, que liberan MMPs y que “allanan”
el camino en el tejido periférico. Otras no forman invadopodias, sino que activan a Fb adyacentes
gue contribuyen en la degradacion de la ECM a través de diferentes mecanismos [18].

Ademas de las funciones proteoliticas mencionadas anteriormente, las MMPs presentan
funciones no cataliticas principalmente relacionadas a su dominio de hemopexina. Se pueden
mencionar actividades de sefializacidén, de regulacidén génica, como factores de transcripcion,

antimicrobianas, en diferenciacion celular, entre otras [19, 20].

Anti: MMP-2, -9, -12 ADAM-10

[Pro: MMP-1, -2, -7, -9, -14] [ Pro: MMP-2, -3, -9, -14]

: BL L B Pro: MMP-1, -2, -3, -7,
[Pro.MMP 3, -11, 14] [_13'_14 ]

Pro: MMP-7, -9, -11
ADAM-17
Anti: MMP-3

| Pro: MMP-2, -3, -7,
-9, -12
ADAM-17

Anti: MMP-2, -8

Figura 5. Modulacion del TME por las MMPs. Resumen de los distintos procesos modulados por las
MMPs en el TME. Los ejemplos seleccionados de MMPs y ADAMs promueven (pro) o suprimen (anti) cada
uno de estos procesos. El centro de la figura muestra una imagen de la glandula mamaria de un ratén
que desarrolla espontdaneamente un carcinoma mamario, capturada mediante microscopia confocal.
Tiene como objetivo el ilustrar la complejidad del TME, en el que influyen en gran medida células no
tumorales, como las células mieloides, las cuales podrian ser tanto objetivo como fuente de las MMPs en
el tumor. Las células tumorales se observan de color azul, las células mieloides en color verde y los
vasos sanguineos en color rojo. Representacion esquematica adaptada de Kessenbrock y col. (2010)
[11].
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4.4. Regulacion de la actividad de las MMPs

La actividad de las MMPs esta estrictamente regulada a distintos niveles como ser: (1) a nivel
de la transcripcion, donde senales de induccidon y/o supresion actlan sobre receptores de
superficie celular desencadenando cascadas de sefializacién intracelulares que concluyen en la
activacion o represion transcripcional de genes que expresan a estas enzimas. (2) A nivel
postranscripcional, pudiendo degradarse el mRNA que codifica para estas proteinas; asi como
(3) a nivel proteico. Ciertas proMMPs son activadas intracelularmente antes de ser secretadas o
insertadas en la membrana plasmatica. Sin embargo, la mayoria son secretadas en sus formas
latentes y activadas en el espacio extracelular por otras proteasas. Ademas, a nivel extracelular
pueden sufrir protedlisis que las inactive o ser inhibidas por la unién a otras proteinas [21]. Por
lo tanto, la funcion de las MMPs in vivo depende del balance local entre su expresion y la de sus
inhibidores fisioldgicos. El inhibidor fisioldgico mas importante de la funcién de las MMPs son los

inhibidores tisulares de las MMPs (TIMPs, por sus siglas en inglés) [11].

4.5. Activacion de la proMMP2

Las MMPs son inicialmente expresadas en una forma inactiva, debido a la interaccion de un
residuo de cisteina de su pro-dominio con el i6n zinc del sitio catalitico. Después de la disrupcion
de esa interaccion, mediante accidn proteolitica o modificacion quimica en este residuo, por un
mecanismo llamado switch de cisteina, la enzima llega a ser proteoliticamente activa. Segun
mencionamos, su expresion estd controlada por citoquinas inflamatorias, GF, hormonas,
proteinas como el inductor de metaloproteinasas de matriz extracelular (EMMPRIN o CD147) e
inhibidores, tanto enddgenos (TIMPs) como exdgenos (a2-macroglobulina, inhibidor de MMPs
en suero) [17]. En cuanto a la proMMP2, uno de los principales mecanismos de activacion,
reportados en la bibliografia, involucra la formacion de un complejo ternario: MT1-MMP, TIMP2
y proMMP2 en la superficie celular. Conforme TIMP2 aumenta, se produce una mayor activacion
de la MMP2; lo cual ocurre hasta que TIMP2 alcanza niveles suficientemente altos, que logra
revertir este proceso, inhibiendo la activacion de proMMP2 e incluso bloqueando su actividad
(Fig. 6) [22, 23]. Sin embargo, éste no es el Gnico mecanismo reportado en bibliografia. Existen
trabajos que muestran que la activacion de la proMMP2 podria ser MT1-MMP-dependiente
presente en la superficie de unas vesiculas nanométricas conocidas con el nombre de vesiculas
extracelulares, sobre las que profundizaremos mas adelante [24]. Ademas, en otros modelos,
se reportd que la activaciéon de proMMP2 podria involucrar a miRNAs [25]. Por ultimo, también
se conoce que la secrecion y activacién de MMPs esta regulada por una proteina de membrana
con un amplio rango de funciones en salud y enfermedad humana, especialmente en céncer,
llamada EMMPRIN, CD147 o Basigin (BSG), sin embargo, el mecanismo no se conoce con
exactitud [26].

11



INTRODUCCION

:‘::.':i R ::;'::;";:t:: ° .
& %g%@ SN B (B e

MT1-MMP ‘ »
Activa

Bajo nivel de TIMP2 Nivel intermedio Alto nivel de
de TIMP2 TIMP2

Nivel de TIMP2 para
d maxima activacién de MMP2

Nivel intermedio de TIMP2

Aumento en MMP2 activa ]
Bajo nivel de TIMP2 l
Activacién basal de MMP2 1 Nivel alto de TIMP2
Alta expresiéon de MMP2 * Inhibicién de MMP2
y MT1-MMP en tumores -
o
o
=
=
v 4
b I
c B
I
Qo
[
> I
g ¥
Q
< 4
Expresion de MMP2 y A Bajo nivel de TIMP2
MT1-MMP en células - suficiente para inhibir a
t 1 = ======niveles de MMPs de V
D FLMOes * células no tumorales

Cantidad de TIMP2

Figura 6. Modelo que representa el equilibrio entre la expresién de MMP2/MT1-MMP y TIMP2
en la activacion de MMP2. (a) La proteina TIMP2 (negro) se une a la MT1-MMP (gris oscuro) en la
superficie celular y actlia como receptor de proMMP2 (gris claro). Una segunda molécula de MT1-MMP,
libre de TIMP2, escinde el dominio del pro-péptido de la proMMP2 para generar MMP2 activa (blanco),
que se libera al espacio extracelular. (b) El aumento de la expresion de TIMP2, permite el ensamblaje
de un mayor nimero de complejos ternarios MT1-MMP/TIMP2/proMMP2 en la superficie celular y da
lugar a una mayor activacion de MMP2. (c) Niveles altos de expresion de TIMP2 inhiben tanto la actividad
de las MMPs como su activacion, por saturacion de los sitios de uniéon a MT1-MMP, como por union directa
a proMMP2 y MMP2. (d) Representacion grafica de la relacion entre la expresion de MMPs, los niveles
locales de TIMP2 vy la activacion de MMP2. Las flechas negras solidas representan la activacion de MMP2
en células con alta expresiéon de proMMP2 y MT1-MMP en funcion de los niveles de TIMP2. La activacion
de MMP2 aumenta a medida que aumenta la cantidad de TIMP-2, hasta que esta proteina alcanza el
nivel 6ptimo para la maxima activacion de MMP2. A partir de ese nivel, aumentos en TIMP2 inhiben la
activacion y, a niveles mas altos, inhiben directamente la actividad de las MMPs. Los puntos A, B y C son
posiciones representativas para los tres escenarios representados en la figura superior (A)-(C). En los
tejidos no tumorales, que presumiblemente expresan niveles bajos de MMP2 y MT1-MMP, incluso
cantidades bajas de TIMP2 son suficientes para inhibir la activacién y la actividad de las MMPs (flecha
gris, abajo a la izquierda). Representacion esquematica adaptada de Lu y col. (2004) [22].

5. Rol de galectina-1 en el TME

La familia de las galectinas, proteinas de unién a glicanos, juega importantes funciones en el
desarrollo y progresion del cancer. Se encuentran tanto en el citoplasma, en el nlicleo, como en
el exterior celular, siendo secretadas, mediante un mecanismo no convencional, y depositadas
en la ECM o quedando unidas a la membrana plasmatica. Datos obtenidos en modelos preclinicos
sugieren que GAL-1 podria representar un target interesante en el TME y sus inhibidores tienen

actualmente un gran interés en terapia, dado que mostraron resultados prometedores en estos
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modelos. Dado que GAL-1 se encuentra, por lo general, ausente en el epitelio normal, cada vez
mas datos han revelado el potencial uso de la deteccién de sus niveles para el diagnostico del
cancer [27]. En el TME, modula interacciones bidireccionales entre células tumorales y sus otros
componentes, participando en mecanismos de activacion de Fb a CAFs, angiogénesis y evasion
de la respuesta inmune. En este sentido, TGF-B1 activa a Fb aumentando la expresion de GAL-
1 a través de la fosfoinositol-3 quinasa y p38, la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK),
permitiendo la diferenciacion celular. También, regula la proliferacion y migracion en células
estrelladas pancreaticas (PSCs), donde su expresion se correlaciona positivamente con un
incremento en los niveles de fibronectina, colageno tipo I, a-SMA, MMP2 y TIMP-1, a través de
la via TGF-B1/Smad [28]. Ademas, en modelos preclinicos de ratones transgénicos con cancer
de pancreas, su inhibicidn resulta en tumores con un contenido reducido en a-SMA, dificulta el
crecimiento del mismo, su metastasis y aumenta la supervivencia de los animales [29, 30]. En
este sentido, el papel de las galectinas en la activacion de Fb parece estar monopolizado por
GAL-1. Por otro lado, en cancer de ovario, GAL-1 secretada por Fb modula en forma paracrina
la invasion de células tumorales a través de MMP2 [31]. De igual manera, en cancer de pancreas,
incrementa la proliferacion e invasion del tumor debido al aumento en la expresién de MMP2 y
MMP9 en las células tumorales [32, 33]. En carcinomas tiroideos, GAL-1 se observo
sobrexpresado en comparacion con tejido tiroideo no tumoral. Ademas, ha sido propuesto como
marcador de malignidad tiroidea dada su sobreexpresidn en tumores y tejidos metastasicos
[34].

6. Vesiculas extracelulares (EVs)
6.1. Historia

La secrecion de vesiculas de membrana es un proceso que parece conservarse a lo largo de
evolucion: células de diferentes organismos, incluidos todos los eucariotas (amebas,
Caenorhabditis elegans, parasitos, mamiferos) y también procariotas, demostraron liberar
vesiculas al medio extracelular. Ademas, en organismos pluricelulares (o eucariotas superiores),
las mismas fueron aisladas de diversos fluidos corporales (sangre, orina, saliva, leche materna,
liquido amnidtico, ascitis, liquido cefalorraquideo, bilis y semen). Es asi que los nombres
utilizados en la literatura son diversos y se fueron modificando con el tiempo [35, 36]. La primera
observacion de la existencia de vesiculas, en 1946, fue gracias a Chargaff y West, dadas las
propiedades anticoagulantes de particulas derivadas de plaquetas presentes en el plasma [37].
Estas fueron denominadas en 1967 como ‘platelet-dust’ [38]. En 1969, Anderson describio la
secrecion de ‘matrix-vesicles’ en el proceso de calcificacion de hueso [39]. Entre 1970s-1985s
comenzaron a aparecer términos como ‘microparticles’ [40], ‘microvesicles’ [41], ‘membrane
fragments’ [42], ‘membrane vesicles’ [43], para describir a vesiculas que participaban en el
transporte intercelular de nutrientes y eran generadas a partir del cultivo in vitro de lineas
celulares tumorales y no tumorales u obtenidas de fluidos bioldgicos. Recién en 1985-1987 se
demostré que las células podrian secretar estas vesiculas por un proceso que involucra a la via
endocitica (en tres pasos: endocitosis, formacion de vesiculas intraluminales en el interior de
endosomas y fusién de endosomas o cuerpos multivesiculares con la membrana plasmatica)

[44]. Aunque hasta ese momento, se las seguia considerando como mecanismos de eliminacion
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de proteinas transmembrana innecesarias. Recién en 1987 se propone el término ‘exosomes’
para referirse especificamente a vesiculas de origen endosomal producidas a partir de
reticulocitos [45]. A partir de 1990, trabajos en células presentadoras de antigenos comenzaron
a generar nuevos indicios acerca de estas vesiculas, modificando lo que se pensaba hasta ese
momento, al asociarlas con funciones en comunicacion intercelular, es decir, capacidad de
transportar moléculas de superficie que podrian inducir sefalizacidon en células targets, lo cual
renueva el interés de los cientificos en este campo [46]. En 2002, el término ‘exosomes’ superd
en numero al término ‘microvesicles’ convirtiéndose en el mas usado en la literatura cientifica.
Esto podria llevar a pensar, errdbneamente, que los exosomas son biolégicamente mas
importantes que otras vesiculas, sin embargo, el conocimiento actual es demasiado parcial para
confirmar o contradecir tal suposicion. Afios subsiguientes y debido a la falta de evidencia sélida
acerca de marcadores especificos que permitan identificar una u otra subpoblacidén de vesiculas,
es que en 2011, desde la creacién de la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares
(ISEV, por sus siglas en inglés), se llegd al consenso de incentivar el uso del término ‘vesiculas
extracelulares’ (EVs, por sus siglas en inglés) y aparecieron una gran cantidad de trabajos que
lo utilizaron para hacer referencia a este campo de estudio. En 2012 se cred el Journal of
Extracellular Vesicles, la primera revista cientifica que publica trabajos especificamente del
campo, que al aflo 2021 presenta un factor de impacto de 25.841 puntos, siendo este campo
un ‘hot topic’ a nivel mundial. En 2014 se plantearon los requisitos experimentales minimos para
el estudio de EVs (MISEV, por sus siglas en inglés) y sus funciones, los cuales fueron actualizados
en 2018 [47]. Por ultimo, en 2021, ISEV lanzd su segunda revista, Journal of Extracellular
Biology, referida a este campo (www.onlinelibrary.wiley.com/journal/27682811) (Fig. 7).

JEB 2021
MISEV 2018
Johnstone RM —
Stahl P MISEV 2014
‘Wolf P— Anderson HC Intraluminal Jev 2012
‘Platelet-dust’ Vesicles” ISEV 2011
‘matrix-vesicles’ ‘Exosomes’ ‘Extracellular Vesicles’
1967-1969 1985-1987 2011-2021
1970-1985 1990-2002
‘Microparticles” ‘Exosomes’
‘Microvesicles’ Comunicacidn
‘Membrane fragments’ intercelular

‘Membrane vesicles”
‘Exosomes’
Crawford M.~ Dalton
Al — Taylor DD,

Raposo G - Zitvogel L

Figura 7. Hitos importantes en el campo de las EVs. Un campo con reciente crecimiento, se indica
la nomenclatura adoptada a lo largo del tiempo y algunos autores que la acufiaron. ISEV: Sociedad
Internacional de Vesiculas Extracelulares; JEV: Revista de Vesiculas Extracelulares; MISEV: requisitos
experimentales minimos para el estudio de vesiculas extracelulares; JEB: Revista de la Biologia
Extracelular.

6.2. Clasificacion de las EVs
Las EVs pueden clasificarse en cuatro subtipos: exosomas, microvesiculas, apoptosomas y

oncosomas. Segun se explicard en mas detalle en la seccidn 6.3, los exosomas provienen de
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la fusion del endosoma tardio o cuerpo multivesicular (MVB, por sus siglas en inglés) con la
membrana plasmatica. Debido a las restricciones de tamafio en el endosoma, los exosomas
miden entre 30 a 200nm. El tamafo de los exosomas se solapa con el rango de tamafos
heterogéneo reportado para las microvesiculas, entre 50-1000nm, las que evaginan
directamente de la membrana plasmatica. Incluso partiendo de distintos compartimientos
subcelulares, los exosomas y las microvesiculas comparten algunos de los mecanismos
moleculares de biogénesis y se solapan en sus propiedades biofisicas, por lo cual presentan
muchos componentes estructurales y moleculares en comun [48]. Los oncosomas constituyen
otra poblacion de EVs, que también se forma a partir de la membrana plasmatica pero
exclusivamente de células tumorales. Presentan un gran tamafio, que va de 1-10 pym y se
caracterizan por expresar niveles muy bajos de ciertas proteinas, conocidas como tetraspaninas,
como ser CD9, CD63 y CD81, de importancia en el resto de las EVs. Por ultimo, las células que
experimentan apoptosis liberan una poblacidon de EVs llamadas apoptosomas que se forman
tanto por evaginacién como fragmentacion de la membrana plasmatica. También presentan un
amplio rango de tamafios, entre 100 a 5000 nm de didmetro, aunque suelen presentar organelas
celulares (ausentes en los demas tipos de EVs [49, 50]. En el medio extracelular nos
encontramos con otra serie de particulas no vesiculares como ser diferentes tipos de
lipoproteinas y virus envueltos. Recientemente se describieron, también, unas particulas entre
30-50nm conocidas como exdémeros, que fueron poco caracterizadas hasta ahora [51] (Fig. 8).
Las caracteristicas biofisicas entre los subtipos de EVs, tales como tamafio o densidad, no
permiten discriminar entre los diferentes tipos y, hasta hoy en dia, no existen marcadores
bioquimicos totalmente especificos que permitan discriminar entre los diferentes origenes
subcelulares, una vez que se encuentran en el medio extracelular. Por lo cual, es ampliamente
conocido que ninguna técnica de purificacion permite aislar un tipo particular de EVs y que todas
llevan a co-aislar diferentes poblaciones, en el mejor de los casos enriquecidas en uno u otro
subtipo. Un avance en materia de marcadores bioquimicos y nomenclatura de EVs, fue reportado
por Kowal y col. [52] quienes aconsejaron que, dado que el tamafio es necesario pero no
suficiente para definir a un subtipo en particular, se podrian utilizar los términos /large- (>200
nm) o small-EVs (50-200 nm), con un sentido mas amplio y menos erréneo, dejando abierta la
posibilidad de que small-EVs, por ejemplo, puedan no estar asociadas con un origen endosomal.
Mas recientemente, las clasicas microvesiculas, referenciadas también como /arge-EVs,
mostraron presencia de anexina Al que podria utilizarse como un marcador proteico selectivo.
Ademas, las small-EVs se subclasificaron en exosomas clasicos, los que expresan marcadores
proteicos como las tetraspaninas CD63, CD81 y CD9; y exosomas no cldsicos, que muestran
ausencia de éstas. Otras proteinas que pueden encontrarse en los exosomas clasicos son FLOT-
1, ALIX, TSG101, entre otras [53].
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Figura 8. Superposicion en tamafos y densidad de los diferentes subtipos de EVs.
Representacion de los diferentes subtipos de EVs y de otras particulas con las que se co-aislan. Se
esquematiza el origen subcelular de las EVs (del compartimento endosomal o de la membrana
plasmatica) junto con sus rangos de tamafio y densidad. Independientemente de los mecanismos de
secrecion, los subtipos de EVs no pueden separarse completamente seglin tamafio o densidad, debido a
la superposicién que presentan en sus caracteristicas fisicas. Esto se aplica por ejemplo a las MVs de
tamanfo pequefo, los exosomas y los virus envueltos. Los restos celulares, como los cuerpos apoptoéticos
o las pequefias vesiculas apoptdticas pueden no distinguirse de las demas EVs. Otras particulas
secretadas que pueden ser co-aisladas con las EVs son los exdmeros y diferentes tipos de lipoproteinas.
IDL: lipoproteina de densidad intermedia; LDL: lipoproteina de baja densidad; VLDL: lipoproteina de
muy baja densidad. Representacion esquematica adaptada de Mathieu y col. (2019) [48].

6.3. Biogénesis y liberacion de microvesiculas y exosomas

En las células eucariotas, las proteinas presentes en las vesiculas intracelulares son
clasificadas, empaquetadas en el aparato de Golgi y transportadas eficazmente a sus destinos
finales a través de la llamada via secretora clasica. Una ruta alternativa, considerada como una
de las vias de secrecién no clasica de proteinas, supone su encapsulacién en EVs. Las
microvesiculas, segin se menciond en la seccién 6.2, se forman por evaginacién de la
membrana plasmatica. Su biogénesis, a pesar de no haber sido estudiada al detalle, es un
proceso que generalmente comienza con la activacién de la célula en respuesta a GF, citoquinas
proinflamatorias, factores procoagulantes o, incluso, en respuesta a hipoxia. Requiere de pasos
de reorganizacién molecular en la membrana plasmatica que involucran tanto a proteinas como
a lipidos. Ademas, un aumento en la concentracion de calcio, la reorganizacion del citoesqueleto
cortical y la actividad de ciertas enzimas, constituyen fases esenciales [54, 55]. Por otro lado,

los exosomas provienen de la ruta endosomal. En este caso, el cargo de estas EVs es

16



INTRODUCCION

internalizado por la célula secretora mediante endocitosis (libre o mediada por receptor) y, en
el interior celular, constituye el endosoma temprano. Durante su maduracion, se produce la
invaginacion de la membrana del endosoma formandose las vesiculas intraluminales (ILVs, por
sus siglas en ingles), conformandose asi los endosomas tardios o MVBs. El MVB puede seguir la
ruta degradativa, es decir, fusionarse con lisosomas degradandose su contenido; o bien puede
fusionarse con la membrana plasmatica y asi liberar las ILVs al espacio extracelular, las que
reciben el nombre de exosomas [56, 57]. Respecto a la formacion de las ILVs, han sido
descriptos mecanismos dependientes de un complejo proteico denominado ESCRT (endosomal
sorting complexes required for transport) o independientes de éste. Uno de los mecanismos
ESCRT-indepedientes depende de la generacién de ceramida, a partir de esfingomielina, por
parte de la enzima enfingomielinasa neutra. Por otra parte, las proteinas de la familia de las
tetraspaninas parecen jugar también un papel importante en la biogenésis de EVs independiente
de ESCRT [55]. La heterogeneidad de las EVs no sélo deriva de su distinto origen subcelular,
sino también de la existencia de distintas subpoblaciones de MVBs que secretan subpoblaciones
de exosomas con diferente morfologia y composicion. Para el caso de los exosomas, una vez
formadas las ILVs se requiere del transporte, anclaje y fusion de los MVBs con la membrana
plasmatica. Para esto, es necesaria la accion coordinada del citoesqueleto de actina y
microtubulos, motores moleculares asociados (kinesinas y miosinas), interruptores moleculares
(pequenas GTPasas), como las proteinas de la familia Rab, y factores de anclaje tipo
SNAP/SNARE, que participan en el proceso de fusion de membranas [54]. La biogénesis tanto
de exosomas como microvesiculas, comparte componentes moleculares como TSG101, ESCRT-
III, VSP4, tetraspaninas, entre otros.

6.4. Composicion molecular de las EVs

La composicion de las EVs no es aleatoria y, durante su biogénesis, son incorporadas
selectivamente ciertas proteinas especificas de la célula secretora, asi como ciertos lipidos y
acidos nucleicos, que se convierten en su “firma molecular” especifica (Fig. 9). Analisis
detallados de su cargo otorgan informacidn acerca de su célula de origen y su estado metabdlico,
pudiendo ser explotado como marcadores especificos o biomarcadores, segin se comentara mas
adelante. Muchos estudios en EVs se recogen, almacenan y catalogan en diversas bases de
datos de acceso libre (exocarta, vesiclepedia, EVpedia) que engloban tanto estudios “6micos”
como de técnicas tradicionales. ExoCarta [58] fue incorporada a una base de datos mas
completa denominada Vesiclepedia [59]. Su informacién se actualiza continuamente con la
ayuda de la comunidad cientifica que trabaja en el campo de las EVs. Ambas incluyen datos de
proteinas, acidos nucleicos y lipidos, y de los procedimientos de purificacion realizados para su
determinacion [60].
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Figura 9. Composicion global de las EVs. Representacion esquematica de la composicion (familias
de proteinas, lipidos, y acidos nucleicos) y la orientacion de membrana de las EVs. Ejemplos de
tetraspaninas que se encuentran habitualmente en las EVs incluyen a CD63, CD81 y CD9. Se debe
considerar que algunos de los componentes representados pueden estar presentes en algunos subtipos
de EVs y no en otros. Por ejemplo, las histonas, los componentes del proteasoma y del ribosoma,
probablemente se secretan en las MVs derivadas de membrana plasmatica y/o en los apoptosomas y no
en los exosomas. ARF: factor de ADP-ribosilacidon; ESCRT: endosomal sorting complexes required for
transport; LAMP: proteina de membrana asociada al lisosoma; MHC: complejo mayor de
histocompatibilidad; MFGES8: factor VIII-factor de crecimiento epidérmico de glébulos de grasa de la
leche; RAB, proteinas relacionadas con Ras en el cerebro; TfR, receptor de transferrina. Adaptada de
Colombo y col. (2014) [60].

6.4.1. Proteinas en EVs

Ademas de las técnicas tradicionales, que utilizan anticuerpos para la deteccién de proteinas
especificas (western blot, inmunomarcacién por microscopia electronica de transmision, entre
otras), el desarrollo de técnicas de analisis protedmico, como la espectrometria de masa,
permitio la identificacion a gran escala de proteinas que no habian sido descritas anteriormente
en las EVs, provenientes tanto de cultivos celulares como fluidos bioldgicos (sangre, orina, leche
materna, entre otros). En este sentido, los estudios protedémicos mostraron que las EVs
presentan un subconjunto especifico de proteinas celulares que dependen del tipo de célula que
las secreta, mientras que otras estan conservadas entre las diferentes lineas celulares [60]. De
forma general, las EVs presentan proteinas tipicas de endosomas, membrana plasmatica y

citosol, mientras que proteinas del reticulo endoplasmico, complejo de Golgi, mitocondrias y
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nucleo estan en su mayoria ausentes. Especificamente, los apoptosomas presentan proteinas
como ser calnexina, citocromo C, anexina V, entre otras. En los oncosomas se demostro la
presencia de CAV-1, ARF6, AKT1, entre otras y en microvesiculas, ademas de la ya mencionada
anexina Al, fueron reportadas selectinas, integrinas, CD40, CD45, glicoforinas, antigenos del
grupo sanguineo, entre otras. Por Ultimo, la composicion proteica de los exosomas fue descripta
principalmente, reportandose la presencia de proteinas de transporte de membrana y de fusion
(anexinas, GTPasas Y flotilin), tetraspaninas (CD9, CD63, CD81 y CD82), proteinas de choque
térmico (HSC70 y HSP90), proteinas involucradas en la biogénesis del MVB (ALIX y TSG101),
proteinas relacionadas con los lipidos y fosfolipasas, ESCRT y proteinas del complejo mayor de
histocompatibilidad [50]. Las tetraspaninas forman complejos oligoméricos tipo microdominios
en la membrana plasmatica y endosdémica, mediante su interaccion con receptores de
sefializacion, integrinas, receptores de adhesidon, metaloproteinasas, moléculas del citoesqueleto
y sintenina-1. Las tetraspaninas participan en diversos aspectos de la biologia de las EVs, como
ser su biogénesis, seleccion del cargo y captacion por células receptoras [61]. Especificamente,
CD63 esta implicada en la seleccion del cargo exosomal en diversos tipos celulares. Ademas, su
delecion mediante CRISPR/Cas9 reduce la secrecion de EVs [62]. Si bien fueron reportados
estudios de este tipo sobre los demas miembros de esta superfamilia, los datos obtenidos a
menudo son controversiales dados los mecanismos compensatorios que se producen tras la
delecion de un gen [63]. Por ultimo, se conoce que las modificaciones postraduccionales
presentes en las proteinas juegan un papel importante en la seleccidén del cargo en MVBs y por
lo tanto en EVs [64].

6.4.2. Acidos Nucleicos en EVs

La mayoria de los estudios en EVs describen RNA no-codificantes pequefios (menor a 300pb),
incluidos snRNA (small nuclear RNA), snoRNA (small nucleolar RNA), piRNA (piwi-interacting
RNA), miRNA (microRNA). Ademas, se reportaron rRNA (ribosomal RNA), tRNA (transfer RNA)
y mtRNA (mitocondrial RNA). También se presentan circRNA, Y-RNA, RNA no-codificantes largos
(IncRNA) y RNA codificantes (mMRNA) [65, 66]. Menos informacion existe al respecto en cuanto
a la presencia de DNA gendmico, DNA simple hebra y DNA mitocondrial en las EVs. Sin embargo,

el DNA podria encontrarse en la superficie de las EVs y no en su interior [53, 67, 68].

6.4.3. Lipidos en EVs

Son muchos menos los estudios que han analizado la composicién lipidica de las EVs con
respecto a los estudios que describen proteinas y acidos nucleicos. Sin embargo, al comparar
su composicion con la de membrana plasmatica, se reporté un enriquecimiento en
enfingomielina, fosfatidilserina (con respecto a fosfatidilcolina, fosfatidilinositol vy
fosfatidiletanolamina), colesterol y glicoesfingolipidos. Ademas, la ceramida se encuentra
enriquecida en exosomas, dado que participa en uno de sus mecanismos de biogénesis,
formando subdominios en la membrana que inducen su curvatura negativa para la formacién
de las ILVs. Otros lipidos de la membrana endosomal juegan un papel relevante en la induccion
de la curvatura negativa, asi como también lo hace el colesterol en la participacion de la fusién

de los MVBs con la membrana plasmatica [69].
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6.4.4. Cambios en la composicion y heterogeneidad de las EVs

Numerosos estudios han mostrado que modificaciones de las condiciones de cultivo, que
imitan diferentes entornos extracelulares, estados fisioldgicos o de diferenciacion de las células
secretoras, producen cambios en la composicion de las EVs. Se pueden mencionar la hipoxia,
condiciones acidas, deprivacion de nutrientes o suero, sefales inflamatorias, radiacion ionizante,
estrés térmico u oxidativo, drogas citotdxicas, entre otras [70]. De la misma manera, cambios
bioldgicos que se producen en las EVs reflejan el estado celular, incluida la transformacion
oncogénica [71]. Sin embargo, la heterogeneidad de las diversas subpoblaciones de EVs y su
composicion exacta no pueden ser adecuadamente caracterizadas usando metodologias
tradicionales que obtienen informacion a partir de conjuntos de EVs, que inevitablemente
promedian la informacion de diversas subpoblaciones. A futuro se espera aumentar la
comprension y caracterizacion de las distintas subpoblaciones, pudiendo ilustrar con éxito su
diversidad, gracias a la posibilidad de estudiar EVs individuales mediante single-vesicle analysis
[72, 73].

6.5. Captacion de las EVs

Una vez que las EVs son liberadas pueden actuar sobre células receptoras o blanco, que se
encuentren proximas o distantes de la célula secretora; produciendo una respuesta fenotipica a
través de diversos mecanismos de internalizacién (1) o por interacciones ligando receptor (2).
(1) Respuesta por internalizacidon de las EVs o sus componentes mediante:
v Endocitosis:
-La endocitosis mediada por clatrina, caveolina o flotilin, puede involucrar a dominios de
membrana denominados balsas lipidicas. Una vez internalizadas, las EVs pasan a formar parte
de los endosomas desde donde pueden liberar su contenido al interior celular, ser recicladas y
re-secretadas al medio extracelular, o ser dirigidas al lisosoma para su degradacion.
-Endocitosis en fase fluida y macropinocitosis (procesos constitutivos y no especificos de carga),
ambos procesos comparten mediadores proteicos similares por lo que su distincion es muy dificil.
No se requiere el contacto directo con el material a internalizar y consiste en evaginaciones
desde la célula que rodean un area de liquido extracelular, el que es internalizado.
v’ Fagocitosis: consiste en la formacion de invaginaciones que rodean el material destinado a la
internalizacién, con o sin la participacidon de extensiones de membrana envolventes y no es
requerido el contacto directo con el material a internalizar.
v Fusidn directa: el cargo de las EVs es liberado directamente en el citosol, mediante la fusién
directa de la membrana de las EVs con la membrana de la célula blanco.
(2) Respuesta por interacciones ligando-receptor (sin internalizacién):
Se produce un acoplamiento (direct binding) con la célula blanco, que involucra interacciones
moleculares especificas a través de proteinas, lipidos, azlcares, que induce vias de sefializacion
intracelular como respuesta fenotipica. Los mecanismos mencionados anteriormente se resumen
en la figura 10 [48, 66, 74].

La endocitosis pareciera ser el método principal de captacién de EVs, pero existe poco
consenso en la literatura sobre qué tipo de mecanismo endocitico es mas importante o

prevalente. Ademas, es posible que una poblacidn de EVs pueda utilizar simultdneamente vias
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diferentes dado que, si se inhibe una de éstas, rara vez se logra una inhibicién completa de la
captacion. Sin embargo, la captaciéon continla siendo el paso menos comprendido en la
comunicacioén intercelular basado en EVs [75].
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Figura 10. Vias celulares utilizadas por las EVs para la entrega de su cargo a células
receptoras. Las EVs que llegan a las células receptoras pueden interactuar con receptores de superficie
celular o fusionarse con la membrana plasmatica de la misma y liberar su cargo soluble directamente en
el citosol. Alternativamente, las EVs pueden ser internalizadas a través de macropinocitosis, endocitosis
mediada por clatrina, endocitosis mediada por caveolina o fagocitosis. Las EVs internalizadas transitan
a través de compartimentos endosomales y, dentro de estas organelas, ligandos presentes en la
superficie de las EVs pueden inducir una cascada de sefializacion intracelular a través de mecanismos
ligando-receptor. También, las EVs pueden liberar su cargo en el citosol, por fusion de su membrana con
la membrana del endosoma, o pueden ser dirigidas al lisosoma para su degradacién. Ademas, la accidon
de hidrolasas acidas podria liberar el cargo de EVs para su degradacion, para su interaccion con otros
componentes endo-lisosomales, o su reciclado al medio extracelular mediante una nueva fusién con la
membrana plasmatica. Los simbolos utilizados se especifican en la parte inferior del esquema.
Representacion esquematica adaptada de Pedrioli y Paganetti (2021) [74].

7. EVs en Cancer, CAFs y ECM

Diversos autores han descripto el rol de los Fb, y en especial de CAFs, en el comportamiento
del tumor orquestado por las EVs que se producen en ese entorno. En cancer de pancreas, EVs
derivadas de CAFs afectan la proliferacién y supervivencia de células tumorales epiteliales [76].
Se han obtenido resultados similares en un modelo tumoral de cancer colorrectal [77] y en
cancer de mama, donde el intrincado crosstalk entre Fb y células tumorales mamarias, a través
de EVs, impulsa el comportamiento invasivo del tumor [78]. En este sentido, las EVs fueron
implicadas en la promocién de diversos tumores y su participacién como mediadoras de la
comunicacién intercelular en el TME ha sido ampliamente reportada. Por otro lado, el colageno
constituye uno de los principales componentes de la ECM y sirve de andamio para el crecimiento
y division celular. La regulacién de la matriz de colageno influye en la progresién tumoral en un
gran numero de tumores. Estudios realizados por Tokarz y col. [79] en cancer tiroideo
demostraron que la ultraestructura del colageno es significativamente diferente entre el tejido
normal y el tejido del carcinoma papilar tiroideo. En un tumor, el entrecruzamiento de las fibras

de colageno se observa principalmente en la periferia, y édreas enriquecidas con CAFs colocalizan
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con aquellas que muestran un aumento en la densidad de colageno. El depdsito de colageno y
un incremento en la rigidez de la ECM ha sido asociado con la progresion del tumor, la
invasividad de las células tumorales y el aumento de la metastasis, siendo las integrinas los
principales receptores de sefalizacién de la ECM [80]. En conclusion, los CAFs modulan la
progresion tumoral y la respuesta terapéutica mediante numerosos mecanismos moleculares
gue implican 1) efecto directo sobre las células tumorales, 2) efecto indirecto a través de otras
células estromales, y 3) efecto indirecto a través de la remodelacion de la ECM. En todos estos
mecanismos participan las EVs, factores solubles liberados, asi como la interaccion célula-célula.
Es asi que, para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas contra CAFs, se deberian
considerar enfoques combinados, dirigidos sobre estos efectos directos e indirectos [81].

8. Cancer de Tiroides
8.1. Clasificacion y epidemiologia

La glandula tiroides presenta dos lobulos encapsulados conectados entre si por un istmo. Su
unidad funcional se denomina foliculo tiroideo, los que se constituyen de una capa simple de
células epiteliales foliculares, recubiertas por una membrana basal, rodeando una cavidad
central o lumen [82]. El cancer de tiroides es la enfermedad maligna del sistema endocrino mas
frecuente, con mayor prevalencia en mujeres, y se origina, principalmente, en las células
foliculares del tejido tiroideo (95% del total de casos). Estas pueden dar lugar a cuatro tipos de
tumores, el carcinoma papilar tiroideo (PTC, por sus siglas en inglés), que es el mas frecuente
(mas del 80% del total de casos); el carcinoma folicular tiroideo (FTC, por sus siglas en inglés)
(10-15% del total de casos); el carcinoma tiroideo pobremente diferenciado (PDTC, por sus
siglas en inglés) (3,5% del total de casos) y el carcinoma anaplasico tiroideo (ATC, por sus siglas
en inglés) (1-2% del total de casos) (Fig. 11). Tanto el PTC como el FTC son clasificados como
carcinomas tiroideos diferenciados (DTC, por sus siglas en inglés). El PTC, aunque presenta el
mejor pronostico, podria exhibir un comportamiento agresivo, con metastasis que afectan
principalmente a los ganglios linfaticos cervicales y en menor medida los pulmones. Los FTC y
PDTC podrian presentar, mas comunmente, metastasis en zonas distantes, especialmente en
pulmones y huesos. El ATC, clasificado como carcinoma tiroideo indiferenciado, aunque tiene
una muy baja incidencia, presenta un crecimiento rapido, alta agresividad, letalidad y resistencia
al tratamiento oncoldgico. Las metastasis se producen tanto a nivel local como a distancia,
afectando en mayor medida a pulmones, seguido de huesos y cerebro. Este tipo de carcinoma
podria progresar secuencialmente tanto a partir de DTC como PDTC vy, a su vez, coexistir con
quien le da origen, sin embargo, también podria aparecer de novo. El tratamiento actual de los
DTC consiste en la extirpacién (parcial o total) de la glandula, con o sin vaciamiento ganglionar
cervical, seguida de ablacidon del tejido remanente y posibles metdastasis, con iodo radiactivo, y
terapia de sustitucidon con hormonas tiroideas (levotiroxina). Este ha demostrado ser eficaz, con
tasas del 90-98% de supervivencia en 5-10 afios. Sin embargo, un pequefio porcentaje de
pacientes con DTC podrian manifestar un comportamiento agresivo que no puede ser controlado
por la terapia convencional. Ademas, el ATC presenta una tasa de supervivencia muy corta, de
3 a 6 meses, Y la terapia estandar suele resultar ineficaz [83, 84]. La incidencia del cancer de

tiroides ha venido aumentando continuamente desde la década de 1980, y se proyecta que para
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el ano 2030 ocupara el cuarto puesto en incidencia entre los tipos de neoplasias mas comunes,
luego del cancer de mama, préstata y pulmoén/bronquios [85]. Sin embargo, Siegel y col. [86]
reporta una aparente estabilizacion de la incidencia en el cancer de tiroides, a partir de 2015.
Estas tendencias fueron analizadas también por Kitahara y Sosa quienes afirmaron que, en la
actualidad, existe una tendencia real al aumento en la deteccion de PTCs mas grandes y
avanzados, lo cual se muestra acompafiado por un aumento significativo en la mortalidad por
cancer de tiroides [87, 88].

Figura 11. Estructura de la glandula
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8.2. Genética del tumor en PTC y ATC

Alteraciones genéticas, debido a mutaciones puntuales o rearreglos cromosomales,
promueven la actividad de oncogenes, asi como la pérdida de actividad de genes supresores
tumorales, y fomentan la tumorigénesis. Particularmente en DTC, la via MAPK
(RTK—RAS—RAF—-MEK—ERK) se activa constitutivamente a través de mutaciones puntuales en
BRAF y RAS o, a través de fusiones cromosdmicas de receptores tirosinas quinasas incluyendo
los genes RET o NTRK1 [82]. Alrededor de un 60% y un 10-15% de PTCs presentan alteraciones
en BRAF y RAS, respectivamente. Las mutaciones en BRAF confieren una fuerte activacion en
ERK (estimulacién crénica de la via MAPK) mientras que las mutaciones en RAS proporcionan
una activacion mas débil de ERK, pero permiten la activacién de otros efectores relevantes como
ser PI3K [89]. La mutacion BRAF mas prevalente (90% del total) es la BRAFV600E y eg
considerada un marcador de mal prondstico para el PTC ya que se asocia con caracteristicas
tumorales mas agresivas como extensién extratiroidea, estadio avanzado del tumor y mayor
prevalencia de metastasis a ganglio linfatico o a distancia [90]. Ademas, la mutacion BRAFV600E
es util como predictor de fracaso al tratamiento convencional con iodo radioactivo y recidiva
tumoral (incluso en pacientes con PTC de bajo riesgo) [91]. Por otro lado, la familia de
protooncogenes RAS, implicados en la tumorigénesis, incluye HRAS, KRAS y NRAS. Estos

codifican para proteinas G monoméricas que estan situadas en la superficie interna de la
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membrana plasmatica y participan en la propagacién de sefiales procedentes de la activacion
de receptores tirosina kinasa de membrana y receptores acoplados a proteina G triméricas, a
través de la activacién dual de la sefializacién de MAPK y de PI3K/AKT. Las proteinas RAS tienen
actividad GTPasa; en su estado activo se unen a GTP y para su inactivacion hidrolizan el GTP
dando GDP finalizando la sefializacion. La mayoria de las mutaciones puntuales en RAS causan
la pérdida de la actividad GTPasa, permaneciendo constitutivamente activa. Dado que las
mutaciones en RAS son mas prevalentes en PDTCs y ATCs en comparacion con DTCs, podrian
estar implicadas en el fendmeno de progresion tumoral tiroidea, correlacionandose con
desdiferenciacion tumoral y mal prondstico [82, 92]. Ademas, en el FTC y el PTC se demostrd
correlacion positiva entre mutaciones RAS y el desarrollo de metastasis, especialmente en hueso
[93]. No obstante, dado que las mutaciones de RAS también se encuentran en lesiones
benignas, estas no deberian ser utilizadas universalmente como marcadores prondstico para
tumores tiroideos [94]. Por ultimo, el protooncogén RET, codifica un receptor transmembrana
con actividad tirosina quinasa y normalmente no se expresa en células foliculares. Los oncogenes
guiméricos, designados como RET/PTC, estan implicados en el desarrollo del PTC [95]. RET/PTC
carece de péptido sefial y de dominio transmembrana, por lo que se expresa en el citoplasma
de células foliculares bajo el control de promotores adquiridos. La dimerizacion constitutiva de
la proteina de fusion, conduce a la fosforilacidon de tirosinas independiente de ligando vy
clasicamente estas oncoproteinas activan las vias de sefializacion MAPK y PI3K/AKT [82].

Para el caso de ATC, se conoce que mutaciones con pérdida de funcién del gen supresor
tumoral TP53, que interviene en la reparacion del DNA, son eventos cruciales para impulsar la
progresion de tumores tiroideos indolentes hacia tumores letales como de este tipo, ya que
estas mutaciones estan restringidas a tumores agresivos, presentandose en el 67-88% de los
mismos. Mutaciones en BRAF estan presentes en el 35% de los ATC [96].

8.3. CAFs en PTCy ATC

Las evidencias indican que el desarrollo y la progresion del tumor, no sélo dependen de la
activacion de oncogenes o la pérdida de actividad en genes supresores de tumores, sino que la
interaccion de las células tumorales con el TME resulta ser mandatoria [2]. Los CAFs son uno de
los componentes celulares mas importantes del TME de la mayoria de los tumores soélidos,
incluyendo el cancer de tiroides [8]. Los Fb en el TME son reprogramados por el tumor
adquiriendo un estado activado y en carcinomas tiroideos se encontraron anormalmente
incrementados con respecto a tejido normal [97]. El primer estudio que reporté el rol del
estroma, en carcinoma tiroideo, fue realizado utilizando un modelo de tumor de rata y se pudo
demostrar la participacion de los Fb en la promocién del crecimiento de células de carcinoma
tiroideo tanto in vivo como in vitro [98]. Especificamente, en un modelo experimental de PTC
progresivo, inducido por la expresion del oncogén BRAFV600E se demostré que el reclutamiento
de Fb, el depésito de coldgeno I y la remodelacion de la ECM, en el entorno del tumor, son
caracteristicas claves para su progresién [99]. Ademas, en PTC, la presencia de CAFs a-SMA+
fue considerado un marcador predictivo de metastasis en ganglios linfaticos locales [100]. En la
misma linea de evidencia, nuestro laboratorio reporté que Fb cultivados in vitro adquirieron un

fenotipo de CAFs luego de estar en contacto con factores solubles de medios condicionados
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(CMs, por sus siglas en inglés) secretados por células de ATC (8505c). Estos CAFs adquirieron
propiedades proliferativas mejoradas con respecto a Fb controles, y ademas CMs de estos CAFs
promovieron la proliferacién e invasion de una linea celular de carcinoma folicular de tiroides
[101]. En PTC, Minna y col. [102] describieron una expresién enriquecida de aSMA en tejidos
tiroideos tumorales, como indicativo de CAFs. Aunque este patrén de expresion positivo fue
heterogéneo entre las muestras tumorales, es decir, no se encontraron claras asociaciones entre
CAFs y un tipo particular de carcinoma, es importante destacar que la mayor expresion de aSMA
se detectd en el frente invasivo del tumor. De la misma manera, un modelo de PTC murino que
presenta la expresion del oncogén BRAFV600E mostrd un incremento en la infiltracion de Fb en
el tejido tumoral comparado con el tejido normal [103]. La evidencia acumulada acerca de las
funciones pro-tumorigénicas ejercidas por los CAFs en PTC, resalta la importancia de considerar
como objetivos terapeuticos interesantes a los mecanismos a partir de los cuales estas células
se activan, o gracias a los que, una vez activados, ejercen su funcion sobre el tumor. Sin
embargo, todavia es necesario una profundizacidn acerca de las vias de sefializacion
involucradas en la reprogramacion fenotipica de Fb tiroideos a CAFs, asi como en indagar si la
secrecion de las sefiales paracrinas necesarias para su activacion son secretadas también por

otras células del TME, ademas de las propias células tumorales [97].

8.4. EVs en cancer de tiroides

Las EVs presentes en el TME participan en la progresion tumoral dado su rol en proliferacion,
EMT, migracidn y metastasis, angiogénesis y regulacion del sistema inmune (Fig. 12). En
patologia tiroidea, la principal biomolécula estudiada como cargo en las EVs fueron los miRNA
[104]. En este sentido, recientemente se describié que EVs provenientes de pacientes con PTC
presentan un aumento en la expresion de miR-146b-5p y miR-222-3p, lo que se correlaciond
con metastasis ganglionares en los pacientes, y el aumento de la migracion e invasion de lineas
celulares de PTC (K1 y BCPAP) [105]. De la misma manera, la sobreexpresion de miR-423-5p
en EVs provenientes de una linea celular de PTC (TPC-1) promueve la migracion e invasion de
células de PTC (TPC-1 y KTC-1) in vitro [106]. La EMT constituye una fase temprana de la
metastasis tumoral que se caracteriza por la reduccion de la adhesion y un aumento en la
motilidad de las células epiteliales tumorales. Estas adquieren un comportamiento caracterizado
por la disminucion en la expresion de proteinas que indican un fenotipo epitelial y el aumento
de otras asociadas a caracteristicas mesenquimales [107]. Ademas, se pudo demostrar que
miR-145 actua como supresor del crecimiento del tumor tiroideo. En este sentido, la
sobreexpresion de miR-145 en lineas celulares tiroideas tumorales (TPC-1, FTC-133 y 8505c¢)
disminuyd la secrecion de VEGF y la expresiéon de E-cadherina en estas células, proteinas
relacionadas con el proceso de EMT. También se observd una menor proliferacion celular,
migracion e invasién. Dado que la expresion de miR-145 se mostré disminuida en tejido tumoral
tiroideo comparado con tejido normal, que los niveles de miR-145 circulante se evidenciaron
aumentados en pacientes con cancer y que EVs provenientes de suero de estos pacientes
presentaron miR-145, los autores suponen que esto podria deberse a la excrecién de miR-145
por células tumorales, buscando reducir su expresion local y promover su crecimiento y
metastasis [108].
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Por otro lado, la glandula tiroidea presenta abundante vascularizaciéon y el tejido tumoral
tiroideo presenta mas vasos sanguineos con respecto al tejido normal [109]. Wu y col. [110]
demostraron que EVs obtenidas a partir de lineas célulares hipéxicas de PTC (BCPAP y KTC-1)
produjeron un aumento en la angiogénesis de células endoteliales de la vena umbilical
humana/HUVEC, tanto in vitro como in vivo, en comparacion con EVs provenientes de una linea
celular tiroidea no-tumoral (NThyOri), o células BCPAP y KTC-1 en normoxia. Ademas, Zhu y
col. [111] demostraron que la exposicidn de las células NK a la IL-15 da lugar a un aumento de
la produccién de EVs y potencia efectos inmunoterapéuticos de las EVs contra varios canceres
humanos, incluido el ATC. Por ultimo, aunque la relevancia del crosstalk entre células de
carcinoma tiroideo y CAFs ha sido revelado por varios autores, el rol de las EVs en dicha

interaccion requiere mayor investigacion [112].
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Figura 12 Rol de las EVs derivadas del tumor tiroideo en la progresion del cancer. Las EVs
actlian sobre las propias células tumorales, regulando la angiogénesis, induciendo la inmunosupresion y
remodelando el TME para lograr el crecimiento del tumor y la metastasis. Ademas, estas EVs secretadas
por células tumorales tiroideas también podrian promover la transformacion oncogénica de células
normales. Representacion esquematica adaptada de Feng y col. (2020) [107].

9. Biopsia liquida y biomarcadores en cancer

La técnica diagnostica gold standard en la deteccidn de un tumor es la biopsia, que consiste
en la obtenciéon de una muestra de tejido del presunto tumor primario, asi como de posibles
sitios de metdstasis, que son estudiados mediante analisis histolégicos y, actualmente, en
ciertos tipos de tumor, mediante andlisis molecular como ayuda para la toma de decisiones
[113, 114]. Sin embargo, es ampliamente conocido que los tumores son muy dinamicos,
cambian rapidamente su patrén mutacional dominante o adquieren nuevas mutaciones,
especialmente después de la presion selectiva ejercida mediante un tratamiento con drogas.
Ademas, este procedimiento presenta numerosas desventajas: lo invasivo que resulta, su riesgo
e inaccesibilidad en ciertos tipos de tumor lo que desemboca en la obtencién de cantidades

insuficientes de muestra, los falsos positivos e indeterminaciones, su costo, la posibilidad de que
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una sola muestra del tumor no represente la heterogeneidad del mismo vy, finalmente, que
brinda informacién de un determinado momento en el tiempo [115].

La progresion del cancer hacia estadios avanzados, sin la aparicidén de sintomas, es una de
las razones para que esta patologia se encuentre entre las principales causas de muerte en todo
el mundo. En este sentido, el desarrollo de pruebas diagndsticas eficaces que identifiquen
“individuos asintomaticos” junto a la deteccién temprana de la enfermedad, constituiria uno de
los principales avances contra esta enfermedad dado que, de esa manera, los tratamientos
existentes resultan mas exitosos. Por todo esto es que comenzd a considerarse un enfoque
emergente, conocido como biopsia liquida, que es el analisis en tiempo real de las células del
tumor primario, sus metastasis, o los productos de éstas, encontrados o liberados en la sangre
u otros fluidos corporales. La biopsia liquida permite el desarrollo de nuevos métodos que
facilitan una deteccion temprana del tumor, el seguimiento de la eficacia del tratamiento elegido,
el prondstico y monitoreo personalizado del paciente, la deteccion de mecanismos de resistencia
a drogas que permitan adaptar la terapia a necesidades especificas de cada paciente y la
estimacion del riesgo de recaida [116]. Entre las diferentes plataformas en biopsia liquida se
pueden mencionar, las células tumorales circulantes (CTCs, por sus siglas en inglés), el DNA
libre de células (cfDNA, por sus siglas en inglés), el RNA libre de células (cfRNA, por sus siglas
en inglés), las plaquetas educadas por el tumor (TEPs, por sus siglas en inglés) y las EVs. A
grandes rasgos, las CTCs presentan el problema de que su presencia es muy baja (requiriéndose
métodos de alta sensibilidad para su identificacion y aislamiento) y que, dada su fragilidad,
requiere que las muestras sean rapidamente procesadas sin posibilidad de almacenamiento y
conservacion. Los cfDNA y cfRNA, que se originan a partir de células en apoptosis o necrosis,
presentan como principal desventaja su corta vida media en circulacion. Las TEPs son
componentes de la sangre, donde podrian analizarse diferentes tipos de RNA o perfiles proteicos,
pero su principal limitacidn reside en que sus caracteristicas y nimero podrian verse alterados
por ciertas terapias. Aunque la mayoria de los esfuerzos en este campo incluyeron cfDNA y
CTCs, las EVs surgieron como una plataforma con amplia potencialidad y han cobrado interés
en la investigacion de biomarcadores, dada su funcionalidad como parte de la enfermedad,
siendo fiel “reflejo” del desarrollo del tumor, presentando “pistas” de su origen especifico de
tejido. Ademas, estas se presentan en una enorme cantidad en los fluidos, permiten el estudio
de las diversas macromoléculas que cargan, son notablemente estables y pueden almacenarse
en biobancos. Sin embargo, a pesar de las numerosas ventajas, el uso de EVs como
biomarcadores también enfrenta retos, principalmente relacionados a su aislamiento,
rendimiento y pureza, dado que en fluidos complejos, como por ejemplo sangre, representan
una minoria con respecto a otros componentes presentes en la misma (Fig. 13) [115, 116].
Actualmente, se piensa que la combinacidon de enfoques o modalidades podrian convertirse en
un futuro en las herramientas rapidas, fiables, dindmicas, no invasivas y de bajo costo que se
buscan [117].
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Figura 13. Fluidos biolégicos, como la sangre, presentan EVs provenientes del TME. Las EVs
obtenidas de fluidos bioldgicos de pacientes oncoldgicos, y su cargo caracteristico, funcionarian como un
“retrato en tiempo real” de la situacion oncoldgica del paciente. En los fluidos bioldgicos del paciente con
cancer se encuentran, entre sus diversos componentes, las EVs provenientes de diversas células del
organismo, junto a EVs provenientes de células tumorales. Ademas, se reconoce la presencia de EVs
provenientes de las células del estroma tumoral, mencionadas como EVs tumor-estroma en la figura, las
que reflejarian el estado fisiopatoldgico de sus células productoras, dada la comunicacion intercelular en
el TME. Uno de los principales desafios lo constituye su aislamiento a partir del resto de los componentes
de la muestra bioldgica, y la caracterizacion de biomarcadores especificos que permitan su utilizacion en
el diagndstico y seguimiento del paciente oncoldgico. GE, equivalentes gendmicos. Representacion
esquematica adaptada de Brock y col. (2015) [115].

9.1. EVs como biomarcadores en cancer de tiroides
En el diagndstico de cancer de tiroides, existen dos importantes problemas [118]:

1. La distincidon entre nddulos tiroideos benignos y funcionales, y malignos, principalmente no
funcionales. Los nddulos funcionales son raramente malignos, por lo cual la evaluacion
diagndstica inicial incluye la medida de la cantidad de hormona estimulante de la tiroides (TSH,
por sus siglas en inglés) en suero que permitiria diferenciar entre nddulos funcionales y no
funcionales. Si el examen inicial sugiere la presencia de un nddulo no funcional, con
caracteristicas ecograficas sospechosas, deberia realizarse una biopsia por aspiracion con aguja
fina guiada por ecografia, técnica gold standard de diagndstico diferencial actual. Sin embargo,
los resultados de este enfoque a menudo no son concluyentes y tiene limitaciones en cuanto a
la discriminacién de las diferentes patologias tumorales foliculares, pudiendo dar lugar a un
sobrediagndstico y/o tratamiento excesivo.

2. Identificacién de extension extratiroidea del tumor, que afecta a ganglios linfaticos cervicales.
Hasta el 50% de los pacientes con PTC presentan metastasis en ganglios linfaticos cervicales,
sin embargo, la ecografia de cuello preoperatoria identifica sélo la mitad de los que luego se
encuentran durante la cirugia, complicando la toma de decisiones. En este sentido, la
disponibilidad de un biomarcador circulante validado para distinguir PTC localizados en tiroides

de aquellos con metastasis a ganglios linfaticos (T+N+), que se utilice como técnica
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complementaria, permitiria planificar con antelacién una cirugia localizada frente a una cirugia
gue incluya linfadenectomia.

Es por las razones anteriores que la biopsia liquida tiene un gran potencial en el abordaje
clinico del paciente con cancer de tiroides. Existe bibliografia que defiende el uso de EVs por
sobre otras plataformas, incluso mas estudiadas, como cfDNA y CTCs, argumentando que
muestran superioridad en sensibilidad, especificidad y estabilidad [116]. Ademas, se conoce que
solo las EVs, con respecto a cfDNA y CTCs, tienen la capacidad de representar también a los
cambios del estroma, de la interaccidon tumor-estroma, respuestas inflamatorias y otros cambios
sistémicos [115]. Como ya se comentd previamente, miR-146b-5p y el miR-222-3p proveniente
de EVs obtenidas de plasma de pacientes con cancer de tiroides, podrian servir como potenciales
biomarcadores de metastasis ganglionar en pacientes con PTC [105]. En la misma linea, Dai y
col. [119] observaron que la alta expresién de miR-485-3p en exosomas de plasma de pacientes
con PTC se correlaciond con la mutacién BRAF, el tamafio del tumor, extension extratiroidea y
metastasis en ganglios linfaticos, y un estadio clinico avanzado de la enfermedad. También,
miR-21-5p se encontrd elevado en exosomas obtenidos de suero de pacientes con PTC [110].
Por otro lado, son muy limitados los estudios tendientes a la busqueda y/o caracterizacion de
proteinas como biomarcadores en EVs y cancer tiroideo. Un trabajo realizado en EVs
provenientes de suero de pacientes con PTC y metdstasis en ganglios linfaticos demostro la
sobreexpresion de proteinas asociadas con EMT y metastasis (SRC, TLN1, ITGB2 y CAPNS1)
[120]. Por su parte, Caruso Bavisotto y col. [121] descubrieron que los niveles de HSP27, HSP60
y HSP90 en EVs de pacientes con PTC, se encontraban elevados antes de la cirugia con respecto
a los niveles obtenidos en el mismo paciente luego de ésta, y también con respecto a pacientes
con bocio benigno, sugiriendo su potencial uso como biomarcadores. La base de datos de
ensayos clinicos (www.clinicaltrials.gov), recoge actualmente 18 trabajos que utilizan EVs como
biomarcadores en diversos tipos de cancer.

10. Antecedentes del modelo

La capacidad de las células tumorales para migrar e invadir tejidos circundantes y llegar a
organos distantes es uno de los hallmarks del cancer, con cambios en el reordenamiento del
citoesqueleto celular, que involucra estructuras dindmicas de actina como fibras de estrés,
filopodios y lamelipodios, dispuestas por las células para poder moverse en su entorno [122].
En relacién a este tema, antecedentes vinculados con este trabajo evidenciaron el rol del Fb y
su comunicacién con células tumorales tiroideas en la induccién de un fenotipo migratorio en las
células tumorales tiroideas [123]. La organizacion de filopodios y lamelipodios, se evidencié
como un indicador del fenotipo migratorio de las células en cultivo, y se analizd mediante
inmunofluorescencia utilizando faloidina conjugada con rodamina. Especificamente, células
tumorales tiroideas TPC-1, 8505c y células no tumorales tiroideas (NThyOri), fueron estimuladas
con los CMs obtenidos de Fb, células tiroideas aisladas y de los co-cultivos de Fb y células TPC-
1, Fb y células 8505c y Fb y células NThyOri, respectivamente. Factores solubles presentes en
los CMs de Fb o de los co-cultivos de Fb con células tumorales tiroideas aumentaron el nimero
de células tumorales tiroideas TPC-1 y 8505c con filopodios y lamelipodios. Este cambio en el

fenotipo no se evidencid, sin embargo, utilizando células no tumorales tiroideas en los cultivos.
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Por otro lado, cuando se analizé la capacidad migratoria de células TPC-1, 8505c y NThyOri,
incubadas con CMs provenientes de estas células aisladas y co-cultivadas con Fb, se evidencid
gue factores presentes en los CMs de Fb y Fb co-cultivados con 8505c promovieron la migracion
2D de células 8505c, con respecto al control. Sin embargo, células TPC-1 y NThyOri no
evidenciaron cambios significativos en su motilidad respecto a la migracién basal, en ninguna
de las condiciones ensayadas [123]. En linea con esto, Salvatore y col. [124] demostraron que
células malignas de osteosarcoma alteran su morfologia luego de ser co-cultivadas con Fb,
dando lugar a la polarizacion del citoesqueleto y a la formacion de protuberancias celulares.
Estos autores también describieron un aumento gradual en la migracion celular en estos co-
cultivos, en respuesta a sefales paracrinas secretadas por el Fb. Por otro lado, Das y col. [125],
demostraron, en células de cancer de mama, que MMP2 desencadena una via de sefializacion
gue resulta en la polimerizacion de la actina y, por lo tanto, induce la migracion celular.

El estudio del TME en cancer de tiroides es un campo relativamente nuevo y, a pesar de que
existen estudios que enfatizan y apoyan el rol protagoénico del Fb en la progresién tumoral
tiroidea, las evidencias que relacionan la comunicacion bidireccional entre Fb y células tumorales
tiroideas, con la secrecion de EVs y su cargo, fueron poco exploradas. Ademas, no existen
estudios que profundicen en el impacto de EVs, provenientes de esta interaccidn, en la expresion
y eventual modulacion de proteinas relacionadas con la promocion de la invasion y diseminacion
tumoral. El esclarecimiento de estos procesos resultarda de gran interés fisiopatoldgico,
brindando fundamentos para la comprension de la etiopatogenia del cancer de tiroides,
alternativas para el desarrollo de futuras modalidades terapéuticas y permitira la deteccion de
potenciales biomarcadores para el diagndstico y seguimiento de pacientes con cancer.
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“Individualmente contribuimos poco a la busqueda de la verdad,
pero trabajando juntos todo el vasto mundo de la ciencia esta a
nuestro alcance” Aristételes.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS
La interaccidon de células tumorales tiroideas con Fb promoveria un

perfil de EVs de calidad diferente, que impactaria en su comunicacién
con componentes del TME y posibilitaria su utilizacién en la busqueda
de potenciales biomarcadores diagndstico, prondstico o de progresion

de la enfermedad.

OBJETIVOS

Evaluar el rol que desempefia la interaccién tumor-estroma en la modulacién de
mecanismos celulares y bioquimicos comprometidos en la progresion tumoral
tiroidea.

Para ello se han propuesto los siguientes objetivos especificos:
1. Caracterizar la produccion y liberacién de EVs por células tiroideas, tumorales y
no tumorales, aisladas y co-cultivadas con Fb normales, desde un abordaje
morfoldgico, cuantitativo y bioquimico.
2. Analizar la expresion diferencial de proteinas en EVs obtenidas del cultivo de
células aisladas y co-cultivadas con Fb (2a). Identificar los procesos bioldgicos,
componentes celulares y/o funciones moleculares en las que se encuentran
implicadas (2b).
3. Analizar el impacto de EVs provenientes del cultivo de células tiroideas tumorales
y no tumorales aisladas o co-cultivadas con Fb, sobre el fenotipo de Fb y células no
tumorales tiroideas (3a). Caracterizar la expresion, perfil de glicosilacion o
fracciones proteoliticas de CD147 en EVs provenientes de células aisladas y co-
cultivadas (3b).

4. Evaluar la captacion o asociacion de EVs en Fb y células tumorales tiroideas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Células y condiciones de cultivo

1.1. Lineas celulares y mantenimiento

La linea celular humana TPC-1 derivada de carcinoma papilar tiroideo (rearreglo RET/PTC3)
fue adquirida a partir del repositorio de lineas celulares de cancer de tiroides (administrado
por la Dra. Rebecca E. Schweppe) del banco de células del centro de cancer de la Universidad
de Colorado (EEUU) [126]. La linea celular humana 8505c derivada de carcinoma anaplasico
tiroideo (BRAFV600E positiva) y la linea celular tiroidea humana no tumoral NThyOri 3-1 fueron
donadas generosamente por la Dra. Pilar Santisteban (Instituto de Investigaciones Biomédicas
Alberto Sols, Madrid, Espana). Las células se cultivaron en medio de cultivo DMEM con alto
contenido en glucosa (HG-DMEM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) o, para el caso de
NThyOri 3-1, en medio RPMI 1640 (Gibco; Life Technologies, Grand Island, NY, EE.UU.)
suplementados con un 10% v/v de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor (Natocor,
Cordoba, Argentina), 2 pmol/ml de glutamina y la combinacién de antibidticos (Penicilina 100
unidades/ml y estreptomicina 0,1 mg/ml (Gibco). Los cultivos celulares se realizaron en
condiciones de esterilidad en una atmésfera humidificada al 5% de CO; a 37°C. Las células se
sub-cultivaron al llegar a un 70-80% de confluencia, a razén 1:8 en placas de cultivo de 10cm
o en placas de 6 o 24 pocillos multiples, segin el esquema experimental. Todas las lineas
celulares se utilizaron antes del pasaje nimero 20. La criopreservacion de los cultivos celulares
fue efectuada en vapor de nitrogeno liquido en una solucién conteniendo 90% de SFB y 10%
de dimetilsulfoxido (DMSO). Las lineas celulares NThyOri 3-1 y 8505c se autenticaron
utilizando el kit PowerPlex Fusion System (Promega) para la genotipificacion en el Centro de

Excelencia en Procesos y Productos de Cordoba (Cordoba, Argentina).

1.2. Obtencion de Fb normales

Como células representativas del estroma, se utilizaron fibroblastos normales provenientes
de biopsias de piel obtenidas de mamoplastias de reduccion y/o de dermolipectomias
abdominales de voluntarios sanos anonimos. El protocolo de obtencién de las muestras fue
aprobado por el Comité de Etica del Hospital Nacional de Clinicas de la Universidad Nacional
de Cérdoba. Los Fb se obtuvieron siguiendo los lineamientos establecidos por Carlo Besta
[127]. Para ello, las biopsias obtenidas se lavan en buffer fosfato salino (PBS), removiéndose
el tejido adiposo y subcutéaneo remanente. A continuacion, se cortan en pequefios fragmentos,
que se enjuagan con PBS y transfieren a una placa de cultivo previamente incubada con SFB
por 30min a 37°C. Se deja adherir el tejido al soporte eliminando el liquido remanente
cuidadosamente, en forma mecanica y por evaporacién, evitando secar completamente la
placa para no dafiar el tejido. Los explantos se incuban en medio de crecimiento de fibroblastos
(HG-DMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU., suplementado con SFB 20% (Gibco), a
razén de 1-1,5ml por placa de 6cm de diametro), en condiciones de esterilidad y en una
atmodsfera humidificada al 5% de CO2 a 37°C. Luego de 2-3 dias de incubacién, el medio de
cultivo de los explantos es reemplazado cada 48-72hs. Una vez que los fibroblastos se
desprenden del tejido y alcanzan una confluencia del 50-60% de crecimiento adheridos a la

placa, son expandidos y criopreservados de manera convencional.
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1.3. Co-cultivos de células tiroideas tumorales o no tumorales con Fb

Para el desarrollo del trabajo experimental se llevaron a cabo co-cultivos entre células
tiroideas tumorales o no tumorales con Fb, como un modelo in vitro de interaccion célula
tumoral-estroma. Para ello, las diferentes células se lavaron con PBS e incubaron con una
solucién de tripsina (Gibco) al 0,05% (Fb) o 0,025% (TPC-1, 8505c y NThyOri) para
desprenderlas de la superficie y poder transferirlas. El recuento celular se realizé en camara
de Neubauer. Para el estudio de la interaccion célula tumoral-estroma se utilizaron dos
estrategias de cultivo diferentes, co-cultivos en placas tradicionales (cultivo contacto-
dependiente) y co-cultivos en placas transwell (cultivo contacto-independiente), utilizando
como control el cultivo de las células aisladas, asi como el co-cultivo de la célula tiroidea no

tumoral con el Fb.

1.3.1. Estrategia de co-cultivo en placas tradicionales

Para la realizacion del modelo in vitro de interaccién contacto-dependiente, Fb (600.000
células) y células tumorales tiroideas humanas (TPC-1 o 8505c) o células no tumorales
(NThyOri) (600.000 células), se siembran y colocan juntas, en una relacién 1:1, en placas de
10 cm de diametro. Las expresiones "Fb-TPC-1, Fb-8505c y Fb-NThyOri" se utilizan a lo largo
de este trabajo para indicar el co-cultivo contacto-dependiente del Fb con cualquiera de las
lineas celulares tiroideas indicadas. Ademas, cultivos aislados de Fb, TPC-1, 8505c y NThyOri
se sembraron y utilizaron como controles, utilizando el mismo nimero de células que en los
correspondientes co-cultivos [123]. Los co-cultivos son incubados en un medio suplementado
con 10% de SFB durante 72hs (10ml/placa). Luego de esta primera incubacion, las monocapas
se lavaron con PBS, a fin de eliminar restos de SFB, y se incubaron con medio de cultivo libre
de SFB (9ml/placa) durante 48 horas. Luego de esta incubacion, los sobrenadantes del cultivo
se recogen y se conservan a 4°C para la obtencion de EVs (seccion 2.1) o a -80°C para la
realizaciéon de zimografias (seccion 5.3). Estos sobrenadantes son mencionados como CMs a

lo largo de este trabajo.

1.3.2. Estrategia de co-cultivo en placas transwell

Para la realizacion de co-cultivos contacto-independiente, los Fb (100.000 células) o las
células TPC-1 (40.000 células) se sembraron en la cdmara inferior de un sistema transwell de
6 pocillos (Transwell Corning-Costar), en HG-DMEM (2ml/pocillo) suplementado con 10% de
SFB durante 2hs, hasta lograr la adherencia de las células al fondo de la placa. Posteriormente,
se colocaron los insertos del transwell (24 mm de didmetro) y se sembraron en ellos a las
células aisladas Fb, TPC-1, 8505c y NThyOri (40.000 células) o a los co-cultivos contacto-
dependiente Fb-TPC-1, Fb-8505c o Fb-NThyOri (40.000 células + 40.000 células). Estos
insertos presentan una membrana de poliéster con poros de 0,4 ym, que no permite el paso
de células de una cdmara a la otra durante el ensayo. Las condiciones de cultivo fueron las
utilizadas anteriormente; un periodo inicial de 72hs, utilizando medio suplementado con 10%
de SFB, seguido de un periodo de 48hs con medio libre de SFB. Entre ambos periodos, las
células se lavaron con PBS, a fin de eliminar restos de SFB. A tiempo final de cultivo, se
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recogen los CMs de la cdmara inferior del transwell (TW-CMs) y se conservan a -80°C hasta
la realizacidon de las zimografias, segun se explica mas adelante (seccién 6.2.1).

2. Aislamiento y caracterizacion de EVs

2.1. Obtencion de EVs

Las EVs se aislaron de los CMs, obtenidos a partir del mismo nimero de células finales
después del cultivo [128], tanto de células aisladas como co-cultivadas de forma contacto-
dependiente. Se probaron tres protocolos de aislamiento de EVs, que consisten basicamente
en centrifugacion diferencial y filtracion, descriptos anteriormente en la literatura y con ligeras
modificaciones [129]. Los tres protocolos comparten dos pasos de centrifugacion iniciales, uno
a 300x g durante 10 min a 4°C para eliminar células muertas y debris celular, y un segundo
paso a 3.000x g durante 20 min a 4°C para obtener el llamado pellet 3K. Posteriormente,
dependiendo del protocolo utilizado, el sobrenadante remanente de la obtencidn del pellet 3K
fue:
1. Protocolo 1: filtrado, utilizando un filtro de 0,22um (Steriflip Millipore) para la obtencion de
EVs que quedan retenidas en el filtro.
2. Protocolo 2: centrifugado a 20.000x g durante 40min a 4°C (Beckman-coulter
ultracentrifuge, rotor 70.1 Ti Fixed-Angle) para obtener el llamado pellet 20K.
3. Protocolo 3: centrifugado a 100.000x g durante 90min a 4°C (Beckman-coulter
ultracentrifuge, rotor 70.1 Ti Fixed-Angle), para obtener el llamado pellet 100K y el medio
depletado de EVs (DEVs), es decir, libre de todas aquellas EVs que sedimentan a 100.000x g.
Todos los pasos de centrifugacion y ultracentrifugacion se llevaron a cabo a 4°C, manteniendo
a los CMs en condiciones refrigeradas (Fig. 14). Los pellets obtenidos se re-suspendieron en
diferentes soluciones segin el analisis a realizar, siendo utilizados inmediatamente o

conservados a -80°C hasta su utilizacion.

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3
CMs CMs CMs
3009 | 10 min 3009 | 10 min 300g | 10 min
Sobrenadante Sobrenadante Sobrenadante
3000g | 20 min 3000g | 20 min 3000g | 20 min
Y Y
Sobrenadante —— m Sobrenadante Sobrenadante
it 20000g | 40 min 100000g | 90 min
0,22pm)
EVs retenidas Pellet 20K Pellet 100K
en el filtro
Sobrenadante:
medio libre de
EVs (DEVSs)

Figura 14. Protocolos de aislamiento de EVs. Representacién esquematica de los protocolos
utilizados para la puesta a punto del aislamiento de EVs. El protocolo elegido, para ser utilizado a lo
largo de todo el trabajo, fue el nUmero 3. CMs: medios condicionados. EVs: vesiculas extracelulares.
DEVs: medio depletado de EVs que sedimentan a 100.000x g.
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2.2. Caracterizacion por Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)
2.2.1. TEM en células

Una vez finalizada la incubacion, las monocapas de Fb, células tiroideas aisladas y/o co-
cultivadas (seccién 1.3.1) se lavaron con PBS, con el fin de eliminar células muertas.
Cuidadosamente, utilizando un scraper de goma, se levantaron las células, se lavaron una vez
mas vy el pellet celular se fijé utilizando una mezcla de 4% p/v de formaldehido y 2% p/v de
glutaraldehido en buffer cacodilato 0,1M durante 2hs. Las células fijadas fueron luego
centrifugadas y los pellets obtenidos se trataron con OsO4 al 1% p/v durante 1h, antes de ser
teflidas en bloque con acetato de uranilo al 1% en buffer acetato 0,1M pH 5,2 durante 20min.
Posteriormente, se procedié a la deshidratacion de las muestras con una serie graduada de
acetonas frias y a su inclusién en resina de araldite. Usando un ultramicrétomo JEOL, con
cuchillas con filo de diamante, se cortaron secciones ultrafinas de los preparados incluidos y
se tifieron con acetato de uranilo/citrato de plomo para su correcta visualizacion y examen,

utilizando un microscopio electrénico Zeiss Leo 906-E (Oberkochen, Germany) [130].

2.2.2. TEM en EVs

Los pellets 3K, 20K y 100K de EVs, obtenidos utilizando los protocolos mencionados
anteriormente (seccion 2.1), se examinaron mediante TEM. Para la preparacion de las
muestras, los pellets se re-suspendieron y fijaron en p-formaldehido (PFA) al 4% p/v durante
20 min a temperatura ambiente (TA). Luego, 5 uL de la preparacion de EVs se agregaron y
dejaron decantar sobre grillas recubiertas de formvar-carbon y se post-fijaron con una solucion
al 1% p/v de glutaraldehido. Posteriormente, las grillas se lavaron con agua destilada y
visualizaron mediante tincion negativa, utilizando acetato de uranilo (pH 7) al 2% p/v durante
5min, seguido de metil celulosa al 2% p/v durante 10min en hielo. Una vez removido el
excedente de fluido y luego del secado de las grillas, se procedid a la observacion y adquisicion
de imagenes mediante la utilizacion de un microscopio electronico Zeiss Leo 906-E
(Oberkochen, Germany) [131]. Las microfotografias obtenidas de cada una de las muestras
de EVs, se utilizaron para realizar un analisis morfométrico [52], mediante el uso del software
Image] (National Institute of Health, Betherda, MD, USA, https://imagej.nih.gov/ij/). Todas
las EVs presentes en cada imagen se midieron mediante el software y se clasificaron,
obteniéndose el porcentaje de EVs que presenta un tamafio entre 20-200nm y >200nm. Se
analizaron un total de 18 campos provenientes de cada muestra a partir de dos experimentos
independientes (n=2).

2.2.3. Inmunomarcacion en EVs

El pellet 100K de EVs (seccién 2.1), fue utilizado para estudiar mediante inmunomarcacion
(immunogold labelling) la presencia de CD147 en la superficie de las EVs. Para esto, las EVs
se procesaron como se indica en la seccién 2.2.2 y antes de exponerlas a las soluciones para
la tincidon negativa se llevd a cabo la inmunomarcacion con anticuerpos especificos.
Basicamente, las EVs fijadas y adsorbidas sobre grillas recubiertas de formvar-carbon se
transfirieron a una gota de solucién de bloqueo de albimina sérica bovina al 5% durante 5-

10 min a TA. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo (Ab, por sus siglas en inglés)
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primario anti-CD147 de ratdn (dilucidn 1:25; Affimetrix, eBioscience, USA), durante 1h a TA.
Luego de sucesivos lavados, se pusieron en contacto con el Ab secundario IgG anti-ratdn
conjugado con particulas de oro coloidal de 15nm (1:30; Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, USA) durante 1h a TA. Finalmente, las EVs se contrastaron por tincién negativa
y visualizaron, siguiendo el mismo procedimiento mencionado en la seccién 2.2.2. Las técnicas
de TEM, se realizaron en colaboracién con las Dras. Carolina Leimgruber y Ana De Paul del
Centro de Microscopia Electronica, Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud
(INICSA-CONICET) de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Cérdoba.

2.3. Caracterizacion por Dinamic Light Scattering

Una de las tecnologias basadas en las medidas de dispersion de la luz para obtener el
tamafio de EVs presentes en una muestra, asi como su distribucion poblacional, se conoce
como dispersion dindmica de la luz o Dinamic Light Scattering (DLS, por sus siglas en inglés)
[132]. Esta consiste en obtener el diametro hidrodindmico (D) de una particula en cierto fluido,

utilizando la ecuacién de Stokes-Einstein:

_ kT
a 3nnDy

Donde D es el coeficiente de difusion, k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura
absoluta, n es la viscosidad del fluido y Dy es el didmetro hidrodinamico.

La técnica consiste en irradiar a la suspension de EVs con un laser, siendo la luz dispersada
recolectada por un detector y analizada por un correlacionador. Dicha luz presenta
fluctuaciones en la intensidad debida al movimiento browniano de las EVs en suspension. Las
fluctuaciones generadas en la intensidad de la luz dispersada en funcion del tiempo son
traducidas, por una funcidn de correlacion utilizando un software especifico, a medidas del D
de las EVs en suspension, que es inversamente proporcional al Dy.

Para llevar a cabo esta metodologia, el pellet 3K de EVs y el obtenido por filtracion,
mediante el protocolo 1 de la seccion 2.1, se resuspendieron en 300ul de PBS y colocaron en
el analizador de particulas Nicomp Model CW 380 (Particle Sizing Systems, Santa Barbara,
CA), usando microcubetas de vidrio. El laser usado fue de He-Ne, la longitud de onda (A) de
632, 8 y su intensidad fue ajustada a ~ 300 MHz. Cada muestra fue corrida 3 veces durante
5 min a TA. El procesamiento y analisis de los datos fue realizado con el software CW-380,
hasta obtener graficos de intensidad de dispersién relativa en funcién del diametro.

2.4. Caracterizacion por Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

Otra tecnologia basada en medidas de dispersién de la luz, muy utilizada en Ia
caracterizacién de EVs, se conoce como analisis de seguimiento de nanoparticulas o
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA, por sus siglas en inglés). De igual manera que lo
explicado para DLS, esta metodologia permite obtener el Dy de las EVs gracias a medidas de
dispersion de la luz debido al movimiento browniano de las EVs en suspensién. Sin embargo,
a diferencia de aquella, la metodologia NTA es cuantitativa y, dado que permite la visualizacion
de las particulas, proporciona informacion en tiempo real de la muestra analizada [133]. Un

microscopio de campo oscuro con una camara digital cientifica acoplada, permite realizar un
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seguimiento del movimiento de las particulas presentes en la muestra sobre las que incide el
haz del laser. Estos videos son posteriormente analizados por el software del equipo que,
finalmente, arroja graficos de concentracidn de particulas en funcién del diametro. Para llevar
a cabo esta metodologia, los pellets 100K de EVs obtenidas a partir de los diferentes cultivos
(protocolo 3 de la seccion 2.1.1) se resuspendieron en 60ul de PBS. En la camara laser del
NanoSight LM10 (NanoSight, Amesbury, UK) se cargaron 300ul de una dilucion 1:50 en PBS,
realizada a partir de la preparacion inicial de EVs. La temperatura de cada muestra, colocada
en la camara del equipo, se determiné individualmente y se obtuvieron 2 videos de 40seg a
partir de cada una de éstas (nivel de cdmara=10). Los ajustes posteriores a la adquisicion de

los datos se mantuvieron constantes entre las diferentes muestras.

2.4.1. Distribucion de tamaios de EVs por NTA

Los datos arrojados por NTA, a partir de los 2 videos y en un rango de 30-1000nm de
didmetro, corresponden a la concentracion promedio de EVs, en un determinado rango de
tamafios, en cada una de las muestras analizadas. La razon entre esa concentracion, de cada
rango, y la concentracion total de particulas en la muestra, permitié obtener valores
normalizados en porcentaje que van de 0 a 1 (donde 1=100%). Los datos se expresaron como
la media = SEM de los porcentajes, para cada rango de tamafo, obtenidos a partir de cinco

experimentos independientes (n=5).

2.4.2. Cuantificacion de EVs por NTA

Considerando los valores de concentracién promedio de particulas/ml brindados por el
equipo, la dilucién y el volumen inicial de muestra, se calculd la cantidad de particulas totales
en cada una de las muestras. Los datos se expresaron como la media £ SEM de la cantidad
de particulas liberadas por cada 10° células productoras totales obtenidas al final del cultivo,
a partir de cinco experimentos realizados de manera independiente (n=5).

2.5. Cuantificacion de proteinas y determinacion de pureza

La determinacion de la pureza de una muestra de EVs se estima como la razéon N° de
particulas/ug de proteinas [47, 134]. Para determinar la pureza del pellet 100K de EVs,
obtenidas a partir de los diferentes cultivos, se realizéd la cuantificacion proteica de las
preparaciones mediante la técnica de Bradford [135] (Bio-Rad, Laboratories, Hercules,
California, USA), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como estandar. Los datos se
expresaron como la media £ SEM de la pureza de cada muestra, a partir de cinco experimentos
independientes (n=5).

2.6. Determinacion del efecto funcional de EVs sobre células

Fb y células NThyOri se sembraron en placas de 6 pocillos (200.000 células/pocillo) en HG-
DMEM suplementado con SFB al 10% hasta confluencia y/o a baja densidad sobre
cubreobjetos. Las monocapas de células se lavaron con PBS atemperado e incubaron con EVs,
resuspendidas en un volumen final de 2ml de HG-DMEM en ausencia de SFB, o con medio

DEVs (protocolo 3 seccion 2.1). Luego de 24hs de incubacidn, los sobrenadantes del cultivo
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se recogieron y conservaron a -80°C para ser utilizados posteriormente en la realizacién de
zimografias. Las células, se lavaron con PBS atemperado y prepararon para su analisis
mediante inmunofluorescencia (seccion 5.1.1) o la realizacidon de estudios de expresion génica
(seccion 7).

3. Cromatografia liquida-espectrometria de masas (nLC-MS/MS)

La preparacion, identificacion y cuantificacion de las muestras de EVs, asi como su analisis
en el espectrometro de masas, se realizaron en el marco de una pasantia de investigacion en
el laboratorio de exosomas, liderado por el Dr. Juan Manuel Falcén-Perez, en el Centro de
investigacion Cooperativa en Biociencias (CIC bioGUNE). Este centro cuenta con la tecnologia
necesaria para realizar analisis de proteinas en solucidn, evitando la incorporacién de las
mismas en geles y las consiguientes pérdidas o dificultades en la identificacién de proteinas

menos abundantes.

3.1. Preparacion y procesamiento de las muestras de EVs

Los pellets 100K de EVs (protocolo 3 seccion 2.1), provenientes de Fb, células TPC-1, 8505c
y NThyOri cultivadas en forma aislada y co-cultivadas con Fb (Fb-TPC-1, Fb-8505c y Fb-
NThyOri), de manera contacto-dependiente (secciéon 1.3.1), se procesaron para su analisis
protedmico. Un total de 21 muestras, correspondientes a los 7 tipos de cultivos realizados por
triplicado, se prepararon para su digestion en solucion siguiendo el protocolo filter-aided simple
preparation descripto por Wisniewski y col., [136] con pequefias modificaciones. Basicamente,
las muestras se incubaron en un buffer urea 7M, tiourea 2M, CHAPS al 4% y DTT 5mM. Las
proteinas se digirieron con tripsina, en una relacion tripsina:proteina de 1:50, a 37°C durante
toda la noche y se utilizd iodoacetamida para la carbamidometilacion de los tioles.
Posteriormente, se sometid la muestra a una ultrafiltracion que permitié la eliminacion de
componentes de bajo peso molecular, DNA y lipidos, y la elucion de los péptidos tripticos. Estos
fueron concentrados utilizando un RVC 25 speedvac concentrator (Christ) y resuspendidos en
acido formico (FA) al 0,1%. Finalmente, los péptidos fueron desalados utilizando C18 stage
tips (Millipore) y nuevamente resuspendidos en FA al 0,1%. Las muestras se analizaron en un
espectrometro hibrido timsTOF Pro — PASEF (Bruker Daltonics), acoplado en linea a un
cromatografo liquido nanoElute (Bruker), presente en la plataforma de proteémica avanzada
del Centro de Investigacion Cooperativa en Biociencias (CIC BioGUNE, Derio, Espafia). Este
equipo presenta alta sensibilidad, velocidad en el analisis y precision. La muestra (200ng) se
carg6 directamente en una columna analitica nanoelute FIFTEEN de 15 cm (Bruker) y se
resolvié a 400 nl/min en un gradiente de 0-35% acetonitrilo durante 30 min (la fase mévil A
fue de agua/FA al 0,1% v/v y la fase movil B fue de acetonitrilo/FA al 0,1% v/v).

3.2. Identificacion de proteinas y cuantificacion

La identificacion de las proteinas y su cuantificacion en ausencia de sondas o label free
quantification (LFQ, por sus siglas en inglés) se realizd con el software PEAKS (Bioinformatics
solutions), utilizando la base de datos Uniprot/Swissprot (2020_04, 20375 entradas en

humanos), con tolerancias de precursores y fragmentos de 20ppm y 0,05 Da. Para el andlisis
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se acepto un indice de 2 en relacidn a los sitios de clivaje incompletos (missed cleavage sites),
se considero la oxidacidon de metionina como modificacion variable y la carbamidometilacion
de cisteinas como modificacion fija. La determinacién de la tasa de descubrimientos falsos o
false discovery rate (FDR, por sus siglas en inglés) se realizd6 mediante la base de datos sefiuelo
o decoy vy, para los analisis cuantitativos posteriores, fueron consideradas soélo las proteinas
identificadas con al menos dos péptidos Unicos y un FDR<1%. El valor de intensidad-LFQ
correspondiente a cada proteina en cada muestra se consideré proporcional a su
concentracion/abundancia. Finalmente, los datos se cargaron en el software Perseus (v. 1.6,

Max Planck Institute of Biochemistry) [137] para los analisis posteriores.

3.3. Perfiles de distribucion de los datos proteémicos

Los valores de intensidad-LFQ, cargados en Perseus, se transformaron a Log2(x) v filtraron
hasta obtener una lista de proteinas que presenten valores validos en al menos 2 de las 3
réplicas, en al menos un grupo (de los 7 grupos de muestras analizadas). Los valores faltantes
se imputaron y reemplazaron con valores correspondientes a la distribucién normal. El analisis
de los histogramas obtenidos para las proteinas identificadas y cuantificadas en las EVs mostro
una distribucién normal y la imputacion de los datos mantuvo su unimodalidad (Fig. 15). Los
valores imputados, representados en color rojo, corresponden a valores ausentes de proteinas
gue no se identificaron/cuantificaron mediante esta técnica pero que fueron imputados para
permitir los analisis estadisticos posteriores.
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Figura 15. Histogramas de distribuciéon de los datos Histograma de distribucién de los valores de
intensidad-LFQ logaritmizados (log2(x)) para visualizar la distribuciéon unimodal y normal de los datos.
Los valores imputados de la distribuciéon normal se representan en color rojo.
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3.4. Analisis bioinformaticos de las proteinas
3.4.1. Analisis de las proteinas identificadas en las EVs con las anotadas en
Vesiclepedia y ExoCarta

Las proteinas identificadas mediante el criterio minimo de exclusidn mencionado
anteriormente (proteinas identificadas con al menos dos péptidos Unicos y un FDR<1%) se
compararon con dos bases de datos de libre acceso, disponibles en la web, que son un
compendio colaborativo de informacion (anotaciones/entradas) acerca de las diferentes
macromoléculas reportadas en EVs. Estas bases de datos, ExoCarta (www.exocarta.org) [58]
y Vesiclepedia (www.microvesicles.org) [59], son anotadas y curadas manualmente por
expertos, pudiendo ser utilizadas para realizar comparaciones con los datos obtenidos
experimentalmente. Ademas, las proteinas presentes en las EVs provenientes de muestras
humanas presentan el mayor niimero de entradas disponibles. El % de inclusién/exclusion de
las proteinas obtenidas en EVs respecto a las proteinas descriptas en ambas bases de datos

se determind mediante la realizacidon de diagramas de Venn.

3.4.2. Analisis de enriquecimiento ontolégico-funcional

Para la clasificacion de las proteinas identificadas y cuantificadas en EVs respecto a los
componentes celulares a los que pertenecen se utilizd el analisis de enriquecimiento
ontoldgico-funcional, utilizando el consorcio de ontologia génica (GO, por sus siglas en inglés)
(www.geneontology.org/). Los analisis estadisticos de enriquecimiento de los datos se
realizaron mediante la utilizacion del software FunRich (www.funrich.org) [138] y la base de
datos DAVID (database for annotation, visualization and integrated discovery,
https://david.ncifcrf.gov/) [139]. Las anotaciones funcionales que se indican como
enriquecidas corresponden a aquellas que presentan un numero de proteinas, identificadas en

las EVs, significativamente mayor que las esperadas por azar.

3.4.3. Identificacion de la presencia del péptido seiial y sitios de clivaje

Archivos FASTA que contienen las secuencias de las 1977 proteinas identificadas se
analizaron utilizando el software online, de acceso |libre, Signal P 4.1
(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1/) [140], que infiere acerca de la presencia de sitios de
clivaje del péptido senal. Mediante este analisis se identificaron a aquellas proteinas, presentes
en las EVs, que podrian también ser secretadas por vias clasicas (dado que presentan
secuencias consenso del péptido sefial).

3.4.4. Analisis de clustering jerarquico no supervisado, PCoA y matrices de

correlacion

Un analisis de clustering (o agrupamiento) jerarquico no supervisado se realiz6 utilizando
el software R (R Core Team (2016). R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.
www.R-project.org/) [141] y el paquete pheatmap_1.0.12 sobre las 100 proteinas
identificadas que presentaron mayor intensidad promedio, utilizando distancia euclidea.

Ademas, con este top-100 de proteinas, se realizé el analisis de coordenadas principales

42


http://www.exocarta.org/
http://www.microvesicles.org/
http://www.funrich.org/
https://david.ncifcrf.gov/

MATERIALES Y METODOS

(PCoA) (paquete limma_3.48.3). Por ultimo, también se utilizd R, junto al paquete
corrplot_0.90, para la realizacion de matrices que utilizan el coeficiente de correlacién de
Pearson para correlacionar la intensidad de todas las proteinas identificadas en las EVs
provenientes de un determinado tipo o contexto celular, con respecto a otro. Este tipo de
matrices se utilizé también para realizar el analisis de correlacién de las proteinas identificadas
en las EVs que interaccionan con MMP2 y MMP9, pertenecientes a un tipo o contexto celular
con respecto a otro (ver seccidon 3.6.2 de materiales y métodos).

3.5. Analisis estadisticos de los datos y obtencion de proteinas
diferencialmente enriquecidas (DEPs)

La determinacion de las proteinas diferencialmente enriquecidas en cada muestra (DEPs),
es decir, aquellas que presentan diferencias en su abundancia entre muestras, se obtuvo
utilizando el método differential expression analysis of quantitative mass spectrometry data
(DEGMS, por sus siglas en inglés). Este es altamente robusto para el andlisis de datos
obtenidos por LFQ, logrando una estimacion mas precisa de la varianza, demostrando mejor
precision y poder estadistico en la deteccion de las DEPs [142].

3.6. Analisis bioinformaticos de las DEPs
3.6.1. Analisis de enriquecimiento ontolégico-funcional de las DEPs

El analisis de enriquecimiento ontoldgico-funcional de las DEPs se realizd utilizando la
estrategia de over-representation analysis (ORA, por sus siglas en inglés). Las comparaciones
establecidas en el andlisis fueron:

1. TPC-1 y 8505c vs NThyOri, y viceversa,

2. Co-cultivos Fb-TPC-1 y Fb-85005c vs Fb-NThyOri y viceversa, y

3. Co-cultivos Fb-TPC-1, Fb-8505c y Fb-NThyOri vs TPC-1, 8505c y NThyOri,
respectivamente.

Se consideraron estadisticamente significativos valores de p adjust < 0,001 y fold change
(FC) = 2 en las comparaciones (1) y (2), y p adj. < 0,01 y FC > 2 para la comparacion (3).
Las listas de DEPs candidatas se analizaron mediante el software online de acceso libre
g:Profiler (www.biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost) [143, 144] y compararon con bases de datos de
informacién ontoldgica-funcional, como GO y Reactome (www.reactome.org) [144],
detectandose los términos enriquecidos de forma estadisticamente significativa, segun un
valor umbral (p < 0,001) colocado en la pagina web.

3.6.1.1. Representacion e interpretacion de la informacion ontolégica-

funcional usando Cytoscape

El conjunto de datos arrojado por g:Profiler se visualizd e interpreté mediante el software
de acceso libre Cytoscape v3.8.2 (www.cytoscape.org) [145]. La aplicacién EnrichmentMap
plug-in v3.3.1 de Cytoscape se utilizd para representar en forma de nodos, asociados por
lineas, a los enriquecimientos significativos obtenidos en cada analisis comparativo. Los

enriquecimientos corresponden a categorias anotadas en la base de datos de GO o Reactome
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y el tamano de los nodos es proporcional al nimero de DEPs, presentes en las muestras de
EVs, que corresponden a cada enriquecimiento. Finalmente, las aplicaciones AutoAnnotate
v1.3.3 y ClusterMaker2 se utilizaron para identificar grupos o clusters de nodos fuertemente
interconectados, que se describieron mediante una Unica etiqueta, obteniéndose un resumen

de la informacion, simplificando y facilitando la interpretacion de los resultados.

3.6.2. Prediccion de relaciones proteina-proteina mediante String-db y
analisis en KEGG

La prediccion de interacciones proteina-proteina (PPI, por sus siglas en inglés) se realizo
utilizando la base de datos String-db (search tool for the analysis of interacting genes/proteins)
[146], lo que permitié detectar relaciones (publicadas o predichas) entre las proteinas en
estudio, ya sea funcionales, correspondientes a pruebas experimentales, co-expresion,
mineria de texto y bases de datos. El analisis se realizé utilizando las DEPs obtenidas de las
comparaciones de Fb-TPC-1 vs Fb-NThyOri y Fb-8505c vs Fb-NThyOri. Para la representacion
grafica solo se consideraron aquellas relaciones o interacciones que presentaron un alto nivel
de confianza (confidence score cut off) > 0,7. Ademas, utilizando String-db se realizd un
analisis de enriquecimiento ontoldgico-funcional utilizando la base de datos KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes, www.kegg.jp/), representandose aquellos
enriquecimientos significativos con un p < 0,01. String-db también permitié determinar las
proteinas que presentan PPI significativo, con un alto nivel de confianza > 0,7, con MMP2
(denotadas como interactores de MMP2) y MMP9 (interactores de MMP9), y que, ademas, se

encuentran presentes en las EVs.

3.7. Disponibilidad de los datos y repositorio publico

Los datos protedmicos obtenidos a partir de las diferentes muestras de EVs, fueron
depositados en el consorcio ProteomeXchange, a través del repositorio PRIDE
(www.ebi.ac.uk/pride), con el identificador PXD028081 (Project DOI: 10.6019/PXD028081).

4. Ensayos de captacion de EVs

4.1. Ensayo de captacion utilizando EVs coloreadas

Una de las estrategias que permite el estudio de la captacién de EVs por células en cultivo
se basa en la obtencién de las EVs, su tincidn con un colorante fluorescente y posterior
incubacion sobre la célula receptora. EVs obtenidas (protocolo 3 seccion 2.1) de CMs
provenientes de células aisladas y co-cultivadas (seccion 1.3.1), fueron marcadas con el
colorante lipofilico fluorescente PKH26 (red fluorescent cell linker, MIDI26; Sigma Aldrich),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Basicamente, se prepard una suspensién de EVs 2x
a partir de 20 pg de proteinas totales (seccion 2.5) en diluyente C (200 ul). Inmediatamente
antes de la tincién se prepard la solucidn colorante 2x (200 pl diluyente C + 1,6 pl de PKH26,
por cada muestra a tefiir), la que se puso en contacto con la suspensién de EVs, durante 5
min a TA. Posteriormente, se freno la tincién agregando BSA al 1%. Finalmente, las EVs
tefiidas se resuspendieron en PBS (volumen final de 9ml) y se centrifugaron a 100.000x g

durante 90min, a fin de eliminar restos de colorante. Las EVs tefiidas se utilizan para los
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ensayos de captacion utilizando Fb (200.000 células/pocillo) o células TPC-1 (200.000
células/pocillo) como células receptoras. Estas son sembradas en placas de 6 pocillos, y
eventualmente sobre cubreobjetos, y cultivadas durante 24 hs hasta lograr su adherencia. EVs
provenientes de la misma cantidad de células productoras al final del cultivo, se agregaron
sobre las células receptoras e incubaron durante 24hs. Luego de la incubacién, se elimino el
sobrenadante y se procedid como se indica en la seccion 5.1.2 para su visualizacion al
microscopio de fluorescencia, y en la seccidén 6.3.1 para su analisis mediante citometria de
flujo. Como control negativo, placas libres de células fueron incubadas con medio de cultivo,
de manera equivalente a los cultivos celulares. Al finalizar el periodo de incubacion, el medio
de cultivo obtenido se centrifugd siguiendo el mismo protocolo utilizado para la obtencion de
las EVs (protocolo 3 seccidén 2.1). Una vez descartado el sobrenadante, se procedid a la tincidon
utilizando las mismas condiciones que las mencionadas para las muestras de EVs, y se incubd

con las células receptoras.

4.2. Ensayo de captacion de EVs utilizando células coloreadas

Una estrategia alternativa para obtener EVs coloreadas, consiste en tefir a las células
productoras de las mismas, de modo tal que el colorante se transfiera a las EVs. La tincidon de
estas células se realizo utilizando dos colorantes lipofilicos fluorescentes, llamados Dil y DiO
(Vybrant Cell-Labeling Solutions; Thermo-Fisher). Para ello, monocapas de las células
productoras (Fb o células tiroideas tumorales y no tumorales), cultivadas en placas de 10cm
de diametro (al 80% de confluencia), se incubaron con 5 ml de HG-DMEM (sin SFB)
conteniendo 25ul de DiI o DiO (5 ul/ml), durante 4hs a 37°C, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Posteriormente, las células se lavaron con PBS atemperado, a fin de eliminar el
exceso de colorante y evitar la formacion de micelas. Las células marcadas se levantaron con
tripsina, contaron (seccion 1.3) y utilizaron para el ensayo de captacion en transwell de 6
pocillos. En la camara inferior del transwell (donde previamente se colocaron dos cubreobjetos
de vidrio/pocillo) se sembraron las células receptoras, ya sea Fb (100.000 células/pocillo) o
células TPC-1 (40.000 células/pocillo) en 2ml de HG-DMEM al 10% de SFB. En los insertos, se
colocaron las células marcadas anteriormente (Dil+ o DiO+), tanto de forma aislada (40.000
células/pocillo) como co-cultivadas con Fb (40.000 células Dil+/pocillo + 40.000 células
DiO+/pocillo), en 2ml/pocillo de HG-DMEM al 10% de SFB. Las condiciones de cultivo fueron
las mismas que las utilizadas anteriormente (seccién 1.3.1 y 1.3.2), con un periodo inicial de
incubacion de 72hs en HG-DMEM con 10% de SFB, seguido del lavado de la cdmara inferior
como de los insertos con PBS tibio a fin de eliminar restos de SFB y la incubacién con HG-
DMEM libre de SFB durante 48hs mas. Al finalizar la incubacién, se obtuvieron los TW-CMs, de
la camara inferior del transwell, los que se conservaron a -80°C hasta la realizacion de las
zimografias. Las células de la camara inferior adheridas a los cubreobjetos se utilizaron para
la visualizacién de las marcas obtenidas, mediante microscopia de fluorescencia y/o
microscopia confocal (seccién 5.1.2 y 5.2.1). Ademas, las células de la cdmara inferior se
levantaron y utilizaron para evaluar la incorporacion de EVs marcadas mediante citometria de
flujo (seccién 6.3.1). Los pocillos controles consistieron en Fb o TPC-1 en la cdmara inferior

del transwell, cultivadas en las mismas condiciones mencionadas anteriormente, y en los
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insertos, células no marcadas (como controles negativos) o 1ul de Dil o DiO/ml de HG-DMEM
en ausencia de células (como controles positivos).

5. Técnicas de inmunodeteccién por microscopia
5.1. Inmunofluorescencia indirecta

5.1.1. Evaluacion de la expresion de proteinas celulares

Para la determinacion de antigenos por inmunofluorescencia indirecta, Fb, células tiroideas
tumorales o no tumorales cultivadas de forma aislada o co-cultivadas (seccién 1.3.1) se
sembraron a baja densidad sobre cubreobjetos de vidrio de 11 mm (uncoated glass
coverslips), colocados en las placas de cultivo, e incubaron durante 24 o 48hs. Una vez
finalizada la incubacion, los cubreobjetos se lavaron con PBS y las células se fijaron con 4%
p/v PFA/4% p/v sucrosa, durante 20 min a TA. Para la identificacién de proteinas intracelulares
las monocapas se permeabilizaron con triton 0,2% v/v en PBS, durante 5 min a TA. Los
cubreobjetos se incubaron con BSA al 5% p/v en PBS durante 30min a 37°C, para el bloqueo
de sitios inespecificos, continuando con la incubacién con los anticuerpos primarios (Tabla 1)
preparados en BSA al 1% p/v en PBS durante 1h a TA. Luego de exhaustivos lavados con PBS,
se procedid a incubar los cubreobjetos con el respectivo anticuerpo secundario (Tabla 2)
durante 1h a TA y protegidos de la luz. Al finalizar la incubacion, se lavaron con PBS y se
tifieron los nucleos celulares con 1 pg/ml de 4’,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) durante 2
min. Una vez lavados, se montaron los vidrios sobre portaobjetos, utilizando 10ul de Mowiol
(Vectashield, Vector Laboratories, Espana). En todos los experimentos, se incluyd un control
de autofluorescencia de las células, omitiendo el anticuerpo primario y el secundario durante
los pasos de incubacién; asi como un control del anticuerpo secundario, mediante la omision
del primario. Los portaobjetos se guardaron en oscuridad y conservaron a 4°C hasta su
observacion. Las muestras se examinaron y fotografiaron con un microscopio invertido de
epifluorescencia (Leica Microsystems, Buffalo Grove, IL, USA). Los ajustes durante la
adquisicion de las imagenes se mantuvieron constantes entre las diferentes muestras. Para el
caso de a-SMA, la integracion de la intensidad de fluorescencia se realizd a partir de las
imagenes obtenidas, normalizadas segun el nimero de nlcleos presentes en cada foto,
utilizando el software Imagel (National Institute of Health, Betherda, MD, USA). Se analizaron
al menos 6 campos provenientes de dos experimentos independientes (n=2).

Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados

Proteina Proveedor Catalogo |Reactividad | Dilucién
a-SMA Cell Signaling 19245 Rabbit 1/400
CD63 (H5C6) BD Biosciences 556019 Mouse 1/1000
CD81 (Js-81) BD Biosciences 555675 Mouse 1/500
EEA1 BD Biosciences 610456 Mouse 1/500
TfR (H68.4) Invitrogen 13-6800 Mouse 1/100
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Tabla 2. Anticuerpos secundarios utilizados

Proteina Proveedor Catalogo |Reactividad | Diluciéon
Jackson 715-165-
Cy3 ImmunoResearch 150 Mouse 1/500
Alexa 488 Invitrogen A-21202 Mouse 1/500
Jackson 715-175-
Cy> ImmunoResearch 150 Mouse 1/500
Alexa 488 Invitrogen A-21206 Rabbit 1/500

5.1.2. Evaluacion de la captacion de EVs

Fb o células TPC-1 cultivadas sobre cubreobjetos (seccion 4.1 y 4.2) se lavaron con PBS y
fijaron con 2% de formaldehido durante 20 min. Luego de la fijacidon, se procedid a la tincion
de los nucleos celulares con 1 pg/ml de DAPI durante 2 min y a su montaje en portaobjetos,
utilizando 10pl de Fluormount-G (SouthernBiotech). En cada uno de los experimentos, se
evalud también un control negativo (autofluorescencia de las células) y los controles positivos
de los colorantes (mencionados en seccion 4.2). Las muestras se examinaron y fotografiaron
utilizando un microscopio invertido de epifluorescencia Axiovert S100 y el software Zen 2.0
(Zeiss, Oberkochen, Germany). Los ajustes durante la adquisicion de las imagenes se
mantuvieron constantes entre las diferentes muestras. Aquellas imagenes en donde se
presentaron tanto marcas Dil+ (rojas) como DiO+ (verdes) se analizaron por separado,
utilizando la funcion plot profile del software Imagel, en los canales rojo como verde (National
Institute of Health, Betherda, MD, USA). De esta manera, se obtuvieron los graficos
correspondientes al perfil de intensidades obtenidos para cada fluordforo.

5.2. Microscopia confocal

5.2.1. Evaluacion de la captacion de EVs y su co-localizacion cualitativa

Fb o células TPC-1 cultivadas sobre cubreobjetos (seccidn 4.2) se lavaron con PBS, se
fijaron con 2% de formaldehido durante 20 min y marcaron con los anticuerpos primarios anti-
CD81, anti-CD63, anti-TfR y anti EEA1 y los correspondientes anticuerpos secundarios (Tabla
1y 2), segun se indico en la seccion 5.1.1. Luego del montaje, las células se examinaron y
fotografiaron utilizando un microscopio invertido confocal de fluorescencia Fv1200 (Olympus
Life Sciences). El microscopio confocal permite obtener imagenes con una vista superior (xy)
y una vista ortogonal (xz) de la célula, lo que junto a la delimitacion de la misma mediante la
marcacién de la membrana celular con anti-CD81, posibilité evaluar si las EVs fluorescentes
se encontraban en el interior celular. Por otro lado, un z-stack de las imagenes obtenidas
mediante el uso de este microscopio, permitié el analisis de la co-localizacién cualitativa de
las EVs con otras proteinas marcadas en la/s células. Aquellas imagenes en donde se
presentaron tanto marcas Dil+ (rojas) como DiO+ (verdes) se analizaron por separado,
utilizando la funcién plot profile del software Imagel, en los canales rojo como verde (National
Institute of Health, Betherda, MD, USA). De esta manera, se obtuvieron graficos

correspondientes al perfil de intensidades obtenidos para cada fluoréforo.
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6. Técnicas bioquimicas clasicas
6.1. Western Blot

La electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) tanto en condiciones
desnaturalizantes como no desnaturalizantes y su analisis posterior, mediante
inmunomarcacion, se realizd utilizando el sistema Mini-Protean 3 o 4 (Bio-Rad, Hércules, CA,
USA) o el sistema XCell SureLock Mini-Cell.

6.1.1. Obtencion de extractos proteicos celulares, cuantificacion,
preparacion y corrida

Para la obtencion de muestras para el analisis de la expresion de proteinas, se prepard un
extracto celular a partir de células aisladas crecidas en monocapa (seccién 1.1y 1.2) utilizando
buffer RIPA (Tris HCI 25mM, NaCl 150mM, NP-40 1%, Desoxicolato de Na 1%, SDS 0,1%, pH
7,6), suplementado con inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 10 pg/ml Pepstatina A, 10
pwg/ml Aprotinina, 10 pg/ml Leupeptina). Para esto, se lavaron las células con PBS, a fin de
eliminar células muertas y/o restos de SFB, se lisaron con buffer RIPA (300 pl/placa de 10cm)
y se recogieron de forma mecanica utilizando scrapers. Sobre estos lisados celulares se
aplicaron 3 pulsos a maxima velocidad en vortex cada 5min, en hielo. Finalmente, los lisados
obtenidos se centrifugaron a 10.000x g durante 10 min a 4°C, para eliminar el debris celular.
El sobrenadante recuperado, se alicuotd y conservo a -80°C. La cuantificacion proteica de los
lisados totales se realizd mediante la técnica de Bradford [135] (Bio-Rad, Laboratories,
Hercules, California, USA) utilizando BSA como estandar. Dependiendo de la proteina a
analizar, se utilizaron entre 20 a 40ug de proteinas totales que se prepararon en buffer de
siembra 2x [117 mM Tris (pH 6,8), 12 % v/v glicerol anhidro, 3,43 % p/v SDS, 1,7 % v/v B-
mercaptoetanol, 0,004 % p/v azul de bromofenol] e hirvieron en bano seco termostatizado a
100°C durante 5 min para permitir la desnaturalizacion y reduccion de las proteinas. Los geles
de concentracion y resolucion se prepararon a partir de wuna solucion de
acrilamida:bisacrilamida 29,2:0,8. Dependiendo del tamafio de la proteina en estudio, el gel
de resolucion se utilizé al 12 o0 15% [147]. La corrida electroforética se realiz6 empleando
buffer de corrida (25 mM Tris-HCI pH 8,8, 192 mM glicina y 0,1%SDS) y una diferencia de
potencial constante de 100 V (intensidad de corriente variable, medida en mA) durante un
tiempo aproximado de 2 a 3hs.

6.1.2. Obtencion de extractos proteicos de EVs, cuantificacion, preparacion
y corrida

Los pellets 100K de EVs (protocolo 3 seccién 2.1), fueron resuspendidos en PBS y
cuantificados mediante la técnica de Bradford [135] (Bio-Rad, Laboratories, Hercules,
California, USA) utilizando BSA como estandar. Para el estudio de la expresion de CD63, CD9,
FLOT-1, CAV-1, GRP78 y GM130, 5ug de proteinas totales de cada una de las muestras se
prepararon en buffer de siembra comercial (NUPAGE LDS Sample Buffer, Thermo scientific) e
incubaron por 15 min a 37°C, 10min a 65°C y 5min a 95°C. La corrida electroforética se realiz6
utilizando geles de poliacrilamida NuPAGE pre-cast 4-12% Bis-Tris (Thermo Scientific),
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empleando buffer de corrida comercial 1x (NUPAGE MOPS SDS Running Buffer, Thermo
Scientific) y una diferencia de potencial constante de 100 V (intensidad de corriente variable,
medida en mA) durante un tiempo aproximado de 2 a 3hs. Por otro lado, para el anadlisis de
CD147 y CD81, los pellets 100K, provenientes del mismo numero de células productoras
(seccidon 3.1), se disolvieron en buffer de siembra 2x, hirvieron en bafo seco termostatizado
a 100°C durante 5 min y sembraron para la corrida electroforética (seccion 6.1.1). CD147 fue
detectada bajo condiciones reductoras y el resto de proteinas en EVs bajo condiciones no

reductoras.

6.1.3. Electrotransferencia e inmuno-deteccion

Una vez finalizada la corrida electroforética, las proteinas fueron electrotransferidas a
membranas de nitrocelulosa de 0,45 pm de poro (Schleicher y Schuell, Dassel, Alemania)
utilizando buffer de transferencia conteniendo 192 mM glicina, 25 mM Tris (pH 8,8) y 20 %
metanol; o a membranas de PVDF (Millipore, Merck), previamente activada en metanol,
utilizando buffer de transferencia 1x comercial conteniendo 12% de metanol (NuUPAGE Transfer
Buffer; Thermo Scientific). La transferencia se realizd a una diferencia de potencial constante
de 100 V (250-350 mA, 30-40 W) durante 60min. Posteriormente, los sitios inespecificos de
la membrana se bloquearon por incubacion en solucidon de bloqueo [5 % p/v de leche
descremada 6 5 % p/v de BSA en TBS-Tween (100 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween
20)] durante 60 min a TA bajo agitacion permanente. Las membranas bloqueadas se incubaron
con los anticuerpos primarios, dirigidos contra las proteinas de interés, diluidos en solucidon de
bloqueo (Tabla 3) durante toda la noche a 4°C, con agitacion suave. Luego, las membranas
se lavaron con TBS-Tween 3 veces por 5 min a TA, a fin de eliminar el exceso de anticuerpo
primario. La inmuno-deteccidon del anticuerpo primario se realizé mediante incubacion con un
anticuerpo secundario conjugado a un fluordforo (Tabla 4), capaz de reconocer el isotipo del
anticuerpo primario utilizado, diluido en TBS-Tween, durante 90 min a TA bajo agitacidon suave
y protegido de la luz. El exceso de anticuerpo secundario fue eliminado mediante 3 lavados
con TBS-Tween cada 5 min a TA y protegido de la luz. Las bandas reactivas fueron visualizadas
y obtenidas por el sistema de imagenes infrarrojas Odyssey (LI-COR Biotechnology - Lincoln,
NE, USA). Como metodologia alternativa, se realizd la inmuno-deteccion del anticuerpo
primario mediante la incubacidn de la membrana con un anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabanito (HRP) (Tabla 4). Las bandas especificas fueron detectadas por
quimioluminiscencia con Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate (Thermo Scientific).

Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados

Proteina Proveedor Catalogo Reactividad | Dilucién
CD63 (H5C6) BD Biosciences 556019 Mouse 1/1000
CD81 (Js-81) BD Biosciences 555675 Mouse 1/500

CD9 R&D Systems MAB1880 Mouse 1/1000
Flot-1 BD Biosciences 610820 Mouse 1/1000
Cav-1 BD Biosciences 610057 Mouse 1/1000
GRP78 BD Biosciences 610979 Mouse 1/250
GM130 BD Biosciences 610822 Mouse 1/250
CD147 Affymetrix 14-1472-82 Mouse 1/400
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Tabla 4. Anticuerpos secundarios utilizados

Proteina Proveedor Catalogo Reactividad | Dilucién
LI-COR
IRDye 680 RD . P/N 925-68070 Mouse 1/15000
Biotechnology
LI-COR .
IRDye 800 CW . P/N 925-32211 Rabbit 1/15000
Biotechnology
k
HRP Jackson 315-035-045 | Mouse 1/6000
ImmunoResearch
HRP Amersham NA934 Rabbit 1/6000

6.2. Zimografia

La actividad de MMP2 y MMP9 fue estudiada en CMs obtenidos de células cultivadas en
forma aislada y co-cultivadas (seccién 1.3.1), en las suspensiones del pellet 100K de EVs y en
los CMs obtenidos de células incubadas con EVs (seccion 2.6), a través de la realizacion de
zimogramas, usando gelatina como sustrato [148]. Para ello, los CMs se centrifugaron a
10.000x g durante 10min, a fin de eliminar el debris celular, y las proteinas presentes en los
sobrenadantes obtenidos (48 L) se prepararon en buffer de siembra 2x (117 mM Tris pH 6,8,
12 % v/v glicerol anhidro, 3,43 % p/v SDS, 0,004 % p/v azul de bromofenol) y se separaron
mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras. Los geles de concentracion y resolucion
(Tabla 5) se prepararon a partir de una solucidon de acrilamida:bisacrilamida 29,2:0,8. El gel
de resolucion se preparo al 8% conteniendo gelatina al 1,5% (Thermo-Fisher). Las muestras,
preparadas en buffer de siembra, se sembraron directamente en el gel sin realizar ningin paso
de desnaturalizacion previo. Es importante resaltar que el buffer de muestra no contiene el
agente reductor B-mercaptoetanol, ya que éste, al romper los enlaces disulfuro, altera la
estructura terciaria y cuaternaria de las proteinas, y por consiguiente su funcion. La corrida
electroforética utilizando el sistema Mini-Protean 4 (Bio-Rad, Hércules, CA, USA) se realizd
empleando buffer de corrida (25 mM Tris-HCI pH 8,8, 192 mM glicina y 0,1%SDS) y una
diferencia de potencial constante de 125 V (intensidad de corriente variable, medida en mA)
durante un tiempo aproximado de 2 a 3hs, en bano de hielo (evitando que el gel levante
temperatura). Una vez finalizada la corrida, los geles se lavaron con agua destilada durante
10 min y se incubaron dos veces con Triton al 2,5% v/v durante 45 min en agitador, a fin de
remover el SDS del gel de electroforesis. A continuacién, se incubaron a 37° durante 42 horas
con el buffer de desarrollo (50 Mm Tris-HCI pH 7,4, 200mM NaCl, 9mM CaCl;) que contiene
los iones, osmolaridad y el pH necesario para favorecer la actividad de las metaloproteasas.
Finalmente, los geles se tifieron con la solucién colorante (Coomassie Brilliant Blue R-250
0,125% p/v, metanol 15% v/v y acido acético 5% v/v) con agitacién suave durante 45 min;
el exceso de colorante se elimind mediante lavados con solucién decolorante (etanol 25% v/v,
acido acético 10% v/v). La solucidn colorante tifie de azul la gelatina del gel, salvo en las
regiones donde fue degradada por la accién enzimatica, las que se visualizan como bandas
claras. La técnica de zimografia permite detectar tanto las formas activas como las pro-
enzimas de las MMPs, debido a que estas ultimas sufren cambios conformacionales que les
permiten exponer su sitio activo y, por lo tanto, presentar actividad catalitica aun en presencia

del pro-péptido. Las imagenes de los geles fueron capturadas con el EC3 Imaging System

50



MATERIALES Y METODOS

(UVP) con VisionWorks y OptiChemi 600 camera para la adquisicién y registro de imagenes.
Las bandas claras observadas sobre un fondo oscuro se cuantificaron utilizando el software
ImageJ (National Institute of Health, Betherda, MD, USA). Los datos se expresaron (en
unidades arbitrarias) como la media = SEM de la densidad éptica de la banda, obtenida en

cada experimento, de al menos tres experimentos independientes.

Tabla 5. Formula para la preparacion de los geles de concentracion y resolucion

Reactivos 1 gel de concentracién (ul) | 1 gel de concentracion (pl)

Agua 2950 3000

Acrilamida 500 2000

TRIS (1,5 M y pH 8,8) 500 2000
SDS (10% p/v) 40 80
APS (10% p/v) 60 80
TEMED 4 6

Gelatina - 800

6.2.1. Zimografia en TW-CMs

La actividad de MMP2 y MMP9 fue estudiada los TW-CMs presentes en la camara inferior
de los co-cultivos en transwell (seccion 1.3.2), utilizando el sistema XCell SureLock Mini-Cell.
Los TW-CMs se centrifugaron a 10.000x g durante 10min y 8pul de los sobrenadantes se
prepararon en 5ul de buffer de siembra comercial 2x (Tris-Glycine SDS Sample Buffer, Life
Technologies) y se sembraron en geles de poliacrilamida Novex pre-cast al 10% (Novex
Zymogram Gels, Life Technologies). La corrida electroforética se realizé empleando buffer de
corrida comercial 1x (Tris-Glycine SDS Running Buffer, Life Technologies) y una diferencia de
potencial constante de 125 V (intensidad de corriente variable, medida en mA) durante un
tiempo aproximado de 2hs, en bano de hielo. Una vez finalizada la corrida, se lavaron los geles
con agua destilada, durante 10 min. A continuacion, los geles se incubaron con buffer de
renaturalizacion 1x (Novex Zymogram Renaturing Buffer) durante 30 min, a TA, con agitacion
suave y, posteriormente, a 37° durante 24 horas con el buffer de desarrollo 1x (Novex
Zymogram Developing Buffer). Al finalizar la incubacidn, los geles fueron tefiidos con la
solucidon colorante (Coomassie Brilliant Blue R-250 0,125% p/v, metanol 25% v/v y acido
acético 5% v/v) con agitacidon suave durante 30 min, eliminandose posteriormente el exceso
de colorante mediante lavados con solucién decolorante (etanol 25% v/v, acido acético 10%
v/v). Las imagenes de los geles fueron capturadas con DigiDoc-It imaging system (UVP)
acoplado a digital graphic printer UP-D897 (Sony) y las bandas claras, observadas sobre el
fondo oscuro, se cuantificaron utilizando el software Image] (National Institute of Health,
Betherda, MD, USA). Los datos correspondientes a MMP2 se expresaron como el cociente de
MMP2/proMMP2 (media £ SEM) en unidades arbitrarias, a partir de tres experimentos

independientes.
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6.3. Citometria de Flujo
6.3.1. Cuantificaciéon de la captura de EVs

Las células receptoras (Fb o TPC-1) de la camara inferior de los co-cultivos en transwell
(seccion 1.3.2), se lavaron con PBS y levantaron de la placa utilizando 300ul (Fb) y 600l
(TPC-1) de TrypLE Select (Gibco). En cada muestra fueron adquiridos 10.000 (Fb) y 50.000
(TPC-1) eventos, utilizando un threshold de 5000. La evaluacién de la marca Dil y DiO positivas
en las células, debido a la captacion de EVs Dil+ y/o DiO+, se realizd utilizando un laser de
488nm (laser azul). El colorante Dil (rojo) fue leido en el canal de PE (578nm) y el colorante
DiO (verde) en el canal de FITC (520nm). La adquisicion de las muestras se realizé mediante
un citdmetro de flujo BD FACSCanto II (BD Biosciences) y el analisis de los datos usando el
software FlowJo. Los resultados se expresaron como la media = SEM del porcentaje de eventos
positivos, para ambos colorantes, asi como la media = SEM de la intensidad de fluorescencia

media (MFI, por sus siglas en inglés) en cada caso analizado.

6.3.2. Expresion de CD147 en células

La expresion de CD147 fue analizada por citometria de flujo, en células cultivadas en forma
aislada y/o co-cultivadas, de forma contacto-dependiente, en placa (seccion 1.3.1). La
identificacion de los Fb en los co-cultivos se realizé a través de la tincion de los mismos con el
colorante de proliferacion celular eFluor 670 (CPD, eBioscience, USA) segun las instrucciones
del fabricante, previo a su incorporacion en los cultivos. Fb-CPD positivos se cultivaron en
forma aislada o co-cultivaron con células TPC-1, 8505c y NThyOri. Cultivos de las células
tiroideas aisladas se utilizaron como controles. Después del periodo de incubacion, las células
se recogieron utilizando scrapers de goma y la expresion de CD147 se evalud, tanto en células
aisladas como co-cultivadas, utilizando el anticuerpo CD147-FITC (BD Pharmingen, BD
Biosciences, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La adquisicion de los datos
se realizd con un citdmetro de flujo FACS Canto II (BD Biosciences) y su analisis con el software
FlowlJo (Tree Star, Ashland, OR). Los datos se expresaron como la mediaxSEM del % de
eventos CD147(+) y de la MFI, en células tiroideas-CPD negativas aisladas o co-cultivadas con
Fb y en Fb-CPD positivos aislados y co-cultivados con células tiroideas; obtenidos a partir de

cuatro experimentos realizados de manera independiente.

7. Técnicas de biologia molecular en células
7.1. Extraccion del RNA total

La extraccion de RNA total a partir de células en cultivo se realizd siguiendo el método
descripto por Chomczynski y Sacchi [149]. Para ello, Fb cultivados en placas de 6 pocillos
(35mm de didametro) y previamente incubados con EVs (seccién 2.6), se lavaron con PBS, a
fin de eliminar células muertas. Las células adheridas se lisaron con 500 pul/pocillo de solucién
desnaturalizante TRIzol (Invitrogen Life Technologies) y el lisado se colocd en tubos eppendorf.
Se adicioné 100pl de cloroformo por lisado, la mezcla se agitd vigorosamente durante 15 seg,
se incubdé 5 min a TA y se centrifugd a 12.000x g durante 15 min a 4°C. El RNA presente en
la fase acuosa superior fue recuperado y precipitado con 250yl de isopropanol, centrifugando

las muestras a 12.000x g durante 15 min a 4°C. Posteriormente, los pellets obtenidos se
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lavaron con etanol al 75 % v/v y centrifugaron a 7.500x g durante 10 min a 4°C. Finalmente,
una vez removido el etanol, se dejaron secar a TA durante 15-30min y se disolvieron en 15-
20ul de agua libre de nucleasas. La evaluacion de la concentracion de la soluciéon de RNA
obtenida se realiz6 mediante la lectura de su absorbancia a 260 nm utilizando un lector de
placas BioTek (Life Science). Se determiné la relacion de absorbancia a 260 y 280 nm para
valorar la calidad de la muestra obtenida. La integridad del material extraido se evalud
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio. EI RNA total
extraido se alicuotd y conservo a -80°C, hasta el momento de ser usado para la sintesis de
cDNA.

7.2. Sintesis del cDNA por transcripcion reversa

La reaccion de transcripcidon reversa (RT, por sus siglas en inglés) se realizd a partir de 2
Mg de RNA total de cada muestra, utilizando la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Virus de
la leucemia murina de Moloney) (Promega), oligo-dT como primer y dNTPs. Las muestras
fueron desnaturalizadas a 70°C durante 5 min en un volumen final de 13 pl, conteniendo agua
estéril libre de nucleasas y 25 pmol de oligo dT. Durante esta etapa de calentamiento se
produce la desnaturalizacion del ARN, lo cual es necesario para evitar la formacion de
estructuras secundarias que puedan afectar la reaccion. Transcurrido el tiempo de incubacion,
los tubos con las muestras se enfriaron rapidamente en hielo para evitar la renaturalizacion
de las hebras. A continuacion, se afiadieron 12 ul de una mezcla de reaccién para transcripcion
reversa compuesta por: 5 ul de Buffer 5X M-MLV Transcriptasa Reversa (Promega) (Tris-HCI
50 mM, pH 8,3; KCI 75 mM; MgCl2 3 mM; DTT 16,67 mM); 5 ul de mezcla de desoxinucleotidos
trifosfato o dNTPs (Invitrogen) (0,5 mM de cada uno: dATP, dTTP, dCTP y dGTP); 1 pl (200 U/
ul) de la enzima transcriptasa reversa M-MLV y 1 pl de agua libre de ARNasas, completando
de este modo un volumen final de reaccion de 25 pl. La mezcla de reaccion se homogeneizd e
incubd a 37°C durante 60 minutos para la sintesis del cDNA y posteriormente a 95°C durante
5 minutos para inactivar la transcriptasa reversa. Los cDNA obtenidos se conservaron a -20°C
hasta ser utilizados.

7.3. Disefio de primers

Se diseflaron primers especificos que permitieron amplificar fragmentos de cDNA
correspondientes al mRNA de Gal-1, utilizando B-actina como control interno. Empleando las
bases de datos de secuencias nucleotidicas del National Center of Biotechnology Information
(NCBI: www.ncbi.nlm.nih.gov), se realizé la busqueda de las secuencias de los mRNA de
interés. Obtenidas las secuencias, se empledé el software Primer BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) para el disefio de los primers. Para Gal-1, la
secuencia del primer forward o sentido usada fue: 5'-CCTGGAGAGTGCCTTCGAGTG-3' y del
primer reverse o antisentido: 5-CTGCAACACTTCCAGGCTGG y el tamafio del amplicdn
obtenido de 220pb (acceso GenBank: NM_002305.4). Para B-actina, la secuencia del primer
forward o sentido usada fue: 5'-ACTCTTCCAGCCTTCCTTCC-3' y del primer reverse o
antisentido: 5'-GTTGGCGTACAGGTCTTTGC-3' y el tamano del amplicon obtenido de 109pb
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(acceso GenBank: NM_001101.5). Los primers fueron adquiridos en Sigma-Genosys (Houston,
TX, USA).

7.4. PCR convencional preparativa y evaluacion de productos amplificados

Cada reaccién de PCR se realizé en un volumen final de 20 pl conteniendo 4 pl de buffer
de PCR 1x (Promega, Madison WI, USA), 1 ul de primer forward (10 pM), 1 ul de primer
reverse (10 pM), 2 pl de dNTPs (2,5 mM), 0,2 pl de Tag-polimerasa (1 U), 2 ul del cDNA de
interés y 9,8 ul de agua para completar volumen. El perfil térmico fue: 94°C 5 min; 94°C 30
seg, 60°C 35 seg, 72°C 30 seg (40 ciclos); 72°C 10 min. Los productos de PCR fueron resueltos
por electroforesis en geles de agarosa al 2 % y observados mediante tincion con bromuro de
etidio (imagenes no mostradas). Como controles negativos se utilizdé agua libre de RNAsas y
DNAsas en lugar del producto de la RT y reacciones donde no se adicioné la enzima
transcriptasa reversa en la RT del RNA. Estos controles se realizaron principalmente en la
puesta a punto de la técnica para el par de primers utilizado.

7.5. qPCR

Los cDNA fueron utilizados para el analisis de la expresion génica mediante PCR en tiempo
real (gPCR). Cada reaccion se realizé en un volumen final de 15 pl, utilizando 7,5ul de la
mezcla 2x PCR SYBR Green Master Mix para PCR (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
USA), 5ul cDNA de simple cadena (previamente diluido 1/20), 0,5 pl de primer forward (10
MM), 0,5 pl de primer reverse (10 uM) y 1, 5ul de agua para completar volumen. Las reacciones
de la amplificacion se realizaron en el termociclador ABI Prism 7500 detection system (Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA) y el perfil térmico fue: 95°C 4 min (desnaturalizacion inicial);
95°C 32 seg, 60°C 1 min (40 ciclos) (hibridacién y extension); 95°C 1 min, 60 °C 1 min,
seguido de un aumento progresivo de la temperatura desde 60 °C a 95 °C, a una velocidad
de 0,5 °C cada 10 seg (curva de disociacion). La medicion de la sefial emitida por SYBR Green
fue realizada al final de cada ciclo de hibridacidn y extension. La curva de disociacion demostrd
la amplificacion de un solo producto, excluyendo posibles interferencias de dimeros de primers
o la amplificacidon de productos inespecificos y su identidad se evalué mediante la observacion
del tamafo previsto del amplicon mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 %. La
cuantificacion de los cambios relativos en la expresion de Gal-1 respecto al gen de expresién
constitutiva B-actina, usado como control interno, fue realizada mediante el método 2-2ACt
[150]. Los datos obtenidos se expresaron (en unidades arbitrarias) como la media £ SEM de
la expresion relativa del mRNA, obtenida a partir de tres experimentos realizados de forma
independiente.

8. Analisis estadisticos

Los resultados experimentales se muestran como la media £ SEM. La significancia
estadistica de las diferencias de medias entre tres o mas grupos, se determiné mediante un
test de analisis de varianzas (ANOVA) paramétrico o no paramétrico. Aquellos experimentos
cuyos resultados independientes mostraron una distribucién normal, utilizando un test de

normalidad (Shapiro-Wilk normality test), y homogeneidad de varianzas, utilizando el método
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de Barlett (Barlett's test), se analizaron mediante un test ANOVA paramétrico (ordinary one-
way ANOVA) y un post-test de comparaciones multiples (Tukey-Kramer multiple comparisons
test). Aquellos resultados que no mostraron una distribucion normal o no presentaron
homogeneidad de varianzas, se analizaron mediante un test ANOVA no paramétrico (Kruskal-
Wallis test) y un post-test de comparaciones multiples (Dunn's multiple comparisons test). Por
otro lado, la significancia estadistica de las diferencias de las medias entre dos grupos, se
determiné utilizando un test t de Student para muestras no apareadas. Aquellos experimentos
cuyos resultados independientes mostraron distribucién normal (Shapiro-Wilk normality test)
y homogeneidad de varianzas, se analizaron mediante un test t paramétrico (Unpaired t test).
Aquellos que mostraron distribucién normal, pero varianzas no homogeneas, se analizaron
mediante un test t paramétrico con la correccion de Welch (Unpaired t test, Welch corrected).
Aquellos que no mostraron distribucion normal, se analizaron mediante un test t no
paramétrico (Mann-Whitney test). Los test estadisticos se realizaron mediante la utilizaciéon de
los softwares GraphPad Prism 6.0 y GraphPad InStat (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
USA). Se consideré que valores de p<0,05 indican una diferencia estadisticamente
significativa.
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“Te pasas anos y anos investigando y, de repente, das con un gran
descubrimiento y eres consciente, por primera vez en tu vida, de que conoces
algo que a esa misma hora y ese mismo dia nadie mas sabe” Judah Folkman.



RESULTADOS

1. CAPITULO I: CARACTERIZACION MORFOLOGICA, ULTRAESTRUCTURAL Y
BIOQUIMICA DE EVs.

El estudio de la biologia celular tumoral ha evidenciado la importancia de considerar a los
tumores en forma integral, teniendo en cuenta las células que conforman el parénquima y el
estroma, a la ECM, asi como las interrelaciones y sefiales que se gatillan debido a la interaccion
célula epitelial-estroma [151]. Las células tumorales no comandan, por si mismas, la
promocion de la enfermedad, sino que necesitan de otras células, ya sea residentes o
reclutadas al entorno tumoral, que apoyan el mantenimiento de sus capacidades adquiridas,
conformandose lo que se conoce como TME [1, 2]. Las células en el TME se comunican entre
si a través de interacciones célula-célula, asi como por mecanismos paracrinos y endocrinos
gue involucran diversas moléculas ya sea liberadas en forma soluble por las células, o bien
empaquetadas en EVs. Los fibroblastos son una poblacién abundante y heterogénea en el TME,
participante de varios de los eventos asociados al desarrollo del tumor [152], y para el
desarrollo de este trabajo fueron elegidos como célula representativa del estroma tumoral.

1.1. Las células tiroideas presentan una superficie rica en proyecciones de
membrana

Se conoce que todas las células, tanto eucariotas como procariotas, son capaces de liberar
EVs hacia el medio extracelular y que éstas participan como un mecanismo de intercambio de
informacién en el TME [153]. En primer lugar, con el objetivo de evidenciar estructuras
compatibles o similares en forma o tamafio a cuerpos multivesiculares/EVs en el interior celular
o evaginaciones de membrana que pudieran representar la liberacion de EVs, se analizo la
ultraestructura de las células cultivadas en forma aislada o co-cultivadas con Fb, utilizandose
TEM (seccion 2.2.1 de materiales y métodos). La figura 16 muestra microfotografias obtenidas
mediante TEM del co-cultivo de células TPC-1 y Fb. Mediante la utilizacion de esta metodologia,
no pudieron ser detectadas estructuras compatibles con cuerpos multivesiculares/EVs; sin
mebargo, la membrana plasmatica de TPC-1 co-cultivadas con Fb se observd enriquecida en
proyecciones de membrana, ya sea redondeadas (Fig. 16A, B, C) y/o estrechas "villi-like” (Fig.
16A, B), lo cual fue sugestivo de la liberacidon de EVs al medio extracelular. Resultados
similares fueron obtenidos al analizar células TPC-1, 8505c y NThyOri cultivadas en forma
aislada, asi como en células 8505c y NThyOri co-cultivadas con los Fb (datos no mostrados).
Por el contrario, los Fb mostraron una superficie celular mas lisa, carente de proyecciones
destacables, tanto al cultivarse en forma aislada como al ser co-cultivados con células TPC-1,
asi como con las demas lineas celulares tiroideas (Fig. 16D, Fb co-cultivados con células TPC-
1).
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Figura 16. Microfotografias representativas de células TPC-1 co-cultivadas con Fb por TEM.
(A) TPC-1 co-cultivadas con Fb; (B) se destacan las proyecciones de membrana villi-like (flecha) y
(C) redondeadas (asteriscos) en las células TPC-1. (D) Se evidencia la superficie celular mas lisa en
Fb, en comparacion a las células TPC-1. Las barras de escala representan: (A, D) 2um, (B, C) 1um.
Nu: nucleo.

1.2. El pellet 100K de EVs, obtenido por ultracentrifugacion diferencial de

los CMs, es seleccionada como muestra representativa de las EVs

Es importante mencionar que no existe una técnica gold standard, sino que se han
reportado varios protocolos y metodologias alternativas para el aislamiento de EVs. Para
evidenciar la presencia de EVs en los CMs se siguieron los lineamientos establecidos en MISEV
(2018) [47], realizandose la caracterizacion morfométrica de las EVs utilizando TEM vy otras
técnicas complementarias. Para ello, los CMs de los cultivos de Fb, TPC-1, 8505c y NThyOri,
asi como de Fb-TPC-1, Fb-8505c y Fb-NThyOri fueron recolectados y procesados como se
indica en la seccién 2.2.2 de materiales y métodos. La figura 17 muestra la caracterizacion
morfométrica mediante TEM de las EVs aisladas en los pellets 3K, 20K y 100K de EVs, asi
como de las EVs obtenidas por filtracion (poro 0,22 ym) a partir de los CMs provenientes de
TPC-1y Fb-TPC-1. Este estudio permitié evidenciar la presencia de EVs en todas las fracciones
analizadas (Fig. 17A, B, C, D). Tanto el pellet 20K (Fig. 17C), 100K (Fig. 2D), como el obtenido
por filtracion (dato no mostrado) se encuentran enriquecidos en EVs con un tamafio menor a
200nm o small-EVs (en un 90% o mas) (Fig. 17E), encontrandose tanto de forma aislada
como agrupadas. El pellet 3K de EVs presenta alrededor de un 20-30% de EVs con un tamafio
mayor a 200nm o large-EVs, y el resto, corresponde a small-EVs que se co-aislan con estas
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(Fig. 17A, B, E). Si bien existen large- y small-EVs, en casi todas las muestras, todas las

fracciones presentan un enriquecimiento en small-EVs.

[ >200 nm
Bl <200 nm

% de tamaiios

EVs de EVs de

Figura 17. Microfotografias representativas del aislamiento de EVs a partir de CMs de células
TPC-1 aisladas y co-cultivadas. Imagenes caracteristicas de EVs (pellet 3K) provenientes de (A)
TPC-1, (B) Fb-TPC-1, (C) pellet 20K, EVs provenientes de TPC-1 y (D) pellet 100K, EVs provenientes
de TPC-1. En todas las muestras las EVs aparecen aisladas (C) y/o agrupadas (D). Se destaca la
morfologia distintiva tipo cup-shaped que adquieren las EVs al ser sometidas a su preparacion
necesaria para TEM. (E) Analisis morfométrico realizado por TEM de las EVS del pellet 3K, 20K y 100K,
y del obtenido por filtracidn, provenientes de TPC-1 y Fb-TPC-1. La distribucién porcentual de tamafios
de EVs se determind utilizando las microfotografias y el software Imagel en dos experimentos
independientes. Las barras de escala representan: (C, D) 200nm. 3K: 3.000x g, 20K: 20.000x g,
100K: 100.000x g, filtracién: retenidas en membranas de 0,22 um de poro. EVs: vesiculas
extracelulares.

Para confirmar los resultados morfométricos obtenidos por TEM, se utilizé la metodologia
DLS, la cual permite determinar el tamafio promedio de las EVs asi como su distribucion
poblacional (seccion 2.3 de materiales y métodos). A través de esta metodologia se obtienen
graficos de intensidad de dispersion relativa de la luz en funcién del didmetro. Como se observa
en la figura 18A, el pellet 3K de EVs obtenidas de TPC-1, Fb-TPC-1, 8505c, Fb-8505c, NThyOri
y Fb-NThyOri presenta principalmente dos poblaciones, una entre 400-650nm y otra de menor
tamafio, entre 90-200nm, excepto para el caso de 8505¢/Fb-8505c. Estos resultados estan en
consonancia con lo observado por TEM para el pellet 3K de TPC-1 y Fb-TPC-1, donde EVs de
un tamafo menor a 200nm se encuentran incluso en el pellet 3K. Por otro lado, considerando
los resultados obtenidos por TEM en EVs de TPC-1 y Fb-TPC-1, donde se observa una
proporcién similar de EVs del mismo tamafio tanto en el pellet 20K como en el obtenido por
filtracidon, se decidié estudiar por DLS la fraccién de EVs obtenidas por filtracién como

representativa de ambas subpoblaciones. Los resultados obtenidos en las muestras
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provenientes de TPC-1, Fb-TPC-1, 8505c, Fb-8505c, NthyOri y Fb-NThyOri, mostraron la
presencia de una poblacidn de EVs de menos de 200nm (small-EVs) en todas las muestras
analizadas. Sélo el caso de NThyOri mostré una poblacién extra de EVs de alrededor de 500-
600nm (Fig. 18B). Sin embargo, es importante mencionar que los estudios mediante TEM
evidenciaron la presencia de EVs agrupadas, las cuales podrian ser leidas por el equipo
utilizado en DLS como una Unica particula de gran tamafio. En conjunto, los analisis realizados
por DLS estuvieron en consonancia con los obtenidos por TEM para TPC-1 y Fb-TPC-1,

validando el uso de DLS como técnica confirmatoria y complementaria a la TEM.
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Figura 18. Andlisis de la distribucion de tamafios de EVs obtenidas de células tiroideas
aisladas y co-cultivadas con Fb mediante DLS. (A) Distribucion de tamafios de EVs (pellet 3K)
provenientes de TPC-1, Fb-TPC-1, 8505c, Fb-8505c, NThyOri y Fb-NThyOri. (B) Distribucién de
tamafios de EVs retenidas en filtros de 0,22um, provenientes de Fb, TPC-1, Fb-TPC-1, 8505c, Fb-
8505c, NThyOri y Fb-NThyOri. Se destaca la co-existencia de small- y large-EVs en el pellet 3K y la
presencia de solo small-EVs en el pellet obtenido por filtracién. El procesamiento y analisis de los datos
fue realizado con el software CW-380, para obtener graficos de intensidad de dispersion relativa en
funcidn del diametro (expresado en nandmetros). u.a.: unidades arbitrarias.

Los resultados obtenidos por DLS, en consonancia con lo observado por MET, confirmaron
el enriquecimiento en small-EVs observado en el pellet 20K y el obtenido por filtracién.
Ademas, las fracciones 3K demostraron una mayor heterogeneidad, presentando /large-EVs y
small-EVs. En este sentido, se decidié eliminar la fraccién 3K y realizar un solo paso de
centrifugacidn posterior para obtener todas las EVs de la muestra (protocolo 3, seccion 2.1 de
materiales y métodos), optimizando el rendimiento y el tiempo por sobre la especificidad de
la preparacion. La figura 19 muestra imagenes representativas del pellet 100K de EVs, y su
morfologia caracteristica “cup-shaped”, provenientes de TPC-1 (Fig. 19A), Fb-TPC-1 (Fig. 19B,
C), 8505 (Fig. 19D), Fb-8505c (Fig. 19E), NThyOri (Fig. 19F) y Fb-NThyOri (Fig. 19G). La
figura 19H muestra el andlisis morfométrico realizado por TEM para las EVs obtenidas de los
diferentes cultivos, observandose la presencia de un 80-100% de small-EVs en todas las

muestras analizadas. Estos resultados evidenciaron que, en nuestro modelo, las fracciones de
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EVs obtenidas por ultracentrifugacion, a partir de Fb y células tiroideas aisladas y/o co-
cultivadas, estan enriquecidas en small-EVs.

De esta manera se establecié la utilizaciéon del pellet 100K de EVs, obtenido por
ultracentrifugacion diferencial de los CMs, como muestra representativa de las EVs producidas
por células tiroideas aisladas y/o co-cultivadas con Fb para el desarrollo experimental de este

trabajo de tesis, los que son mencionados como EVs a lo largo del mismo.

A F .
. v '
LI

 >200 nm
Il <200 nm

1

==

% de tamafios

QN PN E S S
& E L LSS
& A R,
Q‘O

Pellet 100K de EVs
provenientes de:

Figura 19. Analisis morfométrico del pellet 100K de EVs obtenidas de células tiroideas
aisladas y co-cultivadas por TEM. Imagenes representativas de EVs provenientes de (A) TPC-1,
(B, C) Fb-TPC-1, (D) 8505, (E) Fb-8505c, (F) NThyOri y (G) Fb-NThyOri. (H) Analisis morfométrico
realizado por TEM de las EVs del pellet 100K provenientes de Fb, TPC-1, Fb-TPC-1, 8505¢c, Fb-8505c,
NThyOri y Fb-NThyOri. Se destaca un enriquecimiento en small-EVs. La distribucion porcentual de
tamafios de las EVs en los analisis morfométricos se determind utilizando microfotografias de dos
experimentos independientes y el software Imagel. Las barras de escala representan: 200nm. 100K:
100.000x g. EVs: vesiculas extracelulares.

1.3. EVs liberadas por células tiroideas aisladas y/o co-cultivadas con Fb

presentan una distribucion homogénea de tamaiios entre 50-200nm

Con el objetivo de complementar la caracterizacién realizada por TEM de los pellets 100K
de EVs en nuestro modelo, se utilizé la metodologia conocida como NTA (secciéon 2.4 de
materiales y métodos). Esta técnica proporciona informacién en tiempo real de la muestra
analizada y permite medir la distribuciéon de tamafios de las EVs entre 30-1000nm, mediante
el fendmeno de dispersion de la luz. Los resultados obtenidos mostraron una distribucion
homogénea de tamanos en EVs, mayoritariamente por debajo de los 200nm, para las EVs
obtenidas a partir de TPC-1, 8505c y NThyOri (Fig. 20A). Similares resultados se observaron
para las EVs obtenidas de los co-cultivos, las que no mostraron diferencias en su distribucién
de tamafios con respecto a las obtenidas a partir de las células cultivadas en forma aislada.

Una distribucidn mas heterogénea se observé en EVs obtenidas a partir de Fb (Fig. 20B, C,
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D). El andlisis de la distribucion de frecuencias de EVs en funcién del tamano de las mismas

ratificd que la mayor proporcidén de EVs se encuentra en el rango de 50 a 200nm en todas las

muestras. A su vez, no evidencid diferencias significativas en la proporcidon de EVs, en un

determinado rango de tamafios, entre las provenientes de células aisladas y co-cultivadas

(Fig. 20E).
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Figura 20. Analisis de la distribucién de tamafios de EVs obtenidas de Fb y células tiroideas
aisladas y co-cultivadas mediante NTA. Perfil de distribucion de la proporcién de particulas/ml en
funcién del tamafio provenientes de (A) células tiroideas aisladas (B) Fb, TPC-1 y Fb-TPC-1; (C) Fb,
8505c y Fb-8505c; (D) Fb, NThyOri y Fb-NThyOri. (E) Distribucion de frecuencia del % de EVs en
funcion del tamafio obtenidas de Fb, células tiroideas aisladas y co-cultivadas. Se destaca
principalmente la presencia de EVs con un tamafio entre 50-200nm. Los datos se expresaron como la
media £ SEM de la proporcién de EVs, en cada intervalo, obtenidas a partir de cinco experimentos
independientes (n=5).
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1.4. El co-cultivo de Fb-TPC-1 evidencia un aumento significativo en el
numero de EVs en comparacion al cultivo de Fb y TPC-1 aisladas

NTA es también una metodologia cuantitativa que permitié determinar la cantidad de
EVs/ml de muestra. El analisis del nimero de EVs liberadas por células co-cultivadas en
relacion a las células cultivadas en forma aislada evidencié que el nimero de EVs liberadas
por Fb-TPC-1 aumenté significativamente en comparacion a las EVs liberadas por Fb (8,5x108
+1,7x108 vs. 2,9x108 + 7,6x107; p<0,05; Fb-TPC-1 vs Fb, respectivamente) y TPC-1 (8,5x108
+ 1,7x107 vs. 2,7x108 £ 5,7x107; p<0,01; Fb-TPC-1 vs. TPC-1, respectivamente) cultivadas
en forma aislada. En el caso de 8505c, no se observan diferencias significativas en el nimero
de particulas liberadas cuando ésta crece de forma independiente o en contacto con el Fb
(2,4x10° £ 8x108 vs. 1,4x10° = 3,5x108; Fb-8505c vs. 8505c). Sin embargo, se observd un
aumento significativo en relacién a la cantidad liberada por Fb cultivados en forma aislada
(2,4x10° + 8x108 vs. 2,9x108 = 7,6x107; p<0,05; Fb-8505c vs. Fb). No se observaron cambios
significativos en el nimero de EVs liberadas en los cultivos de Fb y células NThyOri aisladas
y/o co-cultivadas (2,9x108 = 7,6x107; 8,7x108 + 3,3x108; 1,5x10° + 5,8x108; Fb, NThyOri,
Fb-NThyOri, respectivamente) (Fig. 21A). El analisis del niumero de EVs liberadas por las
células cultivadas en forma aislada, mostré que 8505c produce una cantidad
significativamente mayor de EVs que Fb (1,4x10° £+ 3,5x108 vs. 2,9x108 + 7,6x107) y TPC-1
(1,4x10° £+ 3,5x108 vs. 2,7x10% + 5,7x107) pero no asi con respecto a NThyOri (1,4x10° +
3,5x108 vs. 8,7x108 + 3,3x108) (Fig. 21B). Por otra parte, la comparacion del nimero de EVs
liberadas por células tiroideas co-cultivadas no mostro diferencias significativas entre Fb-TPC-
1, Fb-8505¢c, y Fb-NThyOri (Fig. 21C). Por ultimo, siguiendo los lineamientos de Webber y
Clayton [134], se analizd la homogeneidad en la pureza entre las preparacidones de EVs
obtenidas, dada por la relacién entre el N° de particulas y los ug de proteinas totales de la
muestra. El andlisis de las EVs obtenidas de Fb, células tiroideas aisladas y/o co-cultivadas

mostro resultados similares entre todas las muestras analizadas (Fig. 21D).

63



RESULTADOS

A B *
#
8.0x10° - 410°
H 8 s0a0° *
E ° E]
‘8 * ° \8
e 4.0x10°%4 * % v © 4.010° 4
=) v )
- -
~ (5] ~ @
- 9
5 20x10° M ‘I‘ a 2 20410° ° A
2 I TR + 2
- - - £
E - ﬁ °§ i v c‘E 2o Lotes N
SN S oLt
< o & o © N o« &
S P & &L & &
< d A
<
® 6.0x10°- B 2010°-
ol £
E . ] o
‘° L 0 1.5x10° o
2 4.0x10° v s
o v
Ny 2 10x10°]
@ v ’ o :‘: a
2 2040° " o oa % ** % ..
8
K] 5] o ‘17 .a 5.0x10 %’U—% ° E
T o® vo© el 0~ g
© 5] y ‘,a 090
o 0 N T Py a 0l —————%
N N
o N ) AR AN s R
< & & LR F F S S
Q‘O Q'o ,‘\ Q’Q -
< <

Figura 21. Cuantificacion del N° de EVs provenientes de Fb y células tiroideas aisladas y co-
cultivadas mediante NTA. N° de EVs/10° células productoras, presentes en el pellet 100K y liberadas
a partir de (A) Fb, TPC-1, Fb-TPC-1, 8505c, Fb-8505¢c, NThyOri, Fb-NThyOri. (B) Fb y células tiroideas
aisladas, (C) Fb-TPC-1, Fb-8505c y Fb-NThyOri. (D) Pureza de las preparaciones de EVs. Una cantidad
significativamente mayor de EVs se liberaron a partir de Fb-TPC-1 con respecto a TPC-1 y Fb (**p<0.
01, * p<0,05; Kruskal Wallis test, Dunn’s post test), Fb-8505c con respecto a Fb (#p<0,05; Kruskal
Wallis test, Dunn’s post test) (A) y a partir de 8505c con respecto a TPC-1y a Fb (* p<0,05; Kruskal
Wallis test, Dunn’s post test) (B). Los datos se expresan como la media = SEM de cinco experimentos
independientes (n=5). EVs: vesiculas extracelulares. pg: microgramo.

1.5. Las EVs liberadas por Fb, células tiroideas aisladas y/o co-cultivadas
presentan marcadores de “exosomas clasicos”

Dado que el tamano de las EVs es necesario pero no suficiente para definir a un subtipo de
EVs en particular y que es conocido que ninguna técnica de purificacion permite aislar un tipo
especifico de las mismas [52], la busqueda de marcadores bioquimicos para su identificacion
constituye un area activamente explorada. Sin embargo, no ha sido posible aln establecer
marcadores especificos o universales que permitan identificar exclusivamente a EVs de origen
endosomal, de otras small-EVs provenientes de membrana plasmatica [47]. Los lineamientos
consensuados en MISEV 2018 [47], definen distintas categorias de marcadores proteicos a
estudiar en EVs. Entre estas, es fundamental demostrar su presencia en las preparaciones,
analizando al menos una proteina de las categorias 1 y 2. Adicionalmente, marcadores
correspondientes a la categoria 4 son importantes de analizar en EVs, dado que no deberian
estar presentes en small-EVs, ya sea de origen endosomal o de membrana plasmatica, y
corresponde a proteinas de reticulo endoplasmico, complejo de Golgi, entre otras. En la figura
22 se muestran imagenes representativas de las diferentes proteinas estudiadas por western
blot en EVs, siguiendo la metodologia descripta en la seccién 6.1 de materiales y métodos. En
primer lugar, se observé un enriquecimiento de CD63, CD9 (categoria 1a y b), FLOT-1 y CAV-
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1 (categoria 2a) en EVs respecto a los lisados celulares correspondientes. CD63 se evidencio
enriquecido en EVs de Fb-TPC-1 y Fb-8505c en comparacion a los resultados obtenidos en EVs
provenientes de los cultivos de Fb, TPC-1 y 8505c, asi como de NThyOri y Fb-NThyOri. Por
otra parte, CD9 y CAV-1 se hallan enriquecidas en EVs provenientes de Fb-8505c con respecto
a EVs obtenidas de sus cultivos aislados. Ademas, es importante destacar que no se observd
la expresion de proteinas intracelulares como ser GRP78 (marcador de reticulo endoplasmico),
GM130 (marcador de complejo de golgi) (categoria 4) en las preparaciones de EVs, lo que
confirma la ausencia de contaminacion con debris celular. Finalmente, siguiendo los
lineamientos establecidos por Jeppesen y col. [53] para la clasificacion de “exosomas clasicos”
y “exosomas no clasicos”, y considerando la expresion de CD63, CD81 y CD9, podemos
concluir que las EVs se muestran enriquecidas en aquellas referenciadas como “exosomas

clasicos” (Fig. 19).
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I. CONCLUSIONES PARCIALES

En base a los resultados descriptos en este capitulo se concluye que:
e Fb, células tiroideas aisladas y co-cultivadas liberan EVs a los CMs, las que son aisladas
mediante ultracentrifugacion diferencial, lo que permite obtener el pellet 100K de EVs
(referenciadas como EVs a lo largo del resto del trabajo). Esta eleccion favorece el rendimiento

y el tiempo por sobre la especificidad de la preparacion.

e El pellet de EVs esta enriquecido en small-EVs, las que presentan un tamano entre 50-

200nm en todas las muestras analizadas.

e Fb-TPC-1 libera una cantidad significativamente mayor de EVs en relacién a las EVs
obtenidas a partir de Fb y TPC-1 aisladas. Se observd una tendencia similar en Fb-8505c
respecto a Fb y 8505c aisladas, mientras que no se obtuvieron diferencias entre EVs liberadas
por Fb-NThyOri vs. NThyOri.

e El nimero de EVs liberadas por los co-cultivos Fb-TPC-1, Fb-8505c y Fb-NThyOri no mostrd

diferencias significativas.

e El pellet de EVs esta enriquecido en EVs referenciadas como “exosomas clasicos”.
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2. CAPITULO II: CARACTERIZACION DEL PROTEOMA DE LAS EVs Y
POSIBLES FUNCIONES BIOQUIMICAS EN EL TME

Las tecnologias émicas junto a la utilizacion de herramientas analiticas de alto rendimiento
(“high throughput”) y el uso de la bioinformatica, permiten el analisis, caracterizacién e
interpretacion de grandes conjuntos de datos obtenidos a partir de muestras complejas. Como
ya se menciono, la participacion de las EVs como mediadoras de la comunicacion intercelular
en el TME esta ampliamente reportada [66]. En nuestro modelo de estudio, Fb, células tirodeas
aisladas y/o co-cultivadas con Fb liberan EVs a CMs (Capitulo 1 de Resultados). Ademas, otros
hallazgos en el modelo muestran que factores presentes en los CMs obtenidos del co-cultivo
de Fb con células tumorales tiroideas inducen un fenotipo migratorio en las células tumorales,
produciendo cambios en la motilidad celular. Sin embargo, este fendmeno no se observa al
utilizar CMs de células tumorales tiroideas aisladas o de células no tumorales tiroideas co-
cultivadas con Fb (seccion introduccion). Considerando estos antecedentes, es factible
hipotetizar que modificaciones cualitativas o cuantitativas en el cargo de las EVs, podrian
reflejarse en los cambios funcionales observados en el entorno en el que se liberan. De esta
manera, se planteo estudiar el proteoma de las EVs obtenidas a partir de los diferentes cultivos
del modelo experimental, y analizar si la presencia del Fb produce modificaciones en la calidad

bioquimica de éstas.

2.1. Mas del 90% de las proteinas identificadas y cuantificadas en las EVs

se encuentran descriptas en las bases de datos de EVs

EVs obtenidas de CMs de Fb, células tiroideas aisladas y/o co-cultivadas fueron digeridas
en solucidon y analizadas por espectrometria de masas de alta resolucion (nLC-MS/MS) (seccion
3.1 de materiales y métodos). Los resultados obtenidos permitieron identificar 1977 proteinas
(1% FDR), con dos o mas péptidos Unicos en todas las muestras de EVs, en al menos dos de
los tres replicados bioldgicos (seccidon 3.2 de materiales y métodos). ExoCarta y Vesiclepedia
son dos bases de datos que albergan informacidn acerca de las macromoléculas descriptas en
las EVs. Con el objetivo de determinar la inclusion/exclusidon de las proteinas presentes en las
muestras de EVs de los cultivos en las anotaciones contenidas en estas bases de datos, se
comparo las 1977 proteinas obtenidas con el total y con las 100 proteinas mas frecuentemente
publicadas en Vesiclepedia y ExoCarta (seccién 3.4.1 de materiales y métodos). En la figura
23 se muestran los diagramas de Venn obtenidos al realizar ambas comparaciones. Un 90%
de las proteinas identificadas y cuantificadas en las EVs han sido descriptas en la base de
datos ExoCarta y 95 de las 100 proteinas de exosomas, mas frecuentemente identificadas y
catalogadas en ExoCarta, estan presentes en las muestras de EVs. Las 5 proteinas restantes
corresponden a actina citoplasmatica B, proteina relacionada con Ras RAB-1A, proteina
relacionada con Ras RAP-1b, tubulina a cadena 1A y tubulina a cadena 1B (Fig. 23A). Por otro
lado, un 98% de las proteinas observadas y cuantificadas en las EVs han sido descriptas en la
base de datos Vesiclepedia y 97 de las 100 proteinas mas frecuentemente identificadas y
catalogadas en esta base de datos estan presentes en las muestras de EVs. Las 3 proteinas

restantes corresponden a actina citoplasmatica B, proteina relacionada con Ras RAP-1b y
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tubulina B cadena 4B (Fig. 23B). Estos resultados sugieren que las preparaciones obtenidas
estan enriquecidas en EVs.
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ExoCarta

Top100 proteinas
Vesiclepedia Database

45 1944 15822 1892 3
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TUBB4B

Base de datos
Vesiclepedia EVs

Figura 23. Representacion comparativa de las proteinas identificadas en EVs y las descriptas
en bases de datos. Diagramas de Venn que muestran el solapamiento entre las proteinas
identificadas en EVs con respecto a todas las proteinas reportadas y las 100 mas frecuentes,
disponibles en la base de datos Exocarta (A) y Vesiclepedia (B). ACTB: actina citoplasmatica B;
RAB1A: Ras-related protein RAB-1A; RAP1B: Ras-related protein RAP-1B, TUBA1A: tubulina a cadena
1A: TUBA1B: tubulina a cadena 1B: TUBB4B: tubulina B cadena 4B.

2.2. Las proteinas identificadas en las EVs estan enriquecidas en
componentes celulares relacionados a exosomas/EVs

La base de datos Gene Ontology (GO) provee un vocabulario controlado para clasificar
genes y sus productos asociados, segun términos relacionados a los componentes celulares a
los que pertenecen (GO:CC), la funcion bioldgica (GO:BP) y molecular (GO:MF) que
desempefian, para asi determinar las posibles funciones en las que se encuentran implicadas
(seccion 3.4.2 de materiales y métodos). Con el objetivo de clasificar a las 1977 proteinas
identificadas y cuantificadas en las distintas muestras de EVs segun los componentes celulares
a los que se asocian, se realizdé un analisis de enriquecimiento para GO:CC utilizando FunRich
y DAVID. En la figura 24A se observa que los componentes celulares mas destacados y
significativos fueron exosomas (45%), membrana (32%), citosol (53%), adhesiones focales
(11%) y colageno contenido en la ECM (7,4%). Otras categorias indican a proteinas de la
matriz extracelular, regidén extracelular y ndcleo. Por otro lado, los analisis obtenidos mediante
DAVID muestran enriquecimientos semejantes, relacionados a EVs, uniones celulares, matriz
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extracelular y citosol (Fig. 24B). Estos resultados confirman que las preparaciones obtenidas
a partir de los diferentes cultivos celulares corresponden a EVs.
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Figura 24. Las proteinas identificadas en las EVs presentan un enriquecimiento en la
categoria de EVs/exosomas. (A) Analisis de enriquecimiento de componentes celulares (GO:CC)
del proteoma de las EVs con un p<0.001, con correccion FDR Benjamini-Hochberg por multiples
pruebas, realizado con FunRich y utilizando el genoma humano de uniprot como background. (B)
Analisis de enriquecimiento de componentes celulares (GO:CC) del proteoma de las EVs representando
el -log10(p adj.) realizado con DAVID. p adj.: p-valor ajustado, corregido mediante el test Benjamini-
Hochberg.

2.3. Las EVs posibilitan la liberaciéon al medio extracelular de proteinas que

carecen de péptido senal

Las diferentes proteinas pueden ser liberadas por las células a través de vias de secrecion
clasicas y no clasicas. La via de secrecidon clasica es utilizada por aquellas proteinas que
contienen un péptido sefial amino terminal, e involucra el transporte a través del reticulo
endoplasmico y el complejo de Golgi, hasta la llegada a su destino [154, 155]. Sin embargo,
otras proteinas que no presentan el péptido sefal pueden ser transportadas a través de vias
de secrecion no clasicas, es decir, independientes del sistema reticulo endoplasmico/golgi.
Dentro de estas vias no clasicas, uno de los mecanismos de secrecion lo constituyen las EVs
[156]. Con el objetivo de evidenciar si en nuestro modelo las EVs transportan proteinas que
carecen de péptido sefial, se realizd un analisis mediante el software Signal P 4.1 (seccidon
3.4.3 de materiales y métodos), el que permite predecir la presencia del péptido sefial en la
secuencia polipeptidica de la proteina en cuestion. El analisis realizado evidencié que el 22%
de las proteinas descriptas en las EVs presentan péptido sefial, lo que permite suponer que en
el caso de no ser liberadas por las células en EVs, estas proteinas utilizarian la via secretoria
clasica para liberarse al medio extracelular. El 78% de las proteinas restantes corresponden a
proteinas que no presentan péptido sefial en su secuencia polipeptidica. Sugiriendo que en
nuestro modelo las EVs posibilitan la liberacion al medio extracelular de proteinas que carecen
de péptido senal.

La base de datos UniProt es el repositorio central de informacidn referida a proteinas. Este
repositorio contiene informacién muy variada, como estructura, funcionalidad, localizacién
subcelular, expresion, interacciones, secuencia y homologias, entre otras. Con el objetivo de

profundizar en la caracterizacion de las proteinas identificadas y cuantificadas en las EVs, estas
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fueron analizadas utilizando la base de datos UniProt. Los resultados obtenidos evidenciaron
gue un 28% de las proteinas presentes en las EVs poseen actividad catalitica, es decir, se
comportan como enzimas. Un 12 % recibe algun tipo de regulacién postraduccional sobre su
actividad y un 50% presenta algun tipo de modificacién postraduccional (PTM, por sus siglas
en inglés), de las cuales un 27% corresponde a glicosilacion.

2.4. El perfil proteico de las EVs discrimina las muestras obtenidas de
células aisladas y co-cultivadas, distinguiendo a su vez a EVs provenientes
de TPC-1 y Fb-TPC-1 del resto de las muestras

Una vez determinado que las proteinas identificadas y cuantificadas corresponden a
preparaciones de EVs, se llevaron a cabo diferentes analisis tendientes a su caracterizacion.
El clustering jerarquico no supervisado consiste en un analisis estadistico que agrupa datos
segun la homogeneidad entre ellos, de manera tal que aquellos considerados similares, es
decir, sin la necesidad de etiquetas previas, son asignados a un mismo cluster y aquellos
diferentes se localizan en clusters distintos. Es asi que determinados softwares o lenguajes
bioinformaticos, como R v3.3.2, utilizan diferentes algoritmos matematicos para calcular
distancias que determinan si los datos son o no agrupables por similitud. En su representacion
grafica o estructura, en forma de arbol, denominada dendograma, las ramas inferiores son
englobadas dentro de clusters por las ramas superiores. Se llevdo a cabo un analisis de
clustering jerarquico no supervisado, a partir de las intensidades de las proteinas identificadas
y cuantificadas en las EVs, con el objetivo de evaluar la segregacion/discriminacion de los
datos. Para esto, las proteinas presentes en las EVs, de cada una de las 21 muestras
analizadas, fueron ordenadas segun su valor de intensidad promedio y las 100 proteinas que
presentaron mayor intensidad se analizaron mediante el paquete pheatmap_1.0.12 en el
entorno de R (seccidon 3.4.4 de materiales y métodos). En la figura 25A, el espectro de colores
o heatmap es usado para representar patron de intensidad de expresion de las proteinas. El
analisis de las proteinas en EVs permite separar al Fb del resto de las lineas celulares tiroideas
y sus co-cultivos. A su vez, las proteinas identificadas en las EVs de TPC-1 y Fb-TPC-1 separan
a este grupo de células de las EVs provenientes de NThyOri, Fb-NThyOri, 8505c y Fb-8505c.
Este analisis mostréo también el agrupamiento de los triplicados bioldgicos de las células
tiroideas aisladas y de las co-cultivadas con Fb, evidenciando una buena reproducibilidad del
patron de expresion de proteinas, caracteristico para cada situacion de cultivo. Finalmente, la
reproducibilidad metodoldgica entre las muestras, la ausencia de outliers, asi como la robusta
segregacion entre TPC-1/Fb-TPC-1 con respecto a 8505¢/Fb-8505c y NThyOri/Fb-NThyOri se
confirmé mediante PCoA (paquete limma_3.48.3), utilizando el top-100 de proteinas
mencionadas anteriormente (Fig. 25B). En conclusion, el analisis de clustering jerarquico no
supervisado agrupa por separado a las EVs obtenidas a partir de las células tiroideas co-
cultivadas con respecto a las células cultivadas en forma aislada y distingue a las EVs
provenientes de TPC-1 y Fb-TPC-1 del resto de las EVs provenientes de las lineas celulares

tiroideas y sus co-cultivos.
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Figura 25. Caracterizacion protedémica
de las EVs obtenidas a partir de Fb,
células tiroideas y de los co-cultivos Fb-
células tiroideas. (A) Analisis de clustering
jerarquico no supervisado de los valores de
intensidad (log2(x)) del top100 de proteinas
(con mayor intensidad promedio)
identificadas y cuantificadas en las EVs
obtenidas a partir de las diferentes
muestras. (B) Analisis de coordenadas
principales (PCoA) del top100 de proteinas
identificadas y cuantificadas en las EVs,
mostrando la reproducibilidad bioldgica de
los triplicados y la segregacién de las EVs
provenientes de cada una de las muestras.
(C) Analisis de correlacion de Pearson del
proteoma completo de EVs provenientes de
las células aisladas y co-cultivadas; circulos
mas grandes y azules representan una
mayor correlacion entre las muestras. El
analisis de clustering jerarquico no
supervisado, el analisis PCoA y la matriz de
correlacion de Pearson se realizaron en el
entorno de programacion R y muestran una
solida  segregacion entre las EVs
provenientes de TPC-1/Fb-TPC-1 con
respecto a 8505c/Fb-8505¢c y NThyOri/Fb-
NThyOri; asi como la discriminacion entre las
EVs de las células tiroideas aisladas con
respecto a EVs provenientes de sus co-
cultivos.

2.5. El proteoma de EVs de Fb-TPC-1 vs TPC-1 muestra una mayor
variabilidad en comparacion a Fb-8505c vs 8505c y Fb-NThyOri vs NThyOri

Los analisis de correlacién permiten determinar la relacién entre dos datos o conjuntos de

datos. Una matriz de correlacién considerando las intensidades de todas las proteinas

identificadas en EVs de los distintos tipos celulares, brindara informacion sobre el grado de

similitud entre los conjuntos estudiados. Con el objetivo de determinar el grado de similitud

entre los diferentes tipos celulares y condiciones de cultivo, utilizando los niveles de expresién

de todas las proteinas presentes en las EVs, se realizd6 una matriz de correlaciéon (paquete

71



RESULTADOS

corrplot_0.90) y un analisis de clustering jerarquico no supervisado (seccion 3.4.4 de
materiales y métodos). Como se observa en la figura 25C, se obtuvieron valores de R altos (>
0,83) al analizar los triplicados bioldgicos para las 21 muestras de EVs estudiadas. Por otra
parte, el analisis de los valores de correlacidon mostré una similitud estrecha entre los datos
protedmicos de EVs obtenidas de Fb-8505c y Fb- NThyOri con los datos obtenidos de sus
correspondientes células aisladas (R=0,96 y 0,93-0,95, respectivamente). Sin embargo,
aunque una alta correlacion se detectdé también entre los datos protedmicos de EVs de Fb-
TPC-1 vs TPC-1, los valores de correlacion obtenidos fueron inferiores (R=0,85-0,91) a los
obtenidos con los otros tipos celulares. De manera interesante, el analisis de clustering
jerarquico no supervisado de los valores de correlacion mostrd el mismo patron de clustering
gue los obtenidos anteriormente con los valores de intensidad (seccion 2.4), lo que sugiere
gue existen patrones de expresion caracteristicos que identifican a las EVs de los diferentes
tipos celulares y sus co-cultivos. Con estos resultados se pudo concluir que el proteoma de las
EVs de Fb-8505c y Fb-NThyOri muestra una correlacidén/similitud estrecha con el proteoma de
las EVs obtenidas a partir de sus células tiroideas aisladas (8505c y NThyOri,
respectivamente). Para el caso de Fb-TPC-1 vs TPC-1, aunque también existe una correlacion

alta, el co-cultivo de TPC-1 con Fb proporcionaria una fuente adicional de variabilidad.

2.6. EVs provenientes del co-cultivo Fb-célula tumoral tiroidea participan
de la remodelacion de la ECM

Con el objetivo de evidenciar e identificar los procesos bioldgicos, funciones moleculares
y/o rutas metabdlicas en las que las DEPs se encuentran implicadas, se realizd el analisis ORA,
tal como se describe en la seccion 3.6 de materiales y métodos. Para ello, a partir del analisis
estadistico mediante DEgMS (seccion 3.5 de materiales y métodos) y seleccionando filtros
estrictos para asegurar la significancia bioldgica, tales como un p adj. < 0,001 y un FC = 2,

se obtuvo la lista de DEPs utilizada en el analisis.

2.6.1. EIl Fb aportaria una ventaja funcional a las EVs provenientes de Fb-
TPC-1

En una primera instancia se compararon las proteinas identificadas y cuantificadas en EVs
provenientes de células TPC-1 vs. NThyOri. El analisis DEqQMS vy los filtros mencionados
arrojaron 53 DEPs (Tabla 6 y anexo tabla 1.A), que estan implicadas en una amplia variedad
de funciones (p < 0,001) (secciones 3.6.1 y 3.6.1.1 de materiales y métodos) tales como: la
interaccion y organizacién de la ECM, sefializacién por MET y PTK2, unién a laminina de matriz,
degranulacién de plaquetas, metabolismo del heparan sulfato/heparina, entre otras (Fig. 26A).
A continuacidn, se realizé el analisis entre las proteinas identificadas y cuantificadas en EVs
provenientes de Fb-TPC-1 con respecto a Fb-NThyOri, el que mostré 31 DEPs (Tabla 6 y anexo
tabla 2.A). A diferencia de lo observado en el estudio de EVs provenientes de células TPC-1y
NThyOri aisladas, el analisis de enriquecimiento (p < 0,001) mostré una convergencia
particular en funciones relacionadas a la remodelacién y degradacion de la ECM, su
organizacion, estructura y adhesion, entre otras (Fig. 26B). A continuacién, se estudiaron las

PPI de las 31 DEPs obtenidas al comparar Fb-TPC-1 vs Fb-NThyOri, las que se analizaron y
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representaron utilizando String-db y Cytoscape (seccién 3.6.2 de materiales y métodos). 21
de las 31 DEPs estudiadas mostraron interaccion significativa (PPI score=1x10-1¢), utilizando
un nivel de confianza alto, es decir >0,7 (Fig. 27A). Ademas, utilizando la base de datos KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) se evidencié la participacion de las proteinas en
vias relacionadas a interaccidon receptor-ECM (FDR=1,13x107!3), en concordancia con lo
mencionado anteriormente. Otras funcionalidades evidenciadas en el analisis fueron adhesion
focal (FDR=5,15x107°) y la via de sefializacion PI3K-Akt (FDR=3,37x107). Entre las 21
proteinas que presentaron PPI significativo pudimos evidenciar a CD63, sintenina-1 (SDCBP),
activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA o PLAU), ITGA3, LAMC1, TNC, entre otras,
que se muestran enriquecidas en EVs provenientes de Fb-TPC-1 vs Fb-NThyOri y corresponden
a proteinas relacionadas con la promocion tumoral. Por su parte, CD63 y sintenina-1 estan
implicadas en la biosintesis de ciertas subpoblaciones de EVs [54, 157] y, por lo tanto, podrian
ser utilizadas para la identificacion y obtencion de ciertas EVs.

Tabla 6. Numero de DEPs en EVs obtenidas con el método DEqMS

DEPs (p. adj < 0,001 and FC 2 2)

EVs de células tiroideas aisladas

Comparacion TPC-1 & NThyOri (Table Al) Comparacion 8505c & NThyOri (Table A3)
A. DEPs en EVsde TPC-1 | B. DEPs en EVs de NThyOri | A. DEPs en EVs de 8505c | B. DEPs en EVs de NThyOri
53 171 33 7

EVs de Fb-células tiroideas

Comparacion Fb-TPC-1 & Fb-NThyOri (Table | Comparacién Fb-8505c vs Fb-NThyOri (Table

A2) A4)
A. DEPs en EVs de Fb-TPC- B. DEPs en EVs de Fb- A. DEPs en EVs de Fb- B. DEPs en EVs de Fb-
1 NThyOri 8505¢ NThyOri
31 111 41 9

El método DEgMS, con correccion FDR Benjamini-Hochberg por multiples pruebas, se aplicé utilizando
el paquete DEgMS 1.10.0 de Bioconductor en el software R para obtener DEPs con un p adj. < 0,001
y FC = 2 entre las diferentes comparaciones seleccionadas. DEPs: proteinas diferencialmente
enriquecidas. Adj. p: p-value ajustado.

2.6.2. EIl Fb no aportaria una ventaja funcional a las EVs generadas por Fb-
8505c vs 8505c

El andlisis estadistico de las proteinas identificadas y cuantificadas en EVs obtenidas de
células 8505c con respecto a NThyOri, dio como resultado 33 DEPs con un p adj. < 0,001 y
FC = 2 (Tabla 6 y anexo tabla 3.A). El analisis ORA (p < 0,001) (secciones 3.6.1 y 3.6.1.1 de
materiales y métodos) evidencia a estas proteinas confluyendo en dos funciones principales:
organizacion, interaccién y degradacién de la ECM, y la unién a diversas moléculas, como
factores de crecimiento, integrinas y glicosaminoglicanos (Fig. 26C). El analisis comparativo
de las proteinas presentes en EVs provenientes de Fb-8505c con respecto a Fb-NThyOri,
detecté 41 DEPs en Fb-8505c con un p adj. < 0,001 y FC = 2 (Tabla 6 y anexo tabla 4.A). En
este caso, el analisis ORA mostré resultados semejantes a los obtenidos en el estudio de las

DEPs de EVs provenientes de células 8505c aisladas (Fig. 26D). Ademas, es interesante
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mencionar que al realizar el analisis de enriquecimiento con un p < 0,01 (significativo, aunque
menos restrictivo que el mostrado anteriormente) se evidencid la participacion de las EVs en
procesos relacionados a regulaciéon del cierre de herida/motilidad celular (imagen no
mostrada), en concordancia con los antecedentes descriptos para este tipo celular en la
seccion de introduccién. Por Gltimo, el estudio de las PPI mostrd interacciones significativas
(PPI score=8,6x10711) entre 25 de las 41 DEPs analizadas, utilizando un nivel de confianza alto
>0,7 (Fig. 27B). Ademas, utilizando la base de datos KEGG se corroboraron los resultados
obtenidos previamente, mostrando la participacion de las proteinas en vias relacionadas a
interaccion receptor-ECM (FDR=1,4 x107!!), adhesién focal (FDR=7,2x10°) y PI3K-Akt
(FDR=1,5x10). Al igual que lo observado para Fb-TPC-1, CD63, sintenina-1 (SDCBP), uPA
(PLAU), ITGA3, LAMC1, TNC, entre otras, se muestran enriquecidas en las EVs provenientes
de Fb-8505c con respecto a Fb-NThyOri y corresponden a proteinas relacionadas con la

promocion tumoral.

2.7. EVs provenientes de NThyOri y Fb-NThyOri participan en el
mantenimiento del metabolismo celular

El estudio, mediante ORA, de las funcionalidades asociadas a las DEPs obtenidas a partir
del estudio comparativo de las proteinas identificadas y cuantificadas en EVs provenientes de
NThyOri con respecto a TPC-1 arrojé 171 DEPs, con un p adj. < 0,001 y FC > 2 (Tabla 6 y
anexo tabla 1.B). En la figura 26E se muestran los enriquecimientos en los que estas proteinas
estan implicadas (p < 0,001) como ser: traduccion de proteinas, glicdlisis, union al complejo
mayor de histocampatibilidad y sefializacion mediada por IL-12, todos en general relacionados
al mantenimiento del metabolismo y homeostasis celular. El anadlisis comparativo de las
proteinas presentes en EVs provenientes de Fb-NThyOri con respecto a Fb-TPC-1 mostro 111
DEPs, conun p adj. < 0,001 y FC = 2 (Table 6 y anexo tabla 2.B). El estudio de enriquecimiento
funcional mostré que las DEPs en EVs provenientes del co-cultivo de Fb-NThyOri se asocian a
funciones similares (p < 0,001) a las observadas en EVs de células NThyOri aisladas (Fig.
26F). Estos resultados contrastan con lo observado en el estudio comparativo realizado en el
contexto de células TPC-1 (item 2.6.1 de Resultados), donde el Fb estaria relacionado al
redireccionamiento funcional de las EVs provenientes de células TPC-1 aisladas. El estudio de
las funcionalidades asociadas mediante ORA a las 7 DEPs, en NThyOri con respecto a 8505c
(Tabla 6 y anexo tabla 3.B), y las 9 DEPs, en Fb-NThyOri con respecto a Fb-8505c, no
presentaron enriquecimientos significativos (Tabla 6 y anexo tabla 4.B).
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Figura 26. EVs provenientes de Fb-TPC-1, 8505c y Fb-8505c presentan una convergencia
funcional en remodelacion de la ECM. Over-representation enrichment analysis (ORA) de procesos
biolégicos, funciones moleculares (utilizando gene ontology) y vias de sefalizacién (utilizando
Reactome) asociadas a las DEPs en las EVs. Los datos obtenidos a partir de g:profiler fueron
visualizados e interpretados utilizando EnrichmentMap plug-in v3.3.1, ClusterMaker2 y AutoAnnotate
v1.3.3 con Markov clustering (MCL cluster) ejecutados en Cytoscape v3.8.2. (A) Analisis ORA entre
DEPs en EVs de TPC-1 vs. NThyOri mostrando su convergencia en varios clusters. (B) Analisis ORA
entre DEPs en EVs de Fb-TPC-1 vs. Fb-NThyOri mostrando su convergencia en un cluster, asociado a
la remodelacion de la ECM. (C) Analisis ORA entre DEPs en EVs de 8505c vs. NThyOri y (D) Fb-8505c
vs Fb-NThyOri, ambos asociados a términos relacionados con la remodelacién de la ECM. (E) Analisis
ORA entre DEPs en EVs de NThyOri vs. TPC-1 y (F) Fb-NThyOri vs. Fb-TPC-1, ambos asociados a
términos similares, relacionados con el mantenimiento del metabolismo celular. Los nodos mas
grandes corresponden a un mayor numero de DEPs asociadas a ese término. DEPs: proteinas
diferencialmente enriquecidas. vs: versus. ECM: matriz extracelular.
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Figura 27. Red de interacciones proteina-proteina de las DEPs en EVs obtenidas de los co-
cultivos Fb-células tumorales tiroideas vs el co-cultivo Fb-célula no tumoral tiroidea. Redes
de DEPs que muestran relaciones reportadas entre las mismas (funcionales, experimentales, co-
expresion, mineria de texto y bases de datos), generadas usando la base de datos String-db (mediante
String App v. 1.6.0) en el software Cytoscape v.3.8.2. (A) 16 de 22 DEPs en EVs provenientes de
FbTPC-1 vs. Fb-NThyOri y (B) 25 de 43 DEPs en EVs provenientes de Fb-8505c vs. Fb-NThyOri
presentan un PPI score significativo. vs: versus. PPI: interacciones proteina-proteina.

2.8. La comunicaciéon entre Fb y TPC-1 produce EVs vinculadas con la
degradacion de la ECM

Como se describidé previamente, las DEPs en EVs provenientes de Fb-TPC-1 asi como las
de Fb-8505c¢, presentan enriquecimientos relacionados a estructura y degradacion de ECM, lo
gue no se evidencia en los enriquecimientos obtenidos del analisis de las DEPs en EVs
provenientes de Fb-NThyOri. Con el objetivo de estudiar la relevancia de la interaccion del Fb
con la célula tiroidea en la funcionalidad de las EVs, se analizaron los enriquecimientos
obtenidos del estudio comparativo de las DEPs en los co-cultivos de Fb-TPC-1, Fb-8505c y Fb-
NThyOri con respecto a sus células tiroideas aisladas. El analisis estadistico de las proteinas
en EVs, considerando un p adj. < 0,001 y FC = 2, reveld un total de 11, 4 y 9 DEPs al comparar
Fb-TPC-1 vs TPC-1, Fb-8505c vs 8505c y Fb-NThyOri vs NThyOri, respectivamente. Dado el
bajo nimero de DEPs obtenidas mediante este andlisis tan restrictivo, el analisis de
enriquecimiento se realizé considerando un p adj. < 0,01 y FC = 2, lo que arrojé un total de
20, 4 y 15 proteinas, respectivamente (Tabla 7 y anexo tabla 5). Un diagrama de Venn
analizando las DEPs obtenidas entre los tres conjuntos mostré que 14 proteinas aparecen
exclusivamente enriquecidas en Fb-TPC-1 con respecto a TPC-1 y 6 se comparten con las DEPs
en EVs provenientes de Fb-8505c y Fb-NThyOri. El analisis de las DEPs en EVs provenientes
de Fb-8505c vs. 8505c no mostrd proteinas exclusivamente enriquecidas en ese conjunto y 9
de las 15 DEPs enriquecidas en EVs provenientes de Fb-NThyOri con respecto a NThyOri
aisladas estan solo presentes en este subconjunto de células (Fig. 28A). Las 14 DEPs en Fb-
TPC-1 vs TPC-1 y las 9 DEPs en Fb-NThyOri vs NThyOri exclusivamente enriquecidas en esos
conjuntos, fueron analizadas mediante Cytoscape (p < 0,05) (seccion 3.6.1.1 de materiales y
métodos). Interesantemente, las 14 proteinas exclusivamente enriquecidas en Fb-TPC-1 vs
TPC-1 mostraron una confluencia en sélo 3 nodos, asociados con degradacion del colageno
contenido en la ECM, constituyentes estructurales de la ECM y sefializacion mediante PDGF

(Fig. 28.A1). Por el contrario, las 9 proteinas exclusivamente enriquecidas en Fb-NThyOri se
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mostraron involucradas en un amplio nimero de funciones (34 nodos) relacionadas al
metabolismo del condroitin y dermatan sulfato, organizacién de la ECM, unién a factores de
crecimiento, entre otros (Fig. 28.A2).

Por ultimo, buscando profundizar en nuestro analisis en el conjunto Fb-TPC-1 vs TPC-1,
utilizando un p adj. < 0,001 y FC = 2 como filtro, se compararon las DEPs correspondientes a
este conjunto con las obtenidas a partir de Fb-TPC-1 vs Fb y Fb vs TPC-1 (Fig 14B). De manera
interesante, MAMDC2 (Fig. 28.B1) y HRAS (Fig. 28.B2) se mostraron exclusivamente
enriquecidas en el proteoma de EVs provenientes de Fb-TPC-1 y no compartidas con las DEPs
del conjunto Fb vs TPC-1. En su conjunto, los resultados mencionados sugieren que la
comunicacion existente entre Fb y células TPC-1 produce EVs que transportan un mensaje
vinculado con la degradacion del colageno contenido en la ECM, en comparacion al mensaje
asociado a las EVs obtenidas a partir de TPC-1 cultivada en forma aislada. Sin embargo, estas
capacidades no se observarian en las EVs obtenidas de la comunicacién entre Fb y NThyOri.

Tabla 7. Numero de DEPs en EVs obtenidas con el método DEqMS

DEPs (p. adj < 0,01 and FC 2 2) (Table A5)
EVs de Fb-células tiroideas vs. EVs de células tiroideas aisladas

Comparacion Fb-TPC-1 &

Comparacion Fb-8505¢ &

Comparacion Fb-NThyOri &

TPC-1 8505¢ NThyOri
DEPs en EVs de Fb-TPC-1 DEPs en EVs de Fb-8505¢ DEPs en EVs de Fb-NThyOri
20 4 15

El método DEgMS, con correccion FDR Benjamini-Hochberg por multiples pruebas, se aplico utilizando
el paquete Bioconductor en el software R, para obtener DEPs con un p adj. < 0,01 y FC = 2 en EVs
provenientes de los co-cultivos (Fb-TPC-1, Fb-8505¢c, Fb-NThyOri) con respecto a las células tiroideas
aisladas (TPC-1, 8505c, NThyOri, respectivamente). DEPs: proteinas diferencialmente enriquecidas.
Adj. p: p-value ajustado.
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Figura 28. Las proteinas enriquecidas exclusivamente en EVs de Fb-TPC-1 se asocian a la
degradacion del colageno y a componentes estructurales de la ECM. (A) Diagramas de Venn
de las DEPs en EVs provenientes de Fb-TPC-1 vs. TPC-1, Fb-8505c vs. 8505c y Fb-NThyOri vs. NThyOri
(p adj. < 0,01 y FC = 2). 9 y 14 DEPs aparecen exclusivamente enriquecidas en los conjuntos Fb-
NThyOri vs. NThyOri y Fb-TPC-1 vs. TPC-1, respectivamente. El conjunto Fb-8505c vs. 8505c no
mostré DEPs exclusivamente enriquecidas en esas condiciones. (#A1) Se obtuvieron 3 nodos con el
analisis ORA de las 14 DEPs exclusivamente enriquecidas en Fb-TPC-1 y (*A2) 34 nodos, agrupados
en 3 clusters, con el analisis ORA de las 9 DEPs exclusivamente enriquecidas en Fb-NThyOri. Los datos
obtenidos a partir de g:profiler fueron visualizados e interpretados utilizando EnrichmentMap plug-in
v3.3.1, ClusterMaker2 y AutoAnnotate v1.3.3 con Markov clustering (MCL cluster) ejecutados en
Cytoscape v3.8.2. (B) Diagramas de Venn que muestran 2 DEPs (p adj. < 0,001 y FC = 2), MAMDC2,
exclusivamente enriquecida en el conjunto Fb-TPC-1 vs TPC-1 y Fb-TPC-1 vs Fb, y HRAS en Fb-TPC-1
vs TPC-1. Representacién grafica de los niveles de intensidad (log2(intensidad)) de (#B1) MAMDC2 y
(#B2) HRAS, obtenidos mediante protedmica en EVs provenientes de Fb, TPC-1, 8505c, NThyOri y
sus co-cultivos con Fb. DEPs: proteinas diferencialmente enriquecidas. Adj p: p-value ajustado. PPI:
interacciones proteina-proteina.
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II. CONCLUSIONES PARCIALES

En base a los resultados descriptos en este capitulo se concluye que:
e El proteoma identificado y cuantificado en las EVs se encuentra reportado en ExoCarta y
Vesiclepedia y presenta un enriquecimiento en proteinas relacionadas a EVs, lo que confirma

el correcto aislamiento de las mismas.

e El perfil protedmico caracterizado en las EVs permitidé el agrupamiento de los triplicados
bioldgicos de las muestras estudiadas, y distinguié EVs provenientes de células tiroideas

aisladas con respecto a las obtenidas de células co-cultivadas.

e Se observd una robusta segregacion entre las muestras provenientes del entorno TPC-
1/Fb-TPC-1 con respecto a las provenientes de 8505c¢/Fb-8505c y NThyOri/Fb-NThyOri.

e (D63 esta enriquecido en el proteoma de EVs provenientes de Fb-TPC-1 y Fb-8505¢, como

se observé anteriormente en la caracterizacion bioquimica mediante WB (capitulo I).

e EVs provenientes de células tumorales tiroideas co-cultivadas con Fb participarian en la
remodelacion de la ECM. En el entorno Fb-TPC-1, el Fb aportaria al direccionamiento de la
potencial funcionalidad en las EVs. En el contexto Fb-8505c, el Fb no modificaria la capacidad
funcional que presentan EVs obtenidas de 8505c aisladas.

e EVs provenientes de células no tumorales tiroideas aisladas y co-cultivadas participarian
en una funcionalidad similar, potencialmente relacionada al mantenimiento del metabolismo

celular y la homeostasis del tejido.

e Proteinas diferencial y exclusivamente enriquecidas en EVs del entorno Fb-TPC-1 centrarian
su funcidon en la degradacion de coldageno y podrian posicionarse como constituyentes
estructurales de la ECM. El entorno Fb-TPC-1 liberaria EVs con un proteoma bioldgicamente
relevante para el cancer de tiroides.
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3. CAPITULO III: EFECTOS FUNCIONALES DE EVs SOBRE COMPONENTES
DEL TME.

Como ya fue mencionado, existe una sofisticada red de comunicacién dinamica y
bidireccional en el TME la que incluye el contacto célula-célula, célula-matriz, la sefializacion
mediante factores de crecimiento y citoquinas y las EVs. En un tumor, la remodelacion de la
ECM comprende la secrecidon y depdsito de sus componentes, su modificacion, asi como la
degradacion de la misma, creando un microentorno permisivo para la migracion e invasion de
células tumorales. Los Fb, junto con las células tumorales, participan en la degradacion de la
ECM a través de la secrecidon de proteasas que se activan en el TME [10]. Los estudios
protedmicos demostraron que las EVs provenientes de la interaccién Fb-célula tumoral tiroidea
participarian en la remodelacion de la ECM vy, especificamente, las EVs obtenidas a partir del
entorno Fb-TPC-1 presentarian una potencial funcionalidad asociada a la degradacion del

colageno contenido en la matriz.

3.1. CMs depletados de EVs provenientes de 8505c y EVs provenientes de
TPC-1 aumentan la expresion de a-actina de musculo liso en Fb

En un tejido normal, los Fb se encuentran en un estado inactivo o en reposo, sin embargo,
cuando pasan a formar parte del tejido tumoral y, debido a sefales que se gatillan en el TME,
los Fb se activan y en el nicho tumoral se denominan CAFs. Los CAFs adquieren un fenotipo
secretorio, propiedades proliferativas mejoradas, asi como propiedades contractiles y de
migracion. Ademas, su fenotipo estd caracterizado por la sobreexpresion de diversos
marcadores, entre los cuales se puede mencionar a a-SMA, la proteina de activacion de Fb
alfa, el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas, entre otros. Asi como factores
solubles provenientes de células tumorales son capaces de producir un aumento en la
expresion de marcadores de activacion de Fb [101], existen trabajos que reportan que las
propias EVs son capaces de transmitir informacion a Fb normales y desencadenar una
respuesta celular y otros cambios consistentes con el proceso de activacion de Fb a CAFs [66].
En primer lugar y con el objetivo de estudiar la capacidad de activacion del Fb en nuestro
modelo, se midid la expresion de a-SMA. Para ello, monocapas de Fb fueron incubadas con la
fraccion DEVs (Fig. 1, seccion 2.1 de materiales y métodos) y las correspondientes fracciones
de EVs, obtenidas a partir de igual nimero de células TPC-1, 8505c o NThyOri presentes al
final del cultivo, y se estudid la expresidon de a-SMA mediante inmunofluorescencia (seccién
5.1.1 de materiales y métodos). Un aumento significativo en la intensidad de fluorescencia de
a-SMA se observé al incubar los Fb con la fraccién de DEVs proveniente de 8505c con respecto
al Fb control, incubado con DMEM libre de SFB (7,06x101! + 2,6x10%1vs. 6,01x10° £ 9,64x108;
p<0,05). Sin embargo, no se observaron diferencias en la intensidad de fluorescencia de a-
SMA al incubar a los Fb con las fracciones DEVs provenientes de TPC-1 y NThyOri, con respecto
al Fb control (Fig. 29A, C). Cuando se estudid la expresién de a-SMA en Fb, utilizando a las
EVs como estimulo, un aumento significativo en la expresion de a-SMA se evidencid al incubar
Fb con EVs provenientes de TPC-1 con respecto a Fb incubados con EVs provenientes de
NThyOri (1,97x1010 £ 3,93x10°'! vs. 1,36x10'! + 5,23x10°'?; p<0,01). Sin embargo,
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utilizando esta estrategia, no se observaron diferencias en la intensidad de fluorescencia en
Fb incubados con EVs provenientes de Fb, 8505c y NThyOri (Fig. 29B, D). Estos resultados en
su conjunto sugieren que, en los co-cultivos del Fb con las lineas tumorales tiroideas, factores
solubles o EVs son capaces de producir un aumento de a-SMA en Fb, lo cual indicaria la

activacion del Fb en estos contextos.
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Figura 29. Expresion de a-SMA en Fb estimulados con CMs y EVs de células tiroideas
tumorales y no tumorales. Imagenes representativas de inmunofluorescencia que muestran la
expresion proteica de a-SMA en Fb (A) incubados con la fraccién DEVs proveniente de TPC-1, 8505c
y NThyOri o con (B) EVs provenientes de Fb, TPC-1, 8505c y NThyOri, durante 24hs. (C) Se observd
un aumento significativo en la expresiéon de a-SMA en Fb incubados con DEVs provenientes de 8505c¢
con respecto al Fb control (*p<0.05; Kruskal Wallis test, Dunn’s post test). Los resultados se indican
como la intensidad de fluorescencia relativa al nimero de células por campo (media £ SEM), de dos
experimentos realizados de manera independiente (n=2). (D) Se observd un aumento significativo en
la expresion de a-SMA en Fb incubados con EVs provenientes de TPC-1 con respecto a NThyOri
(**p<0.01; Kruskal Wallis test, Dunn’s post test). Los resultados se indican como las veces de cambio
en la intensidad de fluorescencia (media £ SEM) a partir de dos experimentos realizados de manera
independiente (n=6). Las barras de escala representan 10 pm (A) y 100 uym (B). DEVs: medio
depletado de EVs que sedimentan a 100.000x g.
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3.2. La actividad de MMP2 aumenta en los CMs de células tumorales

tiroideas co-cultivadas con Fb

Los CAFs, dados los cambios en su secretoma, se caracterizan por presentar una biologia
pleiotrépica, responsable de efectos fenotipicos diferentes sobre diversas células de su
entorno. Uno de éstos consiste en la expresion, liberacidon y activacion de enzimas que
participan en la remodelacion de la ECM o matriz proteica en la que se hallan embebidas las
células del TME [151]. Entre estas enzimas, se puede mencionar a las MMPs, las que ademas
participan en la activacion de sefiales intracelulares que, indirectamente, dan lugar a migracion
e invasion celular, angiogénesis e inflamacién [17]. Con respecto a MMPs, MMP2 y MMP9 son
efectores criticos de mecanismos de invasion llevados a cabo por lineas celulares de carcinoma
papilar y carcinoma folicular tiroideo [158]. En nuestro modelo, se determind la actividad
gelatinolitica de proMMP2 y MMP2 en CMs obtenidos a partir de células aisladas y co-cultivadas
mediante zimografia (seccién 6.2 de materiales y métodos). Como se muestra en la figura 30,
en CMs obtenidos de Fb aislados y de los co-cultivos Fb-TPC-1, Fb-8505 y Fb-NThyOri se
observéd la expresion de proMMP2, mientras que una actividad muy débil se detecté en CMs
de TPC-1, NThyOri y 8505c (Fig. 30B). De manera interesante, se observd un aumento
significativo en la expresion de MMP2 activa en los CMs obtenidos de Fb-TPC-1 (Fig. 30B, C)
y Fb-8505c (Fig. 30B, D) en comparacion con los obtenidos de células TPC-1 (1,7 = 0,4 vs.
0,05 = 0,02; p<0,01) y 8505c aisladas (1 = 0,2 vs. n.d.; p<0,05), respectivamente.
Contrariamente, no se observaron cambios en la expresion de MMP2 al analizar los CMs de
Fb-NThyOri con respecto a NThyOri (Fig. 30B, E). Ademas, una prevalencia significativamente
mayor de la forma activa de MMP2 respecto a su pro-enzima se observé en CMs obtenidos de
Fb-TPC-1 y Fb-8505c con respecto a Fb-NThyOri (2,3 £ 0,5; 3,2 £ 1,1; 0,1 £ 0,05; Fb-TPC-
1, Fb-8505c, Fb-NThyOri, respectivamente; p<0,05) (grafico no mostrado).

Considerando que las MMPs han sido descriptas en EVs [159], se evalud su presencia
mediante zimografia, en fracciones enriquecidas en EVs obtenidas a partir de CMs
provenientes de los diferentes cultivos, asi como en DEVs (protocolo 3, seccidon 2.1 de
materiales y métodos). No se observd actividad gelatinolitica de proMMP2 o MMP2 activa en
ninguna de las fracciones de EVs estudiadas (Fig. 30G), sin embargo, un patrén similar de
expresion al observado en los CMs completos, se detectd en los DEVs (datos no mostrados).

Estos resultados sugieren un rol del Fb, de su interaccidn y/o comunicacién con las células
tumorales, en la generacion de un TME proteoliticamente modificado, con respecto a un

entorno no tumoral.
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Figura 30. Actividad de proMMP2 y MMP2 en CMs de Fb, células tiroideas aisladas y co-
cultivadas, y en Fb estimulados con EVs de células tiroideas aisladas y co-cultivadas. (A)
Representacion esquematica de obtencién de la muestra. (B) Zimograma representativo que muestra
la actividad gelatinolitica de proMMP2 y MMP2 en Fb, TPC-1, 8505¢c, NThyOri, Fb-TPC-1, Fb-8505c y
Fb-NThyOri. Las areas de actividad proteolitica se muestran como bandas claras en un fondo oscuro.
Analisis densitométrico de proMMP2 y MMP2 en los CMs de (C) Fb, TPC-1 y Fb-TPC-1; (D) Fb, 8505c
y Fb-8505c y (E) Fb, NThyOri y Fb-NThyOri. Se observé un aumento significativo en la actividad de
MMP2 en CMs de Fb-TPC-1 vs. Fb y TPC-1 (*p <0,05y **p < 0,01, respectivamente) y en CMs de Fb-
8505 vs. 8505c¢ (*p < 0,05; Kruskal-Wallis test, Dunn’s post test). Los resultados se expresan como
la media £ SEM de al menos cuatro determinaciones independientes. (F) Representacién esquematica
de la obtencion de EVs y su posterior incubacion con Fb (Fb+EVs CMs). (G) Zimogramas
representativos de EVs y de (H) CMs obtenidos a partir de Fb+EVs que muestran la actividad de
proMMP2 y MMP2 luego de estimulacién. (I) Se observé un aumento significativo de la actividad de
MMP2 en CMs de Fb al ser estimulados con EVs de Fb-TPC-1 vs TPC-1 (*p<0.05; Kruskal Wallis test,
Dunn’s post test). (J) Se demostrd una tendencia a una mayor actividad de MMP2 en Fb estimulados
con EVs de Fb-8505c vs. 8505c. No se detectaron cambios en MMP2 activa al comparar Fb estimulados
con EVs de NThyOri y Fb-NThyOri (H, y datos no mostrados). Los resultados se expresan como la
media £ SEM de tres determinaciones independientes. CMs: medios condicionados. CMs de Fb+EVs:
medios condicionados de Fb luego de su incubaciéon con EVs. DEVs: medio depletado de EVs que
sedimentan a 100.000x g.
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3.3. EVs de Fb-TPC-1 inducen un aumento significativo en la actividad de
MMP2 en Fb

Las EVs juegan un rol clave en la comunicacion celular, impulsando la creacién de un
microambiente tumoral reactivo [160]. Para evaluar el papel de las EVs en la expresion de las
MMPs descriptas anteriormente, se ensayo6 su efecto sobre Fb (seccion 2.6 de materiales y
métodos). Para ello, monocapas de Fb se incubaron con EVs (Fb+EVs) obtenidas de Fb, TPC-
1, 8505c y NThyOri asi como de Fb-TPC-1, Fb-8505c y Fb-NThyOri. La figura 30H muestra la
actividad gelatinolitica de proMMP2 y MMP2 activa en los CMs obtenidos posteriormente al
estimulo con EVs. De manera interesante, un aumento significativo en la expresién de MMP2
activa se observé en CMs obtenidos luego de la estimulacion de Fb con EVs provenientes de
Fb-TPC-1 en comparacion con EVs provenientes de TPC-1 aisladas (3,6 + 0,51 vs. 0,34 +
0,064; p<0,05) (Fig. 30H, I). Una tendencia similar se evidencid luego de la estimulacién de
Fb con EVs de Fb-8505c frente a EVs de 8505c (1 = 0,51 vs. 0,21 £ 0,2), aunque sin alcanzar
significancia estadistica (Fig. 30H, J). Este efecto no se observoé cuando los Fb fueron incubados
con EVs provenientes de Fb-NThyOri y NThyOri (0,13 £+ 0,091 vs. 0,022 + 0,0001; grafico no
mostrado) (Fig. 30H). Estos resultados sugieren un rol de las EVs, provenientes de entornos
tumorales tiroideos, en la modificacion del secretoma de Fb presentes en el TME.

3.4. La actividad de proMMP9 aumenta en CMs de Fb-8505c

La actividad gelatinolitica de MMP9 fue evaluada en los CMs obtenidos de células aisladas
y co-cultivadas, utilizando zimografias (seccion 6.2 de materiales y métodos), siendo
detectada solamente proMMP9 (Fig. 31B). Como se muestra en la figura 31C, un aumento
significativo en la actividad gelatinolitica de proMMP9 se observd en CMs provenientes de Fb-
8505c con respecto a los obtenidos de Fb (3,1 = 1,3 vs. 0,04 = 0,04; p<0,05) y 8505c (3,1
+ 1,3 vs. n.d.; p<0,05) cultivadas de forma aislada. Una tendencia hacia una mayor actividad
de proMMP9 se evidencidé también en CMs de Fb-TPC-1 frente a TPC-1 (1,8 £ 0,6 vs. 1 =
0,02). Como en el caso de MMP2, no se detecté proMMP9 en CMs de NThyOri y sblo se observo
una ligera expresion en los obtenidos de Fb-NThyOri (Fig. 31B, C).

Por otro lado, la expresidon de proMMP9 se evalud en fracciones enriquecidas en EVs
obtenidas a partir de los CMs de los cultivos de células aisladas y co-cultivadas, no
observandose actividad detectable de proMMP9 en ninguna de las poblaciones estudiadas. Sin
embargo, al estimular Fb con EVs (Fb+EVs), un aumento en la actividad de proMMP9 se
detecto en CMs de Fb incubados con EVs (CMs de Fb+EVs) provenientes de Fb-8505c vs. EVs
de 8505c (0,7 £ 0,37 vs. 0,038 = 0,03) aunque éste no alcanzé niveles significativos (Fig.
31E, F; p=0.09). No se observaron cambios en la actividad de proMMP9 luego de la
estimulaciéon de Fb con EVs provenientes de Fb-TPC-1 o de TPC-1, asi como tampoco se
registraron modificaciones en la expresién de proMMP9 en CMs de Fb incubados con EVs de
NThyOri y Fb-NThyOri (Fig. 31E, F). A nivel de la fraccién DEVs, se observé un patrén similar
al obtenido en CMs completos (datos no mostrados). Estos resultados sugieren que la

interaccién contacto-dependiente Fb-8505c impactan en la expresiéon de proMMP9.
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Figura 31. Actividad de proMMP9 en CMs de Fb, células tiroideas aisladas y co-cultivadas, y
en Fb estimulados con EVs de células tiroideas aisladas y co-cultivadas. (A) Representacion
esquematica de obtencion de la muestra. (B) Zimograma representativo que muestra la actividad
gelatinolitica de proMMP9 en Fb, TPC-1, 8505¢c, NThyOri, Fb-TPC-1, Fb-8505c y Fb-NThyOri. Las areas
de actividad proteolitica se muestran como bandas claras en un fondo oscuro. (C) Analisis
densitométrico del proMMP9 en los CMs de Fb, TPC-1, 8505c, NThyOri yFb-TPC-1, Fb-8505c y Fb-
NThyOri. Se observd un aumento significativo en la actividad de proMMP9 en CMs de Fb-8505c vs. Fb
y 8505c (*p < 0,05; Kruskal-Wallis test, Dunn’s post test). (D) Representacion esquematica de la
obtencidn de EVs y su posterior incubacion con Fb (CMs de Fb+EVs). (E) Zimograma representativos
de CMs obtenidos a partir de Fb+EVs que muestran la actividad de proMMP9 luego de la estimulacion.
(F) No se detectaron cambios significativos en la actividad de proMMP9 en CMs de Fb+EVs. Se observd
una tendencia al aumento en proMMP9 de CMs obtenidos a partir de Fb-8505c frente a 8505c. Los
resultados se expresan como la media £ SEM de tres determinaciones independientes. CMs: medios
condicionados. CMs de Fb+EVs: medios condicionados de Fb luego de su incubaciéon con EVs. DEVs:
medio depletado de EVs que sedimentan a 100.000x g.

3.5. EVs de Fb-TPC-1 inducen un aumento en la actividad de MMP2 en
células no tumorales tiroideas

Otras células que forman parte del TME son las células no tumorales, adyacentes al tejido
tumoral. Existen diversos trabajos que evidencian modificaciones en el tejido normal debido a
la presencia de tejido tumoral. En biopsias obtenidas de pacientes con PTC, se observé una
clara segregacion, en la expresion de genes que codifican para proteinas que presentan
péptido senal (proteinas del secretoma), del tejido normal adyacente al tumor con respecto al
tejido de un paciente sano [161]. Dado que EVs provenientes de Fb-TPC-1 produjeron un
aumento significativo en la expresion de MMP2 activa en Fb, se estudio el efecto de EVs
provenientes de Fb, TPC-1 y NThyOri asi como de Fb-TPC-1 y Fb-NThyOri sobre la expresién

de MMP2 por células NThyOri, llevando a cabo una estrategia similar a la utilizada en Fb
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(seccidon 2.6 de materiales y métodos). La figura 32B, C muestra el aumento de la actividad
de MMP2 en CMs obtenidos de células NThyOri, luego de la incubacidon con EVs provenientes
de Fb-TPC-1 con respecto a TPC-1 (0,88 £ 0,23 vs. n.d.; p<0,01). No se observaron cambios
significativos en la actividad de proMMP2 o MMP2 activa en CMs de NThyOri luego de la
incubacion con EVs provenientes de NThyOri o Fb-NThyOri, ni tampoco luego del estimulo con
EVs provenientes de Fb cultivados en forma aislada (Fig. 32B). Estos resultados sugieren un
rol de las EVs, provenientes de entornos tumorales tiroideos, en la modificacion del secretoma

de células no tumorales tiroideas que se encuentren en el TME.
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Figura 32. Actividad de proMMP2 y MMP2 en CMs de células NThyOri estimulados con EVs
de Fb, células tiroideas aisladas y co-cultivadas. (A) Representacion esquematica de la obtencién
de EVs y su posterior incubaciéon con NThyOri (CMs de NThyOri+EVs). (B) Zimograma representativo
de CMs obtenidos a partir de NThyOri+EVs que muestran la actividad gelatinolitica de proMMP2 y
MMP2 luego de la estimulacién. (€C) Se observé un aumento significativo en la actividad de MMP2 en
CMs de NThyOri al ser estimulados con EVs de Fb-TPC-1 vs TPC-1 (**p<0,01; Kruskal Wallis test,
Dunn’s post test). Los resultados se expresan como la media £ SEM de tres determinaciones
independientes. CMs: medios condicionados. CMs de NThyOri+EVs: medios condicionados de NThyOri
luego de su incubacién con EVs. DEVs: medio depletado de EVs que sedimentan a 100.000x g.

3.6. La activacion de MMP2 en CMs de Fb-TPC-1 se produce alin en ausencia
del contacto directo célula-célula entre Fby TPC-1

En un contexto tumoral, las células tumorales propiamente dichas interaccionan de manera
directa o indirecta con otras células de su entorno. Con el fin de evaluar si la interaccion célula-
célula en forma directa, o si factores solubles y/o EVs liberados en un contexto tumoral,
participarian en los perfiles de expresidén y activacién de MMPs, se utilizé la estrategia de co-
cultivo contacto-independiente, utilizando placas transwell (seccién 1.3.2 de materiales y
métodos). En este sistema, las células presentes en el inserto y la cdmara inferior se hallan
separadas fisicamente e interaccionan a través del medio de cultivo, mencionado a partir de

ahora como TW-CMs, el cual es estudiado mediante zimografia para la determinacion de la
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actividad de MMPs (seccion 6.2.1 de materiales y métodos). Los TW-CMs son obtenidos a
partir de la camara inferior del transwell y presentan factores liberados por ambos tipos
celulares del co-cultivo. Para esto, Fb (sembrados en la camara inferior del transwell) fueron
co-cultivados con células TPC-1 o Fb-TPC-1 (en el inserto del transwell). Para su mejor
comprension en el texto y figuras las células colocadas entre paréntesis corresponden a las
presentes en el inserto, y el co-cultivo contacto independiente se representa en el texto, entre
corchetes. El perfil de expresion de proMMP2, MMP2 y proMMP9 en los TW-CMs, refleja el rol
de la comunicacién mediada por factores solubles y/o EVs en la expresion de estas enzimas
en el modelo, y nos permite estudiar si el contacto directo de la célula tumoral con el Fb
potencia dicha respuesta. Como control se utilizé el perfil de expresion de estas enzimas en
Fb cultivados en forma aislada o cultivando Fb en ambas camaras del transwell [Fb-(Fb)].
Ademas, a modo de convalidar el sistema, un ensayo equivalente se realizd invirtiendo los
componentes celulares en las cdmaras de las placas transwell. La figura 33.B1 muestra la
actividad gelatinolitica de proMMP2, MMP2 activa en los TW-CMs de Fb incubados con medio
de cultivo [Fb-(DMEM)], con Fb [Fb-(Fb)], con células TPC-1 aisladas [Fb-(TPC-1)] o co-
cultivadas con Fb [Fb-(Fb-TPC-1)] en los respectivos insertos. La figura 33.B2 muestra los
resultados obtenidos en los ensayos utilizando células TPC-1 en la cdmara inferior del inserto.
Los resultados se expresaron como la relacion MMP2/proMMP2 en los TW-CMs obtenidos. Dado
gue los cultivos controles [Fb-(DMEM)] y [Fb-(Fb)] asi como [TPC-1-(DMEM)] y [TPC-1-(TPC-
1)] no muestran diferencias significativas en el perfil de MMPs detectadas, fueron agrupados
como Fb control y TPC control para el analisis estadistico. Como puede observarse, el co-
cultivo contacto independiente entre Fb y células TPC-1 promueve la activacion de MMP2 de
manera significativa al compararse con los resultados obtenidos en los cultivos controles Fb y
TPC-1 (0,46 £+ 0,18 vs. 0,13 £ 0,06 y 0,06 £ 0,03, respectivamente; **p<0,01). De igual
manera, los cultivos [Fb-(Fb-TPC-1)] y [TPC-1-(Fb-TPC-1)] mostraron resultados
equivalentes, con un aumento significativo en la relacion MMP2/proMMP2 con respecto al Fb
control (0,5 £ 0,31; *p<0,05) y a TPC-1 control (0,39 £ 0,28; #p<0,05) (Fig. 33C).

Estos resultados apoyan la idea de que la comunicacion Fb-célula tumoral tiroidea, incluso
en ausencia de contacto directo célula-célula, generarian un TME proteoliticamente modificado
gue apoya la progresion del tumor. Asi como el Fb, las células TPC-1 también demostraron ser
una posible fuente de MMPs en ese entorno.
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Figura 33. Actividad de proMMP2 y MMP2 en CMs de Fb, células TPC-1 aisladas y co-
cultivadas de manera contacto independiente. (A) Representacion esquematica de los co-cultivos
en transwell (contacto-independiente). La notacion entre paréntesis representa a las células
sembradas en la camara superior. (B) Zimograma representativo que muestra la actividad
gelatinolitica de proMMP2 y MMP2 en CMs de (B1) Fb (sembrado en la cdamara inferior) incubado con
(Fb), (TPC-1) y (Fb-TPC-1); y (B2) TPC-1 (sembrado en la camara inferior) incubado con (Fb), (TPC-
1) y (Fb-TPC-1). Las areas de actividad proteolitica se observan mediante bandas claras en un fondo
oscuro. (C) Analisis densitométrico de proMMP2 y MMP2 en TW-CMs de Fb y TPC-1. Para la
comparacion estadistica, Fb y Fb-(Fb) se agruparon como Fb control; TPC-1 y TPC-1-(TPC-1) se
agruparon como TPC-1 control; Fb-(TPC-1) y TPC-1-(Fb) se agruparon como (Fb)-(TPC-1). Los
resultados se expresan como la media de la razbn MMP2/proMMP2 + SD de al menos cuatro
determinaciones independientes. Se observé un aumento significativo de la razon MMP2/proMMP2 en
los TW-CMs del co-cultivo en transwell (Fb)-(TPC-1) respecto a los controles Fb y TPC-1 (**p<0,01;
ANOVA de una via, Tukey’s post test). Del mismo modo, se determind un aumento significativo de la
razén MMP2/proMMP2 en los TW-CMs de Fb-(Fb-TPC-1) y TPC-1-(Fb-TPC-1) en comparacion con la
razoén obtenida a partir del Fb control (*p<0,05; ANOVA de una via, Tukey’s post test) y TPC-1 control
(# p<0,01; test de Kruskal-Wallis, Dunn’s post test) respectivamente. TW: transwell. DO: densidad
optica. u.a.: unidades arbitrarias.

3.7. Los interactores de MMP2 logran diferenciar EVs provenientes de TPC-
1, 8505¢, Fb-TPC-1 y Fb-8505c de EVs provenientes de Fb aislados, NThyOri
y Fb-NThyOri

A partir de los resultados mostrados anteriormente, se pudo observar que en el TME
tiroideo tanto los Fb, las células tumorales como no-tumorales, son posibles fuentes de MMPs.
Dada la asociacion de la funcionalidad de EVs y MMP2 en el modelo, se indago la presencia de
PPI con MMP2 (interactores de MMP2) en el proteoma de las EVs. Utilizando la base de datos
String-db en Cytoscape y seleccionando un maximo de 20 interactores de MMP2 (seccidn 3.6.2
de materiales y métodos), se encontraron 16 proteinas relacionadas a MMP2 (PPI score =
1x1071%) y, a su vez, presentes en el proteoma de las EVs provenientes de Fb, células TPC-1,
8505c y NThyOri asi como de sus co-cultivos (Fig. 34A). El analisis de clustering jerarquico no
supervisado de los valores de correlacion de Pearson de los interactores de MMP2 (seccion
3.4.4 de materiales y métodos) permitié discriminar las EVs provenientes de células tumorales
y sus co-cultivos (TPC-1/8505c y Fb-TPC-1/Fb-8505c) de aquellas provenientes de células no
tumorales (Fb, NThyOri y Fb-NThyOri). Ademas, discrimind las EVs provenientes del co-cultivo
de células tumorales tiroideas (Fb-TPC-1 y Fb-8505c) de las EVs provenientes de células
tumorales tiroideas aisladas (TPC-1 y 8505c) (Fig. 34B).

También, se indagaron en el proteoma de las EVs las PPI con MMP9 (interactores de MMP9).
Al seleccionar para el analisis un maximo de 20 interactores en String-db, sélo 4 de estas
proteinas se encontraron en las muestras de EVs. Sin embargo, al seleccionar un maximo de
50, 24 proteinas se encontraron relacionadas a MMP9 (PPI score = 1x10718) y presentes en el
proteoma de las muestras de EVs (Fig. 34C). Sin embargo, el analisis de clustering jerarquico
no supervisado de los valores de correlacién de Pearson con los interactores de MMP9 (seccidn
3.4.4 de materiales y métodos) no mostré una clara discriminacién entre las muestras

provenientes de células tumorales con respecto a las no tumorales (Fig. 34D).
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A Interactores de MMP2
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Figura 34. Los interactores de MMP2 y la discriminacion de EVs provenientes de células
tumorales y no tumorales. (A) Interactores de MMP2 e (C) Interactores de MMP9 en EVs obtenidas
de Fb y células tiroideas aisladas y co-cultivadas, que registran relaciones reportadas entre estas
proteinas y MMP2 o MMP9 (funcionales, experimentales, co-expresion, mineria de texto y bases de
datos). Estas redes fueron obtenidas utilizando la base de datos String-db y el software Cytoscape
v.3.8.2. (B) Analisis de correlacién de Pearson de los interactores de MMP2 y (D) MMP9, en EVs
provenientes de células aisladas y co-cultivadas; los circulos mas grandes y azules representan una
mayor correlacion entre las muestras. El analisis de clustering jerarquico no supervisado y la matriz
de correlacion de Pearson se realizaron con el software R. Los interactores de MMP2, pero no los de
MMP9, permiten discriminar entre EVs provenientes de contextos tumorales con respecto a no
tumorales. PPI: interacciones proteina-proteina.

3.8. EVs de Fb-TPC-1 producen un aumento en el mRNA de Gal-1 en Fb
Existen reportes que demuestran que CAFs producen GAL-1 en el TME [27]. GAL-1 ha sido
relacionada con la creacidon de un microambiente favorable para las células tumorales,
aumentando su proliferacién, migracién e invasién, es decir, aumentando su agresividad y
manteniendo deprimido al sistema inmune [30]. Con el objetivo de evidenciar si la expresion
de GAL-1 podria contribuir al conjunto de cambios fenotipicos observados en los Fb en nuestro
modelo, se estudid la expresion del mMRNA de Gal-1 en los Fb luego de su incubacién con EVs
provenientes de células TPC-1 y NThyOri, aisladas y/o co-cultivadas. En primer lugar, Fb
fueron incubados con EVs provenientes de TPC-1 y Fb-TPC-1 durante 9, 14 y 24hs, siguiendo
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los lineamientos descriptos en la seccidon 2.6 de materiales y métodos. Se observd un
incremento significativo en la expresién del mRNA de Gal-1 luego de la incubacion de Fb con
EVs provenientes de Fb-TPC-1 durante 14hs, en relacion a los resultados obtenidos con EVs
provenientes de células TPC-1 aisladas (2,1 £ 0,4 vs. 1 £ 0, 11; p<0,05; Fig. 35B). Por el
contrario, no se observaron cambios significativos en la expresion del mRNA de Gal-1 cuando
el Fb se incubo con EVs provenientes de NThyOri y Fb-NThyOri (1,1 + 0,2 vs. 1,3 + 0,3; Fig.
35C) a las 14hs de incubacién. Estos resultados contribuyen a considerar a las EVs, liberadas
en entornos tumorales tiroideos, como actores importantes de la progresion tumoral dadas las
funciones, ampliamente reconocidas, de GAL-1 en la promocion maligna de diversos tumores
[30, 31, 34].
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Figura 35. Analisis de la expresion de Gal-1 en Fb incubados con EVs. (A) Representacién
esquematica de la obtencién de EVs y su posterior incubacién con Fb. (B) Expresion relativa del mRNA
de Gal-1 en Fb a distintos tiempos de incubacidn con EVs provenientes de TPC-1 y Fb-TPC-1. (C)
Expresion relativa del mRNA de Gal-1 en Fb incubados con EVs provenientes de TPC-1, Fb-TPC-1,
NThyOri y Fb-NThyOri a 14 hs de incubacion. Se observé un aumento significativo en la expresion de
GAL-1 en Fb luego de 14 hs de incubacién con EVs provenientes de Fb-TPC-1 con respecto a TPC-1
(*p<0,05; Kruskal Wallis test, Dunn’s post test). Los resultados se expresan como la media £ SEM de
tres determinaciones independientes.

3.9. Expresion de CD147 en células aisladas y co-cultivadas

Uno de los mecanismos de expresion y activacién de MMPs propuestos en la bibliografia,
para diversos tipos celulares, considera la participacion de CD147 [26]. CD147 es una proteina
transmembrana que se expresa en altos niveles sobre la superficie de muchas células con
fenotipo tumoral, incluyendo células de carcinoma tiroideo [162, 163]. Ademas, ha sido
demostrado que la interaccidn de célula tumoral-Fb induce la expresion de CD147 en Fb,

produciéndose también su liberacion proteolitica y la generacidn de formas solubles facilitando

90



RESULTADOS

su actividad a distancia del tumor primario [164]. Con el objetivo de estudiar la expresion de
CD147 en células aisladas y su eventual modificacién en células co-cultivadas, dada la
interaccion célula-célula, se evalud la expresién de CD147 en la membrana de Fb, TPC-1,
8505c y NThyOri aisladas y co-cultivadas mediante citometria de flujo (seccién 6.3.2 de
materiales y métodos). Segln se muestra en la figura 36A, un alto porcentaje de células
CD147 positivas se observd en las lineas celulares tiroideas TPC-1 (78,4+4,6), 8505c
(89,8+1,4) y NThyOri (79,1+6,7) aisladas, lo que no se modificd de manera significativa luego
de que las mismas se co-cultivaran con los Fb (79.7+£3.8; 91.0£2.2 y 77.4£8.4, Fb-TPC-1;
Fb-8505c; Fb-NThyOri, respectivamente). Por otro lado, se estudid la expresion de CD147 en
Fb cultivados en forma aislada y luego de que los mismos estuvieran en contacto con células
TPC-1, 8505c y NThyOri. Al igual que lo observado en células tiroideas, el porcentaje de Fb
CD147 positivos (42,6+11,1) no se alterd significativamente luego de su co-cultivo con TPC-
1 (56,7+£6,8), 8505c (66,8+10,5), NThyOri (72,6%+3,2; p=0.12) (Fig. 36B). De la misma
manera, tampoco se observaron cambios en la MFI de expresion de CD147 al comparar células
TPC-1, 8505c y NThyOri aisladas y/o co-cultivadas (Fig. 36C); ni al comparar la expresion de
CD147 en Fb aislados con respecto a Fb co-cultivados con las diferentes lineas tiroideas (Fig.
36D). Estos resultados sugeririan que la interaccion del Fb con las células tiroideas, no impacta
en la expresion de CD147 a nivel celular. Sin embargo, su expresion en la célula, abre la

posibilidad de estudiar el impacto de dicha interaccion sobre la carga de CD147 en EVs.
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Figura 36. Expresion de CD147 en Fb, células tiroideas y los co-cultivos Fb-células tiroideas.
Los niveles de CD147 en Fb y células TPC-1, 8505c y NThyOri, y sus respectivos co-cultivos con Fb se
analizaron por FACS. (A) Porcentaje de eventos CD147+ e (C) intensidad de fluorescencia media
(MFI) en células tiroideas aisladas y co-cultivadas. La expresion de CD147 en Fb aislados, como en Fb
co-cultivados con TPC-1, 8505c y NThyOri (Fb-(TPC-1), Fb-(8505c) y Fb-(NThyOri), respectivamente),
se expresé como (B) porcentaje de eventos CD147+ y (D) MFI. No se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de células CD147 positivas ni en la MFI entre Fb y células tiroideas
aisladas y co-cultivadas. Los datos se expresan como la media £ SEM de al menos cuatro
determinaciones independientes.

3.10. EVs de Fb-TPC-1 y Fb-8505c presentan una expresion aumentada de
CDh147

Aunque CD147 fue identificado originalmente en la superficie de las células, muchos
trabajos reportan la deteccion de CD147 en EVs [165]-[168]. Es asi que la expresion de CD147
se evalud en fracciones enriquecidas en EVs, mediante inmunomarcacion por TEM (seccién
2.2.3 de materiales y métodos), detectandose marca CD147+ en EVs provenientes de Fb,
células TPC-1, 8505c y NThyOri aisladas, asi como de células tiroideas co-cultivadas con Fb.
En la figura 37A se muestran imagenes representativas de la expresion de CD147 en EVs
provenientes de Fb-TPC-1 y Fb-8505c. La expresion de CD147 también fue analizada mediante
ensayos de western blot (seccidon 6.1 de materiales y métodos), considerando a EVs
provenientes del mismo nimero de células aisladas como co-cultivadas para su normalizacion.
Como se observa en la Fig. 37B-E, EVs provenientes de Fb-TPC-1 (0,14 £+ 0,03) y Fb-8505
(0,12 £+ 0,01) mostraron una expresion de CD147 significativamente mayor en comparacion a
su expresion en EVs obtenidas a partir de TPC-1 (0,08 + 0,01; p < 0,05; Fig. 37C) y 8505c
(0,07 £ 0,01; p < 0,05; Fig. 37D) cultivadas en forma aislada. Sin embargo, este efecto no se
observd al considerar EVs provenientes de NThyOri y Fb-NThyOri (Fig. 37E). En las muestras
obtenidas de células tiroideas aisladas y/o co-cultivadas, CD147 pudo ser detectada en la
forma HG-CD147 (52 kDa), reportada en la literatura como la responsable de la expresion y
activacion de MMPs [26], asi como en la que presenta baja glicosilacion (32 kDa). Estos
resultados introducen, por primera vez, la deteccion de CD147 en EVs provenientes de
entornos tiroideos. Ademas, abre la posibilidad de su estudio en fluidos bioldgicos de pacientes
con carcinomas tiroideos.
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Figura 37. Expresion de CD147 en EVs provenientes de Fb, células tiroideas y los co-cultivos
Fb-células tiroideas. (A) Microfotografias representativas de la inmunomarcacion de CD147 con
particulas de oro coloidal en EVs provenientes de Fb-TPC-1 (A1) y Fb-8505c (A2). CD147 se detecta
tanto en EVs pequefias (cabezas de flecha) como de mayor tamafio (flechas). (B) Western blot
representativo de la expresion de CD147 en EVs aisladas de Fb, TPC-1, 8505¢c, NThyOri y sus co-
cultivos Fb-TPC-1, Fb-8505c y Fb-NThyOri, normalizadas segun el N° de células productoras al final
del cultivo. Se detectd una expresion significativamente aumentada de CD147 en las EVs obtenidas a
partir de (C) Fb-TPC-1 y (D) Fb-8505c en comparacion con las EVs provenientes de TPC-1 y 8505c
aisladas respectivamente (*p < 0,05, prueba t de Student). (E) No se detectaron diferencias
significativas en la expresion de CD147 en las EVs provenientes de NThyOri y Fb-NThyOri. Los
resultados se expresan como la media £ SEM de tres determinaciones independientes. Barras de

escala: 200 nm.
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III. CONCLUSIONES PARCIALES

En base a los resultados descriptos en este capitulo se concluye que:
e En el contexto de los co-cultivos del Fb con las células tumorales tiroideas, el Fb podria
activarse y comportarse como CAFs.

e Los co-cultivos de Fb con las células tumorales tiroideas producen MMP2 activa. En el caso
de Fb-TPC-1, esta activacion se produce aun en ausencia del contacto directo célula-célula,
mediado por EVs y/o factores solubles liberados en ese contexto.

e CMs de Fb-8505c presentan un aumento significativo en la actividad de proMMP9.

e EVs de Fb-TPC-1 inducen la activacion de MMP2 en CMs de Fb y de la célula no tumoral
tiroidea, asi como un aumento en el mMRNA de Gal-1 en Fb.

e Los interactores de MMP2 logran diferenciar EVs provenientes de células tumorales tiroideas
aisladas y co-cultivadas con Fb, de EVs provenientes de la célula no tumoral tiroidea y su co-

cultivo.

e La expresién de CD147 no se modifica en Fb ni células tiroideas aisladas o co-cultivadas.
Sin embargo, CD147 se detecté en EVs provenientes de células tiroideas aisladas y/o co-
cultivadas y EVs provenientes de células tumorales tiroideas co-cultivadas con Fb presentaron

un aumento en su expresion.
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4. CAPITULO IV: CAPTACION DE EVs.

En el microambiente tumoral, la comunicacién intercelular se produce tanto entre células
homodlogas, correspondientes al tumor; como entre células heterdlogas, es decir entre
diferentes células del estroma, o entre éstas con células tumorales y no tumorales. Para que
las EVs lleven a cabo su efecto funcional en las células receptoras, éstas deben interaccionar
o ser incorporadas por las mismas. Segin se menciond en la seccidn de introduccion, han sido
descriptas diferentes formas de incorporacion de las EVs, o de su cargo, tales como

endocitosis, micropinocitosis, fagocitosis, fusion directa [66, 74].

4.1. Un patron de marca compatible con la captacion de EVs se observa en

Fb co-cultivados con Fb y células tiroideas marcadas

Con el objetivo de estudiar la captacion de EVs por los Fb, se ensayaron dos estrategias
distintas. Inicialmente se analizd la captacion de EVs aisladas y marcadas con un colorante
fluorescente, siguiendo los lineamientos descriptos en la seccién 4.1 de materiales y métodos.
Esta estrategia no arrojo resultados satisfactorios en nuestro modelo, dado que los controles
negativos, es decir Fb incubados con CMs obtenidos de placas libres de células (centrifugados
y tratados con colorantes fluorescentes en las mismas condiciones que las utilizadas para
colorear las muestras de EVs) mostraron marcacion positiva (datos no mostrados). Estos
resultados falsos positivos, podrian deberse a que el exceso de colorante no logra ser eliminado
eficientemente con los lavados. Como estrategia alternativa se decidid marcar a las células
productoras de las EVs con los colorantes lipofilicos Dil y DiO, tal como se describe en la
seccidn 4.2 de materiales y métodos, y de esta manera obtener EVs marcadas en cultivo. Para
la realizacidon de los ensayos de captacion, los Fb fueron marcados con Dil (rojo) y las células
TPC-1, 8505c y NThyOri con DiO (verde). Posteriormente, Fb no marcados fueron incubados
de forma contacto-independiente (en transwell) con FbPI*, TPC-1Pi0+ 8505cP0+, NThyOriPio+
o los co-cultivos, FbPI*+-TPC-1Pi0+ FpPil+-8505¢Pi0+ FphPil+-NThyOri©, Con el objetivo de poner
en evidencia la captacion de EVs por los Fb receptores, el patron de marca Dil+ y DiO+ se
analizé en los Fb mediante inmunofluorescencia indirecta (seccién 5.1.2 de materiales y
métodos). La figura 38 muestra un patron de marca punteado en Fb receptores, caracteristico
de la incorporacion de EVs y similar al descrito por otros autores en la bibliografia [169]. Los
Fb adquirieron marca Dil+ provenientes de FbP* (Fig. 38A) y de los co-cultivos FbPI+-TPC-
100+ (Fig. 38C, D, E), FbPI+-8505cP0+ y FbPI+-NThyOriP0+ (imagenes no mostradas). También
se observo en Fb receptores marca DiO+, provenientes de TPC-1P©+ (Fig. 38B) y del co-cultivo
FbPil+-TPC-1P°+ |as que se evidenciaron en distintas células (Fig. 38C, D) o dentro de la misma
célula (Fig. 38E) respecto a la marca Dil+. Resultados equivalentes se obtuvieron cuando Fb
se incubaron con células 8505cP©+, NThyOriP©* y los co-cultivos FbPI+-8505cPi0+ y FpDil+-
NThyOriP©+ (datos no mostrados), lo que sugiere que las EVs se transfieren en todas las
situaciones ensayadas. Es importante mencionar que las marcas DiO+ en los Fb incubados
con células NThyOriP©+ aisladas y/o co-cultivadas fueron escasas, lo que dificulté su hallazgo
en las células (imagenes no mostradas). Fb incubados con células no marcadas con los
colorantes lipofilicos se utilizaron como controles de autofluorescencia del experimento (Fig.

38F, Fb incubado con TPC-1 no marcada). Por otro lado, Fb incubados sélo con el colorante
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DiI+ o DiO+, colocado en el inserto del transwell, muestran un patron de marca homogéneo
o uniforme en la célula, diferente al patrén punteado observado anteriormente (Fig. 38G, H).
En base a los resultados obtenidos, se puede concluir que las marcas punteadas detectadas

en los Fb serian compatibles con la captacién de EVs marcadas.

EVs de Fb EVs de TPC-1 EVs de Fb
DAPI DAPI EVs de TPC-1

DAPI

EVs de Fb EVs de Fb
EVs de TPC-1 EVs de TPC-1
DAPI DAPI

Figura 38. Analisis de la captacion de EVs por Fb mediante inmunofluorescencia. Imagenes
representativas, por inmunofluorescencia, de la captacion de EVs por Fb incubados de forma contacto
independiente (en transwell) con (A) FbPL, (B) TPC-1°°, (C, D, E) FbPI-TPC-1P°, El patréon de marca
punteado observado en los Fb receptores es compatible con la captaciéon de EVs. La marca Dil+ y
DiO+ se observa en (D) células diferentes o (E) en la misma célula. (F) Fb incubados con células
TPC-1 no marcadas (control de autofluorescencia), (G) con colorante Dil y (H) con colorante DiO. Los
nucleos se tineron con DAPI (azul). Barras de escala: 50um (A, B, C), 10um (D, E) y 50um (F, G, H).

4.2. Las EVs son captadas e incorporadas al interior celular del Fb
Con el objetivo de dilucidar si las EVs Dil+ y DiO+ observadas anteriormente se encuentran
interaccionando a nivel de la superficie celular o fueron incorporadas al interior del Fb, se

analizd la localizacidn de las mismas utilizando microscopia confocal (secciéon 5.2.1 de
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materiales y métodos), la que permitié la obtencién de imagénes en dos planos. La figura 39
muestra la expresion de CD81, EEA1, TfR y CD63 en Fb por inmunofluorescencia indirecta
(seccidn 5.1.2 de materiales y métodos). La marca correspondiente a CD81 en Fb, distribuida
tanto en citoplasma como en la superficie de la célula, se utilizé para delimitar células Unicas
y estudiar la posible incorporacion de las EVs marcadas en los Fb.

Figura 39. Expresion de CD81, EEA1, CD63 y
TfR en Fb. Imagenes representativas, por
inmunofluorescencia, de la expresion de CD81,
EEA1, CD63 y TfR en Fb. Los nucleos se tifieron
con DAPI (azul). Barras de escala: 10 pm.

CD63 /

Como se observa en la figura 40A, Fb incubados de forma contacto-independiente (en
transwell) con FbP™, mostraron EVsPI* (vista superior, xy), las que se localizan en el interior
celular (vista ortogonal, xz). De la misma forma, Fb incubados de forma contacto-
independiente con TPC-1P0+ mostraron EVsPO* (vista superior, xy) también presentes en el
interior celular (vista ortogonal, xy) (Fig. 40B).

La microscopia confocal posee un poder resolutivo éptimo para estudios de co-localizacion
de dos marcas fluorescentes, realizadas con fluoréforos diferentes, y que se encuentran en
cercania a cierta region subcelular. La expresion de EEA1, tfR y CD63 se utilizd a fin de
identificar diferentes componentes de la via endocitica en los Fb, marcadores que identifican
endosomas tempranos, endosomas de reciclaje y endosomas tardios/cuerpos
multivesiculares, respectivamente. En nuestro modelo experimental se analizd la co-
localizacidn cualitativa de EVs Dil+ provenientes de FbPI*, sefial mas facilmente observable,
con estructuras EEA1+, tfR+ y CD63+. La figura 40C y D muestran la ausencia de co-
localizacidon entre EVsPI* y EEA1verde (proteina marcadora de endosomas tempranos) y entre
EVsPil+ y TfRverde (proteina marcadora de endosomas de reciclaje). Los graficos presentes en
la parte superior de las imagenes corresponden al perfil de intensidad obtenido para cada
fluoréforo, en donde se observa que ambos perfiles de distribucion y maximos de intensidad
no coinciden entre si. La figura 40E muestra la co-localizacion entre EVsP*, presentes en el
citoplasma celular del Fb, y CD63'¢de (proteina marcadora de endosomas tardios/cuerpos
multivesiculares), la cual se evidencia de color amarillo en la imagen, luego de superponer los
canales rojo y verde. Ademas, los perfiles de intensidad mostrados por cada fluoréforo de
manera independiente son muy similares entre si. Esto sugiere que las EVs fueron captadas e
incorporadas al interior celular, por lo que su cargo podria estar siendo liberado en el

citoplasma de la célula receptora.
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Figura 40. Analisis de la localizacion intracelular de EVs en Fb receptores. Imdagenes
representativas, por microscopia confocal, de la captacién de EVs por Fb incubados de forma contacto-
independiente (en transwell) con (A) Fb®!y (B) TPC-1P° y posterior marcacion de la superficie celular
con CD81. Vista superior (xy) y vista ortogonal (xz). La vista ortogonal (xz) permite la visualizacion
de las EVs en el interior de los Fb receptores (A1, A2, B1, B2). Imagenes representativas de la co-
localizacion de EVsP™* con (C) EEA1 (marcador de endosomas tempranos), (D) TfR (marcador de
endosomas de reciclaje) y (E) CD63 (marcador de endosomas tardios/cuerpo multivesicular) en Fb
receptores. Se observé una clara co-localizacién entre EVsP™* (rojo) y CD63 (verde), representada por
las marcas amarillas (indicadas por las flechas blancas) obtenidas al superponer las imagenes de
ambos canales (merge). Los histogramas (panel superior) muestran el perfil de intensidad para cada
fluoréforo, y la co-localizacidn se evidencia por un perfil de distribucion similar. Los nucleos se tifieron
con DAPI (azul). Barras de escala: 12pm (A, B) y 8um (C, D, E).
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4.3. Los Fb incorporan mas eficientemente EVs producidas por células
tumorales tiroideas

Considerando los resultados obtenidos previamente que sugieren la presencia de EVs en el
interior celular, y con el objetivo de profundizar los hallazgos obtenidos mediante microscopia
de fluorescencia y confocal, se llevé a cabo la cuantificacion de la sefial fluorescente observada
en los Fb receptores mediante citometria de flujo (seccion 6.3 de materiales y métodos). Para
ello, se evalud el % de Fb que adquirieron EVsP™ (Fb DiI*), EVsP©* (Fb DiO™*), asi como la
MFI obtenida al finalizar el cultivo. La figura 41 muestra los resultados obtenidos de la
cuantificacion de Fb Dil*, al ser incubados de forma contacto-independiente (en transwell) con
FbPT+, FpPil+-TPC-1Pi0+ FpPil+-8505cP0+ y FbPI+-NThyOriP©+, Como puede observarse, el %
de Fb DiI*, medido por el desplazamiento del pico de fluorescencia, fue de aproximadamente
un 50% en todas las situaciones experimentales ensayadas (Fig. 41A, B). A su vez, no se
observaron diferencias significativas en la MFI obtenidas (grafico no mostrado) en las
condiciones experimentales utilizadas.

Fb-

A b Fb- Fb- NThy
F TPC-1 8505¢ ori

Al DiI+ A2 Dil+ A3 Dil+ A4 Dil+
200 49,9% 20 54,6% 200 56,4% 2009 54%

150 7] A 150 [\ 150 [[ER 150

|
100 7] JE 100 7 [ 100 P \ 100 7]

Count ———>
.

Dil >
B % C
+ A
2 60 Cc1 Control (-) Cc2 Control (+)
a " . Fb o Fb + DiT
o | |J"‘.
L 40 w] M ] B
[} [ I
et = - il oo
o\a 20 8 | | \
509 : A 4 ]
0 | W /' .-
& N P O A ) 0 e,
& & S § . @ e . 0w
< A & A
¢ & & DiI >
| 3 &
<« & A
«'0

Figura 41. Cuantificacion de la captacién de EVsP®* por Fb receptores. (A) Histogramas
representativos de la captaciéon de EVs Dil+, mediante FACS, por Fb incubados de forma contacto-
independiente (en transwell) con Fb°! aislados (A1); Fb®! -TPC-1P° (A2); FbPI-8505cP© (A3); FbPi-
NThyOri®© (A4). (B) Fb captan EVs provenientes de Fb aislados y/o co-cultivados de modo
equivalente. La captacion se expresé como el porcentaje de Fb Dil+ (media £ SEM) a tiempo final de
cultivo, a partir de tres experimentos independientes. La notacion entre paréntesis indica las células
presentes en el inserto del transwell. (C) Controles negativo (C1, Fb no marcados) y positivo (C2, Fb
incubados con el colorante Dil), utilizados para la seleccidén de la poblacién de células.

En la figura 42 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacién de Fb DiO*, luego
de la incubacién de forma contacto-independiente (en transwell) con TPC-1Pi0+ 8505cPio+ y

NThyOriP®+ aisladas o co-cultivadas con Fb. Dado que el % de Fb DiO+ obtenidos luego de la

99



RESULTADOS

incubacion con células tiroideas aisladas o co-cultivadas no varia significativamente, ambos
valores se unieron como representativos de un mismo entorno celular (Fig. 42A, B). Como
muestra la figura 42B, el % de Fb DiO+ aumentd significativamente al incubar Fb con TPC-
1Di0+ y TPCPiO+-Fp Pil+ (entorno tumoral de TPC-1) respecto a los resultados obtenidos luego
de la incubacion con NThyOriP©+ y NThyOriP©*+-Fb P+ (entorno no tumoral) (5,2 £ 0,7 vs. 1,5
+ 0,3; p<0,05). Una tendencia similar se obtuvo al comparar los resultados obtenidos en Fb
incubados con 8505cP0+ y 8505cPO+-Fb P+ (entorno tumoral de 8505c) vs. NThyOriPo+ y
NThyOriPO+-Fb P+ (4,45 + 0,9 vs. 1,5 £+ 0,3), aunque sin alcanzar significancia estadistica. Al
analizar la MFI de las poblaciones de Fb DiO*, no se observaron diferencias significativas entre
los valores obtenidos en las condiciones ensayadas (grafico no mostrado). Estos resultados
sugieren que los Fb presentarian una mayor avidez por EVs producidas por células tiroideas
en un entorno tumoral con respecto a EVs producidas en un entorno no-tumoral. A su vez,
EVs provenientes de células tumorales tiroideas podrian mediar una comunicacién mas

eficiente con los Fb que EVs provenientes de células no tumorales tiroideas.
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Figura 42. Cuantificacién de la captacién de EVsP°* por Fb receptores. (A) Histogramas
representativos de la captaciéon de EVs DiO+, mediante FACS, por Fb incubados en forma contcto
independiente (en transwell) con TPC-1°° (A1); FbP! -TPC-1P© (A2); 8505c°° (A3); FbP!-8505cP®
(A4); NThyOri®© (A5); FbPI-NThyOri®° (A6). (B) Se observé un aumento significativo en el
porcentaje de Fb DiO+ tras su co-cultivo en transwell con TPC-1P© o FbPI-TPC-1P° (entorno tumoral
de TPC-1) respecto a Fb incubados con NThyOri®© o FbPI-NThyOri®° (entorno no tumoral) (p<0,05;
Kruskal Wallis test, Dunn’s post test). La captacion se expresdé como el porcentaje de Fb DiO+ (media
+ SEM) a tiempo final de cultivo, a partir de tres experimentos independientes. (C) Controles negativo
(€1, Fb no marcados) y positivo (€2, Fb incubados con el colorante DiO), utilizados para la seleccion

de la poblaciéon de células.
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4.4. Un patron de marca compatible con la captacion de EVs se observa en

células TPC-1 co-cultivadas con Fb y células tiroideas marcadas

Asi como se demostro que los Fb incorporan diferencialmente EVs provenientes de entornos
tumorales y no tumorales, también se analizo la incorporacion de EVs por células TPC-1. Para
ello, células TPC-1, no marcadas, fueron incubadas de forma contacto-independiente (en
transwell) con FbP™, TPC-1P0+ NThyOriP©+, o sus co-cultivos FbP™-TPC-1Pi0+ y FpDil+-
NThyOriP®+ (seccidon 4.2 de materiales y métodos), y el patrén de marca Dil+ y DiO+ se
analizé mediante inmunofluorescencia indirecta (seccién 5.1.2 de materiales y métodos). Al
igual que lo observado en Fb, un patrén de marca punteado se evidencid en las células TPC-1
receptoras, caracteristico de la incorporacion de EVs. Las células TPC-1 adquirieron marca
Dil+ provenientes de FbP+ (Fig. 43A, C), como de FbP* co-cultivados con células tiroideas,
FbPT+-TPC-1Pi0+(Fig. 43B, E) y FbP™*-NThyOriP©+ (imagen no mostrada). También se observo
en células TPC-1 receptoras, marca DiO+ proveniente de TPC-1P©* (Fig. 43D) y de FbP™+-TPC-
1P0+ | a marca Dil+ y DiO+ pudo evidenciarse en diferentes células (Fig. 43B, E; *) o en
posiciones similares dentro de la misma célula (Fig. 43B; flechas). De la misma manera,
células TPC-1 adquirieron marca DiO+ provenientes de NThyOri®©* y de FbPI*-NThyOriPo+
(imagenes no mostradas). La figura 43F corresponde a células TPC-1 incubadas con Fb no
marcados, control de autofluorescencia del experimento. Las figuras 43G y H, por su parte,
corresponden a células TPC-1 que se incubaron con los colorantes Dil y DiO en el inserto del

transwell, respectivamente, evidenciando un patron de marca diferente al patron punteado

observado anteriormente.

EVs de Fb EVs de Fb
DAPI EVs de TPC-1

DAPI

EVs de Fb
EVs de TPC-1
DAPI

EVs de Fb EVs de TPC-1
DAPI DAPI




RESULTADOS

Figura 43. Analisis de la captacion de EVs por TPC-1 mediante inmunofluorescencia.
Imagenes representativas, por inmunofluorescencia, de la captacion de EVs por células TPC-1
incubadas en transwell con (A) Fb®!, (B) FbP!-TPC-1P°, (C) FbP!, (D) TPC-1°°, (E) Fb"!-TPC-1P©, E|
patron de marca punteado observado en las TPC-1 receptoras es compatible con la captacién de EVs.
(F) TPC-1 incubadas con Fb no marcados (control de autofluorescencia), (G) con colorante Dil y (H)
con colorante DiO. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barras de escala: 50um (A, B, F, G, H) y
10um (C, D, E). Los asteriscos indican la presencia de marcas Dil+ y marca DiO+ ubicadas en células
diferentes. Las flechas blancas indican la presencia de marcas Dil+ y DiO+ en la misma célula.

4.5. Las EVs son captadas e incorporadas al interior celular de TPC-1

Con el objetivo de demostrar si las EVs Dil+ y DiO+, observadas en los ensayos de
inmunofluorescencia, se encuentran en el interior de la célula TPC-1, se analiz6 la localizacion
de las mismas utilizando microscopia confocal (seccion 5.2.1 de materiales y métodos). La
figura 44A, B muestra el patrén de marcacion correspondiente a CD81 y a CD63 en TPC-1,
respectivamente. Al igual que lo realizado en el caso de Fb, la marca correspondiente a CD81,
distribuida tanto en citoplasma como en la superficie de la célula, se utilizd para delimitar
células Unicas y estudiar la posible incorporacion de las EVs marcadas en células TPC-1. La
figura 44C muestra células TPC-1, incubadas de forma contacto-independiente (en transwell)
con FbP* que presentan EVsPI* (vista superior, xy) en el interior celular (vista ortogonal, xz).
Por otro lado, la expresion de CD63 se utilizd como marcador de endosomas tardios/cuerpos
multivesiculares, para los estudios de co-localizacion cualitativa con EVsPI* y EVsPiO+,
provenientes de FbP!* y de TPC-1P©+, En la figura 44D las flechas indican zonas de co-
localizacién (amarillo) entre EVsP™, presentes en el citoplasma celular de TPC-1 y CD63Verde
(merge). De la misma manera, en la Fig 44E las flechas sefialan la co-localizacion (amarillo)
entre EVsPO+, presentes en el citoplasma celular de TPC-1, y CD63™2 (merge). Los graficos
D1 y E1 muestran los perfiles de intensidades obtenidos para cada fluoréforo, en las células
seleccionadas (recuadros d1 y el en las fotografias), los que son muy similares entre si. Esto
sugiere que las EVs provenientes de Fb y TPC-1 fueron captadas e incorporadas al interior

celular de TPC-1 y su cargo podria estar siendo liberado en el citoplasma de esta célula.

4.6. Células TPC-1 incorporan de manera equivalente EVs provenientes de

células tiroideas tumorales y no tumorales

Con el objetivo de profundizar en los hallazgos obtenidos en células TPC-1 mediante
microscopia de fluorescencia, se llevé a cabo la cuantificacion de las sefiales Dil+ y DiO+
mediante citometria de flujo (seccidn 6.3.1 de materiales y métodos). La incubacién de células
TPC-1 de manera contacto-independiente (en transwell) con FbPl+, FpPil+-TpC-1Di0+ Fpbil+-
NThyOriP©+, dio como resultado alrededor de un 80% de TPC-1 Dil+, en todas las situaciones
experimentales ensayadas (Fig. 45A, C). A su vez, tampoco se observaron diferencias
significativas en la MFI obtenidas (datos no mostrados). Dado que el % de TPC-1 DiO+
obtenidos luego de la incubacién con células tiroideas aisladas o co-cultivadas no varia
significativamente, ambos valores se unieron como representativos de un mismo entorno
celular. Como puede observarse en la figura 45B, D, la incubacién de células TPC-1 con TPC-
100+ y FbPI+-TPC-1Pi0+ (entorno tumoral de TPC-1) asi como con NThyOriP0+ y FhPil+-

NThyOriP©+ (entorno no tumoral) dio como resultado alrededor de un 4% TPC-1 DiO+,
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independientemente del tipo celular que origina a las EVsP©*, no observandose diferencias
significativas ni en el % de células DiO+ ni en la MFI (dato no mostrado). Los controles

utilizados para la citometria se muestran en la figura 45E.

Figura 44. Analisis de la localizaciéon intracelular de EVs en TPC-1 receptoras. Imagenes
representativas, por inmunofluorescencia, de la expresion de (A) CD81 y (B) CD63 en células TPC-1.
Imagenes representativas, por microscopia confocal, de la captacién de EVs por células TPC-1
incubadas de manera contacto independiente (en transwell) con (C) FbP!y posterior marcacion de la
superficie celular con CD81. Vista superior (xy) y vista ortogonal (xz), esta ultima permite la
visualizacién de las EVs en el interior de las células TPC-1 receptoras. Imagenes representativas de la
co-localizaciéon de (D) EVsP™* con CD63 (d1 y d2) y (E) EVsP°* con CD63 en TPC-1 receptoras. Se
observé una clara co-localizacién entre EVsP™ (rojo) y CD63 (verde) asi como EVsP©* (verde) y CD63
(rojo), representada por las marcas amarillas (indicadas por las flechas blancas) obtenidas al
superponer las imagenes de ambos canales (merge). Los histogramas (panel superior) (D1 y E1)
muestran el perfil de intensidad para cada fluordforo, en las células seleccionadas por los rectangulos
blancos (d1 y el) y la co-localizacion se evidencia por un perfil de distribucién similar. Los nlcleos se
tiferon con DAPI (azul). Barras de escala: 10 um (A, B, C, D, E).
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Figura 45. Cuantificacién de la captacién de EVsP* y EVsP°* por TPC-1 receptoras. (A)
Histogramas representativos de la captacidon de EVs Dil+, mediante FACS, por células TPC-1 incubadas
de manera contacto independiente (en transwell) con Fb°! aislados (A1); Fb®! -TPC-1P© (A2); FbP!-
NThyOri®© (A3). (B) Histogramas representativos de la captaciéon de EVs DiO+, mediante FACS, por
células TPC-1 incubadas de manera contacto independiente (en transwell) con TPC-1°° (B1); FbP! -
TPC-1P© (B2); NThyOri®© (B3); FbP’-NThyOri®° (B4). (C) Células TPC-1 captan EVs Dil+
provenientes de Fb aislados y/o co-cultivados de modo equivalente. (D) Células TPC-1 captan EVs
DiO+ provenientes de TPC-1P© o FbP!-TPC-1P© (entorno tumoral de TPC-1) y NThyOri®© o FbPi-
NThyOri®© (entorno no tumoral) de modo equivalente. La captacion se expresé como el porcentaje de
TPC-1 Dil+ o DiO+ (media = SEM) a tiempo final de cultivo, a partir de tres experimentos
independientes. La notacidn entre paréntesis indica las células presentes en el inserto del transwell.
(E) Control negativo para la selecciéon de la poblacién de células (E1, Control (-) TPC-1); control
positivo Dil, (E2, Control TPC-1 + colorante Dil); control positivo DiO, (E3, Control TPC-1 + colorante
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IV. CONCLUSIONES PARCIALES

En base a los resultados descriptos en este capitulo se concluye que:
e Tanto Fb como células TPC-1 presentan un patrén de marca compatible con la captacién
de EVs provenientes de Fb, células tiroideas y sus co-cultivos.

e Las EVs son captadas e incorporadas al interior celular de Fb y TPC-1, por lo que su cargo
podria estar siendo liberado en el citoplasma de la célula receptora para que su efecto
fenotipico pueda ser llevado a cabo.

e Células TPC-1 incorporan EVs provenientes de células tiroideas tumorales y no tumorales

de manera equivalente.

e Los Fb presentan una mayor captacion de EVs provenientes de células tumorales tiroideas
respecto a células no tumorales, lo que sugiere una comunicacion mas eficiente, a través de

EVs, con células tumorales tiroideas.
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DISCUSION y CONCLUSIONES

En el presente trabajo de tesis doctoral, utilizando un modelo de cultivo in vitro que consiste
en cultivos contacto-dependiente de Fb normales y células tumorales tiroideas, se dilucidé el
rol critico del Fb, y su comunicacién con las células tumorales tiroideas, en la secrecién de
EVs. Ademas, se evidencié el impacto de las EVs en la actividad proteolitica del TME,
influenciando la secrecion de proteasas e, indirectamente, la migracion de células tumorales
tiroideas. La caracterizacion del proteoma de EVs derivadas de Fb, células tumorales y no
tumorales tiroideas asi como de sus co-cultivos, sugirié que la interaccion de células tumorales
tiroideas con Fb impactaria en el cargo de las EVs que se producen en ese entorno, es decir,
en el mensaje ubicuo que transportan y su funcionalidad. Los principales resultados en nuestro
modelo, resumidos en la figura 46, muestran que en el TME la eficiente comunicacion entre
Fb y células tumorales tiroideas, produce EVs con un proteoma bioldgicamente relevante para
el cancer de tiroides, participando en la remodelaciéon de la ECM y la degradacion del colageno
contenido en la misma. Por el contrario, los estudios realizados en el contexto no tumoral
sugieren que la comunicacion entre Fb y células no tumorales tiroideas no proporcionaria una
ventaja funcional a las EVs secretadas, conservando su mensaje original relacionado con el
metabolismo celular y la homeostasis del tejido. En el TME tiroideo, estas EVs desempenan un
rol activo en la sintesis y activacion de MMPs, facilitando la degradaciéon de la ECM vy,
potencialmente, la migracion e invasion de las células tumorales, promoviendo la agresividad

y progresion del tumor.
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Figura 46. La comunicacion entre Fb y células tumorales produce EVs con un cargo proteico
vinculado con la remodelacion de la ECM. Modelo propuesto que describe el rol de la comunicacion,
entre Fb y células tumorales tiroideas, en la liberacién de EVs especializadas en la degradacién de la
ECM y del colageno contenido en la misma. En EVs de carcinoma papilar tiroideo, se destaca la
presencia enriquecida de MAMDC2, HRAS y CD147, las que podrian resultar biolégicamente relevantes
en cancer de tiroides. El papel funcional de estas EVs, en el TME tiroideo, conduce a la
secrecidon/activacion de MMP2, por Fb y células no tumorales, asi como a la expresion de Gal-1 en Fb,
favoreciendo la degradacion de la ECM vy, potencialmente, la migracion e invasién de las células
tumorales, promoviendo la agresividad y progresién del tumor.
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Un hallazgo interesante en el desarrollo de este trabajo fue que la interaccién del Fb con
células tumorales tiroideas promueve la secrecion de MMPs y estimulan su actividad.
Estudios realizados en biopsias de pacientes con distintas patologias tumorales, describen una
clara asociacion entre un incremento de la actividad de MMP2 y MMP9 con la agresividad y
progresion del tumor, asi como con el mal prondstico del paciente. En cancer de ovario, la
expresion de proMMP2 y proMMP9, asi como del uPA y su inhibidor tipo 1 incrementaron
significativamente en el tejido tumoral, obteniendo las expresiones mas altas en carcinomas
metastasicos avanzados, en comparacion a adenomas benignos. Ademas, la enzima MMP2
activa se detecto solamente en tejido tumoral y metastasis, sin mostrar expresion en adenoma
benigno y tumores potencialmente malignos [170]. En cancer de mama, la expresion de MMP2
y MMP9 en tejido neoplasico fue significativamente mayor que la de los tejidos normales
adyacentes al tumor y, ademas, su expresion se mostrd estrechamente relacionada con
metastasis en ganglios linfaticos y una disminucién en la sobrevida en los pacientes [171]. Un
meta-analisis en cancer de mama, publicado mas recientemente, demostré que la
sobreexpresion de ambas enzimas se asociaron con un estadio clinico mas avanzado de la
enfermedad, pudiendo considerarselas como prometedores marcadores prondstico [172]. El
aumento en la expresidon de MMP2 en células tumorales y estromales también estuvo
relacionada con la progresién tumoral y metdastasis en cancer de préstata [173].
Concordantemente, nuestro grupo de trabajo también reporté un incremento significativo en
la actividad de proMMP9 en tejidos humanos de cancer de prdstata en comparacion con la
actividad de esta enzima en hiperplasia prostatica benigna [174]. En cuanto al papel de las
MMPs en cancer de tiroides, un incremento en la expresion de MMP2 y MMP9 en tejidos
tumorales se asocié con metastasis en ganglios linfaticos en pacientes con PTC [175]. En este
sentido, se ha descripto que los niveles de MMP2 en suero son un factor relevante en la
evaluacion prondstica de los pacientes con PTC y niveles preoperatorios de MMP2 constituirian
un factor predictivo de metastasis en ganglios linfaticos y de la persistencia/recurrencia de la
enfermedad en pacientes varones [176]. Mas recientemente, estudios similares demostraron
que los niveles preoperatorios de MMP2, MMP9 y sus inhibidores, TIMP1 y TIMP2, en sangre
periférica de pacientes con DTC, fueron significativamente mayores que los medidos en
pacientes con nodulos tiroideos benignos. Ademas, niveles postoperatorios de estas moléculas
en la sangre de pacientes con DTC, fueron significativamente mas bajos; demostrando de esta
manera el rol predictivo de MMP2, MMP9, TIMP1 y TIMP2 en el diagnostico y prondstico de
DTC [177]. Ademas del rol de las MMPs en la degradacidn de la ECM, estas también participan
en la EMT, como en las sefiales que controlan la migracién inicial de células epiteliales. En
células tumorales, MMP2 y MMP9 suelen estar relacionadas con la ruptura de la membrana
basal, por lo que estan implicadas en los procesos de metastasis. En este sentido, ambas
enzimas demostraron ser efectores criticos de la invasidn en lineas celulares de carcinoma
papilar y folicular tiroideo, por lo que el uso de inhibidores de MMPs se consideré como un
enfoque terapéutico para el tratamiento de carcinomas tiroideos agresivos [178]. Es asi que
existe una amplia y demostrada importancia de la expresion de MMP2 y MMP9 en distintos

tipos de tumores. Particularmente en cancer de tiroides, nuestros resultados sugieren que el
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Fb, y mas especificamente, la interaccion Fb-célula tumoral proporcionaria un
entorno favorable para la expresion y activacion de MMPs en el TME tiroideo.

Los CAFs representan uno de los principales componentes estromales del TME y estan
implicados en todas las capacidades adquiridas por las células al transformarse en tumorales
[179]. La capacidad del Fb de promover la progresion y agresividad tumoral se ha demostrado
en varios tipos de tumores como el de prdostata [180], mama [181], pulmén [182] e higado
[183]. Especificamente en céncer de tiroides, los CAFs se encontraron aumentados en
comparacion con Fb del tejido tiroideo normal, y la mayoria de los estudios correlaciona la
expresion de marcadores de activacion de estas células con caracteristicas clinicas vy
patoldgicas agresivas [84]. En nuestro modelo experimental, pudimos observar que en el
contexto de los co-cultivos de Fb con las lineas tumorales tiroideas, el Fb podria
activarse y comportarse como CAFs. En este sentido, nuestro grupo reportd previamente
gue una linea celular de Fb humanos, MRC-5, adquirié un fenotipo de CAFs al ponerse en
contacto con CMs provenientes de células 8505c y, ademas, el cambio fenotipico fue
acompafado de una activacion de la via Src/Akt. Por su parte, la induccién de proteinas
marcadoras de fenotipo CAFs, a-SMA y PDGFR-B, también pudo observarse en Fb tiroideos
humanos luego de ser cultivados en contacto con CMs de 8505c [101]. Mas recientemente, la
expresion de la lisil oxidasa [184], la sintesis y depdsito de colageno (COL1A1) y la presencia
simultdnea de CAFs, en asociacion con caracteristicas clinicopatolégicas mas agresivas,
también se han descripto en muestras humanas de cancer de tiroides [102]. En diferentes
entornos tumorales, varios autores recapitularon la importancia de la comunicacién dinamica
y bidireccional entre Fb y células tumorales, asi como la liberacion y la actividad de las EVs
debido a esta interaccion [8, 185]. Las EVs, como clasicos mediadores de la comunicacion
intercelular en el TME, impactan en el comportamiento de todas las células que conforman el
mismo. Sin embargo, evidencias que relacionan el crosstalk entre Fb y células tumorales
tiroideas, con la secrecion de EVs, su cargo y potencial funcionalidad, estdn comenzando a ser
exploradas.

En nuestro modelo de interaccidon Fb-célula tiroidea, se evidencié la liberacién de EVs a
los sobrenadantes de cultivo de Fb y células tiroideas aisladas y/o co-cultivadas.
Dado que no existe una técnica gold standard para su aislamiento, y siguiendo los lineamientos
descriptos por la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares [47], se seleccioné la
centrifugacion diferencial como técnica para la obtencién de EVs a partir los CMs, la
que permite un rendimiento intermedio de recuperacidon de EVs con una calidad/especificidad
intermedia, de la misma manera que otros métodos como la cromatografia de exclusién por
tamafio, la filtracion de flujo tangencial, entre otras. Un trabajo adecuado en el campo requiere
la caracterizacién de las EVs utilizando técnicas diferentes y complementarias. De esta
manera, utilizando TEM, se evidencié la morfologia caracteristica de EVs en nuestro modelo,
obtenidas a partir de Fb y células tiroideas aisladas y/o co-cultivadas. El estudio subsiguiente,
realizado sobre las preparaciones de EVs mediante DLS, resulté concordante con los
analisis morfométricos realizados por TEM y confirmé el aislamiento de EVs,
utilizando centrifugacion diferencial. Sin embargo, la caracterizacién definitiva,

morfométrica y cuantitativa del pellet de EVs utilizado en este trabajo se realizé utilizando TEM
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y NTA. De este modo, el denominado pellet 100K de EVs, y referenciado como EVs a lo largo
del trabajo, resulté en el aislamiento de una poblacién enriquecida en EVs con un
tamaifio entre 50-200nm en todas las condiciones experimentales ensayadas. En
cuanto a la cantidad de EVs liberadas, estudios realizados en diferentes modelos tumorales
reportaron que células neoplasicas liberan mayor cantidad de EVs que sus contrapartes no
tumorales [186-188]. Del mismo modo, reportes preliminares de Rappa y col., destacaron un
numero significativamente mayor de EVs en muestras de plasma de pacientes con cancer de
tiroides en comparacion con controles sanos [118]. Sin embargo, el nimero de EVs
liberadas por células tumorales tiroideas aisladas (TPC-1, 8505c) y co-cultivadas con
Fb (Fb-TPC-1 y Fb-8505c) en nuestro modelo experimental, no mostré diferencias
significativas con respecto al niumero de EVs derivadas de células no tumorales
aisladas o co-cultivadas (NThyOri y Fb-NThyOri). En linea, otros autores tampoco
evidenciaron diferencias significativas en el nimero de EVs liberadas en pacientes con cancer
de proéstata, con respecto a hiperplasia benigna [189], ni en EVs de pacientes con melanoma
en funcion de su estadio clinico [190]. No obstante, el co-cultivo Fb-TPC-1 liberé una
cantidad significativamente mayor de EVs con respecto a las obtenidas a partir de
Fb y TPC-1 aisladas. En relacion con estos hallazgos, evidencias experimentales sugieren
gue el aumento en la liberacién de EVs por células tumorales podria estar influenciado por
sefales intracelulares y del microambiente. La activacién de vias de sefializacion oncogénicas,
asi como condiciones ambientales alteradas, son algunas de las causas de la desregulacion de
la liberacion de EVs en cancer [191]. En este sentido, la activacion de vias de sefializacion
oncogénicas, como por ejemplo a través de EGFRVIII y de H-RASV12, aumenta la produccion
de EVs por las células tumorales [192, 193]. Otro aspecto relevante en el estudio de EVs, es
su caracterizacion mediante diferentes marcadores bioquimicos. Dado que las técnicas
empleadas para su purificacion co-aislan diferentes subpoblaciones de EVs y que todavia no
es posible proponer marcadores especificos que pudieran discriminar entre éstas, todas las
preparaciones de EVs deberian caracterizarse con al menos tres proteinas marcadoras: una
transmembrana, una citosdlica (con o sin capacidad de unién a lipidos o proteinas de
membrana) y una asociada a componentes intracelulares (como marcador negativo) [47].
Recientemente, Jeppesen y col. introdujeron la subclasificacion de las small-EVs (vesiculas
cuyos tamafios oscilan entre 50-200 nm) en exosomas clasicos y no clasicos, basandose en la
presencia de los marcadores CD63, CD81 y CD9 [53]. En nuestro modelo experimental,
marcadores de exosomas clasicos CD63, CD9, CD81, FLOT-1 y también CAV-1, estan
enriquecidas en las EVs con respecto a los lisados celulares. Curiosamente, CD63
aparece enriquecido en EVs de Fb-TPC-1 y Fb-8505c respecto a EVs de células TPC-
1 y 8505c aisladas. En su conjunto, la expresién de estos marcadores permite clasificar a
las EVs obtenidas en nuestro modelo como enriquecidas en “exosomas clasicos”.
Hasta la actualidad, los estudios relacionados con EVs en carcinoma tiroideo se centraron
principalmente en el analisis de microRNAs presentes en EVs [104], mientras que trabajos que
consideran a otras biomoléculas contindan siendo limitados [120]. La alta sensibilidad, asi
como los pequenos volimenes requeridos en el analisis, han posicionado a la nLC-MS/MS para

la realizacion de estudios protedmicos en EVs, los que revelaron enriquecimientos de ciertas
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proteinas Utiles para entender diversos roles fisiopatoldgicos, asi como para describir nuevos
biomarcadores en diversas enfermedades [50, 194]. En el presente trabajo, se caracterizé por
primera vez el proteoma de EVs provenientes de Fb, TPC-1, 8505c y NThyOri aisladas,
asi como de sus co-cultivos con Fb. Mas del 90% de las proteinas identificadas en
las EVs se reportaron en bases de datos disponibles (ExoCarta y Vesiclepedia), siendo
esto un indicador del adecuado aislamiento de EVs en nuestro modelo. Por otro lado, un 78%
de las proteinas identificadas no presentaron péptido sefal predicho en su secuencia
polipeptidica. En linea con esto, al analizar la presencia del péptido sefial en las 100 proteinas
mas frecuentemente identificadas en Vesiclepedia, se observd que sblo un 9% de éstas
presentan péptido sefial, lo cual concuerda con el hecho de que las células utilizan a las EVs
como via de secrecion no clasica de proteinas al medio extracelular [156]. Ademas, se reportd
gue secretomas tumorales, provenientes de esferoides realizados a partir de lineas celulares
de cancer colorrectal y una linea celular de Fb humanos, presentan grandes cantidades de
proteinas liberadas, como factores solubles o en EVs, de forma no convencional, es decir, en
ausencia del péptido sefial [195]. Si bien su papel ha sido controversial, existen varias
especulaciones acerca de las vias secretoras no clasicas. Una de ellas menciona que podria ser
un mecanismo utilizado por la célula como una forma de economizar energia durante el disefio
y la sintesis proteica. También se especula que podrian constituir una estrategia para
aumentar la pleiotropia de los genes, de manera que una determinada proteina presente
ciertas funciones intracelulares y, a su vez, sea capaz de ejercer funciones alternativas en el
espacio extracelular [196].

En el estudio del rol funcional de las EVs asociado al cargo proteico que presentan, el
analisis GO:CC del proteoma de las EVs asocio a las proteinas identificadas principalmente
con EVs, citosol y membrana celular, lo cual se condice con las rutas biosintéticas que las
mismas presentan [56]. Otras categorias enriquecidas corresponden a proteinas que
participan en uniones EVs-ECM (por ej. integrinas de adhesiones focales) y diversos
componentes de matriz (por ej. colageno). En este sentido, los andlisis GO:BP, GO:MF vy
Reactome demostraron que EVs provenientes de células tumorales tiroideas co-
cultivadas con Fb, presentan un perfil proteémico caracteristico, cuyas
funcionalidades convergen en la remodelaciéon de la ECM (incluyendo organizacion y
estructura, degradacion e interacciones). Especificamente, en el entorno de Fb-TPC-1, el
Fb aportaria al direccionamiento de esta potencial funcionalidad de las EVs. Ademas,
14 DEPs exclusivamente enriquecidas en Fb-TPC-1 vs TPC-1, centran su funcion en
la degradacion del colageno y como constituyentes estructurales de la ECM. En
conjunto, estos interesantes enriquecimientos funcionales sugieren que el Fb, y su
comunicacién bidireccional con TPC-1, proporcionarian una ventaja funcional a las EVs
obtenidas, especializandolas en su comunicacién con la ECM. En este sentido, un nuevo
paradigma sobre la actividad de las EVs en el TME contempla la existencia de una comunicacion
activa y directa con la ECM [197]. De esta manera, las EVs podrian considerarse elementos
constitutivos e integrales de la ECM, transportando sus componentes, asi como diferentes
enzimas implicadas en la reorganizacion de esta compleja red proteica, incluyendo su

entrecruzamiento y degradacion. Ademas, se ha propuesto el papel funcional de EVs
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residentes en la ECM, ancladas directamente a sus componentes, las que funcionarian como
reservorios de senales intercelulares y que podrian ser liberadas luego de la remodelacion de
la ECM por células transeuntes. Las EVs residentes en la ECM mejor caracterizadas son las que
participan en mineralizacion ésea y reparacion tisular, tomando el nombre de vesiculas de
matriz. Aunque el estudio de la importancia de las EVs se centrd principalmente en su
participacion en mecanismos de comunicacion intercelular, sus funciones dentro de la ECM
serian igual de importantes. A pesar de que las vesiculas de matriz se reportaron hace
décadas, su relevancia esta siendo actualmente reconsiderada y es necesario obtener en el
futuro una vision mas amplia de las mismas, en relacién a diversas enfermedades como el
cancer [198]. Por otro lado, las DEPs en EVs de 8505c aisladas se asociaron directamente
con remodelacion de la ECM y no se detectaron proteinas exclusivamente
enriquecidas en EVs provenientes de Fb-8505c vs 8505c. Estos resultados sugieren que
los Fb en un tumor de alta agresividad, como el ATC, no aportarian una ventaja funcional en
el cargo proteico de las EVs producidas en este entorno. Por ultimo, EVs provenientes del
co-cultivo de Fb-NThyOri, presentaron funcionalidades potencialmente asociadas
con el mantenimiento del metabolismo celular (incluyendo glicdlisis, gluconeogénesis y
transduccion de proteinas) y no mostraron diferencias en sus capacidades funcionales
respecto a las EVs de NThyOri aisladas.

Al profundizar en el analisis de los datos protedmicos, en la busqueda de proteinas con
potencial impacto bioldgico en el entorno de Fb-TPC-1, HRAS y MAMDC?2 se detectaron
exclusivamente enriquecidas en EVs de Fb-TPC-1 vs TPC-1. HRAS es una proteina proto-
oncogénica que participa en las vias de sefializacion de MAPK y PI3K-Akt y, su desregulacion
ha sido ampliamente explorada en tumores [199]. Especificamente en cancer de tiroides,
HRAS se asocid con progresion y agresividad tumoral y hasta el 70% de los carcinomas
tumorales tiroideos son causados por mutaciones que activan especificamente la via de
sefializacion RAS/ERK [89]. Existen ideas controvertidas sobre la transferencia horizontal,
entre células tumorales y no tumorales, de oncogenes y oncoproteinas a través de EVs, con
trabajos apoyando esta teoria [192] y otros argumentando que estos efectos son restringidos
en alcance y duracion, y son incapaces de desencadenar la conversion tumorigénica de células
normales [200]. Por otro lado, MAMDC2 es una proteina con estudios muy limitados en cancer.
Entre estos trabajos, su expresidon aumentada se relacioné con mal prondstico en cancer
gastrico [201]. Ademas, la base de datos The Human Protein atlas (HPA, por sus siglas en
inglés), que utiliza datos moleculares de pacientes provenientes de The Cancer Genome Atlas
(TCGA, por sus siglas en inglés), muestra la asociacion positiva entre MAMDC?2 y agresividad
tumoral, describiendo a esta proteina como un marcador prondstico desfavorable en cancer
de tiroides. Sin embargo, su papel es controvertido dado que la disminucién de la expresidn
celular de MAMDC2 en cancer de mama ha sido propuesta como un potencial biomarcador de
agresividad tumoral, otorgandole a esta proteina un rol supresor tumoral [202]. Seran
necesarios analisis mas profundos en nuestro modelo para informar acerca de la importancia
funcional de la presencia de HRAS en EVs, asi como para considerar el estudio de MAMDC2,

como un posible biomarcador prondstico, en pacientes con PTC.
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La caracterizacion de las EVs, mediante WB y nLC-MS/MS, revelo el enriquecimiento
de CD63 en EVs de células tumorales tiroideas co-cultivadas con Fb. La tetraspanina
CD63 participa en la biosintesis de ciertas subpoblaciones de EVs [54, 61] y se utiliza para la
identificacion y obtencidn de las mismas. Aunque su rol funcional continla siendo debatido, se
ha demostrado que la composicion de las EVs se altera tras la eliminacion o el silenciamiento
del gen que codifica para las tetraspaninas, lo que sugeriria un papel especifico para cada
miembro de esta familia, en biosintesis, liberacion e internalizacion de EVs por células
receptoras [61, 63, 204]. Las tetraspaninas también han sido asociadas con la progresion
tumoral y la metastasis, es asi que microdominios enriquecidos en estas proteinas agregan y
coordinan la funcién de receptores de adhesion, enzimas y otras moléculas de senalizacion, a
nivel de la membrana plasmatica de células tumorales, que promueven multiples etapas del
tumor [205-207]. Otras proteinas relevantes, enriquecidas en las EVs de los co-cultivos de
células tumorales tiroideas, son las integrinas y el uPA. Las integrinas, presentes en las EVs,
facilitan la interaccion de las vesiculas con componentes de la ECM, tales como laminina [208]
y fibronectina [209]. Ademas, ciertos patrones de expresion de integrinas en las EVs podrian
predecir los sitios de metastasis de las células tumorales, funcionando como formadoras del
nicho premetastasico en tejidos blanco, como los pulmones, el higado o el cerebro, dictando
la adhesién de las EVs tanto a células especificas como a moléculas de la ECM [210].

La comunicacion entre las células que conforman el TME, a través de EVs, requiere de su
liberacidon y disponibilidad para interaccionar o ser internalizadas por las células receptoras
donde ejercen su accion. En el presente trabajo, se evidencié la mayor avidez celular de
los Fb en la internalizacion de EVs derivadas de contextos tumorales con respecto al
no tumoral, sugiriendo una comunicacién mas eficiente entre Fb y células tumorales, con
respecto a la que se produciria con células no tumorales tiroideas. Este hallazgo, aunque
preliminar, sugiere que la diferente captacion de EVs por parte de los Fb, podria estar
relacionada con el cargo especifico que presentan. En concordancia con nuestros resultados,
Lee y col. [200] demostraron que células estromales, particularmente Fb, capturan un mayor
numero de EVs derivadas de células tumorales en comparacion con EVs de células epiteliales
normales y este trafico intercelular constituye un regulador clave de la transdiferenciacion de
los Fb a su forma activada. En resumen, nuestros hallazgos sugieren un rol critico del Fb, y
su comunicacion con las células tumorales, sobre el perfil protedémico de las EVs
obtenidas lo que impacta en el mensaje ubicuo que transportan y su funcionalidad,
relacionada a mecanismos de remodelacién de la ECM en el TME.

En los tejidos tumorales, la ECM proporciona un nicho apropiado para la viabilidad de las
células tumorales. En este contexto, células tumorales y estromales generan un habitat
favorable, liberando factores solubles y EVs que modifican el TME y les permite crecer, invadir
y desplazarse. La intrincada y densa red de proteinas presentes en la ECM abre interrogantes
sobre la capacidad de las EVs para penetrar a través de ella de forma eficiente. En este sentido,
adquieren relevancia ciertas proteinasas, como las MMPs, transportadas por las EVs o
inducidas y activadas por células presentes en el TME. Estas enzimas participan en la
degradacion de la membrana basal y de otros componentes de la ECM, asistiendo a la invasion

celular durante la angiogénesis y la progresiéon tumoral [198]. En nuestro modelo
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experimental, la incubacion de Fb normales con EVs provenientes de Fb-TPC-1 indujo la
activacion de MMP2 en los CMs. Un fendmeno similar se evidencié utilizando EVs de
Fb-8505c, junto al aumento en la expresion de proMMP9. Segin se comentd
anteriormente, numerosos trabajos en pacientes con cancer reportaron una asociacion positiva
entre el incremento en la actividad de MMP2 y MMP9 con un aumento en la agresividad,
progresion y metastasis tumoral. En distintos modelos experimentales de tumor, los CAFs
regulan la expresion y activacion de MMPs, como MMP2 y MMP9, siendo estas enzimas
sugestivas de la activacion del Fb en el TME [5]. En este sentido, EVs provenientes de una
linea celular de carcinoma hepatocelular activaron a células estrelladas hepaticas normales,
las que se transforman en CAFs, caracterizadas por la expresion de MMP2 y MMP9, entre otras
moléculas [211]. De la misma manera, EVs provenientes de lineas celulares de osteosarcoma,
fueron captadas por una linea celular de Fb murinos, los que presentaron niveles de expresion
significativamente mayores de MMP9, asi como de otras moléculas, otorgandole a los Fb
capacidades proliferativas y de supervivencia mejoradas, un aumento de la migracion, la
adhesion y la capacidad de crecer de forma independiente de anclaje [212]. La actividad
proteolitica de MMP2 y MMP9 se lleva a cabo sobre colageno nativo tipo I, 1V, V, VII, X, XI
[16]. En nuestro modelo, las DEPs en EVs de Fb-TPC-1 vs TPC-1 evidenciaron una
funcionalidad relacionada con la degradacion del coldgeno. En su conjunto, los resultados
mencionados anteriormente validan funcionalmente los datos protedmicos obtenidos a partir
de las EVs, demostrando, ademas, el rol del Fb como una de las posibles fuentes de MMPs en
el TME tiroideo. Por otro lado, dado que las células no tumorales tiroideas también forman
parte del TME en tiroides, se llevaro a cabo experimentos equivalentes que demostraron el
aumento significativo en MMP2 activa en los CMs de NThyOri luego de su
estimulacion con EVs provenientes de Fb-TPC-1. Esta capacidad de modificacion del
fenotipo de células receptoras, llevada a cabo por EVs obtenidas de entornos tumorales,
también fue evidenciada, por otros autores, con EVs provenientes de células madre tumorales
tiroideas. Hardin y col. [213] demostraron que estas EVs eran capaces de modificar el fenotipo
de células NThyOri, aumentando su proliferacion, capacidad invasiva e induciendo la transicion
epitelio-mesénquima. En linea con esto, se observaron claras modificaciones en el secretoma
del tejido tiroideo normal adyacente al tumor con respecto al tejido de un paciente sano [161].

Por otro lado, en cancer de mama, la expresion de MMP2 se asocid a un fenotipo invasivo
y un crecimiento independiente de anclaje desencadenados por la expresion de HRAS.
Ademas, la invasividad mediada por HRAS se inhibe significativamente cuando se disminuye
la expresién de MMP2 o se bloquea su actividad [214]. Posteriormente, el mismo grupo reporté
la induccién de MMP2 activa cuando células epiteliales de mama, HRAS positivas, eran
cultivadas en un gel bidimensional de colageno tipo I, lo que no se evidencié con células NRAS
positivas. Dado que MT1-MMP de membrana y TIMP2, principales proteinas involucrados en la
activacién de proMMP2, fueron sobreexpresados por HRAS, y no por NRAS, se sugirié que
HRAS era la que conducia a la activacidon de esta enzima en el modelo [215]. Sin embargo,
todavia se necesita informacién detallada acerca de los mecanismos moleculares que

participan en la regulacion de la actividad de las MMPs en el TME tiroideo y que, entre otras
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funciones, regulan y restringen la penetracién in vivo de las EVs, a través de la red intrincada,
densa vy fibrosa de la ECM, hasta llegar a las células blanco.

Otra observacion interesante en nuestro modelo de estudio fue la induccion de MMP2
activa en el co-cultivo de Fb-TPC-1, incluso independientemente del contacto directo
célula-célula, lo que sugiere que factores solubles y/o EVs, producidos en este contexto,
podrian estar involucrados en los eventos observados. En relacién a este punto, Kim y col.
[216] reportaron que co-cultivos contacto-independientes entre una linea de células
endoteliales y de cancer de mama, resultan en un aumento en la expresion de MMP2 en las
células tumorales co-cultivadas. Sin embargo, trabajos realizados por otros autores utilizando
cultivos contacto-independiente de células de carcinoma cervical con Fb normales o CAFs no
evidenciaron un aumento en la secrecién y activacion de MMP2, la cual sélo se produce cuando
estas células interactian de manera contacto dependiente [217]. Nuestro trabajo es el primero
en reportar que cultivos contacto-independiente de Fb y células tumorales tiroideas producen
la activacion de MMP2. Ademas, de manera interesante, el analisis realizado con los
interactores de MMP2 discriminé aquellas EVs provenientes de células tumorales y
de sus co-cultivos con el Fb, de aquellas provenientes de células no tumorales.
Considerando el entorno tumoral, el anadlisis mencionado discriminé las EVs que
proceden de células aisladas de las EVs que surgen a partir de la interaccion del Fb
con las células tumorales. Estos hallazgos enfatizan ain mas el rol de EVs de entornos
tumorales tiroideos en la secrecion y activacion de MMP2. Por el contrario, los interactores
de MMP9 no lograron discriminar entre estas categorias, o cual podria estar sugiriendo
de que las EVs no estarian particularmente involucradas en la regulacion de esta enzima.

En los ultimos afnos, muchos estudios han apoyado el rol y la importancia de las EVs en la
progresion y desarrollo tumoral, dado su cargo especifico con factores promotores del tumor
[218]. En este trabajo demostramos que la activacion de MMP2 en el TME tiroideo, podria ser
mediada por EVs provenientes del co-cultivo del Fb con las células tumorales tiroideas,
principalmente TPC-1. CD147 es una proteina que aumenté significativamente en
poblaciones de EVs obtenidas de TPC-1 y 8505c co-cultivadas con Fb, en
comparacion con aquellas obtenidas a partir de cultivos aislados de estas células. La
sobreexpresion de CD147 ha sido descripta en muchos tipos de cancer y la misma se
correlaciond con una menor probabilidad de supervivencia [219]. CD147 ha sido
principalmente relacionada con la secrecion de MMPs, principalmente de MMP2 y su activacién
[220], asi como con el crosstalk del tumor con el estroma, y particularmente con Fb [164]. En
este sentido, el aumento en la expresion de MMP2 en Fb cercanos a células tumorales que
expresan CD147, sin estar en contacto directo célula-célula, fue descripto en pacientes con
linfoma T del adulto [221]. Otros reportes muestran que el co-cultivo de Fb y células tumorales
aumenta significativamente la expresion de MMP2 en Fb, via CD147, al co-cultivar dos lineas
celulares de sarcoma epiteloide con Fb humanos [222]. Por otra parte, se ha descripto la
presencia de CD147 en EVs aisladas de varias lineas celulares tumorales y células derivadas
de tumores primarios, vinculando esta proteina a interacciones celulares heterotipicas. Es asi
que, EVs provenientes de células de cancer de ovario, que portan CD147, han sido relacionadas

con la actividad proangiogénica en células endoteliales humanas [166]. Mas recientemente,
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fue reportado que CD147 presente en EVs provenientes de células de sarcoma, esta
involucrado en la regulacién de la produccién de MMP2 por parte de Fb que se encuentran
distantes a las células tumorales [223]. También, EVs CD147 positivas, provenientes de lineas
celulares de glioblastoma son capaces de producir un incremento en la secrecion de MMP9 por
astrocitos humanos [224]. En la glandula tiroidea, CD147 aumenta su expresion
significativamente en carcinomas tiroideos en comparacion a los hallazgos en tejido normal o
bocio nodular. Ademas, la expresion de CD147 correlaciona directamente con diversas
caracteristicas clinicopatolégicas como un menor grado de diferenciacion celular, la invasion
extratiroidea, metastasis en ganglios linfaticos y disminucion en la sobrevida de los pacientes.
Por lo tanto, su expresion podria ser (til para predecir el prondstico de los pacientes con
carcinoma tiroideo diferenciado, tanto papilar como folicular [163, 225, 226]. Paralelamente,
carcinomas tiroideos indiferenciados presentan una mayor expresion de CD147 en células
tumorales tiroideas con respecto a formas diferenciadas de la enfermedad [227]. Ademas, el
analisis de la expresién de CD147 y MMP2 en tejidos de carcinomas tiroideos diferenciados
evidencid que ambos marcadores se expresan principalmente en tejidos tumorales,
observandose una correlacion positiva significativa en sus niveles de expresion [228]. Por
ultimo, a partir de un meta-analisis se evidencid que la expresiéon de CD147 se correlaciona
estrechamente con la progresion del tumor tiroideo y que estaria participando de las sefiales
relacionadas con la ECM, la adhesidn celular y las interacciones célula-célula. Sin embargo,
son necesarios nuevos estudios para profundizar en el conocimiento de los mecanismos
moleculares especificos que involucran a CD147 con la agresividad tumoral tiroidea [229]. De
la misma manera, en nuestro modelo, se requeriran futuros estudios para profundizar en la
caracterizacion del rol de CD147 en el TME tiroideo.

Otra proteina vinculada con motilidad, invasion y progresion tumoral es GAL-1. En nuestro
modelo, EVs de Fb-TPC-1 produjeron un aumento significativo en el mRNA de Gal-1
en Fb. La sobreexpresion de Gal-1 ha sido ampliamente reportada en cancer, y ademas de
ser expresada por las células tumorales y secretada a la ECM, también se ha reportado su
expresion en diversos componentes estromales, incluyendo los Fb [230]. Un aumento en su
expresion influye en la progresion tumoral dado su rol pleiotrépico en transformacion celular,
proliferacion celular, angiogénesis, adhesion, invasion celular, e inmunosupresion, es decir,
vinculada directamente con parametros de mal prondstico como agresividad tumoral,
metastasis, estadio avanzado del tumor y menor sobrevida del paciente, en diversos tipos de
cancer [231, 232]. Ademas, varios autores describen un aumento en la expresion de Gal-1 en
CAFs en comparacion con Fb del tejido normal adyacente en cancer de mama, participando en
migracién e invasién celular [233]; en cancer gastrico, participando en angiogénesis, EMT y
metastasis [234, 235]; en cancer de ovario, modulando la invasion de células tumorales a
través de MMP2 [31] y en cancer de pancreas, donde incrementa la proliferaciéon e invasion
del tumor debido al aumento en la expresién de MMP2 y MMP9 en las células tumorales [32].
En cancer de tiroides, la expresion de Gal-1 aumenta en lineas celulares tumorales y se
demostro que la misma estd implicada en la biologia del PTC y ATC [236]. Mas recientemente,
se evaluaron los efectos de su inhibicion en seis lineas celulares de cancer de tiroides,

observandose inhibiciones significativas en la proliferacién, migracion e invasién en todas las
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lineas que expresaban niveles elevados de Gal-1 [237]. Otros autores también reportaron
altos niveles de GAL-1 en suero de pacientes diagnosticados con carcinoma tiroideo
diferenciado [238]. Sin embargo, en nuestro modelo aun se desconocen los mecanismos por
los que se induce la expresion de Gal-1 en Fb, cuyo esclarecimiento, asi como el de su rol
funcional, requerira de estudios futuros.

En la busqueda de biomarcadores, la utilizacion de modelos in vitro de interaccion tumor-
estroma, podrian adquirir relevancia y ser de mucha utilidad para el estudio protedmico de
EVs que, dada esta interaccion, modifican su cargo y se encuentran transportando proteinas
de interés, que reflejan las caracteristicas del tumor. Estas proteinas, debido a su baja
abundancia, podrian resultar enmascaradas cuando la técnica protedmica se realiza
directamente en la complejidad proteica de EVs derivadas de fluidos bioldgicos de pacientes
con cancer. Nuestro modelo de interaccidon tumor-Fb para la obtencidn, caracterizacion y
estudio de EVs, aunque continla siendo una version simplificada del TME que considera
interacciones en dos dimensiones entre dos células, nos resultd de mucha utilidad para
demostrar por primera vez la relevancia de la interaccion tumor-estroma en la
liberaciéon de una subpoblacion diferente de EVs en el TME tiroideo. Por otro lado, aunque
es aun desconocido el mecanismo molecular de la activacion de MMP2 en Fb y NThyOri por
EVs provenientes de contextos tumorales, el presente trabajo de tesis doctoral introduce la
expresion de MAMDC2, HRAS y CD147 en EVs y abre la posibilidad de su estudio y
deteccion en EVs provenientes de pacientes con cancer de tiroides, con el importante impacto
traslacional que esto presentaria en salud humana. Los resultados obtenidos, en el presente
trabajo sientan una base amplia que podria ser utilizada en estudios futuros para profundizar
en aspectos relacionados a como los Fb podrian modificar el cargo de las EVs provenientes del
TME tiroideo y, especificamente, el proteoma de las mismas. En conclusion, el conocimiento
del cargo proteico en EVs, y la comprension de su funcidn bioldgica en el TME tiroideo,
contribuirian al disefio de nuevas estrategias de tratamiento y ofrecerian oportunidades en el
uso de procedimientos minimamente invasivos, que involucran el descubrimiento de
biomarcadores en biopsia liquida, para la evaluacion diagndstica y el seguimiento de los
pacientes con cancer de tiroides.
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Tabla 1. DEPs utilizadas en el analisis ORA

A. TPC-1 vs. NThyOri

Entry Gene Protein name p adj. |logFC
P10124 | SRGN Serglycin 9.6E-08| 4.02
Q9GZM7 | TINAGL1 Tubulointerstitial nephritis antigen-like 0.00087 | 3.74
P10909 |CLU Clusterin 1.9E-09| 3.59
P24821 | TNC Tenascin 3.4E-09| 3.57
000468 | AGRN Agrin 1.9E-09| 3.41
P12109 | COL6A1 Collagen alpha-1 chain 9.4E-09| 3.25
P23142 | FBLN1 Fibulin-1 3.2E-08| 3.23
PO5067 | APP Amyloid-beta precursor protein 5.2E-07 | 3.03
P56696 | KCNQ4 Potassium voltage-gated channel subfamily KQT member 4 | 3.8E-07 | 2.89
Q14112 | NID2 Nidogen-2 3.1E-06| 2.86
QI9NQ84 | GPRC5C G-protein coupled receptor family C group 5 member C 2.1E-05| 2.84
015230 |LAMAS Laminin subunit alpha-5 8.9E-09| 2.81
P13611 |VCAN Versican core protein 4.2E-08| 2.76
Q05639 | EEF1A2 Elongation factor 1-alpha 2 5.6E-07 | 2.72
P11047 |LAMC1 Laminin subunit gamma-1 5.4E-09| 2.63
P21741 | MDK Midkine 7.9E-05| 2.53
P19021 |PAM Peptidyl-glycine alpha-amidating monooxygenase 0.00089 | 2.47
P14543 | NID1 Nidogen-1 7.8E-08| 2.46
095336 | PGLS 6-phosphogluconolactonase 0.00029 | 2.37
Q16610 |ECM1 Extracellular matrix protein 3.8E-05| 2.36
P10646 | TFPI Tissue factor pathway inhibitor 1.7E-05| 2.33
Q16270 | IGFBP7 Insulin-like growth factor-binding protein 7 0.00061 | 2.32
P07942 |LAMBI1 Laminin subunit beta-1 7E-07| 2.24
P07996 | THBS1 Thrombospondin-1 2.2E-07 | 2.23
Q9Y4KO | LOXL2 Lysyl oxidase homolog 2 2.8E-05| 2.22

Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan
P98160 | HSPG2 core protein 1.3E-06| 2.12
094985 | CLSTN1 Calsyntenin-1 6.4E-06 | 2.08
P51003 | PAPOLA Poly polymerase alpha 0.00064 | 2.08
P04920 |SLC4A2 Anion exchange protein 2 0.00015| 2.00
P08603 | CFH Complement factor H 1.3E-05| 1.89
P18084 |ITGB5 Integrin beta-5 7.9E-07| 1.85
1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase

Q8N3E9 | PLCD3 delta-3 2.3E-05| 1.84
Q68BL8 | OLFML2B Olfactomedin-like protein 2B 0.00078 | 1.84
060437 | PPL Periplakin 9.7E-05| 1.78
Q13751 | LAMB3 Laminin subunit beta-3 0.00021 | 1.76
P0O0749 |PLAU Urokinase-type plasminogen activator 9.6E-05| 1.71
P26022 |PTX3 Pentraxin-related protein 0.00046 | 1.61
Q06481 | APLP2 Amyloid-like protein 2 7.9E-05| 1.56
P21980 |TGM2 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 0.00057 | 1.54
P18827 |SDC1 Syndecan-1 0.00025 | 1.53
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Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter
P11169 |SLC2A3 member 3 6.9E-05| 1.51
Q16394 | EXT1 Exostosin-1 0.00044 | 1.49
Q9Y240 | CLEC11A C-type lectin domain family 11 member A 0.00026 | 1.48
P02751 |FN1 Fibronectin 3.2E-05| 1.41
Q6YHK3 | CD109 CD109 antigen 0.00062 | 1.38
Q8NG11 | TSPAN14 Tetraspanin-14 0.00019 | 1.37
Q9UHF1 | EGFL7 Epidermal growth factor-like protein 7 0.00033 | 1.36
P55268 | LAMB2 Laminin subunit beta-2 7.7E-05| 1.16
P13164 |IFITM1 Interferon-induced transmembrane protein 1 0.00047 | 1.14
Q99459 | CDC5L Cell division cycle 5-like protein 0.0009 | 1.12
P35556 | FBN2 Fibrillin-2 0.0009 | 1.09
Q14517 |FAT1 Protocadherin Fat 1 0.00017 | 1.07
Q9BXP8 | PAPPA2 Pappalysin-2 0.00082 | 1.06
B. NThyOri vs. TPC-1

Entry Gene Protein name p adj. |logFC
P49736 | MCM2 DNA replication licensing factor MCM2 0.00047 | -1.06
P30041 | PRDX6 Peroxiredoxin-6 0.00071 | -1.07
Q99961 | SH3GL1 Endophilin-A2 0.00099 | -1.12
Q9Y3U8 | RPL36 60S ribosomal protein L36 0.00029 | -1.13
075369 | FLNB Filamin-B 0.0009 | -1.13
P10768 | ESD S-formylglutathione hydrolase 0.00092 | -1.15
P08195 |SLC3A2 4F2 cell-surface antigen heavy chain 0.0008 | -1.15
P11586 | MTHFD1 C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic 0.00039 | -1.18
PO7900 | HSP90AA1 | Heat shock protein HSP 90-alpha 0.00061 | -1.23
000159 | MYO1C Unconventional myosin-lc 0.00064 | -1.23
P56192 | MARS1 Methionine--tRNA ligase, cytoplasmic 0.00044 | -1.25
Q16543 | CDC37 Hsp90 co-chaperone Cdc37 0.00058 | -1.27
P09622 |DLD Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial 0.0008 | -1.28
P43686 | PSMC4 26S proteasome regulatory subunit 6B 0.00079 | -1.29
Q9NR12 | PDLIM7 PDZ and LIM domain protein 7 0.0001 | -1.29
P62195 | PSMC5 26S proteasome regulatory subunit 8 1.7E-05| -1.31
Q09666 | AHNAK Neuroblast differentiation-associated protein 3.8E-05| -1.31
P12004 | PCNA Proliferating cell nuclear antigen 0.0009 | -1.34
P31939 | ATIC Bifunctional purine biosynthesis protein 0.00014 | -1.34
P35237 | SERPINB6 Serpin B6 0.00014 | -1.36
P30101 |PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 6.4E-06 | -1.37
P09525 | ANXA4 Annexin A4 0.00019 | -1.37
P46940 |IQGAP1 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 8.2E-05| -1.37
P28065 | PSMB9 Proteasome subunit beta type-9 6.3E-05 | -1.38
Q14247 |CTTN Src substrate cortactin 0.00028 | -1.38
P62424 | RPL7A 60S ribosomal protein L7a 0.0005 | -1.39
P67809 |YBX1 Y-box-binding protein 1 0.00029 | -1.39
P34932 | HSPA4 Heat shock 70 kDa protein 4 5.6E-05 | -1.40
P12429 | ANXA3 Annexin A3 6.1E-05| -1.43
Q9Y315 | DERA Deoxyribose-phosphate aldolase 0.00017 | -1.44
P40121 | CAPG Macrophage-capping protein 0.00098 | -1.45
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P00338 |LDHA L-lactate dehydrogenase A chain 0.00037 | -1.45
043633 | CHMP2A Charged multivesicular body protein 2a 0.00044 | -1.46
P07585 | DCN Decorin 0.00074 | -1.48
Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha,
E9PAV3 | NACA muscle-specific form 0.00059 | -1.48
Q9Y696 | CLIC4 Chloride intracellular channel protein 4 0.0002 | -1.49
P05026 |ATP1B1 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 7.7E-05 | -1.50
P27824 | CANX Calnexin 0.00064 | -1.50
P58546 | MTPN Myotrophin 0.00047 | -1.50
P22314 | UBA1l Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 0.00012 | -1.55
043324 | EEF1E1 Eukaryotic translation elongation factor 1 epsilon-1 0.00065 | -1.55
Q14315 | FLNC Filamin-C 0.0002 | -1.56
P08174 | CD55 Complement decay-accelerating factor 0.00076 | -1.57
Guanine nucleotide-binding protein G subunit alpha
Q5JWF2 | GNAS isoforms XLas 0.00051 | -1.58
Q9UGV2 | NDRG3 Protein NDRG3 1.4E-05| -1.58
Q9UNX3 | RPL26L1 60S ribosomal protein L26-like 1 0.00026 | -1.58
PODMV8 | HSPA1A Heat shock 70 kDa protein 1A 0.0001 | -1.59
P35613 | BSG Basigin 0.00013 | -1.60
P51148 | RAB5C Ras-related protein Rab-5C 6.4E-05 | -1.60
Q6NZI2 | CAVIN1 Caveolae-associated protein 1 6.8E-05 | -1.61
Q9BUF5 | TUBB6 Tubulin beta-6 chain 2.6E-05| -1.62
P0O0736 |C1R Complement C1r subcomponent 8E-05| -1.63
P04216 |THY1 Thy-1 membrane glycoprotein 0.00028 | -1.63
Q8N1F7 | NUP93 Nuclear pore complex protein Nup93 0.00071 | -1.63
P55060 | CSE1L Exportin-2 0.00064 | -1.64
P22626 | HNRNPA2B1 | Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 0.00042 | -1.64
Q99829 | CPNE1 Copine-1 7.5E-05| -1.65
Q13547 | HDAC1 Histone deacetylase 1 0.00076 | -1.66
P00966 | ASS1 Argininosuccinate synthase 4.3E-05| -1.66
Q5VW32 | BROX BRO1 domain-containing protein BROX 7.1E-06 | -1.67
P37802 | TAGLN2 Transgelin-2 8.2E-05| -1.67
P50395 | GDI2 Rab GDP dissociation inhibitor beta 5.5E-05| -1.67
P62750 |RPL23A 60S ribosomal protein L23a 0.00063 | -1.68
P0O5787 | KRT8 Keratin, type Il cytoskeletal 8 1.4E-05 | -1.69
Q9NZT2 | OGFR Opioid growth factor receptor 0.00034 | -1.69
P62269 | RPS18 40S ribosomal protein S18 0.00081 | -1.69
P67936 | TPM4 Tropomyosin alpha-4 chain 0.00065 | -1.69
Q08499 | PDE4D cAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4D 4.4E-06 | -1.70
P18621 |RPL17 60S ribosomal protein L17 0.00026 | -1.70
P26641 | EEF1G Elongation factor 1-gamma 0.0002 | -1.72
075390 |CS Citrate synthase 0.00097 | -1.72
P38646 | HSPA9 Stress-70 protein, mitochondrial 3.5E-05 | -1.73
P17858 | PFKL ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver type 0.00082 | -1.74
P61978 | HNRNPK Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 2.1E-05 | -1.76
P63104 | YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta 1.7E-05 | -1.76
Q15019 | SEPTIN2 Septin-2 1.9E-06 | -1.77
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P35579 | MYH9 Myosin-9 2.8E-05| -1.77
Q8NI9N7 | LRRC57 Leucine-rich repeat-containing protein 57 3.6E-05| -1.82
Q9H4AM9 | EHD1 EH domain-containing protein 1 4.1E-05]| -1.82
P23526 | AHCY Adenosylhomocysteinase 4.5E-05| -1.83
P62266 | RPS23 40S ribosomal protein S23 0.00059 | -1.83
P05387 | RPLP2 60S acidic ribosomal protein P2 0.00032 | -1.83
P32970 |CD70 CD70 antigen 3.7E-05| -1.84
Q08431 | MFGES8 Lactadherin 2.6E-05| -1.84
P29692 | EEF1D Elongation factor 1-delta 3.8E-05 | -1.86
Q6P2Q9 | PRPF8 Pre-mRNA-processing-splicing factor 8 4.1E-05| -1.87
P62258 | YWHAE 14-3-3 protein epsilon 4E-05 | -1.87
Q15365 | PCBP1 Poly-binding protein 1 1.3E-05]| -1.88
Q01813 | PFKP ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet type 2E-05] -1.88
P54709 | ATP1B3 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3 0.0006 | -1.89
Complement component 1 Q subcomponent-binding
Q07021 |C1QBP protein, mitochondrial 0.0009 | -1.90
P09651 | HNRNPA1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al 5.9E-07 | -1.93
Q01518 | CAP1 Adenylyl cyclase-associated protein 1 6.7E-05 | -1.94
P09211 | GSTP1 Glutathione S-transferase P 1.6E-06 | -1.95
Q15645 |TRIP13 Pachytene checkpoint protein 2 homolog 7.3E-05 | -1.95
P43490 | NAMPT Nicotinamide phosphoribosyltransferase 6.1E-05 | -1.95
Q15366 | PCBP2 Poly-binding protein 2 0.00071 | -1.96
P20908 | COL5A1 Collagen alpha-1 chain 0.00012 | -1.96
Q7Z7A1 | CNTRL Centriolin 0.0003 | -1.98
P04406 | GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2.9E-07 | -2.01
Q8IWAS5 | SLC44A2 Choline transporter-like protein 2 0.00015 | -2.01
060443 | GSDME Gasdermin-E 0.00054 | -2.03
P07237 | P4HB Protein disulfide-isomerase 1.6E-05 | -2.04
P14618 | PKM Pyruvate kinase PKM 2.3E-05| -2.05
P60866 | RPS20 40S ribosomal protein S20 2.1E-05 | -2.08
P18669 |PGAM1 Phosphoglycerate mutase 1 5E-06 | -2.08
P49321 | NASP Nuclear autoantigenic sperm protein 1.7E-05| -2.09
Q99536 | VAT1 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog 1.7E-05 | -2.10
Q99733 | NAP1L4 Nucleosome assembly protein 1-like 4 0.0009 | -2.10
Q9BQE3 | TUBALC Tubulin alpha-1C chain 6.9E-05| -2.11
P63261 |ACTG1 Actin, cytoplasmic 2 1.7E-05| -2.14
000299 |CLIC1 Chloride intracellular channel protein 1 6.9E-06 | -2.15
Q04760 | GLO1 Lactoylglutathione lyase 0.00064 | -2.19
Q9NQ86 | TRIM36 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM36 7.9E-05| -2.21
P42766 | RPL35 60S ribosomal protein L35 0.00013 | -2.21
Q9ULV4 | CORO1C Coronin-1C 5.2E-07 | -2.21
P08238 | HSP90AB1 | Heat shock protein HSP 90-beta 1.6E-06 | -2.23
PODP24 | CALM?2 Calmodulin-2 0.00047 | -2.23
P07737 | PFN1 Profilin-1 1.3E-05 | -2.26
075340 |PDCD6 Programmed cell death protein 6 9.8E-06 | -2.27
Q9UBVS | PEF1 Peflin 0.00033 | -2.28
Q9BPU6 | DPYSL5 Dihydropyrimidinase-related protein 5 1.5E-06 | -2.29
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P06493 | CDK1 Cyclin-dependent kinase 1 1.6E-06 | -2.32
P00492 | HPRT1 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 0.00013 | -2.32
P36405 | ARL3 ADP-ribosylation factor-like protein 3 0.0001 | -2.32
P60953 | CDC42 Cell division control protein 42 homolog 5.3E-05| -2.34
Q9UBQS | EIF3K Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit K 2.8E-05 | -2.36
Guanine nucleotide-binding protein G subunit alpha-3
P08754 | GNAI3 alpha-3 7.8E-08 | -2.36
P30050 |RPL12 60S ribosomal protein L12 3.7E-06 | -2.37
PO0558 | PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 8.5E-07 | -2.39
P06753 | TPM3 Tropomyosin alpha-3 chain 0.00039 | -2.41
Q06830 | PRDX1 Peroxiredoxin-1 1.4E-05 | -2.43
P05023 | ATP1A1l Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 9.7E-07 | -2.44
Guanine nucleotide-binding protein G/G/G subunit gamma-
Q9UBI6 | GNG12 12 1.4E-05| -2.45
P05388 | RPLPO 60S acidic ribosomal protein PO 0.00063 | -2.46
P05362 |ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1 1.8E-06 | -2.47
P62857 | RPS28 40S ribosomal protein S28 1.7E-05 | -2.49
P07355 | ANXA2 Annexin A2 1E-06 | -2.50
P06733 | ENO1 Alpha-enolase 1.4E-07 | -2.51
P53990 |IST1 IST1 homolog 6.5E-05 | -2.52
075821 |EIF3G Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G 0.00088 | -2.55
PO0751 |CFB Complement factor B 1.8E-06 | -2.58
P52907 | CAPZAl F-actin-capping protein subunit alpha-1 0.00047 | -2.59
P23528 | CFL1 Cofilin-1 7.9E-07 | -2.59
P63208 | SKP1 S-phase kinase-associated protein 1 3.5E-05 | -2.62
P31946 | YWHAB 14-3-3 protein beta/alpha 6.4E-06 | -2.64
P08133 | ANXAb6 Annexin A6 1.6E-07 | -2.64
P04899 | GNAI2 Guanine nucleotide-binding protein G subunit alpha-2 1E-06 | -2.71
P08670 |VIM Vimentin 3.4E-08 | -2.73
P55010 |EIF5 Eukaryotic translation initiation factor 5 1.6E-05 | -2.78
P25398 | RPS12 40S ribosomal protein S12 0.0002 | -2.80
P27348 | YWHAQ 14-3-3 protein theta 5.8E-08 | -2.93
P09493 |TPM1 Tropomyosin alpha-1 chain 1.3E-05| -2.93
P80723 | BASP1 Brain acid soluble protein 1 3.9E-06 | -3.00
P60903 | S100A10 Protein S100-A10 3.5E-05| -3.02
Q9COH2 |TTYH3 Protein tweety homolog 3 4.1E-05| -3.02
P0O0441 |SOD1 Superoxide dismutase 0.00013 | -3.08
P61353 | RPL27 60S ribosomal protein L27 1.9E-09 | -3.20
P60174 |TPI1 Triosephosphate isomerase 6.4E-07 | -3.23
014974 | PPP1R12A | Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12A 0.00045 | -3.24
P09936 | UCHL1 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 0.0001 | -3.27
P07437 |TUBB Tubulin beta chain 6.6E-07 | -3.32
Q8NC51 | SERBP1 Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein 2.9E-05 | -3.35
P02452 | COL1A1 Collagen alpha-1 chain 3.4E-09 | -3.40
P08758 | ANXA5 Annexin A5 6.4E-07 | -3.47
P15121 |AKR1B1 Aldo-keto reductase family 1 member B1 1.2E-05 | -3.62
P43487 | RANBP1 Ran-specific GTPase-activating protein 3.8E-06 | -3.69
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EGF-like repeat and discoidin I-like domain-containing
043854 | EDIL3 protein 3 8.2E-08 | -3.75
P01889 | HLA-B HLA class | histocompatibility antigen, B alpha chain 0.00013 | -4.24
Q86XP3 | DDX42 ATP-dependent RNA helicase 8E-05| -4.62
P29966 | MARCKS Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate 2.7E-07 | -4.91
Tabla 2. DEPs utilizadas en el analisis ORA
A. Fb-TPC-1 vs. Fb-NThyOrri

Entry Gene Protein name p adj. |logFC
P24821 TNC Tenascin 2.4E-07| 2.75
P10909 CLU Clusterin 1.7E-07 | 2.74
P10124 SRGN Serglycin 2.4E-05| 2.70
095336 | PGLS 6-phosphogluconolactonase 0.00034 | 2.45
Q9NQ84 | GPRC5C G-protein coupled receptor family C group 5 member C | 0.00037 | 2.23
Q77304 | MAMDC2 MAM domain-containing protein 2 1.3E-06| 2.10
P05067 APP Amyloid-beta precursor protein 9E-05| 2.02
Q13751 |LAMB3 Laminin subunit beta-3 0.00012 | 2.00
P49902 NT5C2 Cytosolic purine 5'-nucleotidase 0.00011| 1.95
000560 | SDCBP Syntenin-1 1.2E-05| 1.95
P12111 COL6A3 Collagen alpha-3 chain 1.2E-05| 1.94
000468 | AGRN Agrin 3.3E-06| 1.93
015230 | LAMAS Laminin subunit alpha-5 2.7E-06| 1.90
P12110 COL6A2 Collagen alpha-2 chain 5.6E-05| 1.89
P12109 COL6A1 Collagen alpha-1 chain 1.7E-05| 1.87
P52789 HK2 Hexokinase-2 0.00018 | 1.86
Q8NG11 |TSPAN14 Tetraspanin-14 2.5E-05| 1.81
P53801 PTTG1IP Pituitary tumor-transforming gene 1 interacting protein |0.00014 | 1.79
Q9Y240 | CLEC11A C-type lectin domain family 11 member A 9.3E-05| 1.75
P27701 CD82 CD82 antigen 4.6E-05| 1.71
P00749 PLAU Urokinase-type plasminogen activator 0.00024 | 1.65
Q8WUM4 | PDCD6IP Programmed cell death 6-interacting protein 0.00051| 1.60
P18084 ITGB5 Integrin beta-5 1.2E-05| 1.57
Q05639 | EEF1A2 Elongation factor 1-alpha 2 0.00037 | 1.54
Q93063 | EXT2 Exostosin-2 0.00063 | 1.49
P11047 LAMC1 Laminin subunit gamma-1 1.2E-05| 1.48
P23142 FBLN1 Fibulin-1 0.00034 | 1.44
P26006 ITGA3 Integrin alpha-3 0.00039 | 1.34
P14543 NID1 Nidogen-1 0.00028 | 1.23

Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter
P11169 SLC2A3 member 3 0.00091 | 1.19
P08962 CD63 CD63 antigen 0.00031| 1.08
B. Fb-NThyOri vs. Fb-TPC-1

Entry Gene Protein name p adj. |logFC
P62195 PSMC5 26S proteasome regulatory subunit 8 0.00031 | -1.03
P55072 VCP Transitional endoplasmic reticulum ATPase p97 subunit |0.00061 | -1.04
P30101 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 0.00018 | -1.05
P50991 CCT4 T-complex protein 1 subunit delta 0.00084 | -1.07
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P09211 GSTP1 Glutathione S-transferase P 0.00079 | -1.12
P34932 HSPA4 Heat shock 70 kDa protein 4 0.00067 | -1.12
P06744 GPI Glucose-6-phosphate isomerase 0.00031 | -1.16
P07954 FH Fumarate hydratase, mitochondrial 0.00019 | -1.20
P04075 ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A 0.00061 | -1.21
P31939 ATIC Bifunctional purine biosynthesis protein ATIC 0.00039 | -1.26
P61978 HNRNPK Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 0.00071 | -1.27
P07900 HSP90AA1 Heat shock protein HSP 90-alpha 0.00048 | -1.31
P13667 PDIA4 Protein disulfide-isomerase A4 0.00019 | -1.31
000339 | MATN2 Matrilin-2 0.00024 | -1.31
P08670 VIM Vimentin 0.0002 | -1.31
P67809 YBX1 Y-box-binding protein 1 0.00062 | -1.33
P00966 ASS1 Argininosuccinate synthase 0.00051 | -1.34
Q9UG63 | ABCF2 ATP-binding cassette sub-family F member 2 9.2E-05| -1.36
P62424 RPL7A 60S ribosomal protein L7a 0.00073 | -1.38
043707 | ACTN4 Alpha-actinin-4 0.00061 | -1.38
Q14315 | FLNC Filamin-C 0.00087 | -1.38
Q9ULV4 | CORO1C Coronin-1C 0.00016 | -1.39
P01024 C3 Complement C3 0.00019 | -1.41
Q6NZI2 CAVIN1 Caveolae-associated protein 1 0.00037 | -1.42
Q9BUF5 | TUBB6 Tubulin beta-6 chain 0.00018 | -1.43
P18669 PGAM1 Phosphoglycerate mutase 1 0.00033 | -1.45
P07996 THBS1 Thrombospondin-1 6.2E-05 | -1.45
Q8wWz42 |TIN Titin 0.00031 | -1.45
Q08431 | MFGE8 Lactadherin 0.00031 | -1.51
Q9Y383 LUC7L2 Putative RNA-binding protein Luc7-like 2 4.5E-05| -1.51
P07910 HNRNPC Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 0.00019 | -1.52
P22392 NME?2 Nucleoside diphosphate kinase B 0.00044 | -1.53
Q15019 | SEPTIN2 Septin-2 2.4E-05| -1.54
Q99536 |VAT1 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog 0.0005 | -1.54
Q9UNX3 | RPL26L1 60S ribosomal protein L26-like 1 0.00042 | -1.56
Q00610 | CLTC Clathrin heavy chain 1 9.2E-05| -1.57
P06493 CDK1 Cyclin-dependent kinase 1 0.00019 | -1.57
P14866 HNRNPL Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L 0.00019 | -1.57
P08133 ANXA6 Annexin A6 9.7E-05| -1.58
P29692 EEF1D Elongation factor 1-delta 0.0003 | -1.60
P61421 ATP6VOD1 V-type proton ATPase subunitd 1 9.2E-05| -1.60
P00736 C1R Complement C1r subcomponent 0.00018 | -1.60
P14618 PKM Pyruvate kinase PKM 0.00039 | -1.61
060313 | OPAl Dynamin-like 120 kDa protein, mitochondrial 0.00032 | -1.62
Q99873 | PRMT1 Protein arginine N-methyltransferase 1 0.00087 | -1.62
P61353 RPL27 60S ribosomal protein L27 8.9E-06 | -1.64
Q06830 | PRDX1 Peroxiredoxin-1 0.00084 | -1.66
P62937 PPIA Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 0.0004 | -1.67
P04899 GNAI2 Guanine nucleotide-binding protein G subunit alpha-2 0.00031 | -1.68
Q01518 | CAP1 Adenylyl cyclase-associated protein 1 0.00037 | -1.70
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P02458 COL2A1 Collagen alpha-1 0.00033 | -1.71
P20908 COL5A1 Collagen alpha-1 chain 0.00062 | -1.71
P0O0558 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 7.6E-05| -1.72
P26641 EEF1G Elongation factor 1-gamma 0.00031 | -1.72
P39748 FEN1 Flap endonuclease 1 0.00048 | -1.72
P09622 DLD Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial 9E-05| -1.74
P35579 MYH9 Myosin-9 7.6E-05| -1.74
094760 | DDAH1 N ,N -dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 0.00067 | -1.74
Q9BPU6 | DPYSL5 Dihydropyrimidinase-related protein 5 6.8E-05| -1.74
P31948 STIP1 Stress-induced-phosphoprotein 1 0.00062 | -1.75
P08238 HSP9S0AB1 Heat shock protein HSP 90-beta 5E-05| -1.78
015143 | ARPC1B Actin-related protein 2/3 complex subunit 1B 0.00037 | -1.79
P60866 RPS20 40S ribosomal protein S20 0.00015 | -1.83
Q15257 | PTPA Serine/threonine-protein phosphatase 2A activator 0.00047 | -1.83
Q9UBI6 | GNG12 Guanine nucleotide-binding protein subunit gamma-12 | 0.00037 | -1.83
Q01813 | PFKP ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet type 5.6E-05 | -1.84
P63261 ACTG1 Actin, cytoplasmic 2 0.00013 | -1.86
Q8IWAS5 | SLC44A2 Choline transporter-like protein 2 0.00043 | -1.88
Q5QNW6 | H2BC18 Histone H2B type 2-F 0.00019 | -1.88
P49321 NASP Nuclear autoantigenic sperm protein 9.2E-05]| -1.90
H4C1; ...;
P62805 H4C16 Histone H4 6.7E-06 | -1.90
P49913 CAMP Cathelicidin antimicrobial peptide 6.7E-06 | -1.92
Q15365 | PCBP1 Poly -binding protein 1 2.2E-05| -1.92
P05362 ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1 5.6E-05| -1.97
Q9H7D7 | WDR26 WD repeat-containing protein 26 3.6E-05 | -1.97
P05023 ATP1A1 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 | 2.6E-05 | -1.97
P60174 TPI1 Triosephosphate isomerase 0.00022 | -1.98
P62750 RPL23A 60S ribosomal protein L23a 0.00022 | -1.98
P18621 RPL17 60S ribosomal protein L17 0.00011 | -1.98
P84098 RPL19 60S ribosomal protein L19 0.00018 | -2.05
Q8N1G4 | LRRC47 Leucine-rich repeat-containing protein 47 0.00031 | -2.05
P27348 | YWHAQ 14-3-3 protein theta 8.9E-06 | -2.06
P61247 RPS3A 40S ribosomal protein S3a 9.4E-05 | -2.08
P55209 NAP1L1 Nucleosome assembly protein 1-like 1 0.00085 | -2.09
P08758 | ANXAS Annexin A5 0.00025 | -2.10
P22314 UBA1 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 1.2E-05| -2.10
P02533 KRT14 Keratin, type | cytoskeletal 14 0.00025 | -2.12
P06733 ENO1 Alpha-enolase 2.4E-06 | -2.15
P36405 ARL3 ADP-ribosylation factor-like protein 3 0.00033 | -2.16
P04406 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2.3E-07 | -2.27
P07437 | TUBB Tubulin beta chain 8.6E-05| -2.30
Q9UBV8 | PEF1 Peflin 0.00041 | -2.32
Q12841 |FSTL1 Follistatin-related protein 1 5.1E-05 | -2.35
P43487 RANBP1 Ran-specific GTPase-activating protein 0.00051 | -2.37
P07355 ANXA2 Annexin A2 3.8E-06 | -2.44
Q15631 | TSN Translin 0.00063 | -2.46
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Q8NC51 | SERBP1 Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein 0.00081 | -2.47
P15121 AKR1B1 Aldo-keto reductase family 1 member B1 0.00056 | -2.54
060353 | FZD6 Frizzled-6 0.00096 | -2.56
P23528 CFL1 Cofilin-1 1.8E-06 | -2.67
P30050 RPL12 60S ribosomal protein L12 2E-06 | -2.73
P14174 MIF Macrophage migration inhibitory factor 8E-05| -2.86
P68104 EEF1A1 Elongation factor 1-alpha 1 0.00062 | -2.87
P02452 COL1A1 Collagen alpha-1 chain 9.8E-08 | -2.93
P0O5161 ISG15 Ubiquitin-like protein ISG15 0.00031 | -2.96
P60903 S100A10 Protein S100-A10 8E-05 | -3.00
EGF-like repeat and discoidin I-like domain-containing
043854 EDIL3 protein 3 1.8E-06 | -3.20
P55010 EIF5 Eukaryotic translation initiation factor 5 1.7E-06 | -3.76
P0O0751 CFB Complement factor B 9.8E-08 | -3.87
P01889 HLA-B HLA class | histocompatibility antigen, B alpha chain 0.00043 | -3.90
P68366 | TUBA4A Tubulin alpha-4A chain 0.00012 | -5.02
Tabla 3. DEPs utilizadas en el analisis ORA
A. 8505c vs. NThyOri

Entry Gene Protein name p adj. |logFC
P07996 |THBS1 |Thrombospondin-1 3.2E-10| 3.96
P03956 | MMP1 |Interstitial collagenase 7.4E-08 | 3.63
Q96QD8 | SLC38A2 | Sodium-coupled neutral amino acid transporter 2 4.8E-07| 3.37
P15260 |IFNGR1 |Interferon gamma receptor 1 0.00022 | 3.11
Q8N474 | SFRP1 Secreted frizzled-related protein 1 0.00031 | 3.06
P21589 | NT5E 5'-nucleotidase 1.9E-07| 2.79
P13987 | CD59 CD59 glycoprotein 7.9E-05| 2.68
P26022 | PTX3 Pentraxin-related protein PTX3 1.4E-05| 2.55
P24821 |TNC Tenascin 5.7E-07| 2.51
P49913 | CAMP Cathelicidin antimicrobial peptide 2.9E-07 2.5
043653 | PSCA Prostate stem cell antigen 0.00022 | 2.47
P35442 |THBS2 | Thrombospondin-2 2.2E-07 | 2.37
Q92633 | LPAR1 Lysophosphatidic acid receptor 1 0.00018 | 2.34
P48307 | TFPI2 Tissue factor pathway inhibitor 2 1.9E-05| 2.34
PO0750 |PLAT Tissue-type plasminogen activator 4.4E-06| 2.29
Q9UGM3 | DMBT1 | Deleted in malignant brain tumors 1 protein 0.00088 | 2.21
Q9NQ30 | ESM1 Endothelial cell-specific molecule 1 8.5E-05| 2.18
Q06481 | APLP2 | Amyloid-like protein 2 8.7E-06| 2.16
015230 |LAMAS | Laminin subunit alpha-5 5.7E-07 | 2.15
QINRX5 | SERINC1 | Serine incorporator 1 2.3E-05| 2.12
Q92743 | HTRA1 |Serine protease HTRA1 0.0001 | 2.06
P07942 |LAMB1 |Laminin subunit beta-1 1.2E-05| 1.96
Q13501 |SQSTM1 | Sequestosome-1 4.3E-05| 1.95
P53801 |PTTG1IP | Pituitary tumor-transforming gene 1 protein-interacting protein | 0.00022 | 1.84
P0O0749 | PLAU Urokinase-type plasminogen activator 0.00023 | 1.79
P11047 |LAMC1 |Laminin subunit gamma-1 3.9E-06| 1.68
P0O8069 |IGF1R Insulin-like growth factor 1 receptor 0.00069 | 1.65
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P29279 |CCN2 CCN family member 2 0.00011 | 1.45
P13497 |BMP1 Bone morphogenetic protein 1 0.00076 | 1.44
Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member
P11169 |SLC2A3 |3 0.00044 | 1.44
000468 | AGRN Agrin 0.0004 | 1.29
P13164 |IFITM1 |Interferon-induced transmembrane protein 1 0.00082 | 1.24
P53618 |COPB1 |Coatomer subunit beta 0.00044 | 1.16
B. NThyOri vs. 8505¢
Entry Gene Protein name p adj. |logFC
P27701 | CD82 CD82 antigen 0.00088 | -1.33
P08133 | ANXA6 |Annexin A6 0.00082 | -1.37
P09622 |DLD Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial 0.00078 | -1.49
P01024 |C3 Complement C3 0.00023 | -1.49
P13611 |VCAN Versican core protein 0.00011 | -1.55
Q08431 | MFGE8 | Lactadherin 0.00044 | -1.59
P02452 | COL1A1 | Collagen alpha-1 chain 6.2E-08 | -3.02
Tabla 4. DEPs utilizadas en el analisis ORA
A. Fb-8505c vs. Fb-NThyOri
Entry Gene Protein name p adj. |logFC
Q8N474 | SFRP1 Secreted frizzled-related protein 1 1.1E-05| 4.11
Q96QD8 | SLC38A2 | Sodium-coupled neutral amino acid transporter 2 2.2E-07 | 3.84
P03956 | MMP1 Interstitial collagenase 2.2E-07 | 3.41
P15260 |IFNGR1 Interferon gamma receptor 1 9.4E-05| 3.35
P24821 |TNC Tenascin 2.4E-07| 2.75
Q16695 | H3-4 Histone H3.1t 0.0005| 2.74
P13726 |F3 Tissue factor 7E-05| 2.58
P49902 | NT5C2 Cytosolic purine 5'-nucleotidase 1.1E-05| 2.53
015230 | LAMAS Laminin subunit alpha-5 2.2E-07 | 2.43
015041 | SEMA3E | Semaphorin-3E 0.00051 | 2.41
P21589 | NT5E 5'-nucleotidase 1.3E-06 2.4
P13987 |CD59 CD59 glycoprotein 0.00028 | 2.33
Pituitary tumor-transforming gene 1 protein-interacting
P53801 |PTTG1IP | protein 1.4E-05| 2.32
QINRX5 | SERINC1 | Serine incorporator 1 1E-05| 2.27
043653 | PSCA Prostate stem cell antigen 0.00053 2.2
Q92633 | LPAR1 Lysophosphatidic acid receptor 1 0.00028 | 2.19
P11279 |LAMP1 Lysosome-associated membrane glycoprotein 1 4.2E-06| 2.16
P07093 | SERPINE2 | Glia-derived nexin 7E-05| 2.12
P48307 |TFPI2 Tissue factor pathway inhibitor 2 6.9E-05| 2.09
Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member
P11169 |[SLC2A3 |3 8.4E-06| 2.09
P0O0749 |PLAU Urokinase-type plasminogen activator 5.2E-05| 2.07
P07942 |LAMB1 Laminin subunit beta-1 8.5E-06| 2.03
P26022 |PTX3 Pentraxin-related protein PTX3 0.00023 | 1.99
Q92743 | HTRAl Serine protease HTRA1 0.00019| 1.94
095832 | CLDN1 Claudin-1 0.00028 | 1.89
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060437 | PPL Periplakin 0.00052 | 1.71
PO0750 |PLAT Tissue-type plasminogen activator 0.00024 | 1.61
P16070 |CD44 CD44 antigen 0.00084 | 1.59
P26006 |ITGA3 Integrin alpha-3 0.00026 | 1.53
000560 | SDCBP Syntenin-1 0.00026 1.5
P40227 | CCT6A T-complex protein 1 subunit zeta 0.00024 | 1.48
P11047 | LAMC1 Laminin subunit gamma-1 1.9E-05| 1.46
Q06481 | APLP2 Amyloid-like protein 2 0.00063 | 1.43
Q13219 | PAPPA Pappalysin-1 0.00091 | 1.41
Q15582 | TGFBI Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 0.00042 14
P13497 |BMP1 Bone morphogenetic protein 1 0.00089 | 1.39
P35442 | THBS2 Thrombospondin-2 0.00023 | 1.32
000468 | AGRN Agrin 0.00068 | 1.19
P50991 |CCT4 T-complex protein 1 subunit delta 0.00077 | 1.19
P08962 |CD63 CD63 antigen 0.0003 | 1.16
P07996 |THBS1 Thrombospondin-1 0.00084 | 1.16
B. Fb-NThyOri vs. Fb-8505c¢
Entry Gene Protein name p adj. |logFC
P07954 |FH Fumarate hydratase, mitochondrial 0.00023 | -1.29
Q8Wz42 | TTN Titin 0.00094 | -1.39
P01024 |(C3 Complement C3 9.5E-06 | -2.00
Q7L7X3 | TAOK1 Serine/threonine-protein kinase TAO1 7E-05| -2.17
P02452 |COL1A1 | Collagen alpha-1 chain 1.8E-06 | -2.26
Q15751 | HERC1 Probable E3 ubiquitin-protein ligase HERC1 0.00029 | -2.49
P14174 | MIF Macrophage migration inhibitory factor 0.00035 | -2.58
P13611 |VCAN Versican core protein 2.2E-07 | -2.64
PO0751 |CFB Complement factor B 2.9E-06 | -2.79
Tabla 5. DEPs utilizadas en el analisis ORA
Fb-TPC-1 vs. TPC-1

Entry Gene Protein name padj. | logFC
P12111 COL6A3 Collagen alpha-3 chain 1.2E-08| -3.67
P12110 COL6A2 Collagen alpha-2 chain 6E-08 | -3.60
P29966 MARCKS Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate 0.00137| -2.69
Q72304 MAMDC2 | MAM domain-containing protein 2 6E-08 | -2.66
P03956 MMP1 Interstitial collagenase 8.1E-06| -2.61
P07585 DCN Decorin 2.1E-05| -2.55
P98095 FBLN2 Fibulin-2 4E-07| -2.29
Q99733 NAP1L4 Nucleosome assembly protein 1-like 4 0.00621| -2.11
Q9NQ86 | TRIM36 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM36 0.00152| -2.01
P52789 HK2 Hexokinase-2 0.00093 | -1.83
P00736 CiR Complement C1r subcomponent 0.00073| -1.66
P07093 SERPINE2 | Glia-derived nexin 0.00321| -1.54
P61353 RPL27 60S ribosomal protein L27 6.2E-05| -1.53
P08123 COL1A2 Collagen alpha-2 chain 0.0017 | -1.49
P15144 ANPEP Aminopeptidase N 0.00486 | -1.31
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P01112 HRAS GTPase HRas 0.00073| -1.30
P35442 THBS2 Thrombospondin-2 0.00093| -1.24
Q9Y6C2 EMILIN1 EMILIN-1 0.00182| -1.04
Q99715 COL12A1 Collagen alpha-1 chain 0.00982 | -1.04
P08253 MMP2 72 kDa type IV collagenase 0.0017| -1.00
Fb-8505c vs. 8505¢

Entry Gene Protein name padj. | logFC
P07585 DCN Decorin 2.3E-05| -2.73
P08253 MMP2 72 kDa type IV collagenase 44E-06| -1.91
P24821 TNC Tenascin 0.00544| -1.39
P98095 FBLN2 Fibulin-2 0.00294 | -1.27

Fb-NThyOri vs. NThyOri

Entry Gene Protein name padj. | logFC
P07996 THBS1 Thrombospondin-1 4.8E-08| -2.94
P21810 BGN Biglycan 1.1E-05| -2.73
P49913 CAMP Cathelicidin antimicrobial peptide 1.4E-06| -2.43
P12109 COL6A1 Collagen alpha-1 chain 1.1E-05| -2.14
P08123 COL1A2 Collagen alpha-2 chain 0.00015| -1.96
P02461 COL3A1 Collagen alpha-1 chain 0.00015| -1.74
P07585 DCN Decorin 0.00173| -1.71
P00736 CiR Complement C1r subcomponent 0.0008 | -1.64
P08253 MMP2 72 kDa type IV collagenase 1.1E-05| -1.62
P09871 C1s Complement Cls subcomponent 0.00132| -1.60
Q99459 CDC5L Cell division cycle 5-like protein 0.00034| -1.58
P16035 TIMP2 Metalloproteinase inhibitor 2 0.00151| -1.55
P12111 COL6A3 Collagen alpha-3 chain 0.00193| -1.36
P13611 VCAN Versican core protein 0.0016| -1.30
P24821 TNC Tenascin 0.00882 | -1.15
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ABREVIATURAS

Ab: anticuerpo

ATC: carcinoma anaplasico tiroideo

BSA: albimina sérica bovina

CAFs: fibroblastos asociados al tumor

cfDNA: DNA libre de células

cfRNA: RNA libre de células

CMs: medios condicionados

CTCs: células tumorales circulantes

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindole

DEqMS: differential expression analysis of quantitative mass spectrometry data
DEVs: medio depletado de EVs que sedimentan a 100.000x g.
DLS: Dinamic Light Scattering

DTC: carcinoma tiroideo diferenciado

ECM: matriz extracelular

EMMPRIN o CD147: inductor de metaloproteinasas de matriz extracelular
EMT: transicion epitelio-mesénquima

ESCRT: endosomal sorting complexes required for transport
EVs: vesiculas extracelulares

FA: acido férmico

Fb: fibroblastos

FC: fold change

FDR: false discovery rate

FTC: carcinoma folicular tiroideo

GF: factores de crecimiento

GO: ontologia génica

GO:BP: ontologia génica segun funcion o proceso bioldgico
GO:CC: ontologia génica segiin componentes celulares
GO:MF: ontologia génica segun funciéon molecular

HPA: The Human Protein atlas

HRP: peroxidasa de rabanito
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ILVs: vesiculas intraluminales

ISEV: Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares
LFQ: cuantificacidon en ausencia de sondas

MAPK: proteina quinasa activada por mitdgeno

MFI: intensidad de fluorescencia media

MISEV: requisitos experimentales minimos para el estudio de EVs
MMPs: metaloproteinasas de matriz

MVB: cuerpo multivesicular

nLC-MS/MS: Cromatografia liquida-espectrometria de masas
NTA: Nanoparticle Tracking Analysis

ORA: over-representation analysis

PBS: buffer fosfato salino

PDTC: carcinoma tiroideo pobremente diferenciado

PFA: p-formaldehido

PPI: interacciones proteina-proteina

PTC: carcinoma papilar tiroideo

PTM: modificacion postraduccional

qPCR: PCR en tiempo real

RT: transcripcion reversa

TA: temperatura ambiente

TCGA: The Cancer Genome Atlas

TEM: microscopia electronica de transmision

TEPs: plaquetas educadas por el tumor

TIMPs: inhibidoras tisulares de las MMPs

TME: microambiente tumoral

TSH: hormona estimulante de la tiroides

TW-CMs: CMs de la camara inferior del transwell

uPA: activador del plasmindgeno tipo uroquinasa

VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular
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