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RESUMEN

Los exosomas son nanovesiculas extracelulares que podrian participar en
procesos de sefializacién intercelular mediante su cargo consistente en
microRNAs (miRNA), lipidos y proteinas. En el sistema nervioso central (SNC),
tanto astrocitos como neuronas podrian usar exosomas como una novedosa
forma de comunicacion.

Antecedentes del laboratorio de Neurociencias de La Universidad de Los
Andes, obtenidos en ratas, muestran que los niveles extracelulares de proteinas
que se expresan selectivamente en astrocitos, tales como aldolasa C y GFAP,
aumentan en animales sometidos a estrés crénico. Parte de este aumento podria
explicarse mediante su liberacién en exosomas.

Los astrocitos son las células gliales mas abundantes del SNC y son actores
claves en la homeostasis cerebral, controlando los niveles exiracelulares de
iones, neurotransmisores, factores troficos, flujo sanguineo y el metabolismo
neuronal. Sin embargo, hasta ahora, el efecto de los exosomas derivados de
astrocitos sobre la funcién neuronal ha sido escasamente explorado.

Por ofra parte, aldolasa C es una enzima glicolitica capaz de unir acidos
nucleicos cuya secuencia es similar a la de miRNA-26a (miR-26a). Este mi-RNA
estd enriquecido en astrocitos e induce la degradacién de varias proteinas
involucradas en la mantencién de la actividad sinaptica y citoarquitectura

dendritica, tales como la proteina asociada a microtubulos (MAP2), el factor
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neurotrofico derivado de cerebro (BDNF) o glicogeno sintasa quinasa 3 beta
(GSK3B), entre otros.

Considerando estos antecedentes, nuestra hipétesis es: “Los exosomas
de astrocitos que contienen aldolasa C y miR-26a se internalizan en neuronas,

generando una disminucién de la ramificacién dendritica”.

Para poner a prueba esta hipétesis, aislamos exosomas desde el
sobrenadante de cultivos puros de astrocitos o de cultivos mixtos (neuronas y
astrocitos) mediante centrifugaciones diferenciales. En esta fraccién se analizé
tamario, densidad de flotacién y composicion proteica. Encontramos que aldolasa
C esta presente en exosomas obtenidos desde cultivos de astrocitos puros y que
su contenido en estas vesiculas incrementa en co-cultivo con neuronas,
sugiriendo un rol en la comunicacién astrocito/neurona. Ademas, encontramos
que la enzima estad presente en exosomas obtenidos desde liquido
cefalorraquideo (LCR) de rata y que su contenido en estas vesiculas aumenta

luego de un protocolo de estrés repetitivo por restriccién de movimiento.

Para determinar el efecto de los exosomas portadores del aldolasa C
sobre las neuronas, sobre-expresamos aldolasa C-GFP en astrocitos, pudiendo
detectar la enzima recombinante en exosomas. Mediante Western blot e
inmunocitofluorescencia observamos que estos exosomas se internalizan tanto
en neuronas corticales como hipocampales, disminuyendo el largo y complejidad
de los procesos dendriticos selectivamente en neuronas hipocampales, lo cual

fue cuantificado mediante andlisis de Sholl. Ademas, la sobre-expresién de
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aldolasa C en astrocitos esta asociada a un aumento en el contenido de miR-
26a-5p, tanto en lisado celular como en exosomas y a una disminucién en el
contenido de miR-26a-3p en estos Uitimos. Analogamente, la transfeccién de un
oligonucledtido con la misma secuencia de miR-26a-5p (mimic) recapitula parte
de los efectos producidos por exosomas, sugiriendo que miR-26a-5p media los
efectos morfolégicos inducidos por estas vesiculas. De forma coherente, los
cambios morfol6gicos inducidos por exosomas son suprimidos previa inhibicién

de miR-26a-5p en neuronas.

Concluimos que los exosomas derivados de astrocitos son capaces de
transferir aldolasa C a neuronas e inducir una disminucién selectiva en la
ramificacion dendritica de neuronas hipocampales que depende de miR-26a-5p.
Este efecto selectivo reproduce lo descrito en estructuras hipocampales durante
los trastornos del animo vinculados al estrés, sugiriendo que los exosomas
derivados de astrocitos podrian ser nuevos mediadores de las adaptaciones a

estas patologias.
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ABSTRACT

Exosomes are extracellular nanovesicles that could participate in inter-
cellular signaling processes because of their unique cargo consisting of
microRNAs (miRNAs), lipids and proteins. Astrocytes as well as neurons from the
central nervous system (CNS) could use these vesicles as a novel way of
communication.

Previous data from the lab show that extracellular levels of astrocyte-
specific proteins, such as aldolase C and GFAP, increase in rats submitted to
chronic stress. Part of this increase could be explained by an exosome-mediated
release mechanism. Asirocytes are the most abundant glial cells in the
CNS,.They are key players in maintaining cerebral homeostasis by controlling
extracelular levels of ions, neurotransmitters, trophic factors, neuronal
metabolism as well as blood-brain barrier function. Nevertheless, the effects of
astrocyte-derived exosomes on neuronal function remains mostly unexplored.

Aldolase C is a glycolytic enzyme able to bind nucleic acids with similar
sequence to miRNA 26a (miR-26a). This microRNA is enriched in astrocytes and
induces the down-regulation of several proteins related to synaptic activity
maintenance and organization of the dendritic cytoarchitecture such as
microtubule associated protein 2 (MAP2), brain derived neurotrophic factor

(BDNF) or glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3p), among others.
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Considering this background, our hypothesis is that “Astrocyte-derived
exosomes containing aldolase C and miR-26a are internalized by neurons
decreasing dendritic branching”.

To test this hypothesis, we isolated exosomes from pure astrocyte and
mixed (astrocytes and neurons) cell culture supernatants by diferential
centrifugation. We characterized this vesicular fraction by size, flotation density,
and proteic composition. We found aldolase C is present in exosomes obtained
from pure astrocyte cell cultures and that its content increases in co-culture with
neurons, suggesting it has a role in astrocyte/neuron communication. Besides, we
found that this enzyme is present in exosomes isolated from the rat cerebrospinal
fluid and that its content increases in rats submitted to a repetitive stress protocol

by movement restriction.

In order o determine the effects of aldolase C containing exosomes on
neurons, we over-expressed aldolase-C-GFP in astrocytes, which enabled us to
detect recombinant protein in exosomes. We observed by Western Blot and
immunocytofluorescence that these exosomes are internalized by hippocampal
and cortical neurons, decreasing the length and complexity of dendritic processes
selectively on hippocampal neurons and we quantified this effect by Sholl
analysis. Aldolase C over-expression on astrocytes is associated to an increase
of miR-26a-5p content in cellular lysates as well as in exosomes and a decrease
of the miR-26a-3p content in this vesicle fraction. Similarly, transfection of an

oligonucleotide with the same sequence of miR-26a-5p (mimic) recapitulates part
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of these effects, suggesting that miR-26a-5p is a key factor in the morphological
rearrangements induced by exosomes. Coherently, morphological changes

induced by exosomes are supressed by inhibiting miR-26a-5p on neurons.

We conclude that astrocyte-derived exosomes are able to transfer aldolase
C to neurons, inducing a miR-26a-5p dependent selective decrease in dendritic
branching of hippocampal neurons. This selective effect reproduces changes
observed during stress related mood disorders in hippocampal structures,
suggesting that astrocyte-derived exosomes could be new mediators of CNS

adaptations in these pathologies.




INTRODUCCION

I. Vesiculas extracelulares.

La sefalizacion intercelular en el sistema nervioso central (SNC), aparte
de la neurofransmisién, incluye mecanismos paracrinos, de transmisién por
volumen, que podrian explicar cambios globales en su funcionamiento. Esta
sefalizacion estaria mediada por la secrecién de factores solubles y diferentes
tipos de vesiculas que, en su conjunto, se han denominado vesiculas
extracelulares (VEs). Entre estas ultimas, encontramos a los cuerpos apoptéticos
(tamafio cercano a 1 pym) y aquéllas que emergen directamente desde la
membrana plasmatica tales como: microparticulas, microvesiculas y vesiculas
“shedding”, las cuales tienen un rango de tamafio entre 100 nm y 1 ym y han sido
englobadas en un solo concepto como ectosomas (Cocucci y Meldolesi., 2015).
Finalmente, encontramos a los exosomas, los cuales son nanovesiculas de 30 a
100 nm que se originan desde la ruta endocitica (Colombo y cols., 2014) (figura
1). Todas las VEs tienen propiedades que les permiten mediar interacciones
intercelulares con las células blanco. Entre ellas, los exosomas son las
estructuras mas estudiadas en cuanto a su capacidad de transferir
intercelularmente &acidos ribonucleicos (RNAs), lipidos y proteinas que son

b

funcionales.
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Figura 1. Vesiculas extracelulares. Existen dos tipos de Vesiculas
extracelulares: Ectosomas, los cuales emergen desde la membrana plasmatica
(panel superior) y los exosomas que provienen de la ruta endocitica (panel
inferior). Los cuerpos multivesiculares (CMVs) sufren una invaginacion en su
membrana que incorpora distintos componentes citosélicos en su lumen (1).
Posteriormente, las vesiculas intraluminales (VILs) son liberadas al espacio
extracelular por fusion de los CMVs con la membrana plasmatica donde se
[lamaran exosomas (2).

I Biogénesis de los exosomas.

El concepto de exosomas como vesiculas extracelulares se establecio
por primera vez con la descripcion de la fusién del endosoma tardio o cuerpo
multivesicular (CMV) con la membrana plasmatica durante la maduracion de los
reticulocitos a gldbulos rojos sanguineos, donde las vesiculas intraluminales
(VILs) son liberadas al espacio extracelular, denominandose exosomas
(Harding y cols., 1983; Pan y Johnstone., 1983; Pan y cols., 1985). Las VILs
liberadas se originan por invaginacion de la membrana que recubre los CMVs

de la ruta endocitica. Por lo tanto, la membrana de estas VILs se orienta en el
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sentido que la membrana plasmatica y circunscribe un lumen topolégicamente
equivalente al del citoplasma. Alternativamente, los CMVs pueden madurar hacia
lisosoma para degradar su contenido. Los mecanismos que definen el destino de
los CMVs hacia la ruta lisosomal o hacia la generacion de exosomas, asi como
la seleccion del cargo especifico dentro de vesiculas intraluminales, son objeto
de extensos estudios.(Hanson y Cashikar 2012; Théry y cols., 2002; Savina y
cols., 2003; Colombo y cols., 2014). Se han descrito dos maneras principales de
destinar componentes celulares a las VILs: los dependientes de ESCRT
(complejo endosomal de seleccioén requerido para transporte o endosomal sorting
complex required for transport) y los mecanismos independientes de ESCRT. La
maquinaria ESCRT se compone de cuatro complejos (ESCRTO, I, Il y lll) que
secuestran proteinas ftransmembrana ubiquitinadas en un microdominio
endosomal e inducen una invaginaciéon que genera la formacion de VILs. Los
mecanismos de destinacién de proteinas citosdlicas solubles a exosomas han
sido menos estudiados, por ejemplo, se ha descrito la destinacién mediante
microautofagia (Sahu y cols., 2011), o mediante interaccion con proteinas
transmembrana destinadas a exosomas (Chairoungdua y cols., 2010). Ademas,
se ha propuesto que la destinacion de proteinas citosolicas solubles ocurre por
interaccion con cualquiera de los componentes de la maquinaria ESCRT
(Mageswaran y cols., 2014). En forma independiente de la maquinaria ESCRT,
la formacion de VILs puede estar mediada por ceramida (Trajkovic y cols., 2008;
Kosaka y cols., 2013), o por interaccion del cargo con CD63, tal como sucede

con la proteina transmembrana PMEL (van Niel y cols., 2011). Otras proteinas
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son seleccionadas mediante variaciones del modelo canénico dependiente de
ESCRT, en donde participa Alix, una proteina accesoria a la maquinaria ESCRT
(Baietti y cols., 2012; Hurley y Odorizzi., 2012). En relacién a la incorporacion de
acidos nucleicos en exosomas/VILs, algunos miRNAs son seleccionados por la
presencia del motivo GGAG en la porcion 3, uniéndose a proteinas sumoiladas
tales como hnRNPA2B1 (Villarroya-Beltri y cols., 2013). Otra secuencia de
destinacion de miRNA a exosomas descrita es dependiente de la uridilacion en

el extremo 3’ del acido nucléico (Koppers-Lalic y cols., 2014).
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Figura 2. Biogénesis de exosomas. Las vesiculas intraluminales (VILs),
posteriormente liberadas como exosomas, se originan por invaginacion de la
membrana que recubre el endosoma temprano, asi como también el endosoma
tardio/cuerpo multivesicular (CMV). Tanto la formacion de VILs, como la
destinacion de cargo citosdlico a su interior, dependen de la maquinaria del
sistema endosomal de seleccion requerido para transporte (ESCRT), o bien, de
la invaginacion producida por cambios en la composicion lipidica (ambos
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mecanismos sefialados con flechas rojas). Una poblacién de los CMVs puede
madurar hacia lisosoma para degradacién del contenido, mientras que ofra
fusiona su membrana con la membrana plasmatica (MP), liberando las VILs al
espacio extracelular. Una vez fuera de la célula, los exosomas pueden interactuar
de forma local o a mayor distancia, viajando a través de fluidos biolégicos como
la sangre o el liquido cefalorraquideo (LCR). Fuera de la célula, los exosomas
interactian con células blanco por potencial fusién directa con la MP y
fundamentalmente por mecanismos endociticos (por ejemplo, macropinocitosis y
fagocitosis). La internalizacion mediante la ruta endocitica permitiria que las
membranas del exosoma se fusionen con las del endosoma de la célula blanco,
con la consecuente transferencia de sus lipidos y contenido luminal (proteinas y
RNAs) al citosol. La interaccion de las proteinas de membrana del exosoma con
las de la célula blanco, ademas pueden gatillar cascadas de sefializacién. Imagen
y texto modificado de (Batiz y cols., 2016).

Las principales etapas de la biogénesis de exosomas y su interaccion con
la célula blanco se resumen en la figura 2. En estos procesos, distintos elementos
endosomales y citosdlicos son incorporados a las VILs, generando una
composicion molecular compleja que se describird a continuacion y se resume

en la figura 3.
liL. Composicion de los exosomas.

1. Proteinas:

Los exosomas contienen proteinas relacionadas con varias funciones
celulares tales como: fransporte vesicular (Rab GTPeasas, anexinas, flotilinas);
proteinas de respuesta a estrés térmico (hsp/hsp 70 y 90); biogénesis de CMVs
(Alix y TSG 101); algunas integrinas y tetraespaninas (CD63, CD9, CD81y CD82)
(Simons y Raposo, 2009; Taylor y cols., 2007), proteinas del citoesqueleto
(actina, sintenina, moesina); proteinas de transduccién de sefiales (quinasas);

enzimas metabdlicas (LDHA, GAPDH, PGK1, aldolasas, PKM), entre otras




(Chaput y Théry, 2010). Muchas proteinas consideradas como marcadores de
exosomas son abundantes o estan enriquecidas en los CMVs. Por ejemplo,
HSP70 es una chaperona que participa en la incorporacién de proteinas
citosdlicas solubles en las ViLs (Sahu y cols.,, 2011). Otros marcadores
corresponden a proteinas relacionadas con la biogénesis de los CMVs tales
como la proteina interactora de muerte celular programada 6 (PDCD6IP), o Alix,
y el gen de suceptibilidad tumoral 101 (TSG101). Ademas, proteinas
transmembrana como CD63 (LAMP-3) (enriquecida en endosomas
tardios/CMVs) (Pols y Klumperman, 2009), CD81, el complejo mayor de
histocompatibilidad 1l (MHCII) (Escola y cols., 1998), CD9 (Théry y cols., 2006)
asi como flotilina-1 y flotilina-2 son consideradas marcadores. A su vez, hay
proteinas que se han descrito como ausentes en exosomas, tales como proteinas
del reticulo endoplasmico como Gp96 y calnexina; proteinas del aparato de Golgi
como GM130 y de mitocondrias como citocromo C (L&tvall y cols., 2014; Théry y

cols., 2006).

Es muy interesante notar que se ha descrito que los exosomas son
capaces de transferir diversas proteinas a ofras células y que ademas éstas

pueden ser enzimas cataliticamente activas como PTEN (Putz y cols., 2012).

2. Lipidos:
Las membranas de los exosomas tienen un perfil lipidico caracteristico que
las asemeja a la composicién de las balsas lipidicas, pues contienen colesterol,

ceramida, esfingomielina y fosfatidilserina (Kowal y cols., 2014).




3. Acidos nucléicos:
Los exosomas contienen acidos nucléicos tales como fragmentos de
ADN, ARN mensajero (mRNA), ARN ribosomal, ARN largos no codificantes
(IncRNA) y ARNs pequefios no codificantes (sncRNAs) tales como microARNs
(miRNAs). Se ha descrito que los exosomas tienen la interesante capacidad de
transportar intercelularmente ARNs, tales como mRNAs y miRNAs, que son
funcionales en la célula blanco (Valadi y cols., 2007; Pegtel y cols., 2010;

Montecalvo y cols., 2012; Squadrito y cols., 2014).
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Figura 3. Composicion molecular de los exosomas. Estas vesiculas
contienen acidos nucléicos (MRNAs y miRNAs); lipidos que asemejan la
composicion de las balsas lipidicas; proteinas citosdlicas y transmembrana,
relacionadas con diversas funciones celulares tales como: apoptosis,
transduccion de sefiales y biogénesis de cuerpos multivesiculares (CMVs), entre
otras. Ademas contienen componentes caracteristicos del tipo celular y estado
fisiologico de las células desde las cuales se originan (componentes celulares
especificos). Imagen modificada de (Batiz y cols., 2016).

De todos los elementos que componen estas vesiculas, los acidos
nucleicos, en especial los miRNAs, han cobrado gran relevancia producto de

caracteristicas que seran descritas en detalle a continuacion.




V. Caracteristicas y biogénesis de los miRNAs.

Los miRNAs son secuencias de -~ 22 nucleétidos no codificantes que
inhiben o disminuyen los niveles de mRNAs uniéndose a su exiremo 3’no
traducido (3' UTR). Se piensa que son “reguladores maestros” de la expresion
génica puesto que un solo miRNA puede regular la expresion del orden de 100
transcritos, pudiendo regular componentes de varias rutas funcionales de la

célula (Papagiannakopoulos y cols., 2008).

Los miRNAs se originan por la codificacién del transcrito primario (pri-
miRNA) por parte de la ARN polimerasa ll, luego este transcrito es procesado en
el nicleo por el complejo molecular Drosha/DGCRS8 (Lee y cols., 2003). Este
complejo es capaz de cortar el pri-miRNA de modo de formar el “stem-loop” o
bucle de unos 70 nucledtidos llamado pre-miRNA (Ha y Kim, 2014). El pre-miRNA
interactta con exportina 5 para transportarse hacia el citoplasma. Luego, en el
citoplasma el pre-miRNA, es procesado por el complejo RNAsa Dicer, generando
la doble hebra del miRNA maduro de aproximadamente 22 nucleétidos. Dentro
de esta secuencia madura, entre los nucledtidos 2-7 desde el extremo 5 se
encuenfra la “secuencia semilla”, la cual es la que define, seguin
complementariedad, cuales seran los blancos (Knight y Bass, 2001).
Posteriormente, la forma madura es cargada en el complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC), donde posterior a la llegada de la proteina argonauta
una hebra se degrada, mientras la otra se mantiene dentro del complejo. Esta

hebra es llamada hebra guia o principal y contiene la secuencia semilla. La hebra
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principal se define por el extiremo termodinamicamente menos estable de la doble
hebra madura (denominada 5p) (Tomari y cols., 2007). Frecuentemente, la hebra
5p es la mas abundante en contraste con la hebra 3p. Posteriormente, la regién
semilla del miRNA es capaz de acoplarse a la regién 3’ UTR de ARNm e inhibir
su traduccion mediante dos mecanismos: (1) cuando la complementariedad del
miRNA con el transcrito es incompleta, se reprime la traduccion, reduciendo la
capacidad de los ribosomas para reconocer el mRNA, o (2) cuando la
complementariedad de la secuencia semilla es completa, se induce Ila
degradacién del transcrito blanco por la maquinaria RISC. Alternativamente, se

puede inducir la deadenilacién del ARNm (3).

Existen antecedentes que permiten suponer que dentro de todas las
biomoléculas activas que pueden transportar los exosomas, los miRNAs son
cargos esenciales en términos de las respuestas celulares que estas vesiculas
producen en las células blanco. En este sentido, Katsuda y Oshiya hicieron un
compendio de resultados sobre los efectos terapéuticos de VEs derivadas de
células madre mesenquimales (Katsuda y Ochiya, 2015), el cual muestra que la
mayoria de los efectos reportados de estas vesiculas se explican por la
presencia de RNAs o miRNAs especificos a diferencia de lipidos y proteinas.
Aunque no fue una blsqueda exhaustiva, este resultado puede reflejar el hecho
de que los miRNAs son el cargo mas relevante de los exosomas en términos de

la capacidad de una sola molécula para modificar los niveles de varias

proteinas/enzimas, afectando diversas funciones celulares (Ling y cols., 2013).




Uno de los resultados mas sugerentes al respecto es el de Collino y cols., quien
encontro que los efectos terapéuticos de exosomas derivados de células madres
mesenquimales estromales, en un modelo de dafio renal agudo, son abolidos
cuando estas vesiculas provienen de células depletadas de la proteina Drosha
(lo cual produce una disminucién generalizada de miRNAs) (Collino y cols.,
2015). Es decir, a pesar de que la composicion de los exosomas en términos de
lipidos, proteinas y acidos nucleicos es compleja, los miRNAs podrian ser
elementos claves para mediar los cambios funcionales producidos por su
internalizacion en la célula receptora. Apoyando esta ultima idea, se ha reportado
en varios trabajos que los efectos funcionales producidos por exosomas son
recapitulados por un miRNA especifico o inhibidos previa transfeccién con un

bloqueador de su acciéon (Zhang y cols., 2015; Xin y cols., 2012).
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Figura 4. Biogénesis y funcion de los microRNAs (miRNAs). Los miRNAs se
originan por la codificacién del transcrito primario (pri-miRNA) por parte de la RNA
polimerasa [l, posteriormente es procesado en el nucieo por el complejo
molecular Drosha/DGCRS8 que genera el pre-miRNA. El pre-miRNA interactua
con exportina 5 para transportarse hacia el citoplasma. En el citoplasma, el pre-
miRNA, es procesado por el complejo RNAsa Dicer, generando la doble hebra
del miRNA maduro. Posteriormente, la forma madura es cargada el el complejo
de silenciamiento inducido por RNA (RISC). Con la llegada de la proteina
argonauta (Ago 2), una hebra se degrada, mientras la otra se mantiene dentro
del complejo. Esta hebra es capaz de acoplarse a la regién 3’ UTR de un ARNm
e inhibir su fraduccién mediante tres mecanismos: (1) cuando Ia
complementariedad del miRNA con el transcrito es incompleta, reprime la
traduccion; (2) cuando la complementariedad de la secuencia semilla es
completa, se induce la degradacion del transcrito blanco por la maquinaria RISC;
(3) Se induce la deadenilacién del ARNm. Figura modificada de (Winter y cols.,
2009).

Considerando que lipidos, proteinas y acidos nhucleicos pueden ser
transferidos funcionalmente a una célula blanco mediante exosomas, a
continuacién revisaremos los mecanismos de internalizacion y algunas de las

respuestas celulares que pueden desencadenar.

V. Mecanismos de interaccion de exosomas con células blanco.

La composicién de membrana y el cargo de los exosomas determinan el
tipo de interaccidén que tendran con otras células. En este sentido, los exosomas
pueden hacer entrega de un cargo especifico previa internalizacién mediados por
la ruta endocitica. Por ejemplo: endocitosis mediada por clatrina (Tian y cols.,
2014), fagocitosis (Feng y cols., 2010), internalizacién mediada por balsas
lipidicas (Svensson y cols., 2013), macropinocitosis (Fitzner y cols., 2011) y
también por fusién directa con la membrana plasmatica, el cual seria un proceso

minoritario y dificil de proBar (Tian y cols., 2013; Montecalvo y cols., 2012). En
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general, antes de que las vesiculas entren a la célula se asocian con la
membrana plasmatica mediante interaccién con proteinas transmembrana entre
las cuales enconiramos CD81 o CD8 (que ademas son marcadores de
exosomas), integrinas av (CD51) y b3 (CD61) y componentes de la matriz
extracelular tales como los proteoglicanos heparan sulfato (HSPGs) y
fosfatidilserina (Mulcahy y cols., 2014). Otro mecanismo de internalizacién
recientemente descrito, depende de conexina 43, la cual facilitaria la interaccién
de la vesicula con la membrana plasmatica, formando un hemicanal funcional
(Soares y cols., 2015). Tras la incorporacion de exosomas en los compartimentos
endociticos, un bajo pH favoreceria la fusién de las membranas vesiculares con
membranas celulares de modo tal que los lipidos exosomales llegarian a la
membrana plasmatica de forma indirecta, provenientes de la ruta endocitica

(Parolini y cols., 2009).

Respecto de la transferencia de miRNAs funcionales a la célula diana, se
ha visto que los CMVs tienden a estar en intima asociacién con el complejo
silenciador inducido por ARN (RISC) (Gibbings y cols., 2009). Aunque ain no
esta completamente claro, es posible que los exosomas endocitados se
comporten como VILs que se fusionan con la membrana de los CMVs (en un
proceso de “fusion inversa” que permitirfa a los miRNAs encontrar a la maquinaria
RISC citosdlica y ser funcionales (Montecalvo y cols., 2012)). Es probable que
las enzimas transferidas funcionalmente por exosomas también sean entregadas

de este modo.
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Los exosomas pueden desencadenar respuestas celulares activando
diversas rutas transduccionales por interaccion de proteinas transmembrana. Por
ejemplo, casi una década después de la primera descripcion de los exosomas,
Raposo y cols describieron que estas vesiculas son portadoras del complejo
mayor de histocompatibilidad Il (MHCII) cargado con péptidos antigénicos y son
capaces de facilitar la activacion de los linfocitos T (Raposo y cols., 1996).
También se ha descrito la transferencia de un complejo transmembrana de
senalizacion de la via Wnt que ocurre en las sinapsis neuromusculares de
Drosophila, donde Wnt es transferida al espacio extracelular unida a la proteina
transmembrana Evi presente en exosomas (Koles y cols., 2012). Otro tipo de
interaccion sucede con sinapsina-1 la cual se secretaria al medio extracelular
desde el lumen de exosomas provenientes de astrocitos, afectando la

arborizacién neuritica (Wangy cols., 2011).

La internalizacion de exosomas en diferentes tipos celulares puede
ser selectiva: asi, exosomas derivados de oligodendrocitos se incorporarian
exclusivamente en microglias y no en otros tipos celulares del SNC (Fitzner y
cols., 2011). En contraste, exosomas provenientes de neuronas que contienen
la proteina priénica (PrP) se incorporan tanto en células neuronales como no-
neuronales (Vella y cols., 2007). Los exosomas han sido vinculados con
patologias del SNC relacionadas con el mal plegamiento de proteinas

(Emmanouilidou y cols., 2010; Hu y cols., 2012; Gomes y cols., 2007). Sin




embargo, hasta el momento, existe escasa evidencia que vincule trastornos

psiquiatricos con sefalizacion mediada por exosomas (Tsilioni y cols., 2014).

VI. Participacion de exosomas en la respuesta al estrés crénico.

El esirés cronico es un factor precipitante de patologias psiquiatricas
como la depresion y ha servido para modelar esta enfermedad en animales, ya
que induce sintomas tipo depresivos como anhedonia, desesperanza y ansiedad

(Kessler., 1997).

Enire los elemenios que participan en el efecio deletéreo de estrés
cronico sobre circuitos y estructuras neuronales se encuentran las hormonas
CRH (hormona liberadora de corticotropina), adrenocorticoiropina (ACTH) vy
corticosterona  (cortisol en  humanos), Iliberadas por el eje
hipotalamo/hipofisis/glandula adrenal. Cada una de estas hormonas puede
inducir cambios en el funcionamiento de circuitos neuronales, lo cual puede traer
como consecuencia cambios conductuales (Brunson y cols., 2001; McEwen y
cols., 2015). Uno de los factores méas estudiados en este eje es la corticosterona.
Esta hormona es un factor clave para mediar la respuesta adaptativa frente a
estresores (McEwen., 2006), y sus receptores se expresan tanto en neuronas

como astrocitos (Chatterjee y Sikdar., 2013; Horner y cols., 1990).

En el laboratorio de Neurociencias de la Universidad de Los Andes,

hemos descrito que los niveles totales de la enzima de la via

glicolitica/gluconeogénica aldolasa C aumenta en el liquido cefalorraquideo




(LCR) de ratas expuestas a estrés crénico (Ampuero y cols., 2015) y al
tratamiento con el farmaco antidepresivo fluoxetina (Sandoval y cols., 2013). La
ausencia de una secuencia de destinacién al reticulo en esta enzima sugiere un

mecanismo de liberacién no candnico, potencialmente mediado por exosomas.

VIL Caracteristicas de aldolasa C.

Aldolasa C es una proteina de 364 aminoacidos con un peso aproximado
de 36 kDa que posee un alto grado de homologia entre especies (Marsh y
Lebherz, 1992). En el telencéfalo, las isoformas de aldolasa mas abundantes son
la A (especifica de neuronas) y la C. La isoforma C esta presente principalmente
en astrocitos (Mukai y cols., 1991; Thompson y cols., 1982; Walther y cols.,
1998), mientras que en el cerebelo se expresa en niveles altos en neuronas de
Purkinje. Aldolasa C es una enzima que cataliza la aldohidrélisis de la fructosa
1,6- difosfato a dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido-3-fosfato (GAP),

una reaccion de la glicélisis y gluconeogénesis.

Existe evidencia sobre la presencia de enzimas glicoliticas en exosomas
y especificamente de aldolasas (Subra y cols., 2010). De hecho, las aldolasas
pueden ingresar a las vesiculas intraluminales de los cuerpos multivesiculares
mediante un proceso denominado microautofagia endosomal (Sahu y cols.,
2011), requiriendo de los componentes de la maquinaria del complejo ESCRT del
tipo | y Ill. Considerando lo anterior, aldolasa C podria ser liberada por astrocitos

al medio extracelular en exosomas para interactuar o internalizarse en neuronas
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y tener un efecto funcional en ellas. Existe evidencia creciente de que los
astrocitos pueden impactar notablemente la actividad neuronal de diferentes
estructuras cerebrales. Esto por su abundante presencia en el SNC y por su
l’ntim:a relacion funcional y estructural con neuronas y el resto de los tipos

celulares del parénquima cerebral, como se describira a continuacion.

VIIl. Relevancia de la interaccion astrocito-neurona en el SNC.

Los astrocitos comprenden cerca del 50% del volumen del cerebro de un
mamifero. Se ha postulado que funcionan como un sincicio que conecta
practicamente todos los tipos celulares del SNC tales como: neuronas,
oligodendrocitos, microglias, y células de la vasculatura. Esta tltima esta cubierta
en un 99% por procesos de astrocitos, dando origen a la barrera
hematoencefélica. Ademas, mediante uniones en juntura, los astrocitos son
capaces de formar entre si redes de cientos de células, abarcando amplias zonas
del tejido cerebral (Agulhon y cols., 2008; Kuga y cols., 2011). Las sinapsis estan
en intimo contacto con procesos de astrocitos, formando una estructura regulada
y dinamica que puede comprender hasta un 40% de las sinapsis cerebrales
(Wang y Bordey, 2008; Perea y cols., 2009). Asi, los astrocitos liberan diversos
factores que modulan el funcionamiento sinaptico de manera dependiente de la
actividad neuronal, (Pirttimaki y cols., 2011). Tal interrelacién funcional entre la
terminacion presinaptica, postsinaptica, y el astrocito, se conoce como sinapsis
tripartita (Perea y cols., 2014), permitiendo la remocién de neurotransmisores y

iones como potasio, liberados desde sinapsis activas, para a su vez proveerlas
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tanto de soporte metabdlico como neurotréfico (Sibille y cols., 2014). De forma
coherente con la dependencia de la actividad neuronal en la secreciéon de
exosomas Yy otras moléculas desde astrocitos, se ha descrito que la modulacién
de la actividad sinaptica por parte del astrocito depende intimamente de la ruta
tanto exocitica como endocitica (endosoma tardio/lisosoma) del astrocito (Guéek

y cols., 2012).

Habitualmente, los astrocitos se identifican porque expresan la proteina
fibrilar glial acidica (GFAP), la cual es un componenie de los filamentos
intermedios del citoesqueleto. También se utilizan otros marcadores como la
proteina S100B o una isoforma de aldehido deshidrogenasa especifica (Aldh1L1)
(Cahoy y cols., 2008). Las proteinas de membrana distintivas de astrocitos

cenirales son la conexina 43 y aquaporina 4 (Freitas-Andrade y Naus., 2016).

Existe evidencia creciente sobre el rol de los astrocitos en diversas
patologias del sistema nervioso. Por ejemplo, se ha encontrado que los astrocitos
de personas con esclerosis lateral amiotréfica familiar o esporadica tienen
propiedades toxicas, en co-cultivo, sobre las motoneuronas de personas sin la
enfermedad (Haidet-Phillips y cols., 2011). Es decir, la evidencia actual apunta a
entender las patologias del sistema nervioso como un todo arménico con los tipos
celulares que lo conforman y no sélo como una alteracién auténoma del
funcionamiento neuronal. En otra aproximacién experimental in vivo, se ha visto
que la inhibicidn farmacolégica del funcionamiento de los astrocitos de la corteza

medial prefrontal se relaciona con trastornos cognitivos (Lima y cols., 2014). De
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manera analoga, moléculas relacionadas a la conectividad entre astrocitos como
las conexinas (que pemiten el flujo de sustancias formando redes funcionales),
asi como la morfologia y expresién de marcadores de activacion, tales como
GFAP, se han visto alteradas en cerebros de pacientes con trastorno depresivo
mayor (Rajkowska y Stockmeier., 2013; Medina y cols., 2016). Los astrocitos
parecen estar en una condicién estratégica para responder a diferentes
disfunciones neuronales y sindpticas. Es asi como se ha especulado sobre su
posible rol en la fisiopatologia de los trastornos del animo, a la vez que se ha
propuesto que esta células serian un nuevo blanco terapéutico para ellos

(Rajkowska y Stockmeier, 2013; Miguel-Hidalgo y cols., 2000).

En el sistema nervioso periférico esta bien establecido que otras células
gliales, como las células de Schwann, transfieren de manera no convencional
proteinas a neuronas (Court y cols., 2008; Lopez-Verrilli y Court, 2012). Esta y
otras evidencias en distintos tipos celulares del sistema nervioso han conducido
a proponer que los tipos celulares del SNC se comunican mediante exosomas
(Budnik y cols., 2016). En este contexto, la sefializacién entre astrocitos y
neuronas mediada por exosomas podria constituir un nuevo mecanismo de
comunicacion que ha sido escasamente evaluado hasta ahora. Hasta donde
sabemos, tan sélo dos trabajos previos han descrito efectos de exosomas de
astrocitos en neuronas. Solamente uno de ellos muestra transferencia funcional
de componentes como la proteina priénica PrP, la cual induce neuroproteccion

en neuronas sometidas a hipoxia (Guitart y cols., 2016). El segundo trabajo,
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muestra que los exosomas de astrocitos son capaces de liberar sinapsina-1 bajo
un medio alto en potasio y que esa liberacién se relacionaria con un aumento
neuritico, aunque no muestran que ese efecto sea mediado directamente por
exosomas (Wang y cols., 2011). Asi, el estudio del efecto que tendrian los
exosomas portadores de aldolasa C en la funcién neuronal puede constituir una
de las descripciones pioneras del campo. La relevancia funcional de la
transferencia de diferentes componentes astrocitarios a neuronas en términos de

la organizacion de la conectividad neuronal, hasta ahora, no ha sido explorada.

Tal como se esquematiza en la figura 5, nosotros pensamos que la
transferencia de moléculas desde astrocitos a neuronas mediada por exosomas,
puede tener consecuencias relevantes en la funcién neuronal, afectando tanto su
morfologia, como sus propiedades sinapticas. Asi, los exosomas derivados de
astrocitos regularian, tanto la comunicacién directa entre dos neuronas
(regulacién por cable) como a varias neuronas de una red funcional. Este dltimo
proceso forma parte de la llamada regulacién “por volumen” del sistema nervioso
(Agnati y cols., 2010), la cual puede tener consecuencias relevantes sobre la
respuesta de una red neural a un determinado estimulo. Frente a este contexto
general, nos preguntamos cudl es la funcién de una enzima glicolitica como
aldolasa C, expresada selectivamente en astrocitos, al ser transferida a neuronas

mediante exosomas.
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Figura 5. Participacion de los astrocitos en la regulacion de la funcion
neuronal. En el panel izquierdo se esquematiza la sinapsis tripartita, formada por
un terminal axonico presinaptico, una espina dendritica post-sinaptica y un
proceso de astrocito (en rojo). La liberacion de neurotransmisores como el
glutamato es sensada por el astrocito, que a su vez libera sustancias que
modulan localmente la actividad sinaptica (flecha amarilla), los exosomas podrian
ser parte de aquellos elementos. Este tipo de regulacion directa entre dos
neuronas se denomina “por cable”. En el panel de la derecha se muestra cémo
los astrocitos, mediante la liberacion difusa de exosomas, podrian modular la
respuesta de una red neuronal. Frente a un mismo estimulo, la respuesta de la
red pasa de ser de tipo A, a una respuesta tipo B. Esta regulacién mediante
sefales difusibles que afectan a varias neuronas constituye un tipo de regulacién
denominada “por volumen”. Los exosomas de astrocitos serian un nuevo tipo
interactores, tanto de la transmision “por volumen”, como “por cable”, en el SNC.

IX. Potenciales efectos de los exosomas portadores de aldolasa C en la
funcién neuronal.

El metabolismo neuronal es predominantemente aerdbico por lo que es
poco probable que la transferencia de aldolasa C en exosomas juegue un papel
en el metabolismo de neuronas (Barros., 2013). Alternativamente, la enzima
cumple funciones denominadas secundarias o “moonlight” (Canete-Soler y cols.,

2005; Jeffery., 2003). Asi, la enzima interactia con proteinas del citoesqueleto
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(Kao y cols., 1999; Kusakabe y cols., 1994; Volker y Knull., 1997), modifica la
distribucion de vesiculas acidicas dentro de la célula (Merkulova y cols., 2011) y
regula los niveles de calcio intracelulares por su capacidad de unién a inositol
trifosfato 1P3 (Baron y cols., 1995, 1998). Aldolasa C también es capaz de activar

la via Wnt candnica al formar un complejo con Axina (Caspi y cols., 2014).

Ademas, aldolasa C es una nucleasa dependiente de Zinc que degrada
los transcritos que codifican para la cadena liviana de neurofilamentos (NF-L), un
componente del citoesqueleto neuronal (Stefanizzi y Cafete-Soler., 2007). De
hecho, la sola expresién de aldolasa C en neuronas resulta en una importante
disminucion en el contenido proteico de NF-L (Stefanizzi y Cafete-Soler., 2007).
Para degradar este transcrito, aldolasa C debe unirse a una secuencia de 68
nucleétidos presentes en el mRNA de NF-L. Existe asi la interesante posibilidad
de que aldolasa C interactlie también con secuencias de miRNAs. En este
sentido, la secuencia de 68 nuclettidos es altamente homdloga a la secuencia
de varios miRNAs potencialmente implicados en la fisiopatologia de la depresién
(Hansen y Obrietan., 2013). Ademas, es interesante notar que varias proteinas
metabdlicas han sido descritas como proteinas de unién a RNAs (Castello y cols.,

2015).

Existe evidencia para suponer que ciertas proteinas de unién a RNA
(RBPs) unen el sitio 3'UTR de un transcrito, compitiendo con aquellos miRNAs
que se asocian a esa secuencia. Asi, proteinas como Hur unen directamente

miR-21 para impedir su accién y potenciar la expresién de sus blancos de
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degradacion (Loffreda y cols., 2015; Xu y cols., 2005; Poria y cols., 2016). Bajo
este razonamiento, suponemos que aldolasa C puede unir miRNAs que guarden
identidad con su secuencia de interaccion en el 3'UTR del mRNA de NF-L.
Mediante el programa TargetScan (www.targetscan.org) encontramos que esta
secuencia comparte identidad con varios miRNAs. Entre ellos, encontramos a
miRNA 26a (miR-26a), el cual ha sido identificado en exosomas (Skog y cols.,
2008) y ademas se expresa con predominancia en astrocitos (Mor y cols., 2011).
Tanto la hebra 3p como la 5p de miR-26a tienen complementariedad con la
secuencia del mMRNA de NF-L (68 nucleétidos), sin embargo, la hebra 5p es mas
afin con casi un 70% de identidad (figura 6). De esta manera, aldolasa C y miR-
26a-5p formarian un complejo que podria transferirse a neuronas mediante
exosomas. En las siguientes secciones de esta tesis, analizaremos blancos
validados y potencialmente regulados por la hebra 5p de miR-26a porque, en
general, éstas son las mas abundantes en la célula, en oposicion a la hebra 3p
“passenger” que se considera minoritaria y menos relevante para los efectos de

los miRNAs (Huang y cols., 2014).

miR-26a-5p

...................................... ' e
llﬂl.llllllll.ﬂ.ﬂllllﬂlmnmﬂlulllﬂ

Dominio de unidn a aldolasa C{ 3'UTR mRNA de NF-L)

miR-26a-3p

Dominio de unidn a aldolasa C( 3'UTR mRNA de NF-L)
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Figura 6. Identidad de la secuencia de las hebras de miR-26a con Ia
secuencia nucleotidica que une aldolasa C. Se muestra la secuencia descrita
para la unién de aldolasa C en la secuencia no traducida del iranscrito que
codifica para la cadena liviana del neurofilamento (3' UTR mRNA NF-L, 68
nucledtidos) de rata y de las hebras maduras de miR-26a (5p y 3p) de rata. Se
indican mediante asteriscos las bases idénticas en las secuencias del miRNA.

X. Caracteristicas de miR-26a.

La familia de miR-26 esta compuesta por tres miembros: miR-26a-1, miR-
26a-2 y miR-26b. Los tres tipos de hebras comparten identidad en su secuencia
semilla, y por lo tanto, tienen blancos similares. La familia de miR-26 en humanos
se distribuye en tres cromosomas distintos 2, 3 y 12, los cuales estan ubicados
en una region intrénica del gen que codifica para la fosfatasa del dominio carboxi-

terminal del polipeptido A de la RNA polimerasa Il (CTDSP) (Wang y cols., 2016).

La regulacion que inducirfa un modelo de estrés por restriccion de
movimiento en el contenido de los exosomas derivados de astrocitos del SNC,
mueve nuestra atencion a aquellos blancos de miR-26a-5p que puedan tener
relevancia en los cambios adaptativos inducidos por el estrés. En este sentido,
se sabe que en animales sometidos a ciertos modelos de estrés, disminuye la
complejidad estructural de neuronas en nucleos cerebrales como el hipocampo,
generandose una profunda reorganizacién en su citoarquitectura (McEwen y

cols., 2016; McEwen., 1999).

Entre los blancos neuronales de miR-26a-5p se encuentran: la proteina
asociada a microtubulos 2 (MAP2, componente del citoesqueleto dendritico)

(Derksen y cols., 2007); el canal de calcio CACNA1C (Cav 1.2), que ha sido
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relacionado con trastornos psiquiatricos (Bhat y cols., 2012; Perrier y cols., 2011)
y la subunidad alfa 1C del canal de calcio activado por voltaje tipo L (VDCCL)(§hi
y cols., 2009). Otro transcrito regulado por miR-26a-5p, y comprobado
experimentalmente, es el que codifica para la proteina glicégeno sintasa quinasa
3 beta (GSK3B) (Suh y cols., 2012), la cual mediante su fosforilacion regula el
ensamblaje de diferentes componentes del citoesqueleto neuronal, entre ellos,
Tau y MAP1B (Scales y cols., 2009). Ademas, GSK3B esta implicada en la
activacion de la via canénica de sefializacion Wnt, la cual ha sido vinculada al
adecuado desarrollo sinaptico en vertebrados (Ciani y Salinas., 2005; Park y
Shen., 2012). En cuanto a las neurofrofinas, el factor neurotroéfico derivado de
cerebro (BDNF) es un blanco comprobado, cuya sefializacion esta alterada en
ciertos tipos de trastornos del animo (Caputo y cols., 2011), siendo el aumento
en su expresion en estructuras cerebrales especificas un requerimiento para la
efectividad de terapias antidepresivas (Castrén., 2004). Adicionalmente, miR-
26a-5p podria incidir en la sobrevida neuronal, aumentando la sefializacién de la
via ERK mediante la disminucién de los niveles de PTEN (Huse y cols., 2009; Li

y Sun., 2013).

Es interesante mencionar que varios de los blancos descritos para miR-
26a-5p en neuronas tendrian un efecto sobre la citoarquitectura neuronal. En la
tabla 1, se resumen algunos de los blancos comprobados de miR-26a-5p que

podrian incidir en la morfologia neuronal.
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Proteina

Referencia

Efectos descritos en neuronas

Directo

PTEN

(Liy Sun., 2013)

Promocién del crecimiento axonal
en neuronas corticales en cultivo.

{Suh y cols., 2012)

Reduccién de apoptosis y aumento
en crecimiento neuritico de
neuronas del ganglio de la raiz
dorsal en modelo de lesion
mediado por bupivacaina.

GSK38

{Jiang y cols., 2015)

Aumento de regeneracion axonal
en modelo de lesidon mecanica de
nervio cidtico (in vivo} y en cultivo
de ganglios de la raiz dorsal { in
vitro).

WNT5a

(Zhao y cols., 2014)

Inhibicion directa del transcrito de
Whnt5a en células de cancer de
prostata, ayudando a la supresién
del desarrollo tumoral.

{Horigane y cols., 2016)

Wnt5a promueve el crecimiento
axonal en cultivo de neuronas
corticales, pero no modifica la

arborizacion dendritica.

MAP2

(Kye y cols., 2007)

Inhibicién de miR-26a produce un
aumento en los niveles de MAP2
en neuronas hipocampales en
cultivo.

{Caceres y cols., 1992)

Disminucién de MAP2 reduce el

namero de neuritas menores en

macroneuronas cerebelares en
cultivo.

BDNF

(Caputo y cols., 2011)

Induccion de degradacion del
transcrito de BDNF.

(Labelle y Leclerc 2000)

BDNF favorece el crecimiento del
compartimento axonal y neuritas
menores en heuronas
hipocampales en cultivo.

Tabla 1. Proteinas reguladas por miR-26a-5p y su efecto en la morfologia
neuronal. Se describe la proteina regulada, la referencia y el efecto observado.

Efecto mediado directamente por miR-26a se denota con una cruz (X).
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En resumen, nosotros pensamos que los exosomas derivados de
astrocitos que contienen aldolasa C podrian transferirse a neuronas junto a
miR-26a, induciendo cambios en la citoarquitectura que podrian ser relevantes
para la conectividad y funcion neuronal. Hasta el momento, no existe evidencia
en la literatura que muestre el efecto del contenido de microRNAs de los
exosomas derivados de astrocitos sobre la funcidn neuronal. Considerando que
aldolasa C podria unir a miR-26a-5p, el cual disminuye el contenido de
proteinas relevantes para la mantencién de la morfologia dendritica, tales como

BDNF y/o MAP2, postulamos la siguiente hipétesis:
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HIPOTESIS

Los exosomas de astrocitos que contienen aldolasa C y miR-26a-5p, se
internalizan en neuronas, generando una disminucién en la ramificacion

dendritica.
OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion de los exosomas de astrocitos, que contienen

aldolasa C y miR-26a-5p, en la disminucién de la ramificacion dendritica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar los exosomas portadores de aldolasa C obtenidos desde el

medio condicionado de astrocitos.

2. Evaluar la internalizacién de exosomas portadores de aldolasa C y miR-

26a-5p en neuronas.

3. Cuantificar los cambios morfoldgicos inducidos por exosomas de
astrocitos que sobre-expresan aldolasa C en neuronas y determinar la

participacion miR-26a-5p en este efecto.
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MATERIALES Y METODOS

I. Modelo animal.

Para realizar cultivos de astrocitos, se utilizaron embriones en el dia 21 de
gestacion retirados por cesarea a partir de ratas prefiadas de entre 300 y 400 g.
Para electroporacion in utero, se utilizaron ratas hembra de 18 dias de gestacion.
Los animales utilzados para ser sometidos a esirés repetitivo fueron ratas
Sprague-Dawley machos de 220 a 250 g al inicio del protocolo. Los
procedimientos que involucraron animales y su cuidado fueron realizados en
acuerdo con las normas del comité de bioética de la Universidad de los Andes y

la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio de Conicyt.

II. Protocolo de estrés en ratas.

Una semana antes de iniciar el protocolo, los animales fueron separados
en grupos de 3 a 5 ratas. Durante los experimentos, las ratas se mantuvieron en
sus jaulas de origen. Se utilizd un protocolo de estrés por restriccién de
movimiento que consiste en colocar al animal en una jaula hecha de alambre de
18 cm x6 cm x6 cm por 2 horas diarias durante 10 dias consecutivos (Ampuero y
cols., 2015). Esta jaula limita los movimientos del animal. Las ratas se estresaron
siempre en el mismo horario enire 11:00 AM y 13:00 PM. Luego, los animales
fueron utilizados para inmunohistofluorescencia (IHF) o extraccién de liquido

cefalorraquideo como se describe en (Ampuero y cols., 2013).
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lll. Extraccién de Liquido cefalorraquideo (LCR).

Las ratas fueron anestesiadas mediante inyeccion intraperitoneal de una
mezcla de ketamina 50 mg/kg y xilacina 5 mg/kg y se dispusieron en el aparato
estereotaxico. Enseguida, se exirajo LCR mediante una aguja de calibre 27 que
fue insertada a 5 mm de profundidad en la zona central de la cisterna magna. Se
extrajeron entre 50 a 100 pl de LCR cristalino, que luego de colectado se
centrifugd brevemente 2 veces para recoger el sobrenadante sin restos de

glébulos rojos (Vio y cols., 2008).

IV. Electroporacién in utero.

Usamos la metodologia descrita por (Rosen y cols., 2007). Se
electroporaron fetos de ratas prefiadas de 18 dias de gestacion (en etapa
gliogénica) para alcanzar la corteza cerebral. Las ratas fueron anestesiadas con
Ketamina 100 mg/kg y Xilacina 2 mg/kg. Posteriormente, la rata se recosté en
una toalla de papel secante limpia ubicada sobre un manto calefactor con
temperatura constante de 37°C. Los ojos del animal fueron humectados
constantemente mediante gotas de gel lubricante ocular comercial (Novotears).
Los fetos fueron expuestos mediante una incisién de 4 cm sobre la linea alba de
la capa muscular. Una vez expuestos, los fetos fueron constantemente
humectados con una solucién de suero fisiolédgico (NaCl al 0,9% p/v en agua
destilada) mas antibiéticos a una dilucion 1:200 de penicilina 10,000 U/ml y
estreptomicina 10,000 pg/ml a una temperatura de 37° C. Previamente, se

preparé un capilar de vidrio con 100-150 pm de radio interior, modificado
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mediante un estirador de pipetas P97 (Sutter Instruments). Luego, se introdujo
en el capilar 25 pl de una solucién con la siguiente composicion: 0,75 ug/ul
Colorante Fast Green (Sigma); 1 pg/ul plasmidio pCAG_PBase y 1 ug/ul
plasmidio pPBCAG_aldolasa C-GFP/ pPBCAG_ GFP, todo diluido en agua bi-
destilada. En seguida, se inyecté 1-2 ul de esta soluciéon en el ventriculo lateral
de los embriones mediante una pico-bomba de presién (PV830, World Precision
Instruments). Luego, se dié un pulso eléctrico de 60-70 Volts mediante un
capacitor de 500 pF y 250 Volts, previamente cargado con una fuente de poder.
La descarga se dio a través de placas de aleacién de cobre (1 x 0.5 cm),
dispuestas sobre cerebro con el electrodo positivo enfrentando el hemisferio
izquierdo. Los fetos se dejaron crecer hasta el dia 21 de gestacién para efectuar

cultivos de astrocitos puros a partir del hemisferio electroporado.

V. Plasmidios.

Para construir el plasmidio pPBCAG_ aldolasa C-GFP, el gen de rata de
aldolasa C fue clonado en el plasmidio pPBCAG_eGFP, usando los sitios de
restriccion EcoRI y Agel, ambos constructos fueron gentilmente donados por
LoTurco y disefiados para usar el sitema de transgénesis piggyBac, como se
describe en (Chen y LoTurco, 2012). Ambos constructos estan bajo el promotor
CAG el cual fue disefiado conectando la secuencia “enhancer” de
citomegalovirus CMV-IE con un promotor modificado del gen que codifica para
la B-actina de pollo, tal como se describe en (Hitoshi y cols., 1991). El plasmidio

que codifica para la transposasa del sistema de insercion piggyBac
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(pCAG_PBase) esta también bajo el control del promotor CAG, el cual también

fue gentilmente donado por LoTurco.

VI. Cultivos de astrocitos puros.

Los cultivos primarios de astrocitos puros se realizaron segin un
procedimiento establecido (Ramirez y cols., 2005). Brevemente, embriones de
21 dias de gestacidon fueron retirados por cesarea y sacrificados mediante
decapitacion. El cerebro se exirajo y se retiraron las meninges, para luego
disectar cuidadosamente el telencéfalo (corteza incluido el hipocampo). La
muestra se lavé cuatro veces con solucion Hank's (NaCl 137 mM; KCI 5,4 mM;
Mg S04 0,8 mM; NazHPO4 0,8 mM; KH2PO4 0,4 mM; CaClz 1,5 mM; NaHCO3 4,2
mM; glucosa 5,5 mM; ajustada a pH 7,4 con NaOH), y se tritur6é exhaustivamente
con bisturi. El tejido se incubé a 37° C con tripsina 1x (Sigma) durante 10 minutos,
en seguida, se agregaron 2 ml de medio de cultivo de astrocitos (DMEM/F12 Ham
(Sigma) a pH=7,2; estreptomicina 100 pyg/ml y penicilina 100 U/ml mas suero fetal
bovino al 10% v/v). Luego las células fueron resuspendidas vigorosamente y
disociadas mediante 12 pasadas a través de una pipeta Pasteur de vidrio. Esta
suspension de células se sembré sobre 10 ml de medio de cultivo de astrocitos
en una botella de cultivo cuya superficie es de 75 cm?. En los dias 4 y 8 in vitro
(DIV) se efectud un lavado con solucién Hank's, seguida de un cambio total de
medio. Luego de 15 DIV, los astrocitos fueron re-plaqueados para disminuir la
presencia de microglias. Para ello, las botellas se agitaron durante 30 minutos, y

posteriormente, las células se incubaron con tripsina 0,1x (Sigma) durante 1
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minuto a 37°C para eliminar microglias adheridas. En seguida, se efectuaron dos
lavados con solucién Hank'’s y se incubd con tripsina 1x (Sigma) por 8 minutos a
37°C para despegar todos los astrocitos de la botella. Esta suspension se lievé a
5 ml de medio de astrocitos y se dejé en una placa de 100 mm por 15 minutos
para retirar microglias remanentes por adhesién diferencial. Posteriormente, esta
suspension de células enriquecida en astrocitos se sembro en placas de 100 mm

hasta alcanzar confluencia adecuada para los experimentos.

VII. Cultivos neuronales puros y mixtos.

Ratas prefiadas de 18 dias de gestacién (E18) fueron anestesiadas con:
éter etilico antes de la intervencién. Se extrajeron los cuernos uterinos para retirar
los embriones. Los embriones se depositaron en una capsula Petri con solucién
Hank's estéril y fria (en hielo). A partir de este momento, todo el procedimiento
se realiza en hielo. Los embriones se decapitaron y se deposito la cabeza del
embrion en una nueva placa con Hank's fresco. Se extrajo el cerebro y separd el
hipocampo y corteza cerebral, descartando los cerebros que hayan sufrido dafio
durante el proceso de exiraccién. Los tejidos se lavaron 10 veces con solucion
Hank's estéril y sometidos a disgregacién enzimatica, incubando por 15 minutos
con tripsina 1x (Sigma). Las células viables fueron contadas en una camara de
Neubauer con el método de azul de tripan y sembradas en una cantidad de
20.000-40.000 células en pocillos de 35 mm (segun se indique). Para prevenir el
crecimiento de células no-neuronales se agregd 2 uM arabindsido de citosina

(AraC) (Sigma C1768) 24 horas después de sembrar. Para obtener cultivos
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mixtos, no se agregd AraC. Las neuronas fueron mantenidas en medio
Neurobasal (Life Technologies) y suplementadas con B27 (Life Technologies), 2
mM glutamina (Life Technologies) mas estreptomicina 100 pg/ml y penicilina 100

U/ml. El medio se cambid cada tres dias, reemplazando el 30% del total.

VIIi. Co-cultivo de neuronas y astrocitos electroporados.

A cultivos neuronales puros de 3 DIV (20.000 células) se les agregd 5.000
células desde cultivos de astrocitos puros de 15 DIV provenientes de animales
electroporados con el plasmidio correspondiente. Los experimentos de
estimulacion y analisis de imagenes de los co-cuitivos fueron realizados 72 horas
posterior a la siembra de asirocitos. Las células fueron mantenidas en medio
Neurobasal (Life Technologies) suplementado con B27 (Life Technologies),
glutamina 2 mM (Life Technologies), estreptomicina 100 pg/ml y penicilina 100

U/ml. El medio se cambid, reemplazando el 30% del total cada tres dias.

IX. Estimulacion de cultivos puros de astrocitos y co-cultivos con
corticosterona.

Se prepar6 una solucién stock de corticosterona 100 mM (Sigma # C2505)
diluida en dimetilsulféxido (DMSO) como vehiculo. La dilucién de trabajo se
alcanzdé diluyendo con el medio de cultivo apropiado hasta estimular las células
a una concentracion final de 1 uM. Para estimular las placas control se agrego

DMSO diluido a la misma concentracion.
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1. Estimulacion de cultivos puros de astrocitos:

A cultivos de astrocitos obtenidos de cerebros electroporados con aldolasa C-
GFP, con 70%-90% de confluencia, se les cambio totalmente el medio
condicionado por medio de astrocitos libre de exosomas y, 48 horas después, se
agregé corticosterona para, luego de 24 horas, colectar los medios y aislar

exosomas.
2. Estimulacién de co-cultivos:

Co-cultivos, desarrollados como se describié anteriormente, fueron
estimulados con corticosterona a la concentracion indicada. Una hora después,

las células se fijaron y analizaron por inmunocitofluorescencia.

X. Transfeccién de mimic e inhibidor de miRNA.

Cultivos de neuronas hipocampales de 3 DIV (30.000 células), fueron
transfectados con los siguientes oligos: inhibidor de miR-26a-5p (Ambion, #
4464084) (antago); control negativo del inhibidor de miRNA (Ambion, #
AM17012) (scrambled antago); mimic de miR-26a-5p (Ambion, # 4464066)
(mimic); control negativo de mimic de miRNA (Ambion, # 4464058) (scrambled
mimic) a una concentracién final de 25 nM. Los oligos se incorporaron en las
neuronas mediante magnetofeccion (Magnetofection™, Neuromag), segin las
instrucciones del fabricante. Brevemente, 10 pmol de mimic o antago se
mezclaron con 1 pl de reactivo del fabricante disueltos en 100 pl de MEM sin

suero a pH= 7,4, la solucién se agit6 suavemente y se mantuvo a 37° C durante
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20 minutos. Esta mezcla fue incorporada lentamente en pocillos de 12 mm
(sembrados con 30.000 células) en 300 pl de MEM sin suero a pH 7,4 (desde los
cuales previamente se retiré y guardé el medio condicionado). Posteriormente,
las células se dispusieron sobre una placa magnética por 20 minutos después de
los cuales el medio MEM fue reemplazado completamente por el medio
Neurobasal condicionado almacenado previamente. Cuando se estimulé con
exosomas, éstos fueron agregados 2-3 horas después de realizada la

transfeccion.

XI. Obtencién/purificacion de exosomas.

Cuando los astrocitos alcanzaron 70% a 90% de confluencia, el medio de
cultivo fue reemplazado por medio libre de exosomas por 72 horas o tiempos
menores para realizar la curva temporal. Posteriormente, el medio se colecté y
se realizaron centrifugaciones sucesivas: 30 minutos a 2.000 xg para eliminar
células; 40 minutos a 10.000 xg durante para eliminar debris celular y
microvesiculas; 2 horas a 100.000 xg para obtener los exosomas en el
precipitado. Este fue resuspendido en PBS a pH= 7,4, para finalmente centrifugar
nuevamente 2 horas a 100.000 xg. El pellet resultante contiene exosomas (Théry
y cols., 2006) y se us6 para los experimentos. Se uso6 el mismo protocolo para
aislar exosomas desde cultivos mixtos. La concentracion de proteinas de la
muestra se midi6 usando el método del acido Bicinconico (BCA), segun el

sistema comercial (Pierce). Como control positivo de las proteinas exosomales
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detectadas por WB se usé lisado de astrocitos. Los exosomas para experimentos

de estimulacién fueron almacenados a -80°C en HEPES 50 mM a pH=7 4.

XIl. Ensayo de proteccion a proteasas.

25 ug de exosomas obtenidos desde cultivos mixtos a una concentracion
de 0,5 pg/ul por condicion, fueron incubados por 1 hora a 40 ° C en las siguientes
condiciones: (1) exosomas; (2) exosomas mas fripsina al 0,001% p/v; (3)
exosomas mas friton X-100 al 0,2 % p/v y tripsina al 0,001% p/v; (4) exosomas
mas tripsina al 0,001% p/v y de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 20 mM
como inhibidor de proteasas. La reaccion se detuvo agregando PMSF a una
concentracion final de 20 mM para cada condiciéon. Las muestras se utilizaron

para deteccion de proteinas por Western Blot.

XIll. Analisis de vesiculas por microscopia electronica.
Los exosomas fueron fijados con 2% PFA, puestos en una grilla recubierta
de carbono y visualizadas por microscopio electronico como esta descrito

previamente (Théry y cols., 2006).

XIV. Andlisis de seguimiento de nano-particulas.
El tamano de las vesiculas fue determinado usando nanoSight LM10
system (NanoSight) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Muestras de

0,2 pg/ul exosomas fueron diluidas en PBS 1:3 antes del analisis.
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XV. Experimento de flotacion de exosomas en gradiente de densidad
continuo de sacarosa.

Para verificar la densidad a la cual flotan los exosomas, se realizdé un
gradiente continuo de sacarosa en agua deuterada. Se cargaron, en el fondo de
un tubo de ultracentrifuga de 13 ml, 300-400 ug de exosomas resuspendidos en
1 ml de sacarosa 2,5 M con tampén HEPES 50 mM a pH= 7,2 en agua deuterada
a 4°C. Sobre esta mezcla se realizé un gradiente lineal continuo de sacarosa
hecho a partir de dos soluciones de sacarosa: 2 M y 0,5 M. La gradiente se
centrifugd 17 horas a 200.000 xg y se detuvo con el modo de frenado libre de la
uliracentrifuga. Luego, se colectaron fracciones de 1 ml desde la parte superior
de la gradiente. Cada una de estas fracciones se suspendi6 en 12 ml de HEPES
50 mM a pH=7,4 para luego centrifugar a 200.000 xg por 2 horas con el objeto
de colectar los exosomas en el precipitado. El precipitado de cada uno de estos
tubos fue resuspendido en 30 pl de tampdédn de carga en condiciones
denaturantes y cargado en su totalidad en un gel de acrilamida al 12% p/v con

SDS para analizar por Western Blot.

XVI. Estimulacion de neuronas con exosomas aislados desde astrocitos.
Los exosomas, disueltos en HEPES 50 mM a pH=7,4, fueron aislados
desde cultivos de astrocitos preparados desde cerebros electroporados con los
constructos pPBCAG-GFP, pPBCAG-Aldolasa C-GFP, y pGFAP-PBasa, seglin
se indique. Posteriormente, fueron resuspendidos en medio Neurobasal y

agregados a cultivos primarios de 3 DIV de neuronas hipocampales y corticales
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(30.000 células) a una concentracion final entre 1 ng/pl -10 ng/ul (segin se
indique), en un volumen final de 400 pl de medio condicionado. 72 horas
después, las células fueron fijadas y tedidas con los anticuerpos
correspondientes. Cuando se indica, las neuronas fueron transfectadas con el

inhibidor de miR-26a-5p 2-3 horas antes de la estimulaciéon con exosomas.

XVIl. Andlisis morfolégico de Neuronas.

Se analizé por el método de Sholl todas las neuritas positivas para MAP2,
contabilizando el numero de veces que los procesos intersectan circulos
conceéntricos separados por 3 um entre si (Sholl, 1953). Este andlisis se efectud
con la ayuda del programa ImageJ, usando el plugin Sholl analysis, desarrollado
por (Ferreira y cols., 2014). Los parametros morfolégicos analizados fueron los
siguientes: “ramificacion total”, el cual corresponde a la sumatoria de fodas las
intersecciones que cruzan todas las circunferencias que describen los radios
inscritos en una neurona; “radio maximo”, el cual corresponde al radio de mayor
tamafio que alcanzan los procesos de una neurona; “ramificaciéon maxima”, que
corresponde al mayor numero de intersecciones que alcanza una neurona para
un radio dado; “ramificaciones primarias”, corresponde al nimero de
intersecciones que alcanza una neurona en el primer radio y “valor critico”, el cual
corresponde al tamafio del‘radio que es intersectado por el maximo niimero de
neuritas. La adquisicién de imagenes, el frazado y la aplicacién del andlisis de
Sholl, fueron hechas en ciego para evitar sesgos. Se analizaron 30-50 neuronas

por condicién desde 2-3 cubreobjetos para obtener un solo valor promedio por
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fecha de culiivo independiente. Cuando se estimulé con exosomas, la
preparacion de cada fecha provino de cultivos de astrocitos originados desde

distintos cerebros.

Mediante tincién contra Blll- tubulina, que marca tanto dendritas como
axones, se analiz6 el parametro “neurita mas larga” que corresponde al proceso
mas largo de la neurona. Para ello se ufilizé [a funcion de medicion por trazo libre
del programa Imaged, segmentando la neurita mas larga manualmente. Se
analizaron 30-50 neuronas por condicién desde 2-3 cubreobjetos para obtener

un solo valor promedio por fecha de cultivo (cultivo independiente).

XVII. Inmunocitoquimica.

Las neuronas y astrocitos fueron fijadas con 100% p/v metanol a -20°C por
5 minutos, permeabilizadas con Triton X-100 al 0,2 % p/v en PBS por 5 minutos
y blogueadas con BSA al 10% p/v en PBS por 10 minutos. Luego las células
fueron incubadas durante 12 horas a 4°C con el anticuerpo primario y dilucién
correspondiente en BSA al 10% p/v en PBS. Luego se lavaron 3 veces con PBS
(5 minutos cada lavado) e incubadas a temperatura ambiente durante 1 hora con
el anticuerpo secundario correspondienie acoplado a una sonda fluorescente.
Posteriormente, las células se lavaron 3 veces (5 minutos) e incubaron con 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) 300 nM en PBS por 3 minutos. En seguida, las
células se lavaron 3 veces con PBS para remover el PBS con dos lavados de
agua destilada. Finalmente, las células se montaron con medio de montaje

DAKO. Para tefir las células con diferentes anticuerpos, se realizo
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inmunocitoquimica convencional. La fijacién se realizé6 por 10 minutos con
metanol 100% p/v a -20°C, la permeabilizacion con Tritén X-100 al 0,2 % p/v en
PBS y blogueado con BSA al 10% p/v en PBS pH= 7,4. En seguida, se incub6 el
anticuerpo primario correspondiente disuelio en BSA al 10% p/v en PBS pH=7,4
por a lo menos 4 horas a temperatura ambiente, o bien, durante toda la noche a
4° C en las concenfraciones que se indican. El anticuerpo secundario
fluorescente correspondiente fue agregado en una concentracién de 1:1000,
durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego, las células fueron lavadas 3
veces con PBS y cuando se indica, incubadas 5 minutos con una solucién de
4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) 300 nM en PBS a pH= 7,4. Finalmente, las
tinciones fueron sumergidas en agua bidestilada para luego ser dispuestas sobre
un portaobjetos de vidrio con medio de montaje DAKO. Las muestras fueron
analizadas en un microscopio de epifluorescencia NIKON TE-2000U provisto de
una camara DS-2MBWoc (2.0 magapixeles monocromatica CCD). Objetivos: 60x,

40x y 20x.

XIX. Analisis de colocalizacién en cultivos de astrocitos.

Los analisis de colocalizacién se realizaron usando Imaris 7.2.3 software
(Bitplane, Zurich, Switzerland) calculando los coeficientes de correlacion de
Pearson y Manders. Los umbrales de intensidad de cada canal se ajustaron
automéaticamente con este mismo programa, usando un algoritmo desarrollado

por Costes (Adler y cols., 2008; Costes y cols., 2004). Las imagenes fueron
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deconvolucionadas (cuando se indique) mediante deconvolucién ciega con el

programa AutoQuant X 2.2.

XX. Western Blot.

Las proteinas se separaron por geles de poliacrilamida en condiciones
denaturantes SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Para geles lineales de acrilamida al
12% plv, la electroforesis se realiz6 a 70 Volts durante 45 minutos, aumentando
luego a 100 Volis. Para las muestras obtenidas a partir de gradientes de
densidad, se cargaron volimenes iguales por carril.

La transferencia de proteinas desde el gel a una membrana de
nitrocelulosa (BioRad) se realiz6 con una corriente constante de 350 mA durante
90 minutos. Luego de la transferencia, las membranas se bloquearon con leche
descremada al 5% p/v en PBS por 1 hora a temperatura ambiente y con agitacién
constante. Las membranas se lavaron 3 veces por 5 minutos con PBS para retirar
el exceso de leche y se incubaron toda la noche con agitacién constante con los
distintos anticuerpos a utilizar diluidos en PBS. Al siguiente dia, las membranas
se lavaron 3 veces con Tween en PBS por 10 minutos y se incubaron con el
anticuerpo secundario correspondiente al anticuerpo primario, en una dilucién
1/5.000 de Tween al 0,1% p/v en PBS y leche descremada al 5% p/v, por 1 hora
a temperatura ambiente. L.as membranas se lavaron 2 veces con Tween al 0,1%
p/v en PBS por 10 minutos y una vez con PBS. Para finalizar, las membranas se
incuban 1 minuto con el reactivo quimioluminiscente (ECL, Amersham

Bioscience) y luego se ponen en contacto con la pelicula (Hyperfiim ECL,
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Amersham Bioscience). Los Western Blots se cuantificaron por densitometria

utilizando el programa Photoshop 7.0 (Adobe).

XXI. Perfusion de los animales.

Las ratas se sacrificaron bajo anestesia con inyeccion intraperitoneal de
ketamina 50 mg/kg vy «xilacina 5 mgkg para luego perfundirlas
intraventricularmente con 50 ml de PBS pH= 7,4 a 37° C seguido de fijacion con
300 mi de paraformaldehido (PFA) al 4% p/v en PBS a 4° C. Después de la
perfusion, los cerebros fueron removidos inmediatamente, y post-fijados durante
2 horas con PFA fresco al 4% p/v en PBS. Los cerebros fijados fueron
deshidratados secuencialmente en sacarosa al 15% y 30% p/v, para luego

cortarlos en el criostato a -20° C en secciones de 30 um.

XXII. Inmunohistoquimica.

Los cortes fueron bloqueados (PBS pH= 7,4 + Triton X-100 al 0,25% p/v +
suero de caballo al 5% p/v+ BSA al 5% p/v) por 1 hora. Luego se incubaron con
los anticuerpos primarios correspondientes diluidos en la solucion de anticuerpos
(PBS pH= 7,4 + Triton X-100 al 0,25% p/v + BSA al 1% p/v+ suero de caballo al
1% p/v) durante 48 horas a 4° C. Posteriormente, los cortes se incubaron 1 hora
a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios acoplados a sondas
fluorescentes. Finalmente, los cortes se montaron en los porta-objetos con medio

de montaje (DAKO). e
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Las fotos de las tinciones de tejidos hipocampales de las ratas fueron
adquiridas mediante un microscopio confocal de escaneo por laser (Leica TCS
SP2 AOBS; Leica Microsystems, Mannheim, Germany) equipado con un objetivo
de inmersion en aceite Fluotar 20X con una apertura numérica de of 0.7, y Fluotar
63x de inmersion en aceite con una apertura numérica de 1.4. Las imagenes
fueron deconvolucionadas (cuando se indique) mediante deconvolucién ciega

con el programa AufoQuant X 2.2.

XXIIl. Inmunoprecipitacion (IP) de aldolasa C.

Los cultivos de astrocitos puros fueron solubilizados desde placas de 100
mm a 70-90% de confluencia con 1 ml de tampdn de solubilizacion/lisis RIPA
(SDS al 0,1% p/v, NP40 al 0,5 % p/v, Deoxicolato de Sodio al 0,5 % p/v, Tris-HCI
10 mM a pH=7,5, EDTA 1mM, NaCl 150 mM, todo disuelto en H20 ultrapura milli-
Q(Millipore)) durante 16 horas a 4° C en agitacion constante mas un coctel de
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche # 11836170001, una tableta por
cada 10 mL de tampdn). Posteriormente, la muestra fue centrifugada a 30.000 xg
durante 30 minutos a 4°C para descartar la muestra no solubilizada. En paralelo,
se lavan 400 pl de esferas de proteina G-Sefarosa (Sigma) para la mue;e,tra y el
control negativo (suero preinmune). Las esferas se lavaron 2 veces con 1 ml de
tampén RIPA, y se centrifugd a 500 xg por 5 minutos a 4°C, el sobrenadante se
descartd después de cada centrifugacion. Finaimente, las esferas se bloquearon
con 1 ml de PBS pH= 7,4 y BSA al 1% p/v por 12 horas a 4° C con agitacién

constante. Al dia siguiente, las esferas se lavaron 2 veces con 1 ml de tamp6n
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RIPA y luego se agregé 200 pl de tampdn de solubilizacion y se homogenizé
suavemente (tubo B). De la suspension del tubo B, se tomé 100 pl de esferas y
se incubaron en agitacién constante con la muestra solubilizada por 2 horas (pre-
lavado de la muestra). Posteriormente, esta mezcla fue centrifugada a 500 gy se
descart6 el precipitado. Al sobrenadante anterior, se agregd 5 ug del anticuerpo
primario correspondiente por 48 horas a 4° C con agitacion constante (tubo A).
Como control negativo se utilizaron 5 pg de suero pre-inmune de la especie
correspondiente. Posteriormente, se agreg6 el contenido del tubo B (~100 pl)
sobre el tubo A y se incubé por 2 horas a 4° C con agitacion constante. La mezcla
se centrifugd y se descart6 el sobrenadante. El pellet, que contiene las esferas
de sefarosa, se lavé 3 veces con 1 ml de tampén de solubilizacion/lisis.
Finalmente, las esferas se resuspendendieron en 60 pl de tampdn de carga, se
hirvieron por 5 minutos y se someti6é a WB. Alternativamente, parte del pellet final

se almacend a -20° C para extraer RNAs.

XXIV. Extracciéon de RNAs.

Las muestras se procesaron con el kit comercial miRNeasy Plus Mini Kit
de Qiagen, segun instrucciones del fabricante. Brevemente, se afiadiéo QlAzol
Lysis Reagent a la muestra y se agité por un minuto en Vortex. El material de
partida fue cuantificado como cantidad total de proteinas y se utilizaron las
siguientes cantidades: 400 pg para células en cultivo, 10 pug para exosomas y
para el pellet de la IP se uso6 el total de la muestra. Posteriormente, se agregé

cloroformo y se agité vigorosamente por 14 segundos, luego la muestra se incubd
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a temperatura ambiente durante 2 o 3 minutos. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron a 10.000 xg por 5 minutos a 4°C para separar la fase acuosa de la
organica. La fase acuosa se colecto y centrifugé en una columna Rneasy Mini, a
8.000 xg por 15 segundos a temperatura ambiente. Posteriormente, se agrego el
tampén RE (miRNeasy Plus Mini Kit) (este paso se hizo por duplicado) a una
columna y se cenirifugé 15 segundos a 8.000 xg con tampon, descartando el
eluido. Finalmente, la columna se transfirié a un nuevo tubo colector y los RNAs
se eluyeron por centrifugacion a 8.000 xg por 1 minuto con agua libre de RNasas.
Las muestras se cuantificaron usando un espectrofoiémetro de microvolumen
NanoDrop 2000. La concentracion se determiné con la absorbancia a 260 nm

(A260), mientras que la pureza fue estimada midiendo la razén A260/A280.

XXV. RT-PCR cuantitativo de miRNAs.

La La transcripcion reversa para obtener los cDNAs se realizé con el kit
comercial TagMan® MicroRNA Assays, segln instrucciones del fabricante.
Brevemente, a partir de la extraccién total de RNAs con el método anteriormente
descrito se afadié 100 ng fotales de cada tipo de muestra y condicién a los
partidores especificos de miR-26a-5p y miR-26a-3p, mas el tampén de mezcla
provisto por el kit comercial para la retro-transcripcion. El tampon de mezcla se
compone de los nucleésidos a 100mM; transcriptasa reversa 50U/ul; tampén RT
e Inhibidor de RNAsas 20U/ul. La reaccién se llevé a cabo en un termo ciclador

con el siguiente programa de temperatura: 30 minutos a 16°C; 30 minutos a 42°C
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y 5 minutos a 85°C. La reaccion se detuvo a 4°C para efectuar las reacciones de

PCR en tiempo real.

El PCR en tiempo real se realizé6 segin instrucciones del fabricante.
Brevemente, se mezclaron los partidores Tagman especificos junto con los
productos de la transcripcion reversa anteriormente descritos, mas una solucién
compuesta de agua libre de RNAasas y Tagman universal master mix Il. Todos
estos componentes fueron sometidos al siguiente programa de ciclos de
temperatura: un paso inicial para activar la DNA polimerasa por 10 minutos a
95°C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95° C y 60 segundos a 60° C para
la amplificacién. Una vez finalizados los ciclos de amplificacion, el valor umbral
se determindé en forma manual. Este mismo valor su utilizé para todas las
reacciones de una misma condicién experimental con el fin de obtener los valores
de ciclo umbral (Ct). Los valores entre condiciones fueron normalizados con el
contenido relativo del componente de la maquinaria de corte y empalme U6. Las
veces de cambio de un miRNA para cada condicion fueron calculadas usando el
método del doble delta Ct como esta descrito (Livak y Schmittgen, 2001). Por

ejemplo:
La expresion (E) del miRNA de interés se define como E= 2 ~Ct(miRNA),

Luego esta expresion (E) fue normalizada por la expresién de un gen de

expresién constitutiva como UG.

2 ~Ct (miRNA)/ 9 —Ct (U6) = 9 - ( Ct mi RNA-CtU) = 9 —ACt
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Finalmente, las veces de cambio, comparando diferentes condiciones

(ejemplo, GFP y aldolasa C-GFP), se calcularon mediante la siguiente ecuacion:

2 — A Ct (miRNA condicién 1) /2-4 Ct (miRNA condicién 2) = 9 -AACt

Los valores de Ct mayores o iguales a 35 fueron considerados como no

detectados.

XXVI. Anticuerpos primarios.

MAP2 A/B (MAB5622, Millipore, Santiago, RM, Chile) (WB 1:1000, IF
1:1000); MAP2 A/B (MAB378, Millipore, Santiago, RM, Chile) (WB 1:1000, IF
1:1000); Aldolasa C (sc-12065, Santa Cruz Biotechnology, Santiago, RM, Chile)
(WB 1:1000, IHC 1:100, IP 1:40); Aldolasa C (Ab87122, Abcam, Santiago, RM,
Chile) (IF 1:500); Aldolasa C (PA5-27659, Thermo, Santiago, RM, Chile) (WB
1:1000); TSG101 (Ab83, Abcam, Santiago, RM, Chile) (WB 1:1000); Aldolasa C
anticuerpo monoclonal gentilmente donado por Dr. Richard Hawkes (University
of Calgary, Alberta, Canada) (WB 1:1000); Flotilina-1 (610821, BD Transduction
laboratories, Santiago, Chile) (WB:1:1000); CD63 (sc-15363, Santa Cruz
Biotechnology, Santiago, Chile) (WB 1:1000, IF 1:500); GM130 (Ab 1299, Abcam,
Santiago, RM, Chile) (WB 1:1000); GFAP (Mab C 2032-28B, US Biological,
Santiago, RM, Chile) (WB 1:1000, IF 1:1000); GFP (Ab6673, Abcam, Santiago,
RM, Chile) (WB 1:1000); GFP (MAB3580, MILLIPORE, Santiago, RM, Chile) (IF
1:1000); Alix (sc-53540, Santa Cruz Biotechnology, Santiago, RM, Chile) (WB

1:1000, IHC 1:500) ; B-actina (A5441, Sigma, Santiago, RM, Chile) (WB 1:1000);
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NF-L (2835, Cell signaling, Santiago, RM, Chile) (WB 1:1000); BlI-Tubulina

(T2200, Sigma, Santiago, RM, Chile) (WB 1:4000; IF 1:1000).

XXVII. Anticuerpos secundarios.

Alexa Fluor® 488 conjugado con burro anti-ratén igG (H+L) (a21202) (IF
1:1000); Alexa Fluor® 555 conjugado con cabra anti-conejo IgG (H+L) (a21429)
(1:1000); Alexa Fluor® 488 conjugado con cabra anti-conejo IgG (H+L) (a11034)
(IF 1:1000). Anti-ratén conjugado a peroxidasa de rabano (# 31430,Thermo,
Santiago, RM, Chile) (WB 1: 5000) ; anti-conejo conjugado a peroxidasa de
rabano (# 31460 ,Thermo, Santiago, RM, Chile) (WB 1: 5000) (WB 1: 5000);
Anti-cabra conjugado a peroxidasa de rabano( # 31402 ,Thermo, Santiago, RM,

Chile) (WB 1:5000) .

XXVIIl. Analisis estadistico.

Las diferencias entre dos grupos se determinaron usando la prueba t de
Student o Mann-Whitney U de dos colas, segun se indique. Las diferencias entre
dos o0 mas gr’:[upos se evaluaron con ANOVA de una via seguida por ia prueba
post-hoc dey Tukey. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas con p < 0,05.
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RESULTADOS

L Aldolasa C esta presente en exosomas de astrocitos.

En primer lugar, se desarrollaron cultivos de astrocitos puros para
cuantificar el numero de células positivas para GFAP respecto del total de
nucleos marcados por 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). El porcentaje de células
positivas fue de 86,2 + 9% (figura 7). En estos cultivos, no fue posible detectar
células positivas para MAP2 de manera que la presencia de neuronas se

considera nula.

Células
GFAP +

1004
—r

80

60+

404

204

% Nucleos GFAP +

o

Figura 7. Porcentaje de células GFAP positivas en cultivos de astrocitos
puros. lzquierda, inmunocitofluorescencia contra el marcador de astrocitos
GFAP (en rojo) y en azul los nucleos celulares (DAPI). Derecha, cuantificaciéon
del porcentaje de células positivas para GFAP respecto del total de nucleos
postivos para DAPI. Se indica el promedio + error estandar de tres experimentos
independientes (N= 3). Barra= 50 pm.

A partir del sobrenadante (medio condicionado) de cultivos de astrocitos

de 2-3 semanas in vitro se obtuvieron exosomas segun la metodologia descrita.
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Al procesar el medio condicionado a distintos tiempos de incubacién, se obtuvo
el siguiente rendimiento: 0,21 + 0,01 pg de proteinas por millon de células luego
de 24 horas; 1,24 + 0,07 ug de proteinas por millén de células luego de 48 horas;
2,33 £ 0,99 ug por millén de células luego de 72 horas (figura 8). Por lo tanto, los
exosomas seran aislados con rendimiento 6ptimo desde medio condicionado con

72 horas de incubacion.
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Figura 8. Rendimiento en la produccién de exosomas. Se calculd el
rendimiento como cantidad de proteinas totales en la fraccion exosomal por
millén de células en cultivos de astrocitos puros a las 24, 48 6 72 horas de
incubacién con medio previamente depletado de exosomas. Para cada tiempo
se indica el promedio + error estandar de 4 cultivos independientes (N= 4). ** p<
0,01. ANOVA no pareado de una via y prueba post-hoc de Tukey.

Caracterizamos los exosomas de astrocitos puros y de cultivos corticales
mixtos (24,7 + 4 % astrocitos y 69,8 + 4 % neuronas, N=3). Ambas fracciones de
vesiculas contienen marcadores clasicos de exosomas tales como TSG101, Alix,

CD63 y ausencia del marcador negativo GM130 (aparato de Golgi) (figura 9 A).

50




Inesperadamente, el contenido de aldolasa C y GFAP es varias veces mayor en
exosomas de cultivos mixtos que de astrocitos puros (11 + 2 veces para aldolasa
C p=0,0013 y 4,6 £ 0,6 veces para GFAP p = 0,0001, figura 9 A). Ambos valores
fueron normalizados contra CD63. Utilizamos este normalizador puesto que,
cargando la misma cantidad de proteinas, el cambio de CD63 entre ambas
muesiras no fue significativo (1,2 £ 0,3 veces p= 0,367). Para determinar el origen
de aldolasa C en estas vesiculas, se compararon los niveles de expresion en
cultivos de astrocitos puros, cultivos mixtos y de neuronas puras (en presencia
de AraC). Encontramos que los niveles de aldolasa C son 32 + 4 veces mayores
en astrocitos puros (p= 0,001 vs. neuronas puras) y 10 £ 4 veces mayores en
cultivos mixtos (p= 0,07 vs. neuronas puras, p=0,01 vs. astrocitos puros, figura 9
B). Asi, el contenido total de aldolasa C es progresivamente menor a medida que
disminuye la cantidad de glias en los cultivos. Esto mostraria que, tal como esta
descrito in vivo, aldolasa C también se expresa selectivamentie en astrocitos in
vitro, aunque no podemos descartar que en co-cultivo exista una induccién de su
expresion en neuronas. Sin embargo, el aumento concomitante de GFAP (una
proteina exclusivamente glial) en la fraccion exosomal podria reflejar una mayor
activacion/maduraciéon astrocitaria inducida por la presencia de neuronas,
explicando también el aumento de aldolasa C (Daniels y Brown, 2001). Con todo,
podemos decir que la destinacion de aldolasa C a exosomas aumenta en co-
cultivo, sugiriendo un rol en la comunicacion astrocito/neurona mediado por estas

vesiculas.
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Al comparar el perfil de expresién de proteinas de los exosomas de
astrocitos con el lisado celular total se observa que el patron de bandas es
consistentemente distinto para ambas muestras. En exosomas, el marcador de
exosomas CD63 se enriquece 1,88 + 0,05 veces, mientras el contenido de
aldolasa C es 0,17 % 0,09 veces el del homogenizado (figura 9 C). Esto
comprueba que la fraccién de exosomas aislada es bioquimicamente distinta al

{otal de la célula.

Al analizar el tamafio de las vesiculas de astrocitos por microscopia
electrénica, encontramos que su tamafio promedio es de 48,56 * 0,66 nm, lo cual
esta dentro del rango reportado para exosomas. Ademas, se midi6 el diametro
de las vesiculas provenientes de cultivos mixtos y de astrocitos puros mediante
anélisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA, nanosight), el cual determina el
didmetro indirectamente, midiendo su coeficiente de difusién. El tamafio
promedio que arrojé este analisis fue de 155+ 1 nmy 171 = 12 nm para exosomas

provenientes de astrocitos o de cultivos mixtos, respectivamente (figura 9 D).

Para complementar el analisis de tamafio y de marcadores proteicos, se
realizaron ensayos de flotacion en gradientes de sacarosa, y ademas, un ensayo

de proteccion a proteasas para estudiar la localizacién intraluminal de la enzima.
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Figura 9. Caracterizacion de la fraccion exosomal de cultivos de astrocitos
y mixtos. A. lzquierda, bandas representativas de Western Blots contra aldolasa
C y los marcadores de exosomas: Alix, CD63 y TSG101 en exosomas de cultivos
de astrocitos (astro) y mixtos. Como marcador negativo se utilizé GM130. En
ambos carriles se cargo6 25 ug de proteina y 5 ug de homogenizado de astrocitos
(H). Derecha, cuantificacion de las veces de cambio en el contenido de aldolasa
C y GFAP en exosomas de astrocitos y mixtos normalizados por CD63. Se indica
el promedio + error estandar de tres experimentos independientes (N= 3). **p <
0,01*** p <0,001. Prueba t de Student no pareada contra media tedrica igual a 1.
B. Comparacion del contenido de aldolasa C en homogenizados de cultivos de
astrocitos, mixtos y de neuronas puras (se agrego Arabinésido C (Ara C)). Se
indica el promedio + error estandar de tres experimentos independientes (N= 3).
Abajo se muestran bandas representativas de un Western Blot contra aldolasa C
y B-tubulina. Se cargaron 20 pg de proteina total por carril. C. lzquierda,
comparacion del bandeo caracteristico de homogenizados (H) y exosomas (Exo)
de astrocitos. En ambos carriles se cargaron 20 pg de proteinas totales, tefidos
mediante rojo Ponceau. Derecha, cuantificacion de la razén entre el contenido
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de proteinas en exosomas respecio del homogenizado. Se indica el promedio +
error estandar de 4 experimentos independientes (N= 4). En ambos carriles se
cargaron 20 g de proteinas totales.D. Panel superior, analisis de exosomas de
astrocitos por microscopia electronica de barrido, a la derecha se muestra la
distribucion de tamano de las vesiculas con un valor promedio de 48,56 + 0,66
nm (+ error estandar). Barra= 100 nm. Panel inferior, distribucion de tamafio de
exosomas obtenidos de medio de astrocitos (astro) y mixto, mediante Nanosight
(NTA), la media obtenida es 155 + 1 nm y 171 £ 12 nm (& error estandar) para
exosomas de astrocitos y de medio mixto, respectivamente.

Il. Aldolasa C co-distribuye con marcadores de exosomas en gradiente de
densidad dentro del lumen de los exosomas.

Efectuamos experimentos de flotacion en gradiente de densidad a partir
de exosomas de cultivos mixtos (Théry y cols., 2006). Encontramos que la
fraccion que contiene aldolasa C co-distribuye con los marcadores de exosomas
TSG101 y CD63 (figura 10 A). La cuantificaciéon de la intensidad relativa para
cada proteina en las distintas fracciones respecto de la sefal total de la gradiente
muestra que existen dos picos de aldolasa C, el primero esta a densidades entre
1,13 g/ml y 1,19 g/ml, lo que es un rango compatible con lo descrito para

exosomas (Valadi y cols., 2007). El segundo pico tiene un maximo a 1,28 mg/ml.

Para confirmar que aldolasa C se encuentra dentro del lumen de las
vesiculas, efectuamos un ensayo de proteccién a proteasas. Encontramos que
tripsina degrada aldolasa C de manera notoria solo en presencia de bajas
concentraciones de Triton X-100, lo cual es compatible con presencia de aldolasa

C en el lumen de las vesiculas (figura 10 B).
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Figura 10. Flotacion de exosomas en gradiente continua de densidad y
ensayo de proteccion a proteasas. A. Panel superior, bandas representativas
de Western Blots contra aldolasa C y los marcadores de exosomas: CD63 vy
TSG101 en las fracciones de densidad indicada. Panel inferior, cuantificacion
de la intensidad relativa para cada proteina en las distintas fracciones respecto
de la senal total de la gradiente. Se indica el promedio * error estandar de 3
experimentos independientes para CD63 y aldolasa C (N= 3), y el promedio de 2
experimentos independientes para TSG101 (N= 2). B. Ensayo de proteccion a
proteasas. Los exosomas se incubaron con fripsina (tryp) en ausencia o
presencia del detergente Tritén X-100 (Tx-100). Como control, se incubd con el
inhibidor de proteasas fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). Se muestran
bandas representativas de Western Blots contra aldolasa C y CD63 como
marcador de exosomas. H: homogenizado de células de cultivo mixto. En cada
carril se cargaron 20 ug de proteinas totales. Figura representativa de dos
experimentos independientes (N= 2).

Estos resultados muestran por primera vez que aldolasa C esta
presente en una fraccion de tipo exosomal obtenida desde astrocitos en cultivo,
cumpliendo con varios de los parametros descritos en la literatura (ver discusion).

Sin embargo, no sabemos si este mismo fenémeno sucede in vivo, por ejemplo,
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en el SNC de rata. Para ello, se analiz6é su presencia en cortes histolégicos y en

LCR.

lll. Aldolasa C esta presente en exosomas de liquido cefalorraquideo (LCR)
y aumenta en respuesta a un protocolo de estrés.

Analizamos la expresion de la enzima en cortes coronales de hipocampo,
encontrando extensa co-distribucion con el marcador de astrocitos GFAP vy
ausencia de marca en las neuronas del stratum pyramidale en la zona CA1 (figura
11). Ademas, aldolasa C co-distribuye con marcadores de exosomas tales como

Alix y CD26, lo cual es compatible con su destinacién a estructuras que dan

origen a exosomas (figura 12 Ay B).

Figura 11. Expresion de aldolasa C en astrocitos de tejido hipocampal.
Proyeccion maxima de un z-stack confocal de una inmunohistofluorescencia
contra GFAP (rojo) y aldolasa C (verde) en la regién CA1 de hipocampo. s.l.m.:
stratum lacunosum moleculare, s.r.. stratum radiatum,s.p.: stratum
pyramidale,s.o.: stratum oriens. Barra= 100 pym. Tincion representativa de 5
experimentos (animales) independientes (N= 5).

Basados en antecedentes del laboratorio de Neurociencias de La
Universidad de Los Andes que muestran un aumento de la enzima en LCR como

respuesta a un protocolo especifico de estrés por restricciéon de movimiento, nos
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preguntamos si parte de este aumento podia explicarse por liberacion mediante
exosomas. De forma coherente, encontramos presencia de aldolasa C en
exosomas obtenidos desde LCR y, un aumento significativo de 2,0 + 0,6 veces
(p= 0,03) en su contenido en animales estresados por restriccion de movimiento
(figura 12 C). Este es el primer antecedente que confirma la presencia de aldolasa
C en vesiculas extracelulares del SNC y ademas sugiere que estan involucradas

en los cambios adaptativos asociados al estrés.

A C Exosomas
" ' LCR
Aldolasa C

Ponceau

Figura 12. Aldolasa C esta presente en exosomas de liquido cefalorraquideo
y su contenido aumenta tras un protocolo de estrés por restriccion de
movimiento. A. Corte confocal de astrocitos de stratum radiatum (s.r.) de
hipocampo CA1 contiguos a neuronas piramidales. Aldolasa C (verde) rodea a
las neuronas, formando cumulos que colocalizan con Alix (rojo). Las imagenes
son representativas de 4 tinciones independientes. B. corte confocal de un
astrocitos seleccionado de s.r. (hipocampo CA1) que muestra cumulos de
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aldolasa C (verde) que co-distribuyen con CD26 (rojo), como se indica con la
flecha. Barra= 5 uym. Las imagenes son representativas de 4 tinciones en
experimentos (animales) independientes (N= 4). C. Bandas representativas de
Western Blot contra aldolasa C y el marcador de exosomas CD63 en la fraccion
exosomal obtenida a partir de volimenes equivalentes, cercano a 1 mi, de liquido
cefalorraquideo (LCR) de ratas control (C) y sometidas a un protocolo de estrés
crénico por restriccion de movimiento (R). Como control de carga se muestra una
parte de cada carril tefiida mediante rojo Ponceau. Cada grupo experimental
usado en los experimentos fue desarrollado con 10 a 12 animales (N= 3).

Hasta el momento, sabemos que aldolasa C esta presente en exosomas
de astrocitos puros y con mayor abundancia en co-cultivo con neuronas. Ademas,
esta presente en exosomas, de potencial origen astrocitico, obtenidos desde LCR
cuyo contenido aumenta luego de un protocolo especifico de estrés. Estos
antecedentes sugieren que la enzima en exosomas podria mediar sefializaciéon
entre astrocitos y neuronas. Para ello, es clave determinar si estas vesiculas

pueden internalizarse en ellas.

IV. Destinacion aldolasa C-GFP a exosomas.

Al evaluar la expresion de aldolasa-GFP en astirocitos electroporados
positivos para GFAP encontramos que la eficiencia promedio de la técnica de
electroporacion in utero fue de 29 £ 1 % (n=4) (figura 13 A, primer panel). La
enzima endogena forma cumulos que decoran el citoesqueleto definido por
GFAP, situacién similar a la que se observé en tejido hipocampal (Sandoval y
cols., 2013). Ambas marcas parecen ocupar volimenes excluyentes del
citoplasma (figura 13 A, segundo panel). La tincién contra la proteina fluorescente
verde (GFP) muestra que aldolasa C-GFP forma ctimulos que co-distribuyen con

CD63 (LAMP3) (figura 13 A, panel inferior), es decir, se localizaria en estructuras
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que dan origen a exosomas como los CMVs.
Para cuantificar el grado de asociaciéon entre aldolasa C-GFP y CDG63, los
coeficientes de colocalizacién de Manders fueron comparados con las tinciones
de aldolasa C / GFAP y aldolasa C (total) / GFP (aldolasa C-GFP). Para calcular
el coeficiente de Manders (figura 13 A, derecha) se considerd solamente el valor
(M1) que corresponde a la colocalizacion de la marca de aldolasa C (total) sobre
GFP (aldolasa C-GFP) (0,62 + 0,17); aldolasa C sobre GFAP (0,36 + 0,21) y GFP
(aldolasa C-GFP) sobre CD63 (0,39 + 0,09). Todos los valores del coeficiente de
Manders fueron significativamente superiores a 0 (valor “0” indica ausencia de
colocalizacion). Sin embargo, este analisis no es sensible a las diferencias entre
las tinciones. Por lo tanto, se analizo el coeficiente de correlacion Pearson en el
area de colécalizacién y se obtuvieron los siguientes valores: aldolasa C (total) /
GFP (aldolasa C-GFP) (0,16 + 0,04); aldolasa C (total) / GFAP (0,04 = 0,04) y
GFP (aldolasa C-GFP) / CD63 (0,09 £ 0,08) (figura 13 A, derecha). El coeficiente
de correlaciéon de Pearson para la tincién de aldolasa C (total) con GFP (aldolasa
C-GFP) tuvo un valor significativamente mas alto que con GFAF (p= 0,04), pero
no comparado con CD63 (p= 0,25), lo cual apoya la co-distribucgén de la proteina
recombinate con el marcador de exosomas CD63 y su posit;,)le destinacion a
exosomas. De forma coherente, mediante Western Blot cofmprobamos que

aldolasa C-GFP es incorporada en exosomas (figura 13 B).
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Figura 13. Aldolasa C-GFP es incorporada en exosomas de astrocitos
transfectados. A. Primer panel, inmunocitofluorescencia contra el marcador de
astrocitos GFAP (rojo) y la proteina fluorescente verde (GFP). Segundo panel,
inmunocitofluorescencia contra GFAP (rojo) y aldolasa C (verde) muestra
cumulos de la enzima que se asocian al entramado del citoesqueleto definido por
GFAP (imagenes deconvolucionadas). Tercer panel, inmunocitofluorescencia
contra GFP para detectar la proteina recombinante (rojo) y contra aldolasa C para
ver la enzima total (verde). Cuarto panel, inmunocitofluorescencia contra el
marcador de exosomas CD63 (rojo) y GFP (verde) para detectar la proteina
recombinante en astrocitos transfectados. En el inserto, la flecha muestra un
cumulo de CD63 (rojo) que co-distribuye con aldolasa C-GFP (verde) (imagenes
deconvolucionadas). Barra: 10 pym. Barra inserto: 1,5 uym. Extremo superior
derecho, cuantificacion del coeficiente de Manders. Se muestra el parametro M1
en las tinciones respectivas: aldolasa C-GFP sobre aldolasa C total; aldolasa C
sobre GFAP vy aldolasa C-GFP sobre CD63). Se indica el promedio + error
estandar de de tres cultivos independientes (N= 3) donde se analizaron 4
fotografias por condicion. **p<0,01 ***p<0,001. Prueba t de Student no pareada
comparado contra una media tedrica de valor 0 (sin colocalizacién). En el gréafico
inferior se muestran las medias de los coeficientes de correlacion de Pearson en
el area colocalizada para cada tipo de tinciéon. Se indica el promedio + error
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estandar de de tres cultivos independientes (N= 3) donde se analizaron 4
fotografias por condicién. * p<0,05. ANOVA de una via no pareado y prueba post-
hoc de Tukey. B. Bandas representativas (N= 4) de Western Blots contra aldolasa
C y contra GFP en exosomas obtenidos desde astrocitos transfectados con
aldolasa C-GFP. Es posible observar la proteina recombinante tanto en
homogenizado total de células como en la fracciéon exosomal.

A continuacién estudiamos si los exosomas cargados con aldolasa C-GFP

pueden transferir esta enzima a neuronas.

V. Transferencia de aldolasa C-GFP a neuronas mediante exosomas y
en co-cultivo.

Para analizar la transferencia de aldolasa C hacia neuronas mediada por
exosomas, se incubaron cultivos de neuronas hipocampales puros (7 DIV, 30.000
células) con 8 pg de proteina de exosomas de astrocitos que contienen aldolasa
C-GFP por 3 horas a 4° C y 37° C. La fincion de neuronas conira GFP muestra
cumulos positivos en el soma y rodeando intimamente los procesos definidos por

MAP2 A/B exclusivamente a 37° C (figura 14 A).
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Figura 14. Internalizacion de exosomas que contienen aldolasa C-GFP en
neuronas. A. Panel izquierdo, corte confocal de una inmunocitofluorescencia
contra MAP2 A/B (rojo) y GFP (verde) en neuronas hipocampales de 7 DIV
incubadas con 8 pg (20 ng/ul en 400 ul) de exosomas de astrocitos que contienen
aldolasa C-GFP por 3 horas a 4° C y 37°, en el inserto se sefialan con flechas las
estructuas punteadas positivas para aldolasa C-GFP. Barra= 10um. Panel
derecho, imagen epifluorescente de una inmunocitofluorescencia en neuronas
hipocampales incubadas con exosomas en las condiciones anteriormente
descritas, la marca positiva para la enzima recombinante (verde, GFP) tiene una
distribucién similar a la enzima total (rojo, aldolasa C). Barra = 20 um. Todas las
imagenes son representativas de dos experimentos independientes (N= 2). B.
Panel izquierdo, bandas representativas de Western Blots contra GFP y B-actina
(control de carga) en cultivos corticales puros de neuronas de 15 DIV incubados
con exosomas obtenidos desde cultivos de astrocitos electroporados con
aldolasa C-GFP (7,5 ug de proteinas totales) durante 3 horas a 4°C y 37°C. Panel
derecho, bandas representativas de Western Blot contra MAP2 A/B y B-actina
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(control de carga), en neuronas corticales incubadas con exosomas que
contienen aldolasa C-GFP (concentracion= 7,5 ng/ul) durante 3 horas a 4°C y
37°C. Resultados representativo de dos experimentos independientes (N= 2).

Como estrategia adicional, cultivos corticales de neuronas puras de 15
DIV, se incubaron con 7,5 ug de proteina de exosomas de astrocitos que
contienen aldolasa C-GFP por 3 horas a 37° C y 4° C, para luego lavar y lisar las
células. Mediante Western Blot, se observé que la marca de GFP aparece
exclusivamente en las neuronas tratadas e incubadas a 37° C (figura 14 B, panel
izquierdo), lo que sugiere que un fenémeno activo, dependiente de temperatura,

media la internalizacién de los exosomas portadoras de aldolasa C en neuronas.

De manera concomitante, encontramos que los niveles totales de
MAP2 A/B decaen en aquellas neuronas que fueron incubadas a 37° C y no a 4°
C (figura 14 B, panel derecho), lo cual sugiere que la internalizacién de exosomas
introduce un componente que regula los niveles de la proteina MAP2 A/B. Esto
es compatible con nuestra hipotesis de que los exosomas de astrocitos
transportan miR-26a—5p, puesto que MAP2 A/B es un blanco comprobado para
este RNA no codificante. En este sentido, mediante RT-PCR cuantitativo,
encontramos que la incubacidon de neuronas hipocampales con 7,5 ug de
proteina de exosomas de astrocitos produce un aumento de 27 + 1% (p=0,0001)
en el contenido total de miR-26a-5p (figura 15). Ademés, encontramos que la
fransfeccion de cultivos hipocampales de 3 DIV con un oligo nucleétido que imita

el efecto de miR-26a-5p (mimic) produce, luego de 72 horas, una disminucion de
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0,43 £ 0,02 veces en el contenido de MAP2 A/B (p=0,03) (figura 16, panel
izquierdo), lo cual recapitula el efecto inducido por la internalizacién de
exosomas, mieniras que un oligo-nucleétido que inhibe el efecto de miR-26a-5p
(antago), no cambia significativamente la expresion de MAP2 A/B (1 £ 0,3, p=
0,92 vs. scrambled). Ademas, el mimic produce una disminucién concomitante

de 0,63 veces (n=2) en el contenido de GSK3p (blanco comprobado para miR-

26a-5p) y de 0,62 veces (n=2) en el contenido de BllI-tubulina.

Sorprendentemente, el efecto sobre MAP2 A/B y Blll-tubulina no se
reproduce en neuronas corticales, puesto que los cambios producidos: por el
mimic fueron de 0,9 + 0,7 veces (p=0,9) y de 1,2 + 0,6 veces (p=0,99),
respectivamente (figura 16, panel derecho). Con el antago, MAP2 A/B tendi6 a
mantenerse estable en células corticales (1,0 veces + 0,4; p=0,98), mientras que
Blll-tubulina tendié a disminuir (0,6 veces, n=2). Estos resultados sugieren que
neuronas corticales e hipocampales utilizan mecanismos distintos para

responder a miR-26a-5p, los cuales seran abordados en la discusion.
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Figura 15. MiR-26a-5p es transferido mediante exosomas de astrocitos a
neuronas hipocampales. Se muestra el cambio en el contenido de miR-26a-5p,
medido por RT-PCR cuantitativo, en neuronas hipocampales de 6 DIV incubadas
con 7,5 ng exosomas de astrocitos control durante 3 horas a 37° C. Valores
normalizados por el contenido de U6. Ct (ciclo umbral) promedio de miR-26a-5p
sin normalizar para neuronas = 27,12; Ct de miR-26a-5p promedio de neuronas
+ exosomas= 26,76. Se indica el promedio * error estandar de tres experimentos
independientes (N= 3). ****p< 0,0001. Prueba t de Student no pareada.
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Figura 16. MiR-26a-5p induce disminucién de los niveles de MAP 2 A/B en
neuronas hipocampales, pero no corticales. Panel superior. Bandas
representativas de Western Blots contra MAP2 A/B, GSK3p, Blil-tubulina y B-
actina (como control de carga) en neuronas hipocampales y/o corticales de 6 DIV
transfectadas a los 3 DIV con: una secuencia control (scrambled, S); un oligo
nucléotido sintético con la misma secuencia de miR-26a-5p (mimic, M) y un oligo-
nucléotido sintético que inhibe la accién de miR-26a-5p (antago, A). Panel
inferior. Cuantificaciéon del contenido de las bandas de Western Blot
normalizadas con B-actina. Se indica el promedio * error estandar de tres
experimentos independientes (N=3) para MAP2 A/B en hipocampo y corteza. Las
cuantificaciones sin barra de error corresponden al promedio de dos
experimentos independientes (N= 2). * p< 0,05. ANOVA de una via pareado y
prueba post-hoc de Tukey.

Habiendo comprobado que los exosomas de astrocitos son capaces de
internalizarse en neuronas y producir cambios en su contenido proteico,

potencialmente mediados por miR-26a-5p, resta evaluar si la transferencia de
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aldolasa C puede realizarse en condiciones mas fisioldgicas como lo seria en co-
cultivo neurona/astrocito. Para ello, agregamos astrocitos que expresan aldolasa
C-GFP a neuronas corticales sin transfectar, y ademas, reprodujimos “in vitro”

una situacion de estrés estimulando los cultivos con corticosterona.

VI. Corticosterona induce transferencia de aldolasa C-GFP a neuronas
posiblemente mediada por exosomas.

Evaluamos el efecto que tiene la estimulacién con corticosterona 1 yM en
un sistema de co-cultivo en donde astrocitos que expresan aldolasa C-GFP
fueron agregados a neuronas corticales de 3 DIV para evaluar su efecto tras 72
horas de co-cultivo. Encontramos cumulos positivos para aldolasa C-GFP en
somas neuronales en condicién control y un aumento significativo en la
intensidad de la marca de aldolasa C-GFP en los somas de neuronas estimuladas
con corticosterona: 18 + 9 v/s 24 + 12 u.a. (unidades arbitrarias) (p=0,007) (figura
17 A). Para determinar si la transferencia inducida por corticosterona puede
explicarse mediante exosomas, estimulamos astrocitos puros de 15 DIV que
expresan aldolasa C-GFP con corticosterona 1 pm durante 24 horas.
Encontramos un aumento promedio de 3,1 veces (n=2) en el contenido de
aldolasa C-GFP en exosomas, cuya intensidad fue normalizada por CD&3 (figura
17 B). Estos resultados sugieren que el aumento de aldolasa C en exosomas,
inducido por corticosterona, podria explicar la mayor transferencia de la enzima

a neuronas.
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Figura 17. Costicosterona induce aumento en los niveles de aldolasa C-GFP
en el soma de neuronas corticales en co-cultivo con astrocitos
electroporados. A. Panel superior. Inmunocitofluorescencia contra MAP2 A/B
(rojo) y GFP (verde) en co-cultivos hechos con astrocitos que sobre-expresan
aldolasa C-GFP y que se agregan a neuronas puras (3 DIV) durante 72 horas.
Se indica la condicion control y luego de 1 hora de estimulacion con vehiculo
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(DMSO) o costicosterona 1 uM (Corti). Barra = 20 um. Panel superior derecho,
cuantificacién de la intensidad total de fluorescencia de la tincién contra GFP en
los somas de las neuronas definidas por MAP2A/B en condicién vehiculo (DMSQO)
y estimulada (corti). Se analizaron neuronas control (n= 58) y neuronas corti
(n=32) **p< 0,01. Prueba t de Student no pareada. B. Bandas representativas de
Western Blots utilizando anticuerpos conira CD63 y GFP (para detectar aldolasa
C-GFP) en exosomas obtenidos desde cultivos de astrocitos puros (15 DIV) que
expresan aldolasa C-GFP estimulados con vehiculo (DMSO) o con corticosterona
1 um (corti) durante 24 horas. En cada carril se cargaron 6 ug de proteinas
totales. Derecha, cuantificacion de los cambios observados, se indica el
promedio de dos experimentos independientes normalizados por CD63 (N= 2).

Hemos visto que los exosomas de astrocitos pueden internalizarse en
neuronas transfiriendo aldolasa C y miR-26a-5p. Entonces, resta determinar si
aldolasa C puede interactuar con miR-26a y cémo se vincula su presencia en

astrocitos con el contenido de este miRNA en exosomas.

VIl. Contenido de miR-26a-5p aumenta en homogenizados y exosomas de
astrocitos que sobre-expresan aldolasa C-GFP.

Para correlacionar la presencia de aldolasa C en exosomas de astrocitos
con los niveles de miR-26a, evaluamos la presencia de ambas hebras (5p y 3p)
en lisados de astrocitos que expresan GFP, aldolasa C-GFP y en exosomas
derivados de ellos. Tal como se muestra en la figura 18, la sobre-expresién de
aldolasa C-GFP en astrocitos induce un aumento estadisticamente significativo
de 1,8 + 0,3 veces (p=0,03) en el contenido de miR-26a-3p y de 4 + 1 veces
(p=0,02) en el contenido de miR-26a-5p. En exosomas, la sobre-expresion de
aldolasa C-GFP produce un aumento de 2,8 + 1 veces (p=0,2) en el contenido de
miR-26a-5p, mientras que miR-26a-3p disminuye a niveles bajo el limite de

deteccion, aun cuando sus niveles son medibles en exosomas controles (Ct
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promedio= 33,8). Los célculos de veces de cambio fueron normalizados por U6
el cual es un gen que se expresa de manera abundante y constitutiva en todas
las células, puesto que es parte de la maquinaria de “corte y empalme”. La
normalizacion en cada caso se realiz6 entre las condiciones experimentales, en
homogenizados de astrocitos o en exosomas. Estos resultados muestran que los
niveles celulares de aldolasa C se asocian positivamente con un aumento en el

nivel de miR-26a-5p tanto en la célula como en exosomas.
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Figura 18. Contenido de miR-26a-5p y miR-26a-3p aumenta por sobre-
expresion de aldolasa C-GFP. Cuantificacion por RT-PCR cuantitativo en el
contenido relativo de miR-26a, 3p o 5p, en homogenizados y exosomas de
astrocitos que sobre-expresan GFP (control) y aldolasa C-GFP (aldo C-GFP).
Todos los valores fueron normalizados entre condiciones por el contenido de UG.
Se indica promedio * error estandar de cuatro experimentos independientes para
homogenizados (N=4) y tres para exosomas (N= 3). *p< 0,05, prueba U de Mann-
Whitney. Los valores promedios para los ciclos umbrales obtenidos (Ct) sin
normalizar son los siguientes. Ct promedio de miR-26a-5p para homogenizados
de astrocitos GFP = 21, 2; Ct promedio de miR-26a-5p para homogenizados de
astrocitos aldolasa C-GFP=  20,1; Ct promedio de miR-26a-3p para
homogenizados de astrocitos GFP= 34,2; Ct promedio de miR-26a-3p para
homogenizados de astrocitos aldolasa C-GFP = 32,8; Ct promedio de miR-26a-
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3p para homogenizados de astrocitos aldolasa C-GFP= 34,2; Ct promedio de
miR-26a-5p para exosomas de astrocitos GFP= 28,6; Ct promedio de miR-26a-
5p para exosomas de astrocitos aldolasa C-GFP= 32,17; Ct promedio miR-26a-
3p para exosomas de astrocitos GFP= 33,8.

Como nuestra hipétesis es que aldolasa C es transferida a neuronas
asociada a miR-26a, inmunoprecipitamos [a enzima desde lisado total de
astrocitos para Iueéo extraer RNAs. Ajustamos un protocolo de
inmunoprecipitacion, usando distintas condiciones de estrictez (variando fuerza
ibnica, cantidad y tipo de detergente, ver metodologia). Fuimos capaces de
inmunoprecipitar cerca del 4,12 % del contenido total de aldolasa C presente en
un cultivo de astrocitos, lavando con el tampén RIPA (condicion 2, figura 19 A).
Con un protocolo més estricto (condicion 1, figura 19 A), usado para la técnica
Clip-seq, se logré capturar sélo el 0,68 % del total de la enzima. A partir de la
inmunoprecipitacién mas eficiente (condicion 2), se extrajo el RNA total. Mediante
RT-PCR cuantitativo comparamos las veces de cambio en el pellet, usando el
anticuerpo contra aldolasa C (Santa Cruz), respecto del control negativo (usando
IgG de suero pre-inmune de cabra) y corrigiendo carga por los niveles del RNA
no codificiante U6. En oposicion a los esperado, encontramos un aumento
selectivo, aunque no estadisticamente significativo, para la hebra 3p de miR-26a
(5,6 = 3 veces, p= 0,3), mientras que no se observé aumento para miR-132*, un
miRNA abundante en astrocitos, ni para la hebra 5p de miR-26a (figura 19 B).
Estos resultados sugieren que aldolasa C es capaz de formar parte de un
complejo de interaccién con la hebra 3p de miR-26a en astrocitos, quedando

pendiente un experimento similar utilizando exosomas como material de partida.
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En todo caso, este resultado sugiere fuertemente que la enzima tiene el potencial

de interactuar con este tipo de acidos nucleicos.

A B micro RNAs en
inmunoprecipitado

Fraccion L 13-

inicio 1gG 1 2 12 o
285 M
Q 10
AldofasaC IR £ ” -36 kba gg 9
O 8
© 9 4
QG s

- -

Cadena — * g 5

= e 3 :
anticuerpo 9 p ] 8 % 3

S8 .

—
0! —eee— L]
o v R
3 L 3
-Q-'q’ 6'\@' 'Q_ﬂ'
& &

Figura 19. Aldolasa C co-inmunoprecipita con miR-26a-3p. A.
Inmunoprecipitacion de aldolasa C. Se muestra el Western Blot contra
aldolasa C en dos experimentos de inmunoprecipitacién usando protocolos de
diferente estrictez (1 y 2, ver metodologia). B. RT-PCR cuantitativo para la forma
madura de miR-26a-5p, miR-26a-3p y miR-132*, a partir del RNA presente en el
inmunoprecipitado de cada condicion. Cada valor de miRNA esta normalizado
por el valor del control negativo (IgG del suero pre-inmune) y U6 (como control
de carga). Cada punto representa un experimento independiente y la barra
horizontal el promedio de ellos (N= 3). Los promedios de los ciclos umbrales (Ct)
obtenidos para el inmunoprecipitado con el anticuerpo de aldolasa C sin
normalizar son los siguientes: Ct miR-26a-3p = 32; Ct miR-26a-5p= 25,2; miR-
132*= 30.

Hemos visto que los niveles de expresion de aldolasa C en astrocitos
regulan la cantidad de miR-26a en astrocitos y exosomas. Observamos también
que aldolasa C forma un complejo de interaccién con la hebra 3p en

homogenizado de astrocitos. Sin embargo, no sabemos cémo se vinculan estos
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fendmenos con un efecto funcional sobre las neuronas. Por lo tanto,
determinaremos el papel de estos dos componentes en los cambios morfolégicos

inducidos por exosomas de astrocitos en neuronas.

VIIl. Exosomas de astrocitos que sobre-expresan aldolasa C-GFP
disminuyen la complejidad y largo de los procesos neuriticos en neuronas
hipocampales.

Para correlacionar la presencia de aldolasa C en exosomas con su efecto
sobre la morfologia neuronal, comparamos el efecto de exosomas derivados de
astrocitos que sobre-expresan GFP (exosomas GFP) con los que sobre-expresan
aldolasa C-GFP (exosomas aldolasa C-GFP). Ambos cultivos fueron generados
mediante electroporacién in ufero en embriones de la misma rata y bajo las
mismas condiciones de cultivo. Los exosomas de cada condicion fueron aislados
en paralelo para estimular neuronas hipocampales de 3 DIV por 72 horas con 4
Hg de proteinas totales de exosomas a una concentracion de 10 ng/ ul (en 400
ul). Luego, las neuronas fueron fijadas y tefiidas contra MAP2 A/B para analizar

la morfologia mediante analisis de Sholl (ver metodologia).

Ambos tipos de exosomas tienden a disminuir el largo y complejidad de la
arborizacion dendritica respecto al control, sin embargo, mientras los exosomas
aldolasa C-GFP producen cambios estadisticamente significativos en todos los
parametros, los exosomas GFP disminuyen de manera estadisticamente
significativa solamente las ramificaciones primarias. Si bien los exosomas

aldolasa C-GFP inducen una disminuciéon mas pronunciada que los exosomas
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GFP en todos los parametros, el valor critico es el Gnico parametro que tiene una
diferencia estadisticamente significativa entre estos dos grupos. En la figura 20
A y B se muestran las diferencias en la morfologia de los grupos y la
cuantificacién de los parametros que se describen a continuacion. La
significancia estadistica mostrada es vs. control en todos los casos, excepto
cuando se especifica. Ramificacion total (nimero total de intersecciones): 141
12 para el control vs. 113 15 para exosomas GFP (p= 0,11) y 89 £ 21 para
exosomas aldolasa C-GFP (p= 0,02). Radio maximo: 107 + 8 uym para el control
vs. 99 £ 14 ym para exosomas GFP (p= 0,54) y 83 + 15 ym para exosomas
aldolasa C-GFP (p= 0,04). Ramificaciones primarias (intersecciones en primer
radio): 6,62 + 0,06 para el control vs. 6,0 + 0,2 para exosomas GFP (p= 0,04) y
5,4 + 0,07 para exosomas aldolasa C-GFP (p= 0,005). Ramificacién maxima
(maximo nimero de intersecciones): 8,6 + 0,4 para el control vs. 7,5 + 0,33 para
exosomas GFP (p= 0,09) y 6,6 + 0,5 para exosomas aldolasa C GFP (p= 0,01).
Valor critico: 22 £ 1 ym para el control vs. 21 + 2 ym para exosomas GFP (p=
0,3) y 17 £ 2 ym para exosomas aldolasa C-GFP (p= 0,007 y 0,04 vs. Exosomas
GFP). En la figura 20 C se muesira la expresion de ambas proteinas

recombinantes en cultivos desde los cuales se aislaron exosomas.

74




10 10,
o e
=
o® o 8
8 s — Control 3] = Control
(7] — Exo aldoC-GFP
@
(2 D 4
2 2
= * €2
F* ' ~ #*,

0 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
Distancia al centro del soma (um) Distancia al centro del soma (um)
Ramificacion Valor critico Ramificaciones Radio maximo Ramificacion

total primarias maxima
4 . nsd. R v o=
e 200 T %5, — 28 E 150 210, =%
2 9150 22 2 - s = Ss
oo 2 g 15 § 5 2 o 100 8 6
g3 3 € 10 w4 g‘g & % 4 I
2% s0 00 s g2 oo g,
£ 3 € 3 E [
x O oy ali ° ® 0
© ¥ S O L
I NS S0 o & 0 ¢
Cgrae 9 q)\bo Cra® ($0% P
> S > >
e;,o 6'9 q}’o Q}P Q?o
Control Exosomas Exosomas
GFP Aldolasa C-GFP
- \
o (s N
-1 \ AN -
] =
Astro Astro
aldo C-GFP GFP
-T0 kDa
-55kDa
GFP

W - .25kDa

Figura 20. Exosomas de astrocitos que sobre-expresan aldolasa C-GFP
disminuyen la complejidad y largo de los procesos neuriticos. A. Panel
superior, numero de intersecciones con circulos concéntricos de radio creciente
(3 pm, analisis de Sholl) en neuronas hipocampales de 3 DIV tratadas con 10
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ng/ul (rojo) de exosomas derivados de astrocitos que sobre-expresan aldolasa C-
GFP (curva roja) o GFP (curva verde) por 72 horas y tefiidas contra MAP2 A/B.
La curva control (negro) corresponde a neuronas del mismo cultivo, pero sin
tratar. Panel inferior, cuantificacion de los parametros morfolégicos que se
indican. Los gréficos y cada punto de las curvas muestran el promedio + error
estandar de tres experimentos independientes (N= 3) donde se analizaron 30-50
células por condicién de manera aleatoria. *p< 0,05. ANOVA de una via y prueba
post-hoc de Tukey. B. Imagenes epifluorescentes de una
inmunocitofiuorescencia contra MAP2 A/B representativa de los cambios
morfoldgicos observados en neuronas control y fratadas con exosomas de
astrocitos que sobre-expresan aldolasa C o GFP. Barra = 10 ym C. Bandas de
Western Blot contra GFP en lisado de culiivo de astrocitos provenientes de
cerebros electroporados con dosis equivalentes de plasmidios que codifican para
GFP y aldolasa C-GFP. Los medios fueron colectados y procesados en paralelo
(N= 2 por condicion).

Una vez descrito el efecto de los exosomas aldolasa C-GFP sobre los
parametros morfolégicos, determinamos si sus efectos son concentracion-
dependientes. Para ello, estimulamos neuronas hipocampales con 1 y 10 ng/ul

de exosomas.

En la figura 21, se muestra la cuantificacion del promedio de dos
experimentos independientes para los siguientes parametros. Ramificacion total
(namero total de intersecciones): 189 para el control vs. 152 para exosomas 1
ng/ul y 122 para exosomas 10 ng/ul. Radio maximo: 124 ym para el control vs.
106 um para exosomas 1 ng/ul y 99 pm para exosomas 10 ng/pl; Ramificaciones
primarias (intersecciones primer radio): 4,3 para el control vs 4,8 para exosomas
1 ng/ul y 4,7 para exosomas 10 ng/pl. Ramificacion maxima (maximo namero de
intersecciones): 11,1 para el control vs. 10 para exosomas 1 ng/ul y 8,8 para

exosomas 10 ng/pl pl. Encontramos que la ramificacion total y el radio maximo
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disminuyen de forma graduada en ambas concentraciones respecto del control.

Sin embargo, la ramificacion total es el parametro mas sensible al aumente de

concentracion de los exosomas.
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curvas y los graficos se muesira el promedio + error estandar de dos
experimentos independientes donde se analizaron 30-50 células por condicion
de manera aleatoria.

IX. Exosomas derivados de astrocitos que sobre-expresan aldolasa C-GFP
no afectan la morfologia de neuronas corticales.

Para comprobar que el efecto morfoldgico observado en neuronas
hipocampales es extensible a neuronas de la corteza cerebral, se repitieron los
mismos experimenios, comparando neuronas de origen hipocampal como
cortical obtenidas en la misma fecha de cultivo y desde los mismos cerebros. En
neuronas hipocampales, se repitié el resultado ya descrito con una disminucion
en la ramificacion total y radio maximo, mientras los demas parametros
mantienen la tendencia anteriormente descrita. Los valores de los parametros
para neuronas hipocampales (figura 22 A) se describen a continuacion.
Ramificacion total (nimero total de intersecciones): 159 + 13 para el control vs.
106 + 7 para exosomas 10 ng/pl (p= 0,01). Radio maximo: 111 £ 5 ym para el
control vs. 89 £ 3 ym para exosomas 10 ng/ul (p= 0,005). Ramificaciones
primarias (intersecciones primer radio): 6,0 £ 0,5 para el control vs. 5,5 £ 0,5 para
exosomas 10 ng/ul (p= 0,18). Ramificacion maxima (maximo numero de
intersecciones): 8,2 + 0,4 para el control vs. 7,3 £ 0,3 para exosomas 10 ng/ul (p=
0,88). Valor critico: 23 + 1 um para el control y 20 + 0,8 pym para exosomas 10
ng/ul (p= 0,18). Sorprendentemente, estos mismos exosomas no produjeron
cambios morfolégicos estadisticamente significativos en neuronas corticales,

donde los valores para los parametros obtenidos se describen a continuacion
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(figura 22 B). Ramificacion total (nimero total de intersecciones): 138,5 + 5 para
el control vs. 139 * 5 para exosomas 10 ng/pl (p= 0,8). Radio maximo: 101,5+ 3
pym para el control vs. 103 + 3 uym para exosomas 10 ng/ul (p= 0,7).
Ramificaciones primarias (intersecciones primer radio) 5,0 + 0,2 para el control
vs. 5,3 £ 0,2 para exosomas 10 ng/ul (p= 0,4). Ramificacion méxima (maximo
namero de intersecciones): 9,3 + 0,3 para el control vs. 9,3 + 0,3 para exosomas
10 ng/l. Valor critico: 24,1 + 0,6 um para el control vs. 23 * 0,6 pm para
exosomas 10 ng/ul (p= 0,3). Estos resultados muesiran una respuesta diferencial
a exosomas en ambos tipos celulares y abren nuevas interrogantes acerca del

mecanismo que explica estas diferencias.
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Figura 22. Exosomas derivados de astrocitos que sobre-expresan aldolasa
C-GFP afectan la morfologia de neuronas hipocampales, pero no corticales.
Neuronas de 3 DIV fueron tratadas con 10 ng/ul de exosomas derivados de
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astrocitos que sobre-expresan aldolasa C-GFP (curva roja) por 72 horas y tefiidas
contra MAP2 A/B. A (Neuronas corticales) y B (Neuronas hipocampales). Los
paneles superiores izquierdos muestran el nimero de intersecciones con circulos
concéntricos de radio creciente con 3 pum de separacidbn en neuronas
hipocampales o corticales. Las curvas control (negra) corresponden a neuronas
del mismo cultivo, pero sin tratar con exosomas. En los gréaficos de barra se
muestran las cuantificaciones de los parametros del analisis de Sholl. Todos los
datos representan el promedio + error estandar de tres experimentos
independientes (N= 3) donde se analizaron 30-50 células por condicion de
manera aleatoria. *p< 0,05. Prueba t de Student.

La disminucién de MAP2 A/B inducida por miR-26a-5p en neuronas
hipocampales y la incorporacion de este miRNA mediante exosomas permite
suponer que los exosomas de astrocitos son capaces de regular la morfologia
neuronal transfiriendo miR-26a-5p. Para determinar la contribucion de miR-26a-
5p a este efecto, evaluamos el efecto morfolégico que tiene un oligonucledtido

analogo de miR-26a-5p (mimic) sobre las neuronas hipocampales y corticales.

X. Mimic de miR-26a-5p recapitula los efectos morfolégicos inducidos por
exosomas que contienen aldolasa C-GFP.

Evaluamos el efecto del mimic de miR-26a-5p en la morfologia dendritica
de neuronas hipocampales. Se compararon 3 condiciones experimentales:
scrambled (oligonucleétido control), mimic y antago (inhibidor miR-26a-5p). La
cuantificacién de los parametros se describe a continuacién (figura 23):
Ramificacion total (nimero total de intersecciones): 120 + 6 para scrambled vs.
91 % 8 para el mimic (p= 0,02) y 110 % 7 para el antago (p= 0,6 vs. scrambled).

Radio méaximo: 104 + 5 ym para scrambled vs. 88 + 4 ym para el mimic (p= 0,06)
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y 100 + 6 para el antago (p= 0,8 vs. scrambled). Ramificaciones primarias
(intersecciones primer radio): 5,5 + 0,3 para scrambled vs. 5,5 + 0,2 para mimic
(p=0,98) y 5,4 + 0,5 para el antago (p= 0,99 vs. scrambled). Ramificacién maxima
(maximo numero de intersecciones): 8,3 £ 0,2 para scrambled vs. 7,4 + 0,3 para
el mimic (p=0,09) y 7,5 £ 0,3 para el antago (p= 0,18 vs. scrambled). Valor critico:
23 * 3 ym para scrambled vs. 17,2 + 0,8 pm para el mimic (p=0,03)y 21 £ 3

para el antago (p= 0,7 vs. scrambled).

Ademas, medimos la neurita mas larga mediante una tincién contra Blll-
tubulina, la cual tifie tanto dendritas como axones. Los valores obtenidos fueron
los siguientes: 277 + 16 para scrambled vs. 330 + 14 para el mimic (p= 0,04) y
303 £ 33 para el antago (p= 0,5 vs. scrambled, p= 0,03 vs. mimic). Cabe resaltar
que el efecto de miR-26a-5p sobre el arbol dendritico y el largo del axén es
diferencial, lo cual es coherente con otros resultados en la literatura (ver

discusion).

Este analisis muestra que el mimic de miR-26a-5p produce un cambio en
la arborizacion dendritica similar al de los exosomas que contienen aldolasa C-
GFP, siendo los efectos mas similares en la ramificacion total (37% de
disminucién con exosomas vs. un 24% de disminucién con mimic) y el valor critico

(23% de disminucion con exosomas vs. un 27% de disminucién con mimic).
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Figura 23. Efectos morfolégicos inducidos por mimic de miR-26a-5p en
neuronas hipocampales. Panel superior, numero de intersecciones con
circulos concéntricos de radio creciente (3 pym, andlisis de Sholl) en neuronas
hipocampales de 3 DIV transfectadas con 10 pmol (25 nM) totales de mimic miR-
26a-5p (curva roja) o inhibidor de miR-26a-5p (antago, curva verde). La curva
control (negra) corresponde a neuronas transfectadas con 10 pmol (25 nM) de un
oligonucleétido sin blancos moleculares en mamiferos (scrambled del mimic). El
resto de los graficos muestra la cuantificacion de los parametros morfologicos
que se indican para scrambled (S), mimic (M) y antago (A). En cada punto de las
curvas y en los graficos de barra se indica el promedio * error estandar de cinco
experimentos independientes (N= 5), donde se analizaron 20-30 células por
condicién aleatoriamente, excepto para el parametro neurita mas larga en donde
se analizaron 20-30 células desde tres experimentos independientes (N= 3). *p<
0,05. ANOVA de una via no pareado y prueba post-hoc de Tukey, excepto para
el parametro neurita mas larga donde se usé ANOVA de una via pareado y
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prueba post-hoc de Tukey. Panel inferior, imagenes epifluorescentes de tincion
contra MAP2 A/B (rojo) y Blll-tubulina (verde) representativas de los cambios
morfolégicos en las condiciones descritas anteriormente. Barra = 20 ym.

Considerando que las neuronas corticales son refractarias al efecto de los
exosomas, quisimos averiguar cual es el efecto de la transfeccion directa de miR-
26a-5p en la morfologia dendritica. Tal como se muesira en la figura 24,
encontramos que, a diferencia de las neuronas hipocampales, miR-26a-5p no
tiene un efecto estadisticamente significativo en ningtino de los parametros
morfoldgicos analizados en neuronas corticales. El valor de los parametros se
describe a continuacién. Ramificacién total (nimero total de intersecciones): 114
+ 3 para scrambled vs. 106 x 10 para el mimic (p= 0,7) y 107 £ 12 para el antago
(p= 0,8vs. scrambled). Radio maximo: 106 + 6 pm para scrambled vs. 106 £ 2 pm
para el mimic (p= 0,98) y 109 + 10 para el antago (p= 0,93 vs. scrambled).
Ramificaciones primarias (intersecciones primer radio): 5,3 + 0,3 para scrambled
vs. 4,7 = 0,3 para mimic (p=0,3) y 5,3 + 0,3 para el antago (p= 0,8 vs. scrambled).
Ramificacion maxima (maximo ndmero de intersecciones): 8,7 * 0,3 para
scrambled vs. 7,0 £ 0,6 para el mimic (p= 0,07) y 8,0 £ 0,6 para el antago (p= 0,6
vs. scrambled). Valor critico: 24 £ 1 um para scrambled vs. 21,3 £ 0,9 ym para el
mimic (p= 0,44) y 22 + 3 para el antago (p= 0,53 vs. scrambled). Estos resultados
sugieren que la respuesta diferencial a los exosomas en ambos tipos celulares,
podria explicarse por un mecanismo de respuesta alternativo a miR-26a-5p
existente en neuronas corticales. Esto se complementa muy bien con el resultado

expuesto que en la figura 16, donde observamos que la disminucién de MAP2
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A/B ocurre solamente en neuronas hipocampales, al menos tras el tiempo
utilizado para efectuar los analisis morfolégicos (luego de 72 horas). Las posibles
explicaciones para esta respuesta diferencial de las neuronas corticales a miR-

26a-5p, seran abordadas en la discusion.
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Figura 24. Efectos morfologicos inducidos por mimic de miR-26a-5p en
neuronas corticales. Cuantificacion de los parametros morfolégicos que se
indican a partir del nimero de intersecciones con circulos concéntricos de radio
creciente (3 pm, andlisis de Sholl) en neuronas hipocampales de 3 DIV
transfectadas con 10 pmol (25 nM) de mimic miR-26a-5p (M) o inhibidor de miR-
26a-5p (A). Los graficos en negro corresponden a neuronas transfectadas con 10
pmol (25 nM) de un oligonucleétido sin blancos moleculares en mamiferos (S).
Se indica el promedio + error estandar de tres experimentos independientes (N=
3), donde se analizaron 35 células por condicion.

Estos resultados sugieren que miR-26a-5p es clave para explicar los

cambios morfolégicos inducidos por exosomas aldolasa C-GFP en neuronas
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hipocampales. Por lo tanto, quisimos averiguar si la inhibicion de miR-26a-5p en

neuronas tratadas con exosomas es capaz de prevenir su efecto.

Xl. La inhibiciéon previa de miR-26a-5p en neuronas bloquea los efectos
morfolégicos inducidos por exosomas de astrocitos que sobre-expresan
aldolasa C-GFP.

Averiguamos si los efectos inducidos por exosomas son abolidos si es que
previamente se inhibe miR-26a-5p en neuronas. Para lograrlo, transfectamos
neurcnas hipocampales de 3 DIV con un inhibidor de miR-26a-5p (antago) y
luego las estimulamos por 72 horas con 10 ng/pl de exosomas de astrocitos que
sobre-expresan aldolasa C-GFP. Tal como se resume en la figura 25 Ay B,
encontramos los siguientes valores para los parametros morfolégicos.
Ramificacion total: 115 * 10 para scrambled vs. 88 * 12 para scrambled mas
exosomas (p= 0,03) y 111 £ 15 para antago mas exosomas (p= 0,05 vs.
scrambled mas exosomas). Radio maximo 103 % 8 para scrambled vs. 85 + 11
para scrambled mas exosomas (p= 0,04) y 109 + 14 para antago mas exosomas
(p=0,03 vs. crambled mas exosomas). Ramificaciones primarias 5,9 + 0,4 para
scrambled vs. 5,0 + 0,2 para scrambled mas exosomas (p=0,03) y 5,6 £ 0,3 para
antago mas exosomas (p= 0,1 vs. scrambled mas exosomas). Ramificacion
maxima: 8,3 £ 0,3 para scrambled vs. 7,0 + 0,2 para scrambled més exosomas
(p= 0,02) y 8,0 + 0,3 para antago mas exosomas (p= 0,045 vs. scrambled mas
exosomas). Valor critico: 21 £ 3 para scrambled vs. 17 + 1,4 para scrambled més

exosomas (p=0,04) y 21 + 2 para antago mas exosomas (p= 0,045 vs. scrambled
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méas exosomas). Estos resultados muestran que la transfeccién previa de
neuronas con el inhibidor de miR-26a-5p bloquea la disminucion inducida por
exosomas en cada uno de los parametros morfolégicos analizados. Esto confirma
la suposicion de que miR-26a-5p es el responsable de los efectos morfolégicos
inducidos por exosomas y del efecto diferencial de los exosomas de astrocitos
que sobre-expresan aldolasa C-GFP, puesto que contienen mas miR-26a-5p que

los de astrocitos control (GFP).
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Figura 25. Inhibicion de miR-26a-5p bloquea los efectos morfolégicos de

exosomas de astrocitos que sobre-expresan aldolasa C-GFP. A Panel
superior: Numero de intersecciones con circulos concéntricos de radio creciente
de 3 um en neuronas hipocampales de 3 DIV tefidas contra MAP2 A/B posterior
a 72 horas de incubacion con 10 ng/ul de exosomas derivados de astrocitos que
sobre-expresan aldolasa C-GFP, previamente transfectadas con un inhibidor de
miR-26a-5p (antago, verde) y el respectivo control negativo o scrambled (Sc,
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rojo). Panel inferior, graficos representativos de los parametros obtenidos en el
analisis de Sholl en tres experimentos independientes que fueron hechos en
paralelo para cada condicion, escogiendo a lo menos 30-50 células por de
manera aleatoria en cuantro experimentos independientes. *p<0,05;** p< 0,01.
ANOVA de una via pareado y prueba post-hoc de Tukey. B. Imagenes
representativas de los cambios observados en tincién contra MAP2 A/B. Barra=
100 pm.

Es interesante destacar que para miR26a-5p, ademas de los blancos
mencionados en la tabla 1, existen otros blancos, predichos in silico (aun no
necesariamente comprobados experimentalmente) que tienen funciones
relacionadas con el citoesqueleto neuronal y la via Wnt. De esta manera, una
busqueda in silico de los blancos de miR26a-5p podria ser clave para entender
mejor sus efectos sobre la fisiologia de neuronas y otras células. Para ello

realizamos un andlisis in silico exhaustivo de los blancos de miR-26a-5p.

XIl. Genes potencialmente regulados por miR-26a-5p tienen preferencia por
procesos biolégicos relacionados con la citoarquitectura neuronal y la via
Wnt.

Usando la plataforma miRECORDS (http:/tinyurl.com/js9jr8n) pudimos

encontrar los blancos teéricos de miR-26a-5p en humanos a partir de la consulta
de 11 programas que usan diferentes algortimos de prediccion, éstos son:
DIANA-microT, Microlnspector, miRanda, MirTarget2, miTarget, NBmiRTar,
PicTar, PITA, RNA22, RNAhybrid y TargetScan/TargertScanS. Seleccionamos
solamente los genes predichos comunes a 4 o mas bases de datos. Con ello

obtuvimos una lista de 863 genes que se incorporaron en la herramienta de
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enriqguecimiento funcional en proceos biologicos de la plataforma AmiGO2

(http://tinyurl.com/z2pn5hb). Por otro lado, esta lista de genes fue cargada en la

plataforma PANTHER (http://tinyurl.com/hvmdtun) para realizar un andlisis de

enriquecimiento en rutas de sefializacion (panther pathways), lo que se
esquematiza en la figura 26 A. A partir de este protocolo, seleccionamos algunos
procesos biologicos de miR-26a-5p, relevantes para la morfologia neuronal,
citoesqueleto y la via Wnt. Luego, comparamos este resultado con otros miRNAs
que, por literatura, han sido descritos como enriquecidos en astrocitos (Smirnova
y cols., 2005); (Jovici¢ y cols., 2013); (van Spronsen y cols., 2013). Como se
muestra en la figura 26 B, encontramos que miR-26a-5p esta involucrado
preferentemente con procesos bioldgicos relacionados con la regulacion de la
morfologia neuronal. Sin embargo, llama la atencién que en los procesos
biolégicos de la via Wnt; regulaciéon de procesos basados en filamentos de actina
y morfogénesis de una estructura ramificada, miR-26a-5p es el unico miRNA de
origen astrocitico implicado. Basados en este pequeiia muestra de miRNAs
astrociticos, este resultado nos lleva a suponer que miR-26a-5p seria clave para
regular la morfologia neuronal y los elementos de la via Wnt. Este hallazgo para
miR-26a-5p es interesante puesto que se ha reportado que los miRNAs en
general no regulan genes al azar, sino que aquellos funcionalmente relacionados
de forma mas directa (Hausser y Zavolan, 2014; Krishnan y cols., 2013). Asi,
miR-26a-5p podria ser un miRNA con preferencia por la regulacion de funciones

asociadas al citoesqueleto y la morfologia celular.
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Ademas, mediante la plataforma PANTHER pathways, se busco dentro los
genes regulados por miR-26a-5p, la presencia en diferentes rutas de sefializacion
descritas en la plataforma (hasta el momento son 177). Dentro de ellas,
solamente 3 se enriquecieron de forma estadisticamente significativa (p< 0,05).
Tal como se muestra en la figura 27, las rutas reguladas por miR-26a-5p son:
Whnt, Integrina y la del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Las
implicancias de estas vias de sefalizacion en la morfologia neuronal, y diversas

enfermedades neurologicas, seran comentadas en la discusion.
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Figura 26. Blancos predichos para miR-26a-5p muestran preferencia por
funciones asociadas a morfologia neuronal, citoesqueleto y la via Wnt
respecto de otros miRNAs enriquecidos en astrocitos. A. Esquema general
del analisis. Los blancos para el microRNA se seleccionan desde el programa
miRecords. Los genes predichos son comunes a lo menos con 4 algoritmos
asociados a esta plataforma. La lista de genes regulados se analiza en la
plataforma AmiGO2, o bien, en la base de datos de rutas de sefalizacion de la
plataforma PANTHER. B. Comparacién de las funciones (Gene ontology)
enriquecidas y asociadas a morfologia neuronal, citoesqueleto y via Wnt de los
genes regulados por miR-26a-5p con otros miRNAs que también han sido
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reportados como exclusivos o enriquecidos en astrocitos. Se grafican las veces
de cambio (enriquecimiento) de los genes asociados a una funcién respecto del
valor esperado para el genoma humano de referencia. El tamafio de las cajas
coloreadas es proporcional a las veces de cambio en que se enriquece el proceso
bioldgico. Se indican solamente las funciones con un valor p < 0,05. Prueba de
Bonferroni ajustada de estadistica binomial.

RutasPANTHER ~ REFLIST(20814)  Regulados (689) Esperado Cambio  Razon  ValorP

| Rufa sefializacion PDGF (P00047) 138 4T A6 ABED
[ Ruta sefializacién Integrina (P00034) 181 18 590+ 300 TTOEDS)
| Ruta sefializacion Wnt (P00057) 309 26 10.23 * 254 330E03)
| Sin clasiﬁcar 18255 959 604.29 . 9 0.00E00}

Figura 27. Anélisis de enriquecimiento de las rutas de sefalizacion
potencialmente reguladas por miR-26a-5p. Analisis in silico de los genes
regulados por miR-26a-5p en plataforma PANTHER. Se indica el nimero de
genes que estan presentes en la ruta de sefializacion definida por la plataforma
(columna Rutas PANTHER) que son regulados por miR-26a-5p; el nimero de
genes esperado corresponde a los genes que deberian estar regulados segun el
tamafio de la muestra analizada (689), teniendo como referencia los genes del
genoma humano (REFLIST 20814) que estdn presentes en la ruta. El
enriquecimiento de la ruta (Razén) corresponde al cociente entre los genes
regulados y los genes esperados. Se indica solamente las rutas con un valor p <
0,05. Prueba de Bonferroni ajustada de estadistica binomial.
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DISCUSION

En este trabajo de tesis se enconird que aldolasa C esta contenida en
exosomas que son secretados desde astrocitos, los cuales son capaces de
internalizarse y transferir esta enzima, tanto a neuronas corticales como
hipocampales. Ademas, encontramos que aldolasa C esta presente en exosomas
obtenidos desde LCR in vivo y que su contenido aumenta luego de un protocolo
de estrés por restriccion de movimiento. Para determinar el efecto que tendrian
los exosomas portadores de aldolasa C en neuronas, sobre-expresamos aldolasa
C en astrocitos en cultivo para aislar exosomas erriquecidos en esta enzima.
Encontramos que estas vesiculas inducen una disminucién en el crecimiento de
procesos dendriticos selectivamente en neuronas hipocampales de manera
dependiente de miR-26a-5p. Estos resultados reproducen la mayor suceptibilidad
del tejido hipocampal descrita frente a los efectos deletéreos del estrés sobre la
morfologia dendritica. A continuacién se discutiran los aspectos mas relevantes

de estos resuliados.

I. Pureza de la fraccién exosomal.

A pesar de que se sabe que todos los tipos celulares secretan exosomas,
su liberacion desde astrocitos ha sido escasamente estudiada, asi como también
es exigua la informacion sobre un posible efecto en neuronas. Las nano-
vesiculas extracelulares (o exosomas) y que se originan en la ruta endocitica,
precipitan al ultracentrifugar a 100.000 g y ademas, flotan en densidades entre

1,11 y 1,19 g/ml. Sin embargo, actualmente se sabe que esta fraccion es
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altamente heterogénea y estd compuesta por subpoblaciones, que difieren en su
actividad bioldgica (Kowal y cols., 2016). Considerando los resultados de esta
tesis, seria interesante separar estas sub-poblaciones, cuestion que se podria
lograr mediante flotaciéon en gradientes de densidad o separacion por tamaiio
(filtraciones cromatogréaficas por geles o membranas porosas, por ejemplo).
Estas estrategias habrian permitido una mejor caracterizacion de los exosomas
responsables de la actividad bioldgica que nosotros reportamos (es decir, menor

crecimiento de arbol dendritico en neuronas).

En cuanto a la presencia de marcadores proteicos, nuestros exosomas
cumplieron los criterios aceptados para estas preparaciones en buena parte de
la literatura. Sin embargo, hay que considerar que no existen marcadores
selectivamente presentes con respecto a otro tipo de vesiculas extracelulares, ya
que ninguna de estas proteinas se expresa exclusivamente en vesiculas
intraluminalés de los CMVs. Tampoco la fraccién de exosomas contiene mayores
niveles de estas proteinas “marcadoras” si se compara con lisado total de células,
es decir, no hay enriquecimiento, cuestién que fue comprobada también por
nosotros (Théry y cols., 2006). Aln cuando proteinas como CD63 o CD81 se
enriquecen de forma clara en vesiculas intraluminales (Escola y cols., 1998),
varios trabajos muestran que su enriquecimiento en exosomas es variable.
Ademas, exosomas de un mismo tipo celular cambian la proporcion en el

contenido ciertos marcadores, como CD63 y HSP70, cuando se elimina sintenina

(proteina que participa en la génesis de CMVs) (Baietti y cols., 2012). Por otro




lado, en algunos tipos de exosomas es posible encontrar presencia de proteinas
de CMVs/lisosomas como LAMP-1 y LAMP-2, mieniras que en ofros estan
ausentes (Théry y cols., 2008). De esta manera, se acepta actualmente que los
niveles de cada uno de los denominados “marcadores proteicos” dependen del
tipo celular y del contexto de la célula que los produce. En ese sentido,
marcadores anteriormente utilizados, como flotilina 1 y HSP70, estan presentes
en niveles similares en otros tipos de VEs de forma que no sirven para discriminar
entre sub-poblaciones (Kowal y cols., 2014). Nosotros encontramos que, en
nuestra fraccion exosomal, el tnico marcador que tiende a enriquecerse respecto
del homogenizado es CD863, y ademas, es el marcador menos variable entre
ambos tipos de cultivos utilizados en este trabajo, es decir, cultivo de astrocitos
puros y neuronal mixto. En un reciente trabajo del grupo de Thery, se propone
que CD63 esta especificamente enriquecida en exosomas cuando se compara
con ofros tipos de EVs, y que constituiria hasta ahora el mejor marcador en
cuanto a especificidad de vesiculas con mayor proporcién de componentes
derivados de la ruta endocitica, con la salvedad de que algunos tipos celulares

producen exosomas que no expresan CD63 (Kowal y cols., 2016).

Para separar poblaciones de EVs de agregados proteicos u ofras
particulas contaminantes utilizamos gradientes continuos de sacarosa. En ellas,
nosotros observamos que fracciones positivas para CD63 y TSG101 flotan a
densidades compatibles con las descritas para exosomas (Théry y cols., 2002).

Estas mismas fracciones también contienen aldolasa C. La presencia de estas
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proteinas a densidades superiores a 1,19 g/ml podria deberse a agregados de
vesiculas. Alternativamente, esta fraccién podria corresponder a vesiculas
extracelulares de mayor densidad, como también ha sido observado en otros
trabajos (Colombo y cols., 2014). Por tltimo, la presencia de marcadores de
exosomas a densidades mayores podria depender de ciertas condiciones
experimentales: por ejemplo, no sabemos si la cantidad de exosomas (medida
como por cantidad de proteinas) y el tampén utilizado, son 6ptimos para favorecer
la desagregacion de las vesiculas. Al respecto, es importante mencionar que, a
lo menos en dos experimentos no mostrados, hemos observado que aldolasa C
se detecta s6lo en las densidades descritas para exosomas. De manera que, si
bien la gradiente de densidad no prueba que aldolasa C esta exclusivamente

asociada a exosomas, si muestira que:

- La mayor parte de la fraccion esta asociada a vesiculas, puesto que se
sabe que los agregados proteicos quedan en el fondo de la gradiente, mientras

que las vesiculas flotan (Colombo y cols., 2014).

- La mayor parte de la enzima presente en la fraccion estaria en el lumen

de las vesiculas como lo muestra nuestro ensayo de proteccion a proteasas.

Al medir el diametro de exosomas por dos metodologias diferentes, Nano
Tracking Analysis (NTA) y microscopia electronica, encontramos que por

microscopia el tamafio promedio es compatible con lo reportado previamente

(Wang y cols., 2011). En cambio, su didmetro es mayor cuando se utiliza el NTA,




lo que se explica porque, en general, NTA tiende a sobre-estimar el tamario de
las vesiculas respecto de microscopia electrénica (Sokolova y cols., 2011). NTA
determina el coeficiente de difusidén de las particulas siguiéndolas para obtener
el desplazamiento cuadratico medio, mediante un sistema que sigue y registra la
refraccion de las particulas en solucién iluminadas con una longitud de onda fija
dentro del rango de 400-700 nm. Sin embargo, al ser un método que usa luz del
espectro visible, el limite de resolucion es también cercano a 200 nm, de manera
que, por un lado, no podemos saber si lo que se mide corresponde a una o varias
vesiculas aglomeradas, lo que aumentaria el radio hidrodinamico, entregando un
tamario mayor de particula. También, el tamafio aumenta artificiosamente por
presencia extra-vesicular de agregados proteicos, lo cual incide en las
mediciones y calibracién del equipo. A pesar de lo anterior, ninguno de los dos
métodos muestra presencia significativa de vesiculas mayores a 500nm. Esto
apoya la idea de que aldolasa C esta presente en una fraccion de vesiculas de

tamario, densidad y composicién compatible con exosomas.

II. Incorporacion de exosomas a neuronas.

Una de las criticas habituales en los experimentos con exosomas es que
se desconocen las dosis a las cuales estan expuestas las células blanco en
situaciones fisioldgicas. Nosotros agregamos 8 yg de proteina a 30.000 células,
lo que equivale a 0,27 ng por célula, lo cual es similar a lo utilizado en otros
trabajos (Svensson y cols., 2013; Montecalvo y cols., 2012). Para un calculo

aproximado de la cantidad de vesiculas contenidas en 0,27 ng, a partir del
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andlisis de NTA, consideramos la moda como el valor representativo de la
cantidad de exosomas con las correspondientes correcciones de dilucion. Este
calculo arroj6 que por cada nanogramo de proteinas en exosomas de astrocitos
hay 0,36 x 108 vesiculas. Este valor es similar al obtenido mediante un calculo
tedrico realizado por Sverdlov, quien asume que la masa y volumen de un
exosoma deberia ser 1 x1076 veces el volumen de una célula, presuponiendo
forma esférica para ambos y que la masa de proteinas de una célulaes 0,5 ng la
cual se distribuye uniformemente (Sverdlov., 2012). Asi, Sverdiov obtiene un

valor de 2 x108 vesiculas por nanogramos de proteinas en exosomas.

Segun los calculos anteriores, cada neurona recibiria 48.600 exosomas de
astrocitos. Al respecto, se ha estimado que la linea celular RBL-2H3 contiene
cerca de 3000 VILs, lo cual corresponderia al limite superior de liberacién de
exosomas por una sola célula en cualquier momento (Sverdlov., 2012). Si
suponemos el mismo limite para astrocitos, si los exosomas se internalizaran
completamente, cada neurona requeriria la secrecion de a lo menos 16 astrocitos
(48.600/3000) para reproducir los efectos analizados. Hay que considerar que
usamos una dosis aguda de exosomas que se distribuyen en el platillo de cultivo,
por lo que una parte de los exosomas nunca interactuara con la célula blanco.
Seria mas fisiolégico administrar una menor dosis de exosomas por un tiempo
prolongado mediante un sistema de flujo sostenido, pero por la cantidad de
vesiculas requeridas para un experimento de esa naturaleza es un experimento

dificil de implementar. También desconocemos si el medio extracelular es capaz
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de degradar o eliminar exosomas. En este sentido, tal como lo discute Sverdlov,
queda mucho por hacer en el campo de estudio de las vesiculas extracelulares
en términos de utilizar parametros mas cuantitativos y relaciones

estequiométricas de los exosomas y sus componentes.

Existen pocos trabajos que estudien internalizacion de exosomas en
neuronas, donde mencionan solamente el nimero total de particulas usadas
medidas por NTA (Friihbeis y cols., 2013), o bien, el volumen y nimero de células
desde las cuales obtienen los exosomas (Chivet y cols., 2014), pero no
mencionan la cantidad total de proteinas en la muestra. Por ejemplo, Friihbeis
describe que utiliza 6000 exosomas de oligodendrocitos por neurona para ver
efectos funcionales, mientras que Chivet estudia la internalizacion de exosomas
provenientes de 6,5x108 neuronas corticales. Sin embargo, la cantidad de
exosomas obtenidas por medio de cultivo varia, como nosotros lo mostramos,
segun el tiempo que se usa para recoger el medio de cultivo, segun la condicion
experimental del cultivo y segiin la metodologia de aislamiento. Incluso, hemos
observado que diferencias técnicas en aspiracién del sobrenadante después de
la ultracentrifugacién produce grandes diferencias en el rendimiento de

exosomas.

Nosotros analizamos la incorporacién de exosomas mediante la tincién
contra GFP, lo cual probablemente corresponde a una sub-poblacién del total de

exosomas producidos por astrocitos. Para tener una idea del total de exosomas
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incorporados, podriamos complementar este experimento tifiendo el total de las

vesiculas con una sonda lipidica fluorescente como PKHG.

lll. Efecto de la sobre-expresién de aldolasa C-GFP y su destinacion a
exosomas.

Al aislar los exosomas de cultivos transfectados, es interesante notar que
contienen mayor cantidad de enzima recombinante que endégena. Esto podria
explicarse porque la enzima endogena es relativamente escasa en exosomas,
pudiendo llegar a representar cerca de un 5% respecto del nivel total en
homogenizados, de manera que la sobre-expresion de aldolasa C-GFP podria
aumentar la destinacion a la fraccion exosomal. Otra posibilidad es que GFP
induzca una mayor destinacion de la enzima a exosomas. Sin embargo, nosotros
no hemos sido capaces de detectar GFP en exosomas de astrocitos que sobre-
expresan GFP, es decir, GFP por si solo, no es destinado a exosomas. Esta
misma situacién fue observada por otros grupos (Mittelbrunn y cols., 2011;
Montecalvo y cols., 2012). Por lo tanto, concluimos que la aldolasa C-GFP
presente en exosomas de astrocitos podria potenciar la funcién biolégica de la

enzima enddgena en estas vesiculas.
IV. Potencial relevancia de la presencia de aldolasa C en exosomas in vivo.

Aldolasa C es una enzima de la via glicolitica, por lo que fue sorprendente
encontrarla en exosomas aunque previamente ya se habia observado que se

enriquece en el medio de cultivo de astrocitos (Lafon-Cazal y cols., 2003).
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Nuestros resultados son concordantes con el hallazgo de otras proteinas
glicoliticas en exosomas aunque hasta ahora no se ha intentado esclarecer la

funcién de estas vesiculas (Basso y Bonetto, 2016) .

Finalmente, para trasladar este hallazgo a una situacién in vivo, aislamos
exosomas desde LCR de ratas, pudiendo detectar aldolasa C en ellos. Ademas,
como nuestro laboratorio habia reportado mayores niveles totales de aldolasa C
en LCR de ratas sometidas a estrés (Ampuero y cols., 2015), en esta tesis
ampliamos este hallazgo al describir su presencia aumentada en exosomas
frente a estas condiciones. De forma coherente con un mecanismo de adaptacion
al estrés, encontramos que la estimulacién de astrocitos con corticosterona,
aumenta el contenido de aldolasa C-GFP en exosomas luego de 24 horas de
estimulacién. Ademas, luego de una hora de estimulacién, corticosterona induce
la transferencia de aldolasa C-GFP a somas neuronales en co-cultivo con
astrocitos previamente electroporados. Esto sugiere que el aumento de los
niveles de corticosterona clasicamente asociadados al esirés puede estar

generando la sefializacién mediada por exosomas portadores de aldolasa C.

Los resultados anteriores, sin embargo, no demuesiran que la
transferencia de la enzima sea mediada exclusivamente por exosomas, pues
vesiculas extracelulares, de tipo ectosomas eventualmente podrian incorporarse
en neuronas (Proia y cols., 2008). Para averiguar si los exosomas son
responsables del traspaso de esta enzima seria Util generar astrocitos que

expresen aldolasa C-GFP, inhibiendo la expresion de proteinas G monoméricas
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potencialmente implicadas en la liberacién de exosomas desde astrocitos, tales
como Rab35, Rab27 o Rab7 (Pfeffer., 2010; Colombo y cols., 2014). Ofra
estrategia es inhibir farmacolégicamente la esfingomielinasa neutra, o disminuir
su nivel de expresién, ya que esta implicada en la biogénesis de exosomas
dependiente de ceramida. Asi, la liberacién de exosomas se veria inhibida
mientras que otros tipos de vesiculas exiracelulares que se originan directamente

desde la membrana plasmatica no se verian afectados.

El aumento de la transferencia de aldolasa C a neuronas inducido por
corticosterona se podria deber a una mayor destinacion de la enzima a los CMVs.
Por lo tanto, el aumento de la fusién de cierta poblacién de CMVs con mayor
contenido de aldolasa C, podria explicar el aumento de aldolasa C en la fraccion
exosomal. Hasta el momento, desconocemos el origen de esta induccion, Al
respecto, datos del Laboratorio de Neurociencias de La Universidad de Los
Andes muestran que la estimulacién de astrocitos con corticosterona 1uM por 24
horas, induce un aumento en el contenido total de aldolasa C (no mostrados). El
aumento rapido observado en la transferencia de aldolasa C a neuronas luego
de una hora de estimulacién podria reflejar una mayor tasa de liberacion total de
vesiculas, y no necesariamente, un aumento exclusivo de aldolasa C dentro de
esta fraccion. En general, cualquier factor que aumente localmente los niveles de
calcio puede inducir mayor liberacion de exosomas (Lachenal y cols., 2011;

Ekstrom y cols., 2014; Savina y cols., 2003). En ese sentido, corticosterona es
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capaz de aumentar la velocidad de las ondas de calcio en astrocitos (Zeng y cols.,

2013; Chatterjee y Sikdar., 2013).

V. Enriquecimiento de miR-26a-5p en astrocitos, respecto de neuronas.
En la literatura, ha sido reportado que miR-26a esta enriquecido en
astrocitos comparado con neuronas (Smirnova y cols., 2005; Kye y cols., 2007).
Incluso, Kye y cols., discute que en los primeros 3 dias de cultivo de neuronas
sin glias, miR-26a junto con otros RNAs asociados a astrocitos, esta viriualmente
ausente. Sin embargo, en etapas mas tardias del cultivo (21 DIV), su contenido
aumentaria debido a astrocitos que proliferaron lentamente. Nosotros
comparamos por RT-PCR cuantitativo la expresion de mir-26a-5p en neuronas y
astrocitos. Encontramos, en dos experimentos independientes, que en cultivos
de astrocitos hay 10,4 veces mas miR-26a-5p que en neuronas de 6 DIV (datos
no mostrados) y que al incubar estas neuronas con exosomas de astrocitos, el
contenido de miR-26a-5p aumenta cerca de un 27% luego de 3 horas de
incubacion. De esta manera, si bien las neuronas contienen cierto nivel basal de
miR-26-a-5p, la incorporacion de exosomas provenientes de astrocitos aumenta
su contenido, lo que podria explicar las consecuencias funcionales descritas.
Para desarrollar esta tesis, nos concentramos fundamentalmente en los blancos
de la hebra 5p de miR-26a porque, en general, éstas son notablemente mas

abundantes en la célula (Huang y cols., 2014).
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VI. Regulacién del contenido de miR-26a-5p en exosomas por aldolasa C.
Se ha descrito que existe una relacion entre la maduracién de miRNAs y
proteinas de unién a RNAs. Asi, se ha descrito una funcién antagénica de KSRP
(proteina reguladora de corte y empalme tipp KH) y hnRNP A1
(ribonucleoproteina nuclear A1 heterogénea) en el procesamiento del pre-miRNA
de let-7. En este trabajo, se muestra que ambas proteinas compiten por la unién
a un loop del pre-miRNA y mientras que una favorece su procesamiento hacia la
forma madura, la ofra lo inhibe (Michlewski y Céaceres., 2010). Frente a esto,
podemos especular que aldolasa C podria favorecer, tal vez por interaccion
directa, el procesamiento del pre-miRNA de miR-26a, aumentando la cantidad de
ambas hebras maduras. En este sentido, existe evidencia de proteinas de unién
a RNA que regulan la carga de ciertos miRNAs en exosomas (Villarroya-Beltri y
cols., 2013; Melo y cols., 2014), apoyando la idea que aldolasa C, podria regular

de forma directa o indirecta, el proceso de carga de miR-26a en estas vesiculas.

Es interesante notar que la sobre-expresion de aldolasa C aumenta el
contenido de la hebra 5p en exosomas, mientras que el efecto es opuesto para
la hebra 3p. El cambio en la proporcion de las hebras en exosomas puede tener
consecuencias funcionales importantes dado que poseen distintos blancos

moleculares.

Respecto de la posible union de aldolasa C a RNAs, desconocemos si la
presencia de GFP favorece o impide la interaccién de aldolasa C con &cidos

nucleicos u otros componentes. Para solucionar este problema podriamos
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evaluar el efecto de la sobre-expresién de aldolasa C sin constructos adicionales,
o bien usar marcas méas pequefias como c-myc o DDK, un trabajo que esta

actualmente en progreso.

VIl. Implicancia de las funciones no-canénicas de aldolasa C.

Ademas de la potencial union a RNAs, las consecuencias de la sobre-
expresion de aldolasa C en astrocitos pueden ser muy variadas. Tal como
mencionamos en la introduccién, aldolasa C podria interactuar con proteinas del
citoesqueleto (Kao y cols., 1999; Kusakabe y cols., 1994; Volker y Knull, 1997);
modificar la distribucién de vesiculas acidicas dentro de la célula (Merkulova y
cols., 2011) o regular los niveles de calcio intracelular por su capacidad de unién
a inositol trifosfato IPs (Baron y cols., 1995, 1998). También, seria capaz de
activar la via Wnt canénica al formar un complejo con Axina (Caspi y cols., 2014).
Respecto de todas las funciones no-candnicas asociadas a aldolasa C, es
importante destacar que el flujo metabdlico de la glicdlisis no deberia verse
afectado por la sobre-expresién de aldolasa. Esto suecede porque la
aldohidrdlisis de fructosa 1,6- difosfato a dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y
gliceraldehido-3-fosfato (GAP) es una reaccién que en la célula esta cercana al
equilibrio (Berg y cols., 2002). Es mas, existe evidencia de que, depletando el
80% de aldolasa B en células tumorales, el flujo metabdlico no cambia
significativamente, pero si disminuye la proliferacion celular. Luego, cuando
sobre-expresan una aldolasa B cataliticamente muerta, la proliferacion se

recupera, de manera que el efecto observado es independiente de la glicélisis
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(Lew y Tolan., 2012). Es posible que parte de los cambios asociados a funciones
no glicoliticas de aldolasa B sean por sus propiedades de unién a &cidos
nucleicos. Considerando que los miRNAs maduros son secuencias cortas, es
probable que no solamente miR-26a-5p o 3p estén regulados por aldolasa C, sino
otros miRNAs que guarden cierta identidad de secuencia. Seria muy interesante
hacer un analisis de micro-array para analizar extensivamente los cambios

inducidos por la sobre-expresion de la enzima en los exosomas de astrocitos.

VIil. Regulacién de la morfologia de neuronas por exosomas derivados de
astrocitos.

De todos los parametros morfolégicos analizados, el cambio mas
pronunciado se observé en la ramificacion total. Este parametro es afectado por
dos caracteristicas: el largo de los procesos y su grado de ramificacién. En este
sentido, las neuronas fratadas con exosomas muestiran tanto un menor
crecimiento, reflejado en la disminucién del radio maximo, como menor niimero
de ramificaciones, efecto reflejado en parte por la ramificacion maxima y
ramificacion primaria. El pardmetro del radio méximo alcanzado por una neurona
es un indicador de su extensién total, sin embago, en algunas neuronas, este
parametro podria sub-estimar la extension real de un proceso, pues éste podria

tener una trayectoria curva.

Una posible explicacién para la disminucién en el valor critico inducida
tanto por exosomas de astrocitos que sobre-expresan aldolasa C-GFP, como por

la transfeccién directa del mimic de miR-26a-5p, es el aumento en la inestabilidad
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dinamica que produciria la disminucion de todas las MAPs reguladas por este
miRNA. Por ejemplo, hay evidencia de que la disminucién de la proteina Tau, una
MAP que estabiliza los microttbulos en axén, genera axones mas cortos y
ramificados (Liu y cols., 2012). De manera analoga, la disminucién de MAP2
producida por el mimic deberia aumentar la inestablidad dinamica, facilitando que
los procesos se bifurquen a una distancia menor desde el soma, lo cual produce

un valor critico mas pequefio.

En neuronas fransfectadas con el mimic de miR-26a-5p también medimos
el tamafio de la neurita mas larga postiva para Blil-tubulina. En oposicién a lo
descrito por nosotros, existen tres trabajos en los cuales se ha descrito que miR-
26a-5p genera aumento en el arbol neuritico. En el primero de estos trabajos Li
y Sun describen que que su inhibicion dismininuye la arborizacion dendritica en
neuronas corticales de 7 DIV, mientras que el mimic la aumenta (Li y Sun., 2013).
Las diferencias con nuestros resultados pueden radicar en la temporalidad del
efecto, puesto que en este trabajo las neuronas se nucleofectaron antes de
sembrarse en la placa y se analizaron luego de 7 DIV, mientras que nosotros
transfectamos a los 3 DIV y analizamos la morfologia a los 6 DIV. Adicionalmente,
en este trabajo se analizaron tinciones contra BllI-tubulina, por lo que el analisis
podria corresponder tanto a axones como dendritas. En el segundo trabajo en
discusion, se describe que miR-26a-5p es capaz de producir un aumento en el
largo axénico luego de 24 horas de transfeccién del mimic en neuronas de 5 DIV

(van Spronsen y cols., 2013), aunque tampoco analizan lo que sucede con la
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arborizacion dendritica. El tercer trabajo a discutir, es el de Jiang y cols., en donde
se encontré que miR-26a-5p, a través de la disminucion de GSK3p, es capaz de
favorecer la regeneracion axonal de nervios sensitivos periféricos en el contexto
de una lesién con bupivacaina (Jiang y cols., 2015). Esto es compatible con
nuestros resultados en neuronas hipocampales donde miR-26a-5p reduce la
arborizacion de los procesos positivos para MAP2 A/B, mientras aumenta el largo
de la neurita mas larga positiva para Blll-tubulina. En la literatura este fenomeno
no es nuevo: asi, en el trabajo de (Le Roux y Reh., 1994) se discute textualmente
que: “el crecimiento axonal y dendritico parece corresponder a eventos
disociables y, al menos en parte, regulados de forma separada...”. De manera
coherente con lo anterior (De Koninck y cols., 1993) encontré que el factor de
crecimiento nervioso (NGF) induce un aumento en el crecimiento dendritico, pero
tiene poco efecto en el crecimiento del axén de neuronas sensoriales de ratas

neonatas.

IX. Participacion de miR 26a-5p en los efectos morfolégicos inducidos por
exosomas derivados de astrocitos.

Encontramos que miR 26a-5p es responsable de los efectos morfologicos
de exosomas derivados de astrocitos, puesto que la transfeccion previa de las
neuronas con el inhibidor de miR-26a-5p bloquea los cambios en cada uno de
los parametros morfoldgicos analizados. Considerando que el inhibidor de miR-
26a-5p por si solo no es capaz de inducir cambios estadisticamente significativos

en los parametros morfologicos, es razonable pensar que la funcion del antago-
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miR en las neuronas tratadas con exosomas es fundamentalmente neutralizar el
efecto de miR-26a-5p transferido mediante estas vesiculas. Estos resultados son
interesantes, puesto que siendo los exosomas estructuras biol6gicamente muy
complejas, llama la atencién que un solo miRNA, pueda explicar buena parte de
los cambios morfologicos observados. Lo anterior pone de manifiesto la
importancia que pueden tener los miRNAs, donde en ciertos contextos, serian los
componentes claves en los fenémenos de interaccion mediados por exosomas.
Sin embrago, no se puede descartar que otros miRNAs presentes en los
exosomas tengan blancos comunes, o bien, que sus efectos puedan converger
en la reduccién del crecimiento dendritico. Por ejemplo, recientemente se
describié que los exosomas de astrocitos transportan miR-19a (Zhang y cols.,
2015), el cual de manera similar a miR-26a regula los niveles de PTEN y

potencialmente de MAP2.

Respecto de la eficiencia de la transfeccioén del mimic y antago, usando el
inhibidor de miR-26a-5p marcado con una sonda fluorescente, observamos una
transfeccion mayor al 20%, resultado similar al encontrado en otros trabajos para
secuencias cortas de nucledtidos usando magnetofeccion (Pribiag y cols., 2014).
Considerando que analizamos mas de 100 células por condicion, la probabilidad
de que una neurona tratada con exosomas no haya incorporado el antago es de

aproximadamente 10%.
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X. Posibles mecanismos que median el efecto de miR-26a-5p sobre la
morfologia neuronal.

Se ha encontrado correlacién entre la expresion de MAP2 y la complejidad y
largo de los procesos dendriticos en cultivos de neuronas disociadas desde
distintas areas cerebrales (Chamak y cols., 1987). Un efecto analogo al que se
observa tras su deplecién en macroneuronas cerebelares (Caceres y cols.,
1992). Por lo tanto, es esperable que la disminuciéon de MAP2, pueda producir

una disminucién en el largo y la complejidad del arbol dendritico.

La proteina MAP2 previene la catastrofe (acortamiento) y promueve el
rescate (elongacion) de los filamentos de tubulina en el citoesqueleto neuronal
(Pryer y cols., 1992). Mientras que en neuronas maduras MAP2 se expresa
fundamentalmente en dendritas, en axén la funcién de estabilizar microtdbulos la
cumple Tau. En las primeras horas del cultivo neuronal se inicia la polarizacion
(distincién entre compartimento axénico y dendritico), donde una o dos neuritas
comienzan a crecer mas rapido formando una de ellas el futuro axon, la cual
posee mas Tau y menos MAP2, mientras las dendritas poseen progresivamente
menos Tau y mas MAP2 (Kosik y Finch, 1987; Dotti y cols., 1988). En los primeros
dias en cultivo, la distincién entre los compartimentos axo-dendriticos aumenta
progresivamente hasta hacerse clara el dia 15, cuando la neurona presenta
caracteristicas morfolégicas y funcionales plenamente maduras. Sin embargo,
frecuentemente ya a las 24 horas in vitro, es posible distinguir el axoén,

considerando su longitud mucho mayor al resto de las neuritas y disminucion

110




relativa de marca para MAP2 (van Spronsen y cols., 2013). Luego de 72 horas
en cultivo, las dendritas aumentan notablemente su velocidad de crecimiento. Es
importante destacar que al estimular con exosomas en esta etapa, nuestros
resultados muestran el efecto de los exosomas en el estadio de mayor tasa de
crecimiento dendritico (Dotti y cols., 1988). Al analizar tinciones contra MAP2 A/B,
nuestro andlisis refleja cambios fundamentalmente en lo que posteriormente sera
el arbol dendritico de la neurona, aunque en esta etapa del cultivo cierta porcion
del axén es positiva para esta proteina (Van Spronsen y cols., 2013; Dotti y cols.,
1988). Un adecuado equilibrio entre la estabilizacién y desestabilizacion de los
filamentos de tubulina, mediante MAP2 y Tau (entre otros), son claves para
regular la extension y ramificacibn de los procesos neuronales con
consecuencias relevantes sobre la plasticidad sinaptica o regeneracion axoénica

en respuesta a dafio (Dubey y cols., 2015).

Aparte de MAP 2 A/B, entre los blancos predichos para miR-26a-5p se
encuentra MAP1A, MAP1B, MAP7 y MAP9, aunque estas Ultimas dos proteinas

son fundamentalmente no-neuronales (Cassimeris y Spittle, 2001).

Se ha descrito que las proteinas de unién a microtibulos (preferentemente
MAP1, MAP2 y MAP4) participan, ademas, en la estabilizacion de la interaccion
de microttibulos con filamentos de actina (Mohan y John, 2015), de modo que
parecen cruciales para entender la morfologia neuronal. Al respecto, MAP1B ha
mostrado tener efectos sobre neuronas tanto morfolégicamente maduras como

inmaduras (Tortosa y cols., 2011; Scales y cols., 2009). Por ejemplo, la deplecion
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de esta proteina es capaz de inducir acortamiento del axén, a la vez que induce
aumento en su ramificacion, proceso que es regulado por miR-9 (Dajas-Bailador
y cols., 2012). Mientras que MAP1B, se expresa con predominancia durante la
neuritogénesis, MAP1A se expresa predominantemente en neuronas maduras
(Noiges y cols., 2002). En este sentido, MAP1A ha sido descrito como mediador
de la estabilidad en proteinas de las densidades post-sindpticas de manera
dependiente de actividad (Szebenyi y cols., 2005). Analogamente, existe amplia
evidencia sobre los efectos sinapticos y extra-sinapticos de MAP2 en dendritas.
Por lo tanto, es posible que miR-26a regule los niveles de un repertorio de
proteinas que convergen funcionalmente hacia una reduccién de la extension
neuritica y tal vez, a una reduccién de la sinaptogénesis, aspecto que no fue
analizado en el presente trabajo. Asi, los cambios de proteinas del citoesqueleto
podrian promover, por ejemplo, la “poda sinaptica” que forma parte de la
regulacion homeostatica de los contactos sindpticos en donde participan
astrocitos (Chung y cols., 2013), este proceso es fundamental para una adecuada
funcién cognitiva y desarrollo emocional del ser humano (Tau y Peterson, 2010).
Por otra parte, tal como se discutio, hay diversos miRNAs que pueden converger

sobre la regulacién de la morfologia.

Otros blancos predichos y comprobados para miR-26a-5p con
consecuencias en la morfologia son BDNF, PTEN, y componentes de la via Wnt,
tales como Wnt5a y GSK3, como se mostré en la introduccion. Este efecto sobre

la via Wnt resulta muy interesante, puesto que aldolasa C activa directamente la
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sefializacon de esta via Wnt al interactuar con Axina (Caspi y cols., 2014). Es
interesante especular que los miRNAs, ademas de regular genes funcionalmente
relacionados (Hausser y Zavolan 2014), se asocian con proteinas (como aldolasa

C) que, mediante un mecanismo adicional, regulan la misma ruta.

Considerando todo lo anterior, miR-26a es una molécula que se expresa
preferencialmente en astrocitos y que una vez transferida a neuronas podria
modificar, tanto la morfologia neuronal como sus propiedades sinapticas,
tendiendo a potenciar la actividad pre-sinaptica (crecimiento axonal) por sobre la
post-sinaptica (desestabilizaciéon de densidades post-sinapticas y menor

crecimiento neuritico).

XI. Selectividad en el efecto de los exosomas de astrocitos y miR-26a-5p
sobre neuronas corticales e hipocampales.

Sorprendentemente, encontramos que las neuronas corticales, a
diferencia de las hipocampales, son refractarias al efecto en la morfologia
inducido, tanto por los exosomas como por miR-26a-5p. Si bien no cuantificamos
diferencias en la capacidad de incorporacién de exosomas en ambos tipos
neuronales, si mostramos que los exosomas de astrocitos se internalizan en
ambos. Sin embargo, no podemos descartar que una incorporacién disminuida

de estas vesiculas en neuronas corticales pueda explicar el efecto diferencial.

Respecto de la respuesta diferencial de las neuronas corticales a miR-26a-

5p, podemos descartar que se deba a una diferencia en la eficiencia de
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transfeccion, puesto que el método usado es basado en una integracion
“mecanica” del oligonucledtido mediante magnetofeccion. Por otro lado, usando
una sonda fluorescente, encontramos una eficiencia de transfeccién superior al
90%, similar a la de neuronas hipocampales. De manera que son mecanismos
moleculares propios de cada tipo neuronal los que explicarian estas diferencias.
Por ejemplo, se ha descrito que en cultivos de neuronas disociadas, la expresién
de proteinas importantes para las sinaptogénesis, tales como GAP-43 y
sinaptofisina, tiene temporalidades distintas en neuronas corticales e
hipocampales (Kim y Lee, 2012). Mientras que en neuronas corticales los niveles
de estas proteinas alcanzan un maximo a los 5 DIV, en neuronas hipocampales
ese maximo se alcanza a los 10 DIV. Podemos especular que, si estos cambios
son extensibles a otras proteinas relevantes para la sinaptogénesis, como MAP2,
las neuronas corticales tendrian una mayor disponibilidad relativa de estos
componentes que las harian menos sensibles a los efectos del mimic. En este
sentido, nosotros encontramos que con la transfeccion del mimic los niveles de
MAP2 A/B disminuyen solamente en neuronas hipocampales y no corticales,
aunque este efecto se evalué solamente 72 horas después de la transfeccién. Si
bien miR-26a-5p deberia inducir una disminucién de MAP2 A/B en ambos tipos
celulares, en neuronas corticales la tasa de sintesis de MAP2 A/B a los 3 DIV
seria mas alta, de manera que en estas células los niveles totales se recuperarian
mas rapido, impidiendo detectar diferencias a las 72 horas. Considerando lo

anterior, estamos haciendo un curso temporal del efecto del mimic en los niveles
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de MAP2 A/B a tiempos mas breves e.g. 24 horas post-transfeccion, esperando

ver efecto mayor en neuronas corticales a tiempos mas breves.

Adicionalmente, el efecto diferencial de miR-26a-5p , podria explicarse por
mayor presencia de otros transcritos y/o RNAs no codificantes que compiten con
el mRNA de MAP2 A/B, actuando como competidores/inhibidores endégenos
(Thomson y Dinger, 2016). En este sentido, ambos tipos neuronales, aunque
muchas veces son considerados equivalentes en la literatura, expresan
diferencialmente vias de sefializacién (Sandoval y cols., 2011), perfil lipidico (Ko
y cols., 2005), responden diferencialmente a hipoxia (Ohmori y cols., 1996) o ala

exposicion a gluco-corticoides (Horner y cols.,1990).

Es muy interesante mencionar que las respuestas diferenciales descritas
en cultivos de neuronas disociadas, reproducen las diferencias observadas en el
tejido cortical o hipocampal de origen. Es asi como, en general, el tejido
hipocampal no sélo es mas sensible que el cortical a los efectos deletéreos del
estrés, si no que también a hipoxia, traumatismo cerebral, deprivacion de glucosa
o status epilepticus, entre otros fenémenos (Pérez-Rodriguez y cols., 2015; Rall
y cols., 2003). En particular, se ha observado que los niveles de MAP2 A/B
disminuyen selectivamente en hipocampo vs. corteza en un modelo de
traumatismo cerebral (Taft y cols., 1992). Esta disminucion selectiva de MAP2
A/B en hipocampo es también a nivel del transcrito, y no solamente para el mMRNA
de MAP2 A/B, sino que para una amplia gama de genes que se expresan

diferencialmente en la corieza cerebral (Rall y cols., 2003). Adicionalmente, el
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estrés cronico también es capaz de inducir una marcada disminucién en los
niveles de MAP2, tanto en hipocampo como en corteza, aunque esa disminucion
también parece ser mas dramatica en hipocampo (Yan y cols., 2010). El tejido
cortical ha mostrado ser mas resiliente que el hipocampal a la baja de los niveles
de MAP2. Por ejemplo, en otro modelo de traumatismo cerebral, la disminucion
de los niveles de MAP2 en la corteza cerebral se recupera a los 90 minutos,
mientras que en hipocampo, ocurre luego de 24 horas (Huh y cols., 2003). Esta
recuperacion méas rapida en los niveles de MAP2 de la corteza cerebral podria
explicar, en parte, la ausencia de efecto de miR-26a-5p que nosotros observamos

en cultivos de neuronas disociadas desde corteza cerebral.

Una consideracion adicional para explicar el efecto diferencial de los
exosomas sobre neuronas hipocampales y corticales es un efecto homotipico vs.
heterotipico que ha sido previamenie documentado. Asi, Chamak y cols.,
muestran que la comunicacion astrocito-neurona puede determinar el grado de
ramificacion de una neurona, dependiendo de si los astrocitos son de la misma
zona cerebral (co-cultivo homotipico) o de zonas distintas (co-cultivo heterotipico)
(Chamak y cols., 1987). En general, se ha visto que las ramificaciones de
dendritas, mantienen o aumenian en longitud y complejidad en co-cultivos
homotipicos, mientras que el axén se mantiene o disminuye en longitud. Por otro
lado, en cultivos heterotipicos puede observarse que el arbol dendritico tiende a
disminuir en tamafio mieniras que el axén se mantiene o alarga (Rousselet y

cols., 1990; Le Roux y Reh, 1994; Chamak y cols., 1987). Rousselet, por ejemplo,
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encuenira que existen tanto factores solubles como “insolubles” (tal vez
membranosos), que podrian explicar el efecto diferencial del medio de astrocitos
de una region cerebral, sobre neuronas de ofra regién. Considerando lo expuesto
anteriormente, una explicacion interesante es considerar que los astrocitos que
cultivamos son mayoritariamente corticales, y por lo tanto, sus exosomas inducen
retraccion en neuritas/dendritas de neuronas hipocampales (efecto heterotipico),
pero no en neuronas corticales (cultivos homotipicos). Seria interesante
averiguar qué efecto tienen exosomas de astrocitos hipocampales sobre

neuronas corticales.

Xll. Potencial participacion de aldolasa C y miR-26a en patologias

neurolégicas relacionadas al estrés.

1. Regulacién del contenido de aldolasa C en enfermedades relacionadas
al estrés:

Se considera que la expresién de aldolasa C ocurre predominantemente
en astrocitos telencefalicos y en neuronas de cerebelo, lo que le confiere valor
como potencial biomarcador periférico de estados patolégicos que afecten a
estas estructuras. Al respecto, esta enzima alcanza concentraciones de 6520
ng/mg de proteina en el SNC. Fuera del SNC, la mayor concentracion esta en el
corazoén (529 ng/mg de proteina). Ademas, esta presente en otros tejidos, tales
como en el higado (149 ng/ mg de proteina) y testiculos (180 ng/mg de proteina)
(Haimoto y Kato, 1986). Es muy interesante que esta enzima se puede detectar

tanto en el suero (Day y Thompson, 1984) como en LCR de personas sanas y
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que su aumento en LCR se asocia con trastornos neuroldgicos, confiriéndole
valor como un potencial bio-marcador periférico de alteraciones en el SNC
(Willson y cols., 1980). En relacién a las enfermedades neuro-siquiatricas
asociadas al estrés, se ha reportado que existe un cambio en el pairén de
fosforilacion de aldolasa C en LCR de pacientes con Depresion Mayor (Ditzen y
cols., 2012). En este sentido, los niveles de aldolasa C aumentan en el I6bulo
frontal (corteza) de pacientes diagnosticados con depresion mayor, trastorno
bipolar y esquizofrenia (Johnston-Wilson y cols., 2000). Este resultado es
tremendamente relevante, puesto que asumiendo que en la corteza cerebral
aldolasa C se expresa exclusivamente en astrocitos, este aumento podria
relacionarse con el cambio en la composicién de los exosomas y los efectos
sobre neuronas hipocampales que describimos en esta tesis, poniendo de
manifiesto su potencial relevancia en los mecanismos adaptativos inducidos en
el cerebro de pacientes con Depresion Mayor.

En relacién a los modelos animales de trastornos del animo, en el
laboratorio de Neurociencias de La Universidad de Los Andes se encontrd un
aumento diferencial de aldolasa C en LCR de ratas sometidas a dos protocolos
de estrés que inducen sintomas depresivos: inmovilizacion y restriccion de
movimiento (Ampuero y cols., 2015). En este trabajo se encontiré que las ratas
sometidas a restriccién de movimiento tienen un mayor contenido de aldolasa C
en exosomas obtenidos desde LCR. Ademas, los sintomas tipo depresivos
presentes en estos animales se restauran selectivamente luego del tratamiento

con el antidepresivo fluoxetina (inhibidor de la recaptacién de serotonina) y no
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con reboxetina (inhibidor selectivo de la recaptacién de noradrenalina).
Previamente, habiamos demostrado que el tratamiento de ratas no estresadas
con fluoxetina aumenta mas de 7 veces el contenido de aldolasa C en una
fraccién microsomal e induce un aumento significativo en el contenido de la
enzima en LCR (Sandoval y cols., 2013). La aparente discordancia entre el
aumento de aldolasa C, inducido tanto por un antidepresivo como por un modelo
de estrés, se podria explicar porque ésta seria una respuesta adaptativa frente
al estrés, tendiente a neutralizar sus efectos de forma similar a un antidepresivo.
Como ya se menciond, en esta tesis encontramos que el contenido de aldolasa
C en exosomas aumenta luego de un protocolo especifico de estrés por
restriccion de movimiento y, antecedentes del laboratorio de Neurociencias de La
Universidad de Los Andes, muestran que este aumento se reproduce en
exosomas obtenidos desde el suero. En este sentido, se ha planteado que estos
exosomas, fundamentalmente provenientes de astrocitos del SNC, puedan llegar
al torrente sanguineo y constituir un mecanismo asequible para predecir
sintomatologia tipo depresiva, entre otras posibles interacciones con la periferia
del organismo. La posibilidad de comunicacién de una amplia zona del cerebro
con organos periféricos tendria consecuencias muy relevantes en la co-
morbilidad observada en los trastornos del animo con ofras patologias. En este
sentido, existe evidencia del transito de exosomas desde el SNC hacia la sangre,
y desde la sangre al SNC (Alvarez-Erviti y cols., 2011; Cooper y cols., 2014). El
estudio del efecto de los exosomas portadores de aldolasa C en distintos tipos

celulares, podria constituir la puerta de entrada para entender el rol de los
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exosomas derivados de astrocitos en la fisiologia del organismo a un nivel

sistémico.

2. Regulacién del contenido de miR-26a en patologias relacionadas con el
estrés:

Ha sido reportado en numerosos estudios que miR-26a se encuentra
alterado en patologias neurodegenerativas y neuropsiquiatricas. Por ejemplo,
miR-26a aumenta en el suero de personas sometidas a estrés académico
(Maffioletti y cols., 2014; Honda y cols., 2013) y de pacientes con depresién
mayor tratados con el fArmaco antidepresivo serotoninérgico escitalopram, el cual
tiene un mecanismo de accién similar al de fluoxetina (Bocchio-Chiavetto y cols.,
2013). En relacién a la depresion mayor, el factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF), el cual ha mostrado ser fundamental para entender los cambios
plasticos inducidos en el cerebro por los antidepresivos y el estrés (Castrén,
2005; Wyneken y cols., 2006), también es regulado por este miR-26a (Caputo y
cols., 2011). Si bien no podemos establecer hasta qué punto el contenido de miR-
26a en exosomas derivados de astrocitos es correspondido por la presencia de
aldolasa C, proponemos que ambos componentes serian mediadores relevantes
en la adaptacién al estrés, pudiendo actual individuaimente o de manera

convergente.
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XIll. Relevancia de los cambios dendriticos inducidos por exosomas de
astrocitos en neuronas hipocampales y su relacion con la adaptacioén al

estrés.

Las funciones mas distintivas del sistema nervioso, recaen sobre la particular
estructura morfoldgica y molecular de las neuronas. Estas células se conectan
formando redes exquisitamente organizadas que determinan funciones que van
desde el procesamiento sensorial/motor hasta la generacion de habilidades
cognitivas y la autoconciencia (Varela y cols., 2001). Las neuronas son células
excitables altamente polarizadas que permiten el flujo unidireccional del impulso
nervioso. Estas sefiales eléctricas son integradas en el arbol dendritico, donde
se alojan los receptores de neurotransmisores tanto ionotrépicos como
metabotropicos, que tras unir su ligando, modifican el potencial de membrana. El
cambio de potencial de membrana inducido en cada uno de los terminales
sinapticos (en promedio 10.000 por neurona) sera integrado de modo tal que la
despolarizacién en el cono axénico sea suficiente como para gatillar un potencial
de accién. Si se genera un potencial de accién, éste viajara a lo largo del axén,
para posteriormente inducir la apertura de canales de calcio sensibles a voltaje
en el terminal sinaptico. La entrada de calcio favorecera la fusion de vesiculas,
liberando neurotransmisores que modificaran el potencial de membrana de la

neurona post-sinaptica.

El adecuado crecimiento y ramificacion de las dendritas determina el grado

de inervaciéon que recibird una neurona (McAllister, 2000). Esto tiene
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consecuencias relevantes en el procesamiento cognitivo y emocional de los
mamiferos. De hecho, se piensa que los trastornos emocionales vinculados al
estrés, dependen de una conectividad estructural y funcional aberrante que
genera conductas depresivas a repeticién (Castrén, 2013). Es asi como un
tratamiento antidepresivo eficaz, seria capaz de abrir una ventana de plasticidad
que favorece una reconfiguracion de la conectividad cerebral aberrante (Castrén,
2005). Sin duda que la reorganizacién de la conectividad/funcion neuronal
inducida por el estrés, implica cambios en la citoarquitectura, que de forma similar
a nuestros resultados, en general son mas pronunciados en el hipocampo que
en la corteza cerebral (McEwen y cols., 2016). Es interesante que MAP2 ha
mostrado ser una proteina especialmente sensible a diferentes estimulos del
sistema nervioso, y como hemos discutido, cambios en sus niveles estan
intimamente relacionados con la morfologia dendritica (McAllister, 2000). Es
mas, la disminucién de la estabilidad de los microtubulos, favorecida por la baja
de MAP2, podria posibilitar la formaciébn de nuevas ramificaciones gue
redundaran en la reorganizacion de una determinada red neural. La alteracion
sobre la funcién hipocampal puede tener consecuencias conductuales
importantes en todo el telencéfalo, puesto que el hipocampo es la puerta de
entrada a diferentes componenies de la memoria espacial, declarativa y

adquisicion de nuevos recuerdos (Becker, 2005).

Los resultados de esta tesis muestran un aumento de aldolasa C en

exosomas del SNC como respuesta a un protocolo de estrés in vivo y que los
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exosomas de astrocitos que sobre-expresan aldolasa C disminuyen
selectivamente la ramificiacion dendritica hipocampal in vitro. Ambos elementos
nos permiten proponer que los exosomas portadores de aldolasa C formarian

parte un mecanismo relevante para la adaptacion al estrés.

Finalmente, considerando los principales resultados de esta tesis, en la
figura 28, se propone un modelo de interaccion astrocito-neurona mediado por

exosomas.

@ //
®e .
© ® ® -
© = e ®
©
© ©
\. miR-26a-3p Estrées ? Neuronas
. miR-26a-5p Corticosterona hipocampales

@ Aldolasa C

Figura 28. Modelo propuesto segun los resultados de esta tesis. Aldolasa C
es una enzima glicolitica que se expresa preferentemente en astrocitos al igual
que el acido nucleico miR-26a. El aumento de aldolasa C en astrocitos se asocia
a un aumento en el contenido de miR-26 a-5p total y en exosomas, a la vez que
a una disminucion de miR-26a-3p en estas vesiculas. Estos exosomas son
capaces de internalizarse en neuronas e inducir una disminucion en la
ramificacion dendritica selectivamente en neuronas hipocampales dependiente
de miR-26a-5p. El aumento en el contenido de aldolasa C observado en
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exosomas obtenidos desde LCR de animales estresados, sugiere que los efectos
descritos in vitro sobre neuronas hipocampales podrian reproducirse in vivo,
mediando cambios adaptativos al estrés.
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CONCLUSION

Este trabajo muesira por primera vez que una enzima enriquecida en
astrocitos telencefélicos, y clasicamente asociada a funciones metabdlicas, esta
presente en exosomas y puede transferirse, tanto a neuronas corticales como
hipocampales, mediante ellos. La presencia de aldolasa C en astrocitos se asocia
con un aumento en el contenido de miR-26a-5p en exosomas, el cual es
responsable de la disminuciéon en Ila arborizacion dendritica inducida
selectivamente en neuronas hipocampales tratadas con estas vesiculas. El
aumento de aldolasa C en exosomas obtenidos desde LCR in vivo, inducido por
un protocolo de restriccion de movimiento, sugiere que los exosomas portadores
de aldolasa C podrian mediar cambios adaptativos asociados a patologias

neuropsiquiatricas relacionadas con el estrés.
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