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ESTUDIO Y EVALUACION DE LA COMUNICACION CELULAR MEDIADA POR
VESICULAS EXTRACELULARES DE ADIPOCITOS (ADEVS) EN CELULAS RENALES
HUMANAS

La obesidad es una enfermedad de caracter mundial que afecta a un gran porcentaje de la
poblacion mundial. Esta se caracteriza por el aumento del tamafio del tejido adiposo, lo que
genera un estado de inflamacion crénica de baja intensidad, que aumenta la liberacion de
adipocinas que pueden alterar el funcionamiento de otros tejidos y organos, generando
diversas patologias, como diabetes, enfermedades cardiovasculares, etc.

Ademas, el tejido adiposo es capaz de liberar vesiculas extracelulares (adEVS), las cuales
también pueden ejercer un rol regulatorio a distancia. Por ello, en este trabajo, se propone
gue estas adEVs pudiesen contener factores que generen un efecto negativo en diversos
organos, como, por ejemplo, el rifidn y asi, provocar un estado de patologia crénica. Asi, se
realiza un modelo de trabajo in vitro donde se estudie el efecto de las adEVs sobre células
renales, buscando simular lo que ocurriria en un organismo y, evaluar si se genera un efecto
mediante la medicion de la expresion génica de marcadores de inflamacion y fibrosis renal.

Para ello, se caracteriz6 de manera efectiva el proceso de adipogénesis in vitro de la linea
celular de preadipocitos SW872 mediante cambios morfolégicos y de expresion génica y
proteica. Luego, mediante ultracentrifugacion, se aisl6 las adEVs desde el medio de cultivo
de adipocitos, las que se caracterizaron por su tamafio, morfologia y cargo proteico.

Las adEVs se administraron a cultivos de células renales humana HCD por 24 horas. Se
evalu6 la expresion génica de un grupo de marcadores de inflamacién y fibrosis, en
presencia de adEVs, las que afectaron la expresién de IL-6, NGAL, COL1Al y CTGF, y
aumentaron en forma significativa la expresion de IL-1B.

Por ultimo, se estudié la internalizacién de las adEVs en las células renales in vitro mediante
microscopia de fluorescencia, donde se observo la efectiva captacion de estas estructuras
por parte de la célula renal.

En base a estos antecedentes, este estudio revela que las adEVs de la linea SW872 pueden
ser aisladas y concentradas in vitro de manera efectiva mediante cultivos en escala de
laboratorio. Ademas, las adEVs pueden interactuar con células de la linea celular renal HCD
in vitro, siendo capaces de modificar su fenotipo. Este resultado es pionero y contribuye un
aporte a la comprension de la fisiopatologia de la obesidad y su impacto en otros tejidos.



Una vez descartado lo imposible, lo que queda,
por improbable que parezca, debe ser la verdad.

-Sir Arthur Conan Doyle
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1. INTRODUCCION

La obesidad se considera como una de las mayores problematicas a la que la sociedad
actual se ve enfrentada. Tanto asi, que se ha definido como la pandemia del siglo XXI
debido a su alto porcentaje de incidencia en la poblaciéon mundial [1].

Es una enfermedad crénica no transmisible y de caracter mundial, que se define como la
acumulacion anormal o excesiva de grasa que aumenta el tamafio del tejido adiposo del
organismo [2]. Esta, es perjudicial para la salud del individuo ya que ha sido asociada al
aumento del desarrollo de distintos tipos de enfermedades metabdlicas, tal como lo son
las enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer, entre otras [2]. Hoy en dia, en una
gran mayoria de paises, las muertes por sobrepeso y obesidad representan un mayor
namero en comparacién a las asociadas a desnutricibn, lo que genera una alta
preocupacion en la poblacién [3].

Segun la Organizaciéon Mundial de Salud [2], en el afio 2016, el 39% de la poblacién
mundial adulta eran consideradas como personas con sobrepeso y, el 13% de esta
poblacion, eran personas con obesidad. Esto implicaria que, en 2016, mas del 50% de la
poblacion mundial presentaba un grado de obesidad.

En Chile el panorama observado no es distinto. Entre los afios 2016 y 2017, el Ministerio
de Salud realizé una encuesta a nivel nacional a mas de 6.000 personas sobre los 15
afos [4]. Asi, se determiné que un 75% del grupo presentaba un grado de obesidad. En
especifico, el 40,2% tenia sobrepeso, el 31,4% obesidad y el 3,4% era obeso mérbido.

Esta gran incidencia de la enfermedad puede atribuirse a distintos factores de la
actualidad, tal como el avance economico, la utilizacion de transportes mecanizados, la
urbanizacién, crecimiento comercial, industrializacion, la adopcién progresiva de un estilo
de vida sedentario y a la transicion a una alimentacion en base a alimentos procesados y
dietas altas en calorias [5].

Asi, dado que la obesidad presenta una alta prevalencia e impacto en patologias
humanas, es importante el desarrollo e innovacidn en investigacion biomédica
(traslacional), la cual tiene como desafio actual innovar en conocimiento, desarrollar
investigacion de punta y evaluar nuevas tecnologias. En particular, el presente estudio
evalla el rol in vitro de las vesiculas extracelulares derivadas de adipocitos 0 adEVs en
inflamacion y dafio en otros tejidos, como el tejido renal, cuyos resultados seran
relevantes en el conocimiento del circuito adiposo-renal mediado por EVs.



2. MARCO TEORICO

2.1. El tejido adiposo

El tejido adiposo esta conformado principalmente por adipocitos, pero también por
preadipocitos (células precursoras a los adipocitos), células madre, macroéfagos,
neutrofilos, linfocitos y células endoteliales [6].

Desde su descubrimiento hasta hace algunos afios, se le habia atribuido Unicamente
un rol en el almacenamiento de energia, amortiguacion y termogénesis [7]. Sin
embargo, en el ultimo tiempo, se ha observado que el tejido adiposo tiene mas formas
de participacion en el control del funcionamiento del organismo.

Se ha determinado que este tejido tiene un rol fundamental en la mantencion de la
homeostasis, ya que, posee funciones inmunolégicas y endocrinas al ser capaz de
secretar adipocinas y citoquinas, proteinas que actian como reguladores de la
respuesta inmune e inflamatoria en el organismo [8]. Ademas, se ha visto que los
adipocitos del tejido adiposo tienen una alta sensibilidad a la insulina y estan envueltos
en la regulacion de los niveles de la glucosa en la sangre [3].

2.1.1. Estructura del tejido adiposo

En mamiferos, el tejido adiposo ha sido clasificado en dos tipos, en tejido adiposo
blanco (White Adipose Tissue, WAT) y en tejido adiposo pardo (Brown Adipose
Tissue, BAT), los cuales pueden ser distinguidos basados en el color del tejido.
En la Figura 1 se representa la variacion en la distribucién del tejido adiposo
blanco y pardo en el cuerpo del humano.

El WAT es el tipo de tejido mas abundante y esta distribuido a lo largo de todo el
organismo, teniendo varias areas de depdsito, tal como lo es el tejido subcutaneo,
el perivascular y el area visceral. En esta Ultima, ocupa los espacios entre los
organos abdominales y los mantiene en su lugar. Ademas, este tejido visceral
tiene una alta relacion con la génesis del sindrome metabdlico y la patologia
asociada con la obesidad [9]. WAT también se encarga del almacenamiento del
exceso de calorias del organismo en forma de triglicéridos, generando gotas
lipidicas que usan gran parte del citosol de los adipocitos que lo conforman [7].
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Figura 1: Distribucién del tejido adiposo blanco y pardo en el cuerpo humano.

En el ultimo tiempo, se ha descubierto que WAT también tiene un rol endocrino,
gracias a la capacidad que tiene de expresar y liberar diversos tipos de moléculas
bioactivas, como lo son lipidos, factores de &acidos nucleicos y proteinas, en
especifico, la capacidad de secretar de adipocinas, lo que permite una
comunicacion endocrina y paracrina [3].

Los adipocitos relacionados al WAT o adipocitos blancos, tienen una morfologia
caracteristica. En general son esféricos y contienen una gran y Unica gota
lipidica, la que, por su tamafio, empuja a los demas organelos, incluyendo el
nucleo, hacia un lado. Este tipo celular puede expandirse hasta un diametro de
100 [um] [3]. La representacion de esta morfologia puede observar en la Figura 2.



Por otro lado, el BAT se encarga de la termogénesis del organismo, lo que es
critico para la mantencion de la temperatura corporal [8]. En mamiferos, se
presenta en su mayoria en el periodo post natal y durante la hibernacion y, se ha
visto que la actividad del BAT es mayor durante épocas invernales y mas baja
durante el verano [3]. Los adipocitos que componen este tejido se denominan
adipocitos pardos y, a diferencia de los adipocitos blancos, tienen una morfologia
elipsoidal, poseen multiples gotas lipidicas dispersas a lo largo de todo el
citoplasma y contienen un mayor numero de mitocondrias [7]. La morfologia
descrita se puede observar en la Figura 2.

BAT difiere del WAT en la distribucion capilar (vasos sanguineos) del organismo,
donde BAT tiene una mayor distribucion (6 veces mayor) debido a la alta
demanda de oxigeno que se genera. Esto para satisfacer los procesos de alta
oxidacion que ocurre en los adipocitos pardos y permitir la rapida eliminacion y
distribucién del calor al resto del cuerpo [10].

Mediante disecciones anatémicas, se mostrado que WAT y BAT estan
organizados para formar una gran estructura en el organismo. Esto mediante
depdsitos de TA ubicados en compartimientos subcutaneos y viscerales (las
cuales varian con el sexo y edad) [10].

Adipocito blanco Adipocito pardo
‘\‘ LA ‘ Nucleo
Gota lipidica
.. & Mitocondria

Figura 2: Diferencias en la morfologia de los distintos tipos de adipocitos que conforman el
tejido adiposo. Adaptada desde “Adipose Tissue: Physiology to Metabolic Dysfunction-
Allison J. et AL” [3]



2.2. Expansién del tejido adiposo

Frente a aumento de nutrientes en el organismo, el tejido adiposo puede expandirse o
aumentar su tamafio Unicamente de dos maneras, mediante hiperplasia o mediante
hipertrofia, las cuales estan relacionadas directamente con los adipocitos del tejido.

Se debe tener un equilibro o balance en el organismo entre la expansion por
hiperplasia e hipertrofia, ya que una desregularizacion de estos puede tener efectos
significativos en la salud metabdlica del sujeto, tal como ocurre en la obesidad.

En estos casos, el consumo de nutrientes y calorias por parte del organismo es mayor
que el gasto energético del mismo, lo que genera un exceso energético que debe ser
almacenado expandiendo el tejido [7]. Asi, estudiar y entender estos procesos de
expansion son esenciales para poder dar respuestas a problemas relacionados al
tejido adiposo tal como lo es la obesidad.

2.2.1. Hiperplasia: El proceso de Adipogénesis

La primera forma de expansion se caracteriza por el aumento del nimero de
adipocitos del tejido mediante la formacion de nuevos adipocitos a través de la
diferenciacion celular de los preadipocitos existentes o adipogénesis [7].

Este proceso ocurre en dos etapas, le primera determinada como commitment
step 0 etapa de compromiso y la etapa de diferenciacion. En la primera el
fibroblasto se limita a la linea adiposa y se transforma en un preadipocito y en la
etapa de diferenciacion, los preadipocitos dejan de crecer, comienzan a acumular
nutrientes en forma de triglicéridos y forman adipocitos maduros, con una
morfologia redonda y una gran gota lipidica.

En base a la informacién recopilada por Ghaben y Scherer [7] y, como se resume
en la Figura 3, en un inicio de la diferenciacion, en la etapa de compromiso, la
célula precursora tipo-fibroblasto se restringe al linaje adiposo, pero no cambia su
morfologia, manteniéndose alargada. Esto ocurre luego de una detencion de la
proliferacion inducida por el contacto entre células [6]. Asi, se compromete a la
linea de los preadipocitos.




Estudios in vitro de cultivos de fibroblastos, han determinado que se requiere de
la proteina morfogenética 6sea 2 y 4 (BMP2 y BMP4, bone morphogenetic
protein) para iniciar la diferenciacion y generar esta etapa de compromiso del
fibroblasto. Estas se unen a receptores de BMP y estimulan la transcripcion del
factor SMAD4 que genera la estimulacion de la transcripcion de Peroxisome
proliferator activated receptor gamma o PPAR-g, el cual es uno de los
reguladores maestros de la adipogénesis al ser capaz de promover la
diferenciacion terminal del preadipocito a adipocito.

La liberacion de PPAR-g tiene un efecto rio debajo de gran importancia al activar
la transcripcion del factor C/EBPa (CCAAT/enhancer-binding protein alpha), que
también se considera como una proteina de regulacién de la adipogénesis [7].
Asi, en la etapa temprana de diferenciacion, el preadipocito comienza a expresar
genes que son caracteristicos de adipocitos, como lo son PPAR-y, C/EBPaq,
C/EBPB, AP2 (Adipocyte fatty-acid binding protein) y GLUT4 (Insuline-sensitive
transporter) e inicia la acumulacion de lipidos en su interior [6, 7].

Finalmente, en la etapa de diferenciacion, el preadipocito cambia su morfologia a
una redonda y se induce la transcripcion de genes caracteristicos de adipocitos
maduros, tal como lo son la adiponectina, leptina, ATGL (Lipases adipose
triglyceride lipase), LPL (lipoprotein lipase) y perilipina 1 [6, 7].

Se ha reportado una serie de biomoléculas secretadas por los adipocitos mientras
esta ocurriendo el proceso de diferenciacion, las cuales son utilizadas como
marcadores de expresion en la diferenciacion. Asi, al evaluarlas se puede
determinar el nivel de maduracion en el que se encuentra el adipocito.

Se han definido marcadores de diferenciacion temprana del preadipocito y
marcadores de adipocitos maduros. En el Anexo A se listan algunos de los
marcadores mas conocidos y su principal funcién en el proceso de adipogénesis.
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Figura 3: Vista general del proceso de adipogénesis. Adaptado desde “Adipogenesis and
metabolic health- Ghaben, A. and Scherer, P.” [7]

2.2.2. Hipertrofia: Crecimiento e inflamacion del tejido adiposo

A diferencia de la hiperplasia, la hipertrofia se caracteriza por el aumento del
tamafo de los adipocitos ya existentes en el tejido por el almacenamiento de
lipidos en la gota lipidica. Esto provoca una expansion del tejido mediante el
aumento del tamafio celular [7].

Cuando la energia obtenida mediante la ingesta de nutrientes es mayor a la
energia utilizada en el metabolismo basal, actividad fisica y termorregulacion, se
genera un excedente energético que debe ser almacenado en el tejido adiposo,
en especifico, en los adipocitos, lo que aumenta su tamafio [3]. Si este
almacenamiento se mantiene en el tiempo, genera el aumento del tamafo del
tejido adiposo que, a la larga, desencadena un estado de obesidad en el
organismo [3, 7].

Se considera que este proceso de acumulacion puede ser saludable en el caso
gue el aumento del almacenamiento sea provocado por la adipogénesis ya que
contrarresta en parte la obesidad generada por el declive en la ingesta [11] y que
ademas, se correlacionan con una disminucion en la susceptibilidad de
desarrollar diabetes [12]. Asi, se considera que se genera una obesidad que es
metabdlicamente saludable y adaptativa, ya que el tejido mantiene niveles de
vascularizacion adecuados para el correcto funcionamiento de este.



Por el contrario, se considera que la expansion del tejido adiposo mediante
hipertrofia esta asociado a procesos que generan estrés celular. Esto producto
del incremento en el contacto entre membranas y matrices extracelulares gracias
al aumento del tamafo celular del tejido. Esto genera hipoxia y contribuye a la
iniciacién de procesos de inflamacion, fibrosis y muerte celular [7]. Este proceso
de hipertrofia se ve representado en la Figura 4.

Asi, cuando el estrés celular se mantiene de manera prolongada, tal como ocurre
en la obesidad, el tejido adiposo entra en un estado de inflamacion crénica,
lipolisis y de remodelacion y deterioro de la matriz extracelular (ECM). En
conjunto, esto conduce a la secrecion alterada de adipocinas que comprende una
variedad de hormonas, citocinas, complementos y factores de crecimiento,
proteinas ECM vy factores vasoactivos, que promueven la inflamacion. Esto
gracias a que existen sistemas de comunicacion celular, humoral y otros
asociados a estructuras de transporte como las vesiculas extracelulares, que
permitirian a estas adipocinas proinflamatorias afectar a diversos tejidos cercanos
y lejanos del organismo [13-18].
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Figura 4: Proceso de hipertrofia en el tejido adiposo. Adaptado desde “Adipogenesis and
metabolic health- Ghaben, A. and Scherer, P.” [7]



2.1. El tejido adiposo y su rol endocrino en otros tejidos

En el pasado, se asociaba que el Unico rol del tejido adiposo era el de
almacenamiento de energia en forma de lipidos. Pero, recientemente, se ha
descubierto que también actia como sistema endocrino, aportando en el control de la
homeostasis de organismo al secretar numerosos factores con funciones autocrinas,
paracrinas y endocrinas.

En especifico, se ha observado que el tejido adiposo blanco, principalmente, libera
distintas moléculas bioactivas denominadas como adipocinas, siendo un tipo de
citocina que es de exclusiva secrecion del WAT. Estas tienen efecto sobre distintos
procesos fisiologicos como en la ingesta de alimentos, la regulacion del equilibrio
energeético, la accién de la insulina, el metabolismo de la glucosa, en la remodelacion
de la vascularizacion, regulacién de la presion arterial y la coagulacion [8].

Ademas, se ha observado que muchas de estas biomoléculas tienen relacién con el
sistema inmune del organismo. Ya que se pueden observar citocinas no exclusivas del
WAT como lo son TNF-q, interleucina 18 o IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13 y MCP-1,
lo que puede implicar la existencia de una conexibn o comunicacion entre la
inflamacion y la obesidad, en donde existe un aumento en la secrecion de adipocinas
proinflamatorias [6].

Asi, el tejido adiposo, mediante la liberacion de adipocinas, es capaz de comunicarse
con diversos tejidos del organismo, como lo es el tejido endotelial, renal, muscular,
cardiaco, cerebral, entre otros [19-22]. Con esto, estableceria relaciones de
comunicacién cruzada que pueden tener un impacto negativo en el funcionamiento
normal de los tejidos blanco cuando existe un estado de inflamacién crénica en el
tejido adiposo, tal como ocurre en la obesidad. Asi, la obesidad se puede ligar al
desarrollo de distintos tipos de comorbilidades en el organismo.

En la Tabla 1, se representa un listado de las adipocinas de mayor relevancia que el
WAT secreta y su principal funcion en el organismo [6].



Tabla 1: Adipocinas secretadas por WAT y su funcion fisiolégica. Extraida de “Tejido adiposo:
heterogeneidad celular y diversidad funcional- Esteve, M.” [6]

Funcién

Adipocina

Control de la ingesta, deposicion de
grasa e inflamacién

Leptina

Proliferacion de preadipocitos

Neuropéptido Y (NPY)

Adiponectina

Sensibilidad a la insulina, inflamacion Resistina
Visfatina
Sensibilidad a la insulina Omef‘“”a
Vaspina
Homeostasis vascular (vasodilatacion) Apelina
Inflamacion Adipsina
Proteina transferidora de ésteres de colesterol
(CETP)

Metabolismo lipidico

Lipoproteina lipasa (LPL)

Lipasa sensible a las hormonas (HSL)

Apolipoproteina E (ApoE)

Proteina ligadora de retinol-4 (RBP-4)

Homeostasis vascular

Angiotensinégeno

Angiotensina Il

Enzima convertidora de angiotensina (ACE)

Inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1)

Inflamacion Interleucinas (IL-13, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10,
IL-12, 1L-18)
Inflamacién Proteina C reactiva (CRP)

Inflamacion, sensibilidad a la insulina

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

Incorporaciéon de macrofagos al tejido

Proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-
1)

Activacion de macréfagos

Molécula de adhesién intercelular-1 (ICAM-1)

Angiogénesis

Factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF)

Migracion y adhesion celular, crecimiento

y diferenciacion tisular

Factor de crecimiento transformante beta (TGFp)

Metabolismo lipidico, sensibilidad a la
insulina

Factor de crecimiento insulinico de tipo | (IGF-I)

Crecimiento y diferenciacién tisular

Factor de crecimiento nervioso (NGF)

Proliferacion y diferenciacion,
angiogénesis

Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)

Homeostasis vascular, inflamacion

Prostaglandina E2 e 12
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2.2. Tejido adiposo, obesidad y comorbilidades asociadas

En la obesidad, aumenta en una gran medida el riesgo de morbilidad y de mortalidad
de distintas patologias tales como enfermedades renales, hipertensién, enfermedades
cardiovasculares, cerebrales, dafio hepético, discapacidad, depresién, insulino
resistencia, diabetes tipo 2 y ciertos tipos de cancer [17, 18, 23, 24].

Se conocen ciertas vias metabdlicas que se activan en la obesidad, y generan
alteraciones del funcionamiento del organismo. Por ejemplo, cuando se esta en un
estado de obesidad, existe un aumento en la lipolisis, lo que causa que se liberen de
manera excesiva acidos grasos no esterificados producto de la reaccion a la
circulacién, pudiendo afectar distintos tejidos. Su incremento intracelular, junto al
aumento de diacilgliceroles (DAG), activan a la proteina kinasa C (PKC), la cual, esta
involucrada en la inhibicién de las sefiales intracelulares de la insulina.

PKC también es capaz de activar a la enzima NADH oxidasa, que incrementa la
produccion de especies reactivas de oxigeno e inhibe la produccion de o6xido nitrico
(NO). Estos cambios son dafiinos para las células endoteliales, porque se estaria
generando una sobrecarga en la funcion reguladora de la presion arterial ya que estos
cambios disminuyen la vasodilatacion e incrementa la hipertension arterial del
organismo [17, 25].

Este efecto no es menor, ya que la hipertension arterial es una enfermedad de alto
impacto e incidencia mundial (aprox. 40% poblacion adulta mundial sobre 25 afios) y
gue esta relacionada a un mayor riesgo de padecer otro tipo de patologias como
ataques cerebrovasculares, infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca y enfermedad
renal terminal [26]

En este contexto, se puede identificar que diversos metabolitos liberados por los
adipocitos, como &cidos grasos, adipoquinas y también vesiculas extracelulares,
conforman parte del secretoma que podria afectar otros tejidos como endotelio, rifidn,
entre otros, lo que promueve un estado pro-patoldgico crénico.

11



2.2.1. Obesidad y su relacion con enfermedades renales

Entre patologias asociadas a la obesidad y al tejido renal, se encuentra la
enfermedad croénica renal, en inglés, chronic kidney disease (CKD), hipertension
arterial, nefrolitiasis y neoplasias renales. Estas pueden generar efectos
perjudiciales en la salud del organismo y mayores tasas de comorbilidad [27].

Se ha observado, mediante estudios poblacionales, que existe una asociacion
entre la obesidad y el desarrollo y progresion de CKD, asi, un alto IMC es un
factor de riesgo a considerar para el diagndstico de esta enfermedad [27].

En individuos obesos, podria generarse un mecanismo de hiperfiltracion
compensatorio en el riidn para satisfacer la alta demanda metabdlica generada
por el aumento de la masa corporal en la obesidad. Asi, el aumento de la presion
intraglomerular podria generar lesiones renales en la estructura de érgano e
incrementar el riesgo de desarrollar CKD a largo plazo [27].

También, en pacientes obesos, se ha asociado la liberacion de adipocinas como
adiponectina, leptina, resistina y visfatina, como posibles causantes en la
generacion de anomalias metabdlicas y fallos en el funcionamiento del rifién
gracias al desarrollo de inflamacion, estrés oxidativo, metabolismo lipidico
anormal, activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),
incremento en la produccién de insulina, una mayor resistencia a esta ultima vy el
aumento del cortisol [27-35].

En particular, la activacion SRAA y el aumento en el cortisol tienen gran
importancia en el desarrollo de la hipertension arterial en el organismo. Esta
enfermedad esta asociada a cambios en el funcionamiento del tubulo colector de
la nefrona, la unidad funcional del rifion. En la Figura 5, se representa la nefrona y
su estructura correspondiente, donde se destaca la ubicacion de los distintos
tubulos que la componen.

Esta estructura ha sido objeto de estudio ya que es susceptible a moléculas
vasoactivas como la aldosterona, hormona mineralocorticoide que genera una
accion no gendmica, activando a los receptores de mineralocorticoides (MR) de
las células del tabulo colector, que pueden incrementar el transporte de sodio,
aumentar la captacion de agua, el volumen sanguineo vy, finalmente, elevar la
presién arterial [26]. Asi, tiene una gran relacion con el desarrollo y progresion de
hipertension arterial.
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Sin embargo, el mecanismo exacto en el que la obesidad puede empeorar o
generar hipertension, CKD y otras enfermedades renales, no es completamente
claro, lo que abre las puertas al desarrollo de investigaciones enfocadas en
determinar los procesos fisiologicos o fisiopatolégicos que puedan estar
generando este fendémenao.

contorneado Tubulo
proximal contorneado

distal

\

Glomérulo
~——
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Figura 5: Distribucion de los tubulos que componen la nefrona, la unidad funcional del rifidn.

[26].
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2.3. Obesidad: diagnéstico y tratamiento

Ya que la obesidad es una enfermedad de alta incidencia y ha sido relacionada al
aumento en el desarrollo de otras patologias, se hace necesario desarrollar estrategias de
diagndstico y tratamiento que permitan disminuir su avance en la poblacion.

2.3.1. Diagnéstico de la obesidad

Actualmente, para poder identificar si una persona presenta un peso corporal
saludable o no el parametro mas utilizado es el indice de Masa Corporal o IMC.
Este es un indicador simple y facil de determinar, que relaciona el peso corporal
de una persona con su altura. Se calcula como la division del peso de la persona,
en kilogramos, por el cuadrado de su altura, en metros, asi, su unidad es [kg/m?].

En adultos mayores a 20 afos, se definen cuatro grandes categorias para
especificar el estado de salud de un individuo, la primera es de bajo peso, con un
IMC de bajo 18,5. La segunda como normopeso, con un IMC entre 18,5y 24,9.
Como tercera categoria se define una persona con sobrepeso, con un IMC entre
25y 29,9. VY, finalmente, se considera a una persona como obesa cuando su IMC
es mayor o igual a 30. No se hace distincion con el sexo del individuo [36].

Sin embargo, aun existen limitaciones cuando se estd evaluando el estado
nutricional de una persona utilizando Unicamente el IMC como indicador, ya que
este es un indice que no incluye en sus parametros el porcentaje de grasa o de
musculo que el individuo tenga y, se asume que todos poseen un porcentaje
similar. Tampoco se consideran parametros de importancia como el sexo, edad o
etnia de la persona evaluada.

Asi, personas con una gran cantidad de musculatura en lugar de una mayor
grasa corporal, como son los deportistas, son mal clasificados ya que presentan
valores de IMC que pueden considerarlos como personas con sobrepeso u
obesidad, aun cuando su nivel de grasa corporal no represente un problema
médico. En estos casos particulares, se deben realizar evaluaciones medicas
personalizadas para determinar la salud del individuo, como la medicion de
pliegues o la impedanciometria [37]. Asi, el IMC puede no ser el método mas
eficaz para caracterizar el estado nutricional de la poblacién mundial, pero si es
un indice que es capaz de brindar una idea preliminar de esta.
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Otro parametro que es utilizado y complementa en parte al IMC, es el Indice
cintura-cadera. Este tiene en cuenta las medidas antropométricas del sujeto
segun la localizaciéon o distribucion de la grasa corporal, asi podria medir de
manera indirecta el exceso de grasa corporal [38].

Técnicas como la impedanciometria pueden ser utilizadas para poder determinar
la composicion corporal de una persona, ya que permite conocer informacién
sobre la cantidad de musculo, grasa, hueso y agua en el cuerpo adulto [39].

2.3.2. Tratamientos de la obesidad

La OMS, propone como método de tratamiento de la obesidad el cambio en el
estilo de vida de la personas, pasando a uno que no sea sedentario. Se
recomiendan cambios en la alimentacién, disminuyendo la ingesta cal6rica diaria
y optar por alimentos bajos en grasas. Ademas, sugiere realizar cualquier tipo de
actividad fisica de manera periédica (60 minutos diarios para los jovenes y 150
minutos semanales para los adultos) [2].

Sin embargo, esta estrategia podria no ser suficiente para lograr erradicar la alta
prevalencia de la obesidad en la poblacion, por ello, se han desarrollado otro tipo
de métodos que tienen como objetivo generar la pérdida de peso de la persona.
Entre estas, esta la realizacion de procedimientos quirdrgicos, tal como lo son las
cirugias de manga gastrica, bypass géstrico, balén gastrico, entre otras. Sin
embargo, este tipo de procedimientos puede ser invasivo y doloroso, ademas de
gue conlleva cambios en el estilo de vida de la persona que pudieran afectarlo de
manera psicoldgica [40, 41].

Otra de las estrategias utilizadas es la farmacoterapia. En esta, se busca
aumentar la adherencia del paciente a los cambios del estilo de vida y
adaptaciones biolédgicas a la que se ve enfrentado durante un proceso de pérdida
de peso, disminuyendo el apetito, vaciamiento gastrico, nutrientes o aumento de
la saciedad [42].

Entre estos tratamientos farmacolégicos se destaca la utilizacién de semaglutida
y la liraglutida. Estos compuestos nacieron como un tratamiento para la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) y son agonistas al péptido similar al glucagon-1 o GLP-1, la
cual es una hormona que regula la secrecion de insulina que es dependiente a la
glucosa y reduce la concentracion de glucagén en el plasma [43-45]. Estudios
han revelado que estos tratamientos generan una pérdida de peso considerable,
por ejemplo, una dosis semanal de 2,4 [mg] inyectada de semaglutida en
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individuos obesos y sin diabetes, generé una pérdida de peso promedio entre
14,9% y 17,4% [44]. Sin embargo, existen algunos efectos secundarios negativos
gue deben ser considerados a la hora de utilizar estos tipos de tratamientos. Por
ejemplo, las reacciones adversas mas observadas al utilizar estos agonistas de
GLP-1, son sintomas gastrointestinales, como nauseas, vomitos, diarrea, etc. y
aumento en la frecuencia cardiaca de los pacientes con DM2 [46, 47].

La biotecnologia también ha intentado ser parte de la solucién al problema de la
obesidad, en especifico, busca tratar el problema mediante el control de la
calidad nutricional de la alimentacion de la poblacion y, el desarrollo de farmacos
enfocados en promover la pérdida de peso.

La ingenieria genética ha sido un factor clave en la industria del desarrollo de
alimentos. Ya que busca aumentar la calidad nutricional de las especies
vegetales, investigando y manipulando las vias metabdlicas de macro y
micronutrientes, ademas de estudiar su biodisponibilidad, es decir, la cantidad de
nutrientes absorbidos y utilizados por el organismo [48].

Sin embargo, este puede ser un tratamiento no tan efectivo como se espera ya
gue existe un pensamiento negativo de la sociedad frente a los alimentos de
origen transgénico lo que disminuye su consumo.

Entre los farmacos desarrollados, se encuentran drogas que inducen la pérdida
de peso mediante la supresion del apetito o la alteracion de la absorcion de los
nutrientes, sin embargo, su prescripcion es principalmente para diabetes mal
controladas y pueden aumentar el riesgo de padecer otras patologias (Ej. Cancer
de tiroides, pancreatitis, entre otras) [49].

2.3.3. Busqueda de nuevas herramientas de diagndéstico y tratamiento

Existe una problematica con respecto a los métodos de diagnéstico y tratamiento
mencionados y es que estos estan enfocados, en general, a tratar la obesidad no
de una manera preventiva Lo cual dificulta en su tratamiento y las comorbilidades
asociadas a esta.

Por esto, la investigacion debe enfocarse en la busqueda de nuevas estrategias y
herramientas de un diagndéstico temprano. Asi se podria enfrentar la enfermedad
antes de que se genere un riesgo en la salud de la persona y podria disminuir los
niveles de incidencia de la obesidad a nivel mundial a largo plazo. Para ello, se
ha enfatizado en estudiar los mecanismos de acumulaciéon de energia y de
comunicacion metabdlica y endocrina del tejido adiposo. En particular asociado a
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la acumulacion de grasas y calorias, como también mudltiples procesos
proinflamatorios observados en la obesidad.

Ademas de la comunicaciéon mediante adipocinas previamente descrita, se ha
observado que el tejido adiposo también tiene un mecanismo de comunicacion
celular que est4 asociado a la liberacién de vesiculas extracelulares al torrente
sanguineo. Enfocar los estudios a este tipo de comunicacion podria ampliar el
conocimiento actual que se tiene del desarrollo del proceso inflamatorio crénico
caracteristico de la obesidad y su efecto sobre otros tejidos. Por ello, en los
Ultimos afios, distintos grupos de investigacion han enfocado sus trabajos en
determinar el rol y efectos desconocidos a la fecha de las vesiculas extracelulares
en el organismo.

2.4. Vesiculas Extracelulares (EVS)

Las vesiculas extracelulares son estructuras delimitadas por una bicapa lipidica y que
son liberadas al espacio extracelular de forma nativa por las células [50] y estan
presentes en distintos fluidos biolégicos del cuerpo humano, tales como la sangre,
saliva, fluido cerebroespinal y la orina [51]. Su origen o biogénesis est4 asociada a la
membrana plasmatica de la célula o desde compartimientos endosomales. Tienen la
capacidad de incorporar biomoléculas desde la célula de la cual originan, tal como son
acidos nucleicos, proteinas y lipidos [51].

Inicialmente, la secrecion de EVs fue relacionada Unicamente con la capacidad de
eliminar desechos innecesarios de la célula. En la actualidad, se conoce que estas
vesiculas, en particular las EVs pequefias, juegan un rol importante en la
comunicacién celular, ya que son capaces de intercambiar componentes entre células.
Esto implica que los EVs actuarian como vehiculos de sefializacion en los procesos
normales de homeostasis 0 en los procesos patolégicos a los que se enfrente el
microorganismo [52-54].

El cargo de una EV puede variar dependiendo de su tipo celular de origen y, en
general, son influenciados por el estado fisiologico y patologico, los estimulos que
modulan la produccion de la EV y el tipo de biosintesis [51]. En general, su cargo esta
conformado por metabolitos, aminoacidos, acidos nucleicos (como DNA, RNA, ARNm
y miRNA), lipidos y proteinas, tanto en el interior como en la membrana de esta [55].
La representacion de la estructura de una vesicula extracelular se encuentra en la
Figura 6.
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Entre sus proteinas de membrana, se destacan CD9, CD63 y CD81, que se relacionan
con el trafico de vesiculas endosomales y son utilizadas como marcadores de
identificacion de EVs [50]. Otras proteinas de interés y también utilizadas como
marcadoras de EVs son TSG101 y Alix, las cuales son proteinas relacionadas al
complejo ESCRT, el cual es responsable del transporte de proteinas ubiquitinadas
para la degradacion lisosomal y el reciclo de proteinas [50].

Proteinas especificas
del tipo celular

QOV -0
D O

Proteinas de \V
adhesién N
Metabolitos (1 Aminoacidos
mlRNA

g)OOO@OOO%Q

Proteina

CD9

Lipidos

Figura 6: Estructura y contenido de las vesiculas extracelulares. Adaptada desde
“Metabolomics of Extracellular Vesicles: A Future Promise of Multiple Clinical Applications-
Wu, Y. et al.” [55]
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2.4.1. Biogénesis y tamafio de las vesiculas extracelulares

Si bien, cualquier vesicula de membrana secretada por una célula se considera
como EV, existe una amplia variedad en sus composiciones y caracteristicas. Esa
heterogeneidad permite que puedan efectuar distintas funciones [51]. Por esto, se
ha buscado determinar distintas caracteristicas y/o propiedades que permitan
clasificar estas estructuras, tal como seria su biogénesis y/o el tamafio de estas.
Asi, se han clasificado tres tipos de EVs como exosomas, microvesiculas y
cuerpos apoptoéticos. Estos se encuentran representados en la Figura 7, donde en
A se representan exosomas, en B microvesiculas y en C, cuerpos apoptoticos.

Los exosomas o vesiculas extracelulares pequeiias se caracterizan por tener un
tamafio de diametro entre los 50-150 [nm] y una biogénesis de tipo endosomal
[56]. Con respecto a su biogénesis, esas se forman mediante una gemacion
interna de la membrana de endosomas tempranos denominandose vesiculas
intraluminales (ILVs), que luego maduran a cuerpos multivesiculares o MVB, los
gue tienen funciones de transporte y de endocitosis. Asi pueden ser enviados al
lisosoma para ser degradados y eliminados o, pueden ser enviados a la
membrana plasmatica para fusionarse con ella y asi liberar su contenido junto a
los exosomas al espacio extracelular [51, 57, 58].

Las microvesiculas o EVs grandes tienen un tamafo de didmetro de 150 [nm] a
1.000 [nm] y son derivadas de la membrana plasmatica de la célula. Se forman
mediante la gemacion y la fision hacia el exterior de la membrana plasmética, que
luego es liberada en el espacio extracelular [51, 57].

Los cuerpos apoptéticos son vesiculas que son secretadas al espacio extracelular
cuando una célula entra en apoptosis y tienen un diametro de entre 50-5000 [nm].
Cuando la célula entra en muerte celular, contrae su estructura, lo que genera un
aumento de la presion hidrostatica que separa la membrana plasmatica del
citoesqueleto de la célula, formando este tipo de vesicula [57].
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Figura 7: Formacion y liberacion de exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptoticos, los tres
tipos de vesiculas extracelulares. Adaptado desde “Role of microvesicles as biomarkers and
future pharmacology targets of cardiovascular diseases-Carracedo, J. et Al.” [59]
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2.4.1. Métodos de aislacion de exosomas

A lo largo de los afios, se han disefiado distintas metodologias con el objetivo de
aislar de manera efectiva los exosomas desde fluidos corporales debido a su
potencial de investigacion y de aplicacion clinica.

Inicialmente, los métodos estdndar de aislacion estaban basados en la
separacion por ultracentrifugacion [60]. Si bien, estos métodos siguen siendo
utilizados, se han desarrollado métodos alternativos para la obtencion de EVs
pequefios, los cuales se basan en la separacion por tamafo, captura por
innmunoafinidad y precipitacion.

Estos nuevos métodos presentan distintos niveles de recuperacion, purificacion,
eficiencia, velocidad y volumen de trabajo. Pardmetros claves para determinar la
capacidad de aislacion de exosomas. Asi, podria ocurrir que ciertos métodos no
logren aislar de manera exclusiva exosomas, obteniendo mezclas de vesiculas
extracelulares y componentes del espacio extracelular que podrian no tener
interés en el estudio realizado [54, 61].

Asi, se tiene como desafio disefar y desarrollar técnicas y/o protocolos de trabajo
gue permitan optimizar los parametros de separacion y aislacion del método a
utilizar, buscando obtener una muestra lo mas purificada posible, con bajos
costos de operacion en el menor tiempo posible.

Con respecto a las técnicas basadas en la ultracentrifugacion, usadas como
estandares de aislamiento y de mayor importancia para esta investigacion, se
encuentran la Ultracentrifugacion diferencial y la Centrifugacién de gradiente de
densidad.

La ultracentrifugacion diferencial se caracteriza en que la separacion de los EVs
depende de la densidad, tamafio y forma de las particulas, donde las mas
grandes y densas precipitan primero al ser enfrentadas a una rotacion de elevada
velocidad angular (sobre los 100.000 g), lo que origina una fuerza centrifuga
altamente superior a la gravitatoria [57]. Asi, las particulas precipitan y quedan
concentradas en la parte inferior del contenedor.
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Figura 8: Representacion del proceso de ultracentrifugacion diferencial.

Cuando se quiere aislar exosomas, en este método de ultracentrifugacion se
agrega una etapa de filtracion de 0,22 [um] que permite el paso de estas
vesiculas extracelulares que tienen un tamafo entre los 50 y 150 [nm].

Al igual que la ultracentrifugacion, la centrifugacion de gradiente separa las
particulas en base a sus propiedades fisicas. Sin embargo, este tipo de
separacion ocurre con la presencia de un gradiente de densidad preconstruido,
generalmente realizado con iodoxinol o sacarosa en el tubo de trabajo. Asi, la
muestra se coloca en la parte superior del gradiente (donde es mas denso) y
cuando la fuerza de centrifugacion es aplicada, las particulas pasan a través de
este y son separadas en fracciones, tal como se representa en la Figura 9 [57].

Centrifugacion de gradiente de densidad

S S

i 50.000 g - 250.000 g

Antes Después
Figura 9: Representacion del proceso de centrifugacién de gradiente de densidad.
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Existen otras técnicas que se basan Unicamente en el tamafio de particula y en
base a eso, separan los componentes de la muestra de trabajo para aislar EVs.
Entre estas se encuentra la ultrafiltracion, los kits de aislamiento de exosomas
comerciales, la filtracion secuencial, la cromatografia de exclusion de tamafo,
entre otras [57].

Las técnicas de separacion que se basan en la inmunoafinidad utilizan
anticuerpos que capturan exosomas en funcion de la expresion de un antigeno
conocido en la superficie de la vesicula. Para esto, anticuerpos pueden ser fijados
a placas, perlas magnéticas o resinas. La principal ventaja de esta técnica es que
permite el aislamiento de exosomas que sean derivados de una fuente celular
especifica utilizando anticuerpos correspondientes a ese tipo celular [57].

2.4.2. Nanoparticle tracking analisis (NTA) como método de estudio de
exosomas

En un inicio, los EVs eran caracterizados Unicamente por su concentracion
proteica, sin embargo, este valor podia ser sobreestimado debido a la presencia
de agentes contaminantes en la muestra aislada de EVs y no se consideraba la
variabilidad en el contenido proteico que podia contener cada tipo de EV [61]. Asi
se necesitd desarrollar nuevas tecnologias que permitieran caracterizar las
muestras de EVs aislados.

En la actualidad, existen dos categorias de analisis que pueden ser realizados a
las muestras de vesiculas aisladas para poder caracterizarlas. Se tiene el analisis
fisico y el quimico/bioquimico. En la primera categoria se destacan el
Nanoparticle tracking andlisis o analisis de rastreo de nanoparticulas, la
dispersion de luz dinamica (DLS) y la microscopia electronica de transmisién. Los
analisis realizados que caen en la segunda categoria, por lo general, son
realizados mediante tinciones, inmunotransferencia y analisis de proteinas que
entregan informacion sobre el contenido de las vesiculas aisladas [57].

La tecnologia de NTA es una de las mas utilizadas para caracterizar el tamafio y
concentracion de las nanoparticulas estudiadas, en este caso, de los EVs. Esta
utiliza la dispersion de la luz para medir, en tiempo real, el tamafio y la
concentracion de particulas de la muestra [62].
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El NTA puede determinar el tamafio de particula utilizando la ecuacién de Stokes-
Einstein, donde el coeficiente de difusion se basa en el movimiento browniano de
las particulas dentro de la camara de vision. Dentro de esta, incide un rayo de luz
laser que interactia con las particulas que fluyen por un capilar, dispersandolo.
Esta variacion del haz de luz es detectada por una camara dentro del equipo y es
registrada en video [62]. En la Figura 10 se representa de manera grafica el
fundamento del funcionamiento del NTA.

El software NTA es capaz de analizar los videos capturados cuadro por cuadro,
visualizando el movimiento browniano de cada particula, estima el valor del
coeficiente de difusidbn de la particula y con ello, determinar el tamafio y
concentracion de la muestra analizada [57, 62, 63].

Procesamiento de datos

— o

SELLPIPIIIE &

Salida de
la muestra

Figura 10: Fundamento del Analisis de Seguimiento de Nanoparticulas. Adaptado desde
“NTA: Principles and methodology- Malvern Panalytical [63]".
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2.5. Tejido adiposo y las vesiculas extracelulares derivadas de
adipocitos (adEVSs)

El tejido adiposo ademas de cumplir un importante rol endocrino mediante la liberacion
de adipocinas y citoquinas, también libera vesiculas extracelulares que participan en la
regulacion del organismo. En especifico, los adipocitos del WAT liberan vesiculas
extracelulares denominadas adEVs que participan en la comunicacion autocrina,
paracrina y endocrina del organismo [64].

2.5.1. adEVs y su potencial rol como agente de comunicacion fisiopatolégica

El rol emergente de los adEVs como agente de comunicacion, y su conexion a
comorbilidades asociadas a obesidad, ha sido reconocido gracias a la capacidad
de los EVs transportar diversos cargos derivados de su célula parental [35].

Estudios han mostrado que, bajo condiciones de obesidad, los exosomas
derivados de adipocitos juegan un rol crucial en la mediacion de la patogénesis
de diversas enfermedades [35]. Ademas, la obesidad est4d asociada a un
incremento en la liberacion de adEVs, lo que puede estar relacionado a
complicaciones metabdlicas en el organismo [65].

Asi, se esta haciendo énfasis en determinar si, en la obesidad, se esta generando
cambios en el cargo de las adEVs liberadas. Esto con el objetivo de determinar si
existe algun factor genético o proteico de la célula parental que podria ser
transportado a través del organismo gracias a las adEVs, generando un efectos
patoldgicos sobre algun tejido u érgano.

Hasta la fecha, ain no se conoce de manera certera, si la obesidad en humanos
genera algun cambio en la biogénesis de los adEVs o en el empaquetamiento de
su cargo. Es asi, como en este ultimo tiempo, se han publicado diversos estudios
relacionados a los adipocitos y la liberacion de adEVs en un estado de obesidad
[25].
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3. MOTIVACION E HIPOTESIS DE ESTUDIO

3.1. Motivacion del estudio

La obesidad es una enfermedad de alto interés por su incidencia en la poblacion
humana y a su relacion a otras patologias metabdlicas. Asi, se hace necesario
desarrollar estrategias que permitan abordar y erradicar esta enfermedad, con el
objetivo de mejorar la calidad y expectativas de vida de la poblacién.

Ya que las acciones de prevencion, diagndstico y tratamiento (P.D.T) propuestas por
las organizaciones de la salud no son suficientes para disminuir incidencia de la
enfermedad, es necesario estudiar la obesidad a mayor detalle, buscando determinar
los procesos metabolicos claves asociados al inicio y progresion de la obesidad, como
los asociados al secretoma del tejido adiposo y mecanismos de comunicacion
paracrina y endocrina, afectandosela tejidos como el higado, corazén, endotelio, rifion,
entre otros.

Uno de estos mecanismos es la comunicacion mediada por vesiculas extracelulares,
estructuras de interés por su capacidad de representacion de la célula de origen. La
enfermedad renal, incluyendo la hipertension arterial, estarian asociadas a la
obesidad. Si bien se asume que el dafio es generado por una sobrecarga en el
funcionamiento del rifibn por el aumento de masa corporal, o por las distintas
sustancias secretadas por el tejido adiposo, incluyendo las adEVs y su impacto en
enfermedad renal y control de la presion arterial.

3.2. Modelo e hipoétesis de estudio

Dado que las EVs, gracias a su cargo, representarian el estado fisiologico de la célula
de origen, serian capaces de transmitir factores inflamatorios y/o de fibrosis si
provienen de tejido adiposo hipertréfico e inflamado, tal como ocurre en la obesidad.

Esto podria inducir respuestas inflamatorias y/o fibréticas en otros O6rganos
reguladores de la homeostasis, tal como lo es el rifidn, afectando su control
homeostético y alterando la presion arterial del individuo.

Asi, se propone como hipoétesis de estudio que las vesiculas extracelulares derivadas
de adipocito son capaces de inducir una respuesta inflamatoria y fibrotica en células
renales humanas en un modelo in vitro.
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Para responder esta pregunta de investigacion se busco realizar un modelo de estudio
in vitro, con el objetivo de evaluar la respuesta celular renal al tratamiento con
vesiculas extracelulares derivadas de adipocitos en un estado basal, es decir, sin
inducir algan factor inflamatorio. Esto mediante la produccion de adEVs y luego la
evaluacion de la expresién génica de marcadores de inflamacion y fibrosis renal.
Ademas, evaluara la internalizacion de las adEVs en las células renales por
fluorescencia.

4. OBJETIVOS

Para lograr desarrollar la investigacion planteada y evaluar la hipétesis planteada, se
plantearon los siguientes objetivos

4.1. Objetivo general:

Evaluar el rol comunicador de vesiculas extracelulares provenientes de adipocitos
(adEVS) en la generacion de una respuesta inflamatoria y/o fibrética en otro tipo
celular, utilizando un modelo de interaccién in vitro de células de origen adiposo y
renal.

4.2. Objetivos especificos:

1. Caracterizar un modelo in vitro de diferenciacion celular de preadipocitos a
adipocitos humanos.

2. Evaluar si la adicién de vesiculas extracelulares provenientes de adipocitos
(adEVS) promueve una respuesta inflamatoria y/o fibrética en células
renales humanas.

3. Evaluar la interaccion mediante la internalizacion de adEVs en células
renales humanas.
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5. MATERIALES Y METODOS

Con el objetivo de completar los objetivos especificos planteados en el proyecto de
trabajo y asi, completar el objetivo general establecido, se desarrollé la metodologia
representada en el diagrama de la Figura 11.

En esta, se separan las actividades generales que fueron realizadas para cumplir cada
uno de los objetivos especificos propuestos para el trabajo.

R
Crecimiento
preadipocitos

k_Jh/ —P[ Cambios morfolagicos ]
) L 1 —bl Formacién gota lipidica ] Obijetivo
Diferenciacion a Caracterizacién adipogénesis a lo Extraccion L especifico 1
adipocitos largo de la diferenciacién | el BEE AT RNA
~—— génica
RT- qPCR

—P[ Extraccion proteinas ]—P Western Blot
—
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=P Microscopia electronica de transmision (TEM)

-P[ Caracterizacion adEVs ]— =P Anlisis de rastreo de nanoparticulas (NTA)
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adEVs renales RT- gPCR
Tratamiento adEVs con Administracién adEVs Evaluacion Obj gt!vo
PKHB67 fluorescentes a células renales fluorescencia especifico 3

Figura 11: Diagrama de flujo resumen de la metodologia realizada en el proyecto.

5.1. Caracterizacion de la adipogénesis en la linea celular SW872

Estudios previos, han demostrado que es posible utilizar células adiposas en modelos
de experimentacion y diferenciacion, en especifico, la linea LS14, derivada de un
liposarcoma humano [66]. Con el objetivo de caracterizar el proceso de adipogénesis
in vitro de la linea SW872, también derivada de un liposarcoma humano, se disefié un
experimento que buscd evaluar cambios morfolégicos, la formacién de la gota lipidica
y determinar la expresién génica y proteica de distintos marcadores moleculares
asociados al proceso adipogénesis a lo largo del tiempo de diferenciacién de los
preadipocitos a adipocitos.
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Para ello, se realiz6 el cultivo in vitro de células de preadipocitos SW872, derivados de
liposarcoma humano, adquiridos desde ATCC. Para esta linea celular, se utilizé el
medio de cultivo “Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12”
(DMEM/F12), alto en glucosa (HG), con un 10% de suero fetal bovino (FBS).

Para realizar el experimento, se utilizé cuatro placas de 6 pocillos, donde se sembro
200.000 células SW872 en cada uno de estos pocillos. Para mantener el cultivo, se
uso6 un volumen total de 2 [mL] de medio de cultivo por pocillos. Cuando se alcanzé
una confluencia celular cercana al 90-100% en cada uno, se inicié el protocolo de
diferenciacion de preadipocitos, con una duracion total de 10 dias.

Para promover la diferenciacién de los preadipocitos, se utilizo el coctel o medio de
diferenciacion, compuesto por DMEM/F12, HG, con un 1% de FBS y como factores de
diferenciacion se utilizé insulina a 10 [ug/ml], dexametasona a 1 [uM], 3-isobutyl-1-
methylxanthine (IBMX) a 0,5 [mM] y rosiglitazona a 1 [uM].

Cada uno de los factores agregados al medio de cultivo buscan inducir la
diferenciacion de los preadipocitos. En general lo hacen utilizando tiazolidinedionas
(TZDs), induciendo la activacién de PPAR-g y/o utilizando agonistas de esta [67]. Se
utiliza insulina ya que activa la transcripcion rio abajo de PPAR-g a través de la
activacion de los receptores IGF1 (“Insuline-like growth factor 1% [68]. En la linea
murina 3T3-L1, se regula y promueve a PPAR-g utilizando una combinacion de IBMX
y Dexametasona, promoviendo la adipogénesis [69]. La dexametasona es una
molécula glucocorticoideantiinflamatoria que estimula la diferenciacion osteogénica y
adipogénica de una manera dependiente de las células, el tiempo y la concentracion
[70, 71]. IBMX es un inhibidor competitivo no selectivo de la fosfodiesterasa que
aumenta el AMPc intracelular y la proteina quinasa A cuya via de sefalizacion
necesaria para la activacion transcripcional de PPAR-g [72]. Ademas, tanto la
dexametasona como el IBMX son inductores de C/EBPd y C/EBPb, que son factores
de transcripcion para el crecimiento y la diferenciacion [73]. Rosiglitazona es un tipo de
TZD agonista de PPAR-g, por lo que es capaz de activar su via [69].

En el primer dia de diferenciacién, se lavé cada placa con Phosphate-buffered saline
(PBS) dos veces y luego, se administré el coctel de diferenciacion preparado en el
momento. En los dias 3, 6 y 9 del proceso, se desechd el medio gastado y se agregé
medio de diferenciacion nuevo. El proceso se ve representado en la Figura 12.
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Figura 12: Metodologia realizada para diferenciar preadipocitos SW872 a adipocitos por un
periodo de 10 dias.

Cada una de las placas utilizadas fue destinada a evaluar una condicién en la
diferenciacion. Asi, se obtuvo RNA vy proteinas desde los cultivos en los dias 1, 3, 7y
10 del proceso de diferenciacion. De cada placa se destind tres pocillos para la
extraccion de RNA y otros tres para proteinas, asi, se logré obtener tres replicados
técnicos para cada condicion. Esta distribucion de condiciones se observa en la Figura
13.

Se observo y fotografié el cultivo bajo microscopia 6ptica a lo largo del proceso de
diferenciacion. Esto con el objetivo de determinar el avance de diferenciacién en el
cultivo mediante la observacion del cambio morfolégico de los preadipocitos
relacionados al proceso de adipogénesis, pasando de una figura alargada a una
redonda.

30



Condicion Dia 1: Condicion Dia 3:
Extraccion RNAy Extraccion RNAy
proteinas en dia 1 proteinas en dia 3
de diferenciacion de diferenciacion
1 2 3 1 2 3
o = —— - o m——— -
| |
A q RNA A - RNA
g J VS =2 =L
o ™ — = - T < e -

Condicion Dia 7: Condicion Dia 10:
Extraccién RNAy Extraccién RNAy
proteinas en dia proteinas en dia 10
de diferenciacion de diferenciacion

Figura 13: Distribucion de las condiciones a evaluar a lo largo del proceso de diferenciacion
de los preadipocitos de la linea SW872 por un periodo de 10 dias.

Ademas, se realiz6 la tincién Oil Red O de los cultivos en los dias 1, 3, 7 y 10 del
proceso de adipogénesis. Esto con el objetivo de observar, mediante la tincion roja, la
formacion de la gran gota lipidica caracteristica de los adipocitos maduros, ya que esta
tinciobn es capaz de marcar de color rojo las grasas neutras de la célula y que se
concentran en la gran gota lipidica [74].

El Oil Red O, es un colorante azoico lipofilico, el cual tifie de color rojo los lipidos. El
fundamento tras esto reside en la solubilidad del colorante, la cual es mayor en lipidos
neutros que en el solvente de la solucién de tincién, comanmente, un alcohol. Esto
permite que el colorante se movilice desde la solucién de tincion, en este caso, desde
el isopropanol, hacia los depdsitos de grasa debido a su mayor solubilidad [75].

Para evaluar la expresion génica de los preadipocitos y adipocitos in vitro durante el
proceso de diferenciacion, se realizo la extraccion de RNA de los cultivos en los dias
1, 3, 7 y 10 del protocolo, utilizando el reactivo TRIzol™ de Invitrogen™.

Mediante RT-gPCR se analizé la expresion génica de distintos marcadores de
adipogénesis de interés que permiten determinar el estado de diferenciacion en el que
se encuentra el cultivo. Asi, se utilizaron marcadores de diferenciacion temprana y
marcadores asociados a un adipocito maduro.
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Para la generacion del cDNA a partir del RNA, se inici6 con un tratamiento con
DNAsa, donde se utilizo el kit “DNase | Invitrogen (18068-015)”" y su respectivo
protocolo. Luego, se utilizé el kit “RT-PCR Thermo scientific RevertAid H minus-
(EP0451)” para la reaccion de retrotranscripcion.

Para la reaccion qPCR, se utilizo el kit “Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix
(K0222)” de Thermo Fisher Scientific™. Para normalizar la expresion de los
marcadores asociados a adipogénesis, se utilizd el gen 18S y U6 como genes de
expresion endogena, cuyas secuencias se encuentran en la Tabla 2. Se evalud la
expresion génica de distintas biomoléculas marcadoras de adipogénesis detalladas en
la

Tabla 3. En la misma tabla, se detalla las secuencias de partidores utilizadas para
cada marcador.

Con el objetivo de evaluar la expresién proteica de los preadipocitos y adipocitos
durante el proceso de diferenciacion in vitro, se extrajo proteinas desde los cultivos en
los dias 1, 3, 7 y 10 del protocolo de diferenciacién. Se utilizé el buffer de lisis RIPA de
Thermo Scientific™, con un 10% de inhibidor de proteasas “cOmplete Mini, EDTA-free
(11836170001)” de Roche diluido en PBS.

Las muestras fueron procesadas para aislar las proteinas y posteriormente evaluadas
mediante Western Blot, utilizando el kit de Cell Signaling, “Adipogenesis Marker
Antibody Sampler Kit (#12589)”, utilizando anticuerpos primarios contra ADIPOQ,
ACACA, FABP4, FASN, PLIN1 y PPARg vy el anticuerpo secundario “Anti-rabbit 1gG,
HRP-linked” incluido en el kit. Como control de carga se utilizé “B-Actina Rabbit mAb
(#4970)” de Cell Signaling.

Para realizar Western Blot, se carg6 un total de 30 [ug] de proteina en un volumen
total de 37,5 [ul]. La concentracion de proteinas de cada muestra fue determinada
utilizando el reactivo “Pierce™ BCA Protein Assay Kit (#23227)” de Thermo Fisher
Scientific™,
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5.2. Aislamiento y caracterizacién de adEVs

Con el objetivo de obtener adEVs, para que estos sean utilizados en la
experimentacién propuesta, se inicié con el cultivo de preadipocitos de la linea celular
SW872. Se inici6 la siembra con un &rea inicial de 55 [cm?] y se aumenté el area de
siembra hasta alcanzar un total de 1.750 [cm?]. Para ello se utiliz6 dos botellas
multicapa de cultivo de area 875 [cm?] de 5 pisos de Falcon® (abreviando como
T875). Se uso el medio de cultivo DMEM/F12, HG, con un 10% de FBS. Al trabajar
con las botellas T875, se utiliz6 un volumen de 20 [ml] de medio de cultivo por piso,
dando un total de 200 [ml]

Se observo el crecimiento del cultivo hasta que se alcanz6 una confluencia del 100%,
lo que inici6 el protocolo de diferenciacion de 7 dias. Se utilizd el coctel de
diferenciacion descrito en el punto 5.1 y se administré un volumen de 38 [ml] del coctel
por piso, obteniendo un volumen total de 380 [ml].

En el primer dia de diferenciacion, se lavo cada placa dos veces con 100 [ml] de PBS
y luego se administré el nuevo coctel de diferenciacién preparado en el momento. En
los dias 3 y 6 del proceso de diferenciacion, se desecho el medio gastado y se agregoé
medio de diferenciaciébn nuevo, con la diferencia de que en el dia 6, el coctel de
diferenciacion utilizado era libre de vesiculas extracelulares. Esto ya que el suero
utilizado para elaborar el medio de diferenciacibn fue previamente tratado por
ultracentrifugacién diferencial, con el objetivo de eliminar cualquier tipo de vesicula
proveniente del propio suero.

En el dia 7 de diferenciacién, se recolecté el medio de cultivo y se almacené a -80°C
hasta el dia de su procesamiento. Ademas, se extrajo RNA y proteinas desde las
placas de cultivo para su posterior andlisis. Para aislar las adEVs desde el medio de
cultivo recolectado desde adipocitos, se siguid el protocolo de ultracentrifugacion
detallado en el Anexo B. El equipo utilizado para este proceso fue la ultracentrifuga
Sorval™ 80WX+ de Thermo Scientific, junto los rotores SuperSpin 630 y TH-660 de la
misma marca. Para el primero, se utilizaron tubos de polialomero con capacidad
maxima de 36 [ml] “N°79365”, con un factor K de 220 y para el segundo rotor, tubos de
4.4 [ml] “N°10509” de Thermo Scientific, con un factor K de 166.

Como la méxima capacidad volumétrica de funcionamiento del equipo de
ultracentrifugacion es de 219 [ml], y el volumen total de medio obtenido desde cultivo
de adipocitos era de 380 [ml], este fue dividido a la mitad y procesado por
ultracentrifugacion en dos momentos distintos.
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En cada proceso de ultracentrifugacion, se obtuvo un total de 300 [ul] de adEVs en
PBS. Asi, al finalizar el aislamiento de estos desde el total del medio de cultivo, se
obtuvo un volumen final de 600 [ul] de adEVs en PBS, del cual, un volumen
aproximado de 150 [ul] fue utilizado para la caracterizacion de la muestra aislada.

Para confirmar el efectivo aislamiento de vesiculas extracelulares desde el medio del
cultivo, nanoparticulas separadas mediante ultracentrifugacion, fueron analizadas
cuantitativa y cualitativamente de acuerdo con las normas dadas por la Sociedad
Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV) en 2018 [76].

En primer lugar, se utilizo tecnologia NTA (nanotracking analisis) o analisis de rastreo
de nanoparticulas, la cual evalta la distribucién particulas de acuerdo con su tamafo
(moda) y su concentracion [nanoparticulas/ml]. En segundo lugar, se us6 Microscopia
Electronica de Transmision o TEM, para determinar caracteristicas morfolégicas de los
EVs aislados. Finalmente, mediante Western Blot, se buscé determinar la presencia
de proteinas caracteristicas de EVs en la muestra aislada y que son utilizadas como
marcadores de vesiculas extracelulares.

5.2.1. Analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA)

Para poder procesar y analizar la muestra mediante NTA, se realizd una dilucion
1:20 en PBS filtrado de cada una de las muestras aisladas de adEVs mediante
los dos ciclos de ultracentrifugacion realizados. Se utiliz6 el equipo NanoSight
NS300 de Malvern Panalytical (UK) el cual entregé como resultado la distribucion
de concentracion de nanoparticulas segun el tamafio de particula medido para
cada muestra. Como se obtuvo un resultado para cada proceso de
ultracentrifugacion, se promediaron los resultados obtenidos para obtener valores
mas representativos de la muestra completa.

5.2.2. Microscopia Electronica de Transmisién (TEM)

Se realiz6 el analisis mediante TEM de una de las muestras de adEVs aisladas
mediante ultracentrifugacion. Se utilizé el equipo Talos F200C G2 de Thermo
Scientific y acetato de uracilo para el marcaje de la muestra. En este analisis se
busco observar la morfologia caracteristica de EVs al ser marcados para ser
visualizados mediante TEM, la cual es una morfologia circular de color blanca
gue contiene una mancha negra en el interior generada por el acetato de uracilo
sobre el EV, lo que le confiere una forma similar a una “dona”.
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5.2.3. Western Blot

Se evalud proteinas caracteristicas en la muestra de adEVs aisladas mediante
Western Blot, como CD9 y TSG101, proteinas que son consideradas como
marcadores de vesiculas extracelulares por ISEV [76]. Para esto, se utilizd
anticuerpos primarios contra CD9 y TSG10 (Anti-CD9 Rabbit mAb #13174 y Anti-
TSG101 antibody-ab125011 de Cell Signaling respectivamente). Como
anticuerpo secundario se utilizdo “Anti-rabbit 1I9G, HRP-linked” de Cell Signaling.
Para revelar la membrana se utilizé el reactivo “Super Signal West Fento 34095”
de Thermo Fisher Scientific y el escaner de membranas de LI-COR.

5.3. Estudio del efecto inflamatorio y/o fibrotico de adEVs sobre
cultivos renales

Con el objetivo de estudiar el efecto inflamatorio y/o fibrotico que las adEVs pueden
generar sobre células renales humanas in vitro, se cultivd células de la linea celular
humana HCD (human collecting duct) utilizando como medio de cultivo DMEM Hams
F12, Low Glucose, con 2% de FBS.

Se utilizaron placas de 6 pocillos, donde se cultivd un namero inicial de 100.000
células por pocillo. Existian dos condiciones de cultivo a evaluar: células HCD, a las
gue se les administra adEVs en PBS vy, células HCD a las que no se les administro
adEVs, sino que Unicamente PBS, considerandolo como vehiculo.

Pasadas 24 horas desde el cultivo, se realizé dos limpiezas de las placas de cultivo
con PBS y un cambio de medio en ambas condiciones de cultivo. Se utilizé un medio
de cultivo bajo en FBS para detener la proliferacion celular. Asi, se utiliz6é DMEM
Hams F12 Low Glucose, con un 1% de FBS, suero previamente tratado por
ultracentrifugacioén, para depletarlo de las EVs que este pudiera contener y eliminarlas
del sistema a evaluar.

Al tercer dia del cultivo y, dependiendo la condicion a evaluar, se conté el nimero total
de células por pocillo y se administraron 1000 adEVs por célula por un periodo de 24
horas. Pasado este tiempo, se extrajo RNA desde el cultivo para evaluar la expresion
génica de los cultivos de HCD con adEVs+PBS o solo PBS.
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Se evalud la expresion génica de marcadores de inflamacion vy fibrosis de los cultivos
de HCD con o sin adEVS mediante RT-gPCR. Para evaluar inflamacion se utilizo:
interleucina 1B, IL-6, PAI-1 y NGAL. Esto ya que los primeros tres han ampliamente
utilizados como proteinas proinflamatorias liberadas por una amplia variedad de tipos
celulares y que son capaces de regular respuestas inmunitarias. NGAL es utilizado ya
que ha sido determinado como un marcador de dafio renal agudo, ya que su sintesis
se eleva modelos experimentales de sepsis y de inflamacion sistémica [77].

Para evaluar fibrosis, se utilizaron algunos de los marcadores mas utilizados como lo
son: COL1Al, CTGF y FNL1. Esto ya que han sido correlacionados a la generacion del
tejido conectivo fibrético en otros tejidos y 6rganos, como pulmén, corazén e higado
[78-80].

El procedimiento antes descrito se observa ilustrado en la Figura 14.
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1000 adEVs
24 hrs por célula en
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con 2% FBS con 1% FBS y
sin EVs

Figura 14: Diagrama resumen de la metodologia utilizada para evaluar el efecto inflamatorio
y/o fibrético de las adEVs sobres células renales HCD.
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5.4. Estudio internalizacion de adEVs en células renales

El objetivo de esta experimentacién fue estudiar la capacidad de las adEVs de
interactuar e internalizarse en las células renales humanas HCD y asi, se capaces de
entregar su cargo a esta célula.

Para ello, se procedio a realizar el marcaje de los adEVs con un fluoréforo, en este
caso, se utilizo el kit “PKH67 Fluorescent Cell Linker MIDI67” de Sigma-Aldrich, el cual
es capaz de marcar membranas plasmaticas. Para lograr el marcaje, en primer lugar,
fue necesario aislar adEVs desde medio de cultivo recolectado desde cultivos de
adipocitos mediante ultracentrifugacion tal como se detalla en el Anexo B.

El pellet de adEVs obtenido fue resuspendido en 100 [ul] del Diluyente C del kit y
luego fue marcado por 5 minutos a temperatura ambiente por una mezcla entre el
reactivo PKH67 Green Fluorescent del kit y el Diluyente C (4 [ul] PKH67 + 1000 [pl]
Diluyente C). Para detener la reaccion, se agregé por un minuto 500 [ul] de BSA
diluido al 5% en PBS filtrado, a temperatura ambiente.

El mix de adEVs y el reactivo fue ultracentrifugado a 100.000 g por 70 minutos a 4°C
para precipitar las adEVs marcadas. El pellet obtenido fue limpiado con PBS dos
veces fue y ultracentrifugado a 100.000 g por 70 minutos a 4°C. Este ultimo paso, fue
realizado dos veces para asegurar la limpieza de la muestra. Finalmente. el pellet que
se obtuvo fue resuspendido en 100 [ul] de PBS filtrado.

Simultaneamente, se realiz6 el mismo procedimiento de precipitacion y limpieza a una
muestra control que no contenia EVs, pero si PBS, con el objetivo de actuar como
control negativo en el proceso de marcaje.

Para poder determinar la concentracion de la muestra aislada de adEVs marcados, se
utilizé el equipo NanoSight NS300 de Malvern Panalytical (UK) para medir la
concentracion de adEVs mediante NTA. Asi se obtuvo una concentracion de 2 x 10%°
[particulas/ml].

Los adEVs marcados con PKH67 fueron incubados con células HCD, previamente
crecidas en cubreobjetos, donde se sembrd 10.000 células por 12 horas. Se co-cultivd
un aproximado de 37.000 adEVs marcados por célula. En otro cultivo, se realizé el
mismo procedimiento, pero utilizando el control negativo, utilizando el mismo volumen
de PBS tratado con PKH67.
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Luego de esta incubacion con adEVs marcados o control negativo segun corresponda,
las células fueron limpiadas dos veces con PBS frio y luego fijadas utilizando
paraformaldehido al 4% por 10 minutos a temperatura ambiente. El ndcleo de las
células fue tefido con el reactivo “VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium with
DAPI H-7200”y luego se montaron los cristales en portavidrios.

Finalmente, se visualizaron los cultivos utilizando microscopio de fluorescencia, donde
segun los manuales de funcionamiento de los reactivos, PKH67 tiene una onda de
excitacion de 490 [nm] y una onda de emision de 502 [nm]. Por su parte, DAPI tiene
una onda de excitacion de 360 [nm] y una onda de emision de 460 [nm].
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5.5. Partidores utilizados

A continuacién, se presenta la lista de los partidores utilizados para evaluar la
expresion génica de distintas proteinas a lo largo de la investigacién mediante gPCR.
Se presenta su nombre, su acronimo y la secuencia forward y reverse que fue
disefiada y utilizada.

Tabla 2: Partidores utilizados para evaluar la expresion de genes enddgenos en los cultivos.

Tipo de
Gen Acrénimo| secuencia Secuencia (5" 23")
RNA Ribosomal 18S 185 Forward GTGTGCCCTATCAACTTTC
(NR_145820.1) Reverse TTGGATGTGGTAGCCGTTTC
SnRNA US U6 Forward AAATTGGAACGATACAGAGA
Reverse AATATGGAACGCTTCACG

Tabla 3: Partidores utilizados para evaluar la expresibn génica de marcadores de
adipogenesis.

Tipo de

Gen Acrénimo| secuencia Secuencia (5"23")
Perilipina PLINL Forward GCACCTGCCTTACATGGCTTG
(NM_002666.5) Reverse GCCTTTGTTGACTGCCATCCT
Acetyl-CoA Forward CTCTTGGCCTTTTCCCGGTC
E,:\Ia,\r/lb_olxg’éags?ig'f ha |ACACA | peverse ATCAAAAGTCAGGCAAGCGG
Fatty Acid Synthase FASN Forward AGGTGGTGATTGCCGGCATG
(NM_004104.5) Reverse CGATGAGGTTGTCCCAGAACTCCT
Adiponectina ADIPOQ Forward AGGGTCAGAAAGGAGATCCAG
(NM_001177800.2) Reverse GGGCATGTTGGGGATAGTAA
Peroxisome Forward AGCAAAGGCGAGGGCGATCTTG
Proliferator Activated PPARg
Receptor Gamma Reverse GGATGGCCACCTCTTTGCTCTGC
(NM 138712.5)
Fatty Acid-Binding Forward TGCAGCTTCCTTCTCACCTTGA
(F)N“K;eg‘oi 142.3) FABPA | Reverse TCCTGGCCCAGTATGAAGGAAATC
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Tabla 4: Partidores utilizados para evaluar la expresién génica de factores inflamatorios del
cultivo.

Tipo de

Gen Acronimo secuencia Secuencia (5'23")
Interleucina 6 IL-6 Forward AGACGCTCCCTCAGCAAGGACA
(NM_000600.5) Reverse AGCCGTGGGTCAGTATGTGAGAGG
Inhibidor del Forward CTTCGGTCCAGTTGCCTTCT
activador de PAl-1
plasminogeno Reverse TGGAATCTTCTCCTGGGGGT
(NM 001386460.1)
Interleucina 1 beta IL-1B Forward CGTGTTGAAAGATGATAAGCCC
(NM_000576.3) Reverse TCAGCACAGGACTCTCTGG
Neutrophil gelatinase Forward CAGAGAAGACAAAGACCCGC
?Nsiﬂo_c(')%tgggf_gfa“n NGAL | Reverse GCTGGCAACCTGGAACAAAAG

Tabla 5: Partidores utilizados para evaluar la expresion génica de factores fibréticos del
cultivo.

Tipo de

Gen Acrénimo secuencia Secuencia (5 23")
Colageno, tipo I, alfa Forward GCAGACGGGAGTTTCTCCTC
(1N M_000088.4) COLIAL Reverse CGGAGGTCCACAAAGCTGAA
Factor de Forward CAGCATGGACGTTCGTCTG
crecim!ento de tejido CTGE
conectivo Reverse AACCACGGTTTGGTCCTTGG
(NM_001287424.2)
Fibronectina 1 ENL Forward GAAAGACCAGCAGAGGCATAA
(NM_212482.4) Reverse CACTCATCTCCAACGGCATAA

40




6.1.

6. RESULTADOS

Caracterizacion adipogénesis en la linea celular adiposa SW872

6.1.1. Evaluacién de cambios morfoldgicos a lo largo de la adipogénesis

Con el objetivo de caracterizar el proceso de adipogénesis en un modelo in vitro
de células de preadipocitos de la linea humana SW872, se realiz6 la
diferenciacion de preadipocitos a adipocitos en cultivo por un total de 10 dias. En
primer lugar, se buscé observar el cambio morfolégico que los preadipocitos
experimentan a lo largo de la diferenciacion, pasando de una morfologia alargada
a una redonda. Para esto se fotografi6 mediante microscopia 6ptica los cultivos
de preadipocitos a lo largo de la diferenciacion de las células, en los dias 1, 3, 7y
10. Las imagenes obtenidas utilizando un aumento de 400x se observan en la
Figura 15.

Se logra observar un claro cambio en la morfologia de los preadipocitos a lo largo
del proceso de diferenciacién. En la Figura 15A se observa una fotografia de
preadipocitos en el primer dia de diferenciacion. En esta se logra observar la
morfologia caracteristica de los preadipocitos de la linea SW872, que es de tipo
alargada. Las figuras esféricas que se aprecian en la fotografia son células que
estan en suspension. En la Figura 15B, correspondientes al dia 3 de
diferenciacion, se pueden observar los primeros cambios morfolégicos de los
preadipocitos, donde ya no son completamente alargadas, sino que comienzan a
contraerse para adoptar una morfologia redonda. En la Figura 15C se muestra el
séptimo dia de diferenciacién, donde se puede apreciar que gran parte de las
células ha adoptado la morfologia redonda pero que aun existen células en un
estado intermediario entre alargado y redondo. Finalmente, en la Figura 15D se
puede observar que la mayor parte del cultivo ya adquirié la morfologia redonda,
gue es caracteristica de un adipocito.
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Figura 15: Fotografia de microscopio Optico realizadas a células de la linea SW872 a lo largo
de 10 dias de diferenciacion a 400x.

Con el objetivo de determinar la efectividad del protocolo de diferenciacion
utilizado, ademas de observar el cambio morfolégico de las células, es necesario
comprobar la formacién de la gota lipidica, la cual es una caracteristica propia de
un adipocito ya maduro. Para ello se realiz6 la tincion Oil Red O de los cultivos a
lo largo del proceso de diferenciacion y luego se observé mediante microscopia
Optica los cultivos ya marcados. Esta tincion es capaz de marcar de color rojo
grasas del cultivo y con ello, logra marcar las gotas lipidicas que se forman dentro
del adipocito.

En la Figura 16 se observan las fotografias obtenidas de los cultivos a lo largo del
proceso de diferenciacion con un aumento de 400x. Desde el dia 1 de
diferenciacion (Figura 16A) hasta el dia 10 de diferenciacién (Figura 16D), se
puede observar un aumento en el nivel de tincion Oil Red O de color rojo en el
cultivo, lo que implicaria la generacion de depésitos de lipidos en el cultivo.
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Figura 16: Fotografias bajo microscopia oOptica de la Tincién Oil Red O realizada en células
de la linea SW872 a lo largo del proceso de diferenciaciona 400x.

Utilizando el software de andlisis de imagenes ImageJ, se determiné el porcentaje
de tincion Oil Red O en cultivo. Esto se realizd mediante la cuantificacion del area
marcada con rojo en cada fotografia. Asi, en la Tabla 6 se especifica el
porcentaje de tincion calculado para cada fotografia de la Figura 16.

Tabla 6: Porcentaje de tincién Oil Red O en el cultivo a lo largo del proceso de diferenciacion.

Dia de diferenciacion | Porcentaje de tincién
Dia 1 1,6%

Dia 3 3,2%

Dia 7 14,5%

Dia 10 37,9%
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6.1.2. Evaluacion de la variacién en la expresion génica de marcadores de
adipogénesis alo largo de la diferenciacion del preadipocito.

Con el objetivo de evaluar como es la variacion de la expresion génica de
biomoléculas asociadas al proceso de diferenciacion de los preadipocitos, se
extrajo RNA desde los cultivos a lo largo de la experimentacion y con este se
sintetizé cDNA para realizar andlisis de expresion mediante gPCR. Se evalué la
variacion de distintos genes asociados al proceso de adipogénesis. Estos fueron
PLIN1, ACACA, FASN, ADIPOQ, PPARg y FABP4. Se utiliz6 como genes de
expresion endogena 18S y U6.

Los resultados obtenidos se observan en la Figura 17. Se realiz6 un analisis
estadistico Kruskal-Wallis, con p significativo menor a 0,05 para poder analizar e
identificar diferencias significativas en la expresion.

En la Figura 17A, se puede observar el grafico correspondiente a PLIN1 o
Perilipina 1, en la cual la expresion relativa del gen incrementa a medida que los
dias de diferenciacién pasan, iniciando el incremento en la expresion en el dia 3 y
llegando a su maximo en el dia 10. Existen diferencias significativas en la
expresion entre los dias 1y 10.

Con respecto al grafico de ACACA, FASN y PPARg (Figura 17 B, C y E,
respectivamente), se puede observar un incremento de la expresion relativa en el
dia 3, donde se alcanza su maximo y luego comienza a descender. En la
expresion de FASN, la expresion entre los dias 7 y 10 se ve similar, pero al
observar la distribucion de los datos, se puede observar que la expresion en el
dia 10 es menor.

Al analizar los graficos de ADIPOQ y FABP4 (Figura 17 D y F, respectivamente),
se aprecia que el aumento de la expresién relativa de estos genes entre los dias
1 y 3 es baja, pero que en el dia 7 aumenta hasta alcanzar su maximo de
expresion en el dia 10. Existen diferencias significativas en la expresion entre el
dia 1y dia 10.
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Figura 17: Variacion de la expresion génica relativa de distintos marcadores de diferenciacion
adiposa a lo largo de diez dias de diferenciacion, donde se evaluo a) Perilipina 1, b) Acetyl-
CoA Carboxylase Alpha, c) Fatty acid synthase, d) Adiponectina, €) Peroxisome proliferator
activated receptor Gamma y f) Fatty Acid-binding protein 4, con *p<0,05.
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6.1.3. Evaluacion de la variacién en la sintesis de proteinas marcadoras de
adipogénesis alo largo del proceso de diferenciacion del preadipocito.

Para evaluar cambios en la liberacion de proteinas asociadas a la adipogénesis
se realizé un analisis de Western Blot de las proteinas ACACA, PLIN1, FASN,
ADIPOQ, PPARg y FABP4 a lo largo del proceso de diferenciacion del
preadipocito, especificamente, de los dias 1, 3, 7 y 10 del proceso. Se utilizé
como control de carga la proteina B-Actina y se realiz6 un analisis de
densitometria utilizandola como normalizador de carga.

De las proteinas analizadas extraidas desde el proceso de adipogénesis, se logro
observar la presencia de las bandas correspondientes a las proteinas ACACA,
PLIN1, FASN, PPARg y FABP4. Sin embargo, no se logré observar la presencia
de ADIPOQ en el procedimiento. De las proteinas observadas, se logro
corroborar su peso molecular y se logré determinar que existia una diferencia en
el nivel de sintesis de estas proteinas a lo largo de la diferenciacién. En las Figura
18 a la Figura 22, se observan los resultados obtenidos del Western Blot de cada
proteina, donde se observa una fotografia de la membrana utilizada y el resultado
del andlisis de densitometria realizado a cada proteina.

Del andlisis realizado a los resultados obtenidos para PPARg en la Figura 18, en
la membrana de Western Blot se puede ver la formacion de una banda de un
tamafo cercano a los 55 [kDa], lo que seria concordante con el tamafio esperado
para esta proteina. Ademas, se observa que esta banda esta presente en todos
los dias evaluados, pero que su grosor varia con los dias, siendo los dias 3y 7
los mas marcados. Se observa un aumento desde el dia 1 de la expresion de
esta proteina pero que después del séptimo dia de diferenciacion, comienza a
descender. El analisis de densitometria arroja que en el dia 1 existe una
expresion relativa de 0,33 [RU], en el dia 3 de 1,11 [UR], en el dia 7 de 1,03 [UR]
y en el dia 10 de 0,61 [UR].
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Figura 18: Resultados Western Blot y andlisis de densitometria para la proteina PPARg
realizados a muestras de preadipocitos y adipocitos durante el proceso de adipogénesis.

En la Figura 19, se encuentran los resultados obtenidos para PLIN1. En la
fotografia de la membrana obtenida, se puede ver la banda correspondiente a
PLIN1 en el dia 7 y 10 de diferenciacion, siendo mas marcada en este ultimo dia.
Se puede determinar que la banda si corresponde a la proteina buscada gracias
al peso molecular obtenido. También, se puede observar una banda de 55 [kDa]
en las cuatro condiciones evaluadas, la cual esta asociada a presencia de
Perilipina 2, una proteina de un peso molecular de 55 [kDa] que podria contener
alguna estructura conservada con PLIN1 que el anticuerpo utilizado haya
reconocido. De andlisis de densitometria se obtiene que la expresion relativa de
esta proteina en los dias 1 y 3 es baja, pero en el dia 7 es de 0,23 [UR] y en el
dia 10 es de 1 [UR].
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Figura 19: Resultados Western Blot y anadlisis de densitometria para la proteina PLIN1
realizados a muestras de preadipocitos y adipocitos durante el proceso de adipogeénesis.
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Con respecto a los resultados obtenidos para la proteina ACACA de la Figura 20,
se puede observar en la fotografia de la membrana utilizada en Western Blot que
las bandas obtenidas para esta proteina se observan en todos los dias de
diferenciacion, pero que aumentan su grosor a medida que pasan los dias.
Ademas, se logra obtener bandas que poseen un peso molecular superior a los
250 [kDa] lo que indicaria que la proteina observada si corresponde a ACACA por
su tamafo. Del analisis de densitometria de la proteina determina que existe un
aumento en la expresion relativa a medida que los dias de diferenciacién
transcurren, iniciando el dia 1 con un valor de 0,48 [UR], en el dia 3 con un valor
de 0,74 [UR], en el dia 7 con un valor de 0,93 [UR] y finalmente, el dia 10 con un
valor de 1,07 [UR].
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Figura 20: Resultados Western Blot y andlisis de densitometria para la proteina ACACA
realizados a muestras de preadipocitos y adipocitos durante el proceso de adipogénesis.

En la Figura 21 se observan los resultados obtenidos para FASN. De la
fotografia de la membrana se puede ver que existe una banda por sobre los 250
[kDa] de peso molecular que el indicador de tamafio entrega, lo que
corresponderia al tamafio esperado para FASN. Ademas, esta proteina es visible
en los cuatro dias evaluados, siendo mas marcadas las bandas en los dias 7 y
10. También, se observa la formacion de otras bandas de menor tamafio en los
dias 3, 7 y 10. El analisis de densitometria realizado a la proteina muestra que la
expresion de esta proteina es similar en el dia 1 y 3 de diferenciacién (0,41 y 0,44
[UR] respectivamente), pero que esta aumenta su expresion sobre el doble en los
dias 7y 10 (0,93 y 1,04 [UR] respectivamente), teniendo una mayor expresion en
el dia 10 del proceso.
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Figura 21: Resultados Western Blot y analisis de densitometria para la proteina FASN
realizados a muestras de preadipocitos y adipocitos durante el proceso de adipogénesis.

La ultima proteina para analizar y que presentd bandas en la membrana de
Western Blot es FABP4. Como se ve en la Figura 22, se observan bandas tenues
marcadas en la membrana que se corresponden con el tamafo esperado para
esta proteina, lo que permite determinar su presencia. Las bandas son mas
notorias en los dias 3, 7 y 10, pero casi no es visible en el dia 1. Desde el andlisis
de densitometria de la membrana se obtiene que los valores de expresion relativa
son: Dia 1 con 0,37 [UR]; Dia 3 con 0,62 [UR]; Dia 7 con 0,53 [UR] y Dia 10 con

0,47 [UR].
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Figura 22: Resultados Western Blot y analisis de densitometria para la proteina FABP4
realizados a muestras de preadipocitos y adipocitos durante el proceso de adipogénesis.

49



6.2. Aislamiento y caracterizacién adEVs.

Se logré aislar un volumen total de 600 [ul] de adEVs diluidos PBS desde los 380 [ml]
de medio de cultivo que se recolecté desde las placas con adipocitos diferenciados
hasta el dia 7 del proceso de diferenciacion. Parte de este volumen fue utilizado para
caracterizar la muestra aislada siguiendo las normas de la Sociedad Internacional de
Vesiculas Extracelulares. En la Figura 23, se presentan los resultados obtenidos al
momento de caracterizar la muestra de adEVs aisladas desde el medio recolectado
desde el cultivo de adipocitos.

En primer lugar, se analizo la muestra de adEVs aislados mediante Analisis de rastreo
de nanoparticulas o NTA, para asi lograr determinar la concentracion y tamafio de las
particulas. En la Figura 23A, se puede observar el grafico resultante, el cual
representa la concentracion de particulas obtenidas segun el tamafio medido de estas,
se observa que la mayor concentracion de particulas tiene un tamafio modal cercano a
los 120 [nm]. Se obtiene también los resultados de la Tabla 7, donde se determina que

la concentracion total de la muestra analizada es de 2,04 x10" [particulas/ml]. El
tamafio moda obtenido de la muestra, corresponderia a un tamafio adecuado para
vesiculas extracelulares pequefias 0 exosomas, ya que esta dentro de los 50 a 150
[nm] de tamafio esperado.

En la Figura 23B, se observan los resultados obtenidos del Western Blot realizado a
las muestras de adEVs aisladas. Se puede determinar la presencia de las bandas
asociadas a las proteinas marcadoras de EVs, CD9 y TSG101, por el peso molecular
de cada proteina obtenido en las membranas.

Finalmente, en las imagenes de la Figura 23C, se pueden observar dos fotografias
obtenidas mediante microscopia electronica de transmision de las adEVs aisladas
desde el cultivo mediante ultracentrifugacion. Se logra observar particulas con una
morfologia casi circular, que se caracterizan por presentar una zona central oscura
que le brinda la forma de “dona” que es causada por el reactivo de marcaje utilizado
sobre la particula esférica. Esta caracteristica es la esperada para el determinar que la
particula es una vesicula extracelular. Ademas, se logra observar que estas formas
presentan un tamafio que es menor a los 150 [nm] en base a la escala de tamafio
entregada por TEM.
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Figura 23: Resultados de la caracterizacion realizada a las muestras de adEVs aisladas
desde el cultivo. A) Distribucién de la concentracion segun el tamafio de particula: B)

Membranas de Western Blot obtenidas para CD9 y TSG101; c) Microscopia Electronica de
Transmision.
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Tabla 7: Concentracion, tamafio medio y moda de las nanoparticulas aisladas mediante
ultracentrifugacion desde cultivo de adipocitos.

Caracteristica Promedio Error estandar

Concentracion 10 8

[particulas/ml] 2,04 <10 4,4x10
Tamafio medio [nm] 128,3 2,2
Tamafio moda [nm] 134,4 0,4
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6.3. Estudio del efecto inflamatorio y/o fibrético de adEVs sobre
células renales HCD.

Con el objetivo de evaluar si los adEVs pudieran ser capaces de causar una respuesta
inflamatoria y/o fibrotica en células renales HCD después de ser co-cultivadas in vitro,
se evaluo la expresion génica de distintas moléculas asociadas a inflamacién y fibrosis
en ceélulas HCD luego de haber sido expuestas a adEVs que estaban suspendidas en
PBS por un periodo de 24 horas. Ademas, se evalud la expresion génica de células
HCD que fueron co-cultivadas con el vehiculo o PBS para poder tener un control con
el cual comparar y determinar el efecto de agregar adEVs al cultivo.

Para evaluar el efecto inflamatorio luego de la adicion, se midié6 mediante RT-gPCR la
variacion en la expresion relativa de los genes IL-6, IL-1B, NGAL y PAI-1. Para evaluar
fibrosis se estudid la variacion de la expresion relativa de COL1Al, CTGF y FN1.
Como genes de expresion enddgena se utilizé en promedio de las expresiones
relativas para 18S y U6. Se realizé el analisis estadistico Kruskal-Wallis, con p
significativo menor a 0,05 para poder analizar e identificar diferencias significativas en
la expresion de cada uno de los genes estudiados.

En la Figura 24 se observan los resultados obtenidos después de analizar los datos
dados por RT-qPCR de las muestras evaluadas utilizando marcadores de inflamacion.

De los resultados, se extrae que la expresion relativa de IL-6 tiende a aumentar luego
de aplicar el tratamiento con adEVs, pero que la diferencia obtenida no es significativa
de manera estadistica. Se obtiene un valor de expresion relativa promedio de 1,04
para el tratamiento con vehiculo y una de 1,43 para el tratamiento con adEVs.

Se observa que la expresion de IL-1B después de agregar adEVs al cultivo aumenta
de manera significativa segun la estadistica estudiada, aumentando desde 1,01 en la
condicién con vehiculo, a 2,2 luego de administrar los adEVs por 24 horas.

La variacidon de la expresion de NGAL no representa un valor significativo en base a la
estadistica, pero se puede observar que existe una tendencia al aumento cuando se
agregan adEVs al cultivo. En la condicion vehiculo, existe una expresion relativa
promedio de 1,04. Cuando se agregan los adEVs, la expresion aumenta a un valor
promedio de 1,28.

Finalmente, PAI-1 no varia significativamente al comparar ambas condiciones de
estudio, pero se obtiene que la variacion de expresion promedio es menor en el caso
gue se agregan los adEVs comparando al caso donde se agrega el vehiculo, iniciando
con un valor de 1,14 y disminuyendo a 1.
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Figura 24: Expresion génica de los marcadores de inflamacién de a) IL-6, b) IL-1B, c) NGAL y
d) PAI-1 en cultivos de células HCD que fueron co-cultivadas con PBS o con adEVs
suspendidos en PBS por un periodo de 24 horas (*p<0,05).
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En la Figura 25 se puede observar los resultados obtenidos después de analizar los
datos dados por RT-gPCR de las muestras evaluadas utilizando marcadores de
fibrosis.

Se puede observar que la expresion relativa de COL1A1l tiene una tendencia a
aumentar cuando se compara la condicion sin adEVs y la que si los contiene. Sin
embargo, la diferencia no es significativa luego de realizar el analisis estadistico
correspondiente. En la condicion con vehiculo la expresion relativa promedio es de
1,01y en la condicion donde se afiaden adEVs, el valor es de 1,29.

CTGF también es un gen donde se observa una tendencia al aumento de su expresion
al agregar adEVs en comparacion a su condicion vehiculo, pero la diferencia obtenida
no resulta ser significativa. El valor promedio de expresion obtenido para la primera
condicién es de 1,04 y en la segunda, con adEVs, es de 1,25.

Finalmente, se evalud la expresion relativa de FN1, de la cual no se observa cambios
en la tendencia de la expresion luego de aplicado el tratamiento con adEVs. Se
obtiene un valor de expresion promedio cercano a 1 en ambos casos y por ello, no
existen diferencias significativas.
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Figura 25: Expresion génica de los marcadores de fibrosis de a) COL1A1, b) CTGF y c) FN1
en cultivos de células HCD que fueron co-cultivadas con PBS o con adEVs suspendidos en
PBS por un periodo de 24 horas (*p<0,05).
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6.4. Estudio internalizacion de adEVs en la linea celular renal HCD

Con el objetivo de identificar si existe interaccidbn y comunicacién entre el tejido
adiposo y renal a través de las adEVs, se busco determinar la efectiva internalizacion
de estas vesiculas extracelulares derivadas de adipocitos SW872 en las células
renales HCD.

Para este cometido, se aisl0 adEVs desde el medio de cultivo recolectado de
adipocitos se marcaron con el reactivo fluoréforo PKH67, el cual, permite identificar
bicapas lipidicas. Estos adEVs marcados fueron cuantificados por NTA para
determinar su concentracion y tamafo. Luego, estos adEVs marcados fueron co-
cultivados con células renales HCD por 12 horas para permitir la captacion e
internalizacién de las vesiculas. Pasado el tiempo de incubacion, se limpi6 vy fij6 la
placa de cultivo. Finalmente, con el reactivo DAPI se marcé el nicleo celular de las
células HCD y se observé la fluorescencia emitida por el cultivo, mediante microscopia
de fluorescencia.

Para tener un control negativo de marcaje, se realizé el mismo procedimiento de
tincion e incubacion con PBS filtrado.

En la Figura 26 se observa el resultado grafico obtenido del analisis NTA de la
muestra de adEVs marcados con PKH67 aislados. Se observa que la mayor
concentracion de particulas tiene un tamafio cercano a los 130 [nm]. Se obtiene
también los resultados de la Tabla 8, donde se determina que la concentracién total de

la muestra analizada es de 2,45 x10"° [particulas/ml]. El tamafio moda obtenido de la
muestra, corresponderia a un tamafio adecuado de EV.

Tabla 8: Concentracion, tamafio medio y moda de las nanoparticulas aisladas mediante
ultracentrifugacion desde cultivo de adipocitos.

Caracteristica Promedio Error estandar

Concentracion 10 8

[particulas/ml] 2,45 x10 2,3x10
Tamafio medio [nm] 133,9 2,9
Tamafo moda [nm] 123,9 3,2
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Figura 26: Distribucion de la concentracion y tamafio de las adEVs aisladas que fueron
marcadas con el reactivo PKH67.

En la Figura 27 se observan las fotografias obtenidas del cultivo de células renales
HCD que fueron co-cultivados por 12 horas con el control negativo de tincién con
PKH67. En la Figura 27A se observa la fotografia del cultivo a campo claro, con un
aumento de 400x. En la Figura 27B se observa la fotografia obtenida mediante la
microscopia de fluorescencia realizada para identificar el marcaje realizado con DAPI
con color azul. En la Figura 27Figura 28C se observa la fotografia realizada para
identificar el marcaje con PKH67 con color verde. En la Figura 27D se observa la
combinacion de las fotografias By C.

Los resultados obtenidos para la muestra en que se utilizé adEVs marcados con
PKH67 estan representados en la Figura 28. En la Figura 28A se observa la fotografia
del cultivo a campo claro, con un aumento de 400x. En la Figura 28B se observa la
fotografia obtenida mediante la microscopia de fluorescencia realizada para identificar
el marcaje realizado con DAPI con color azul. En la Figura 28C se observa la
fotografia realizada para identificar el marcaje con PKH67 con color verde. En la
Figura 28D se observa la combinacién de las fotografias By C.

57



Células HCD control negativo, sin adEVs

400x 400x
a) Campo claro b) Tincién DAPI

400x
c) Tincion PKH67 d) Merge

Figura 27: Fotografias de la microscopia optica y de fluorescencia realizadas al cultivo de
células HCD co-cultivadas con el control negativo de tincion PKH67.
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Células HCD con adEVs
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c) Tinciébn PKH67 d) Merge

Figura 28: Fotografias de la microscopia Optica y de fluorescencia realizadas al cultivo de
células HCD co-cultivadas con las adEVs marcadas previamente con el reactivo PKH67.
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7. DISCUSION

El presente estudio muestra que las adEVs de la linea celular SW872 pueden ser
efectivamente aisladas y concentradas in vitro mediante cultivos en mediana escala. Las
adEVs interactuan eficientemente con células de la linea celular renal HCD in vitro y
serian capaces de modificar su fenotipo, evidenciado por cambios en la expresion génica,
ya sea por interaccion con la adEVs per se o por la trasferencia efectiva de su cargo, que
puede incluir variadas biomoléculas como mirRNA, RNA, proteinas, lipidos de membrana,
entre otros. El aumento de IL-1B indica que la adEVs aporta un potencial proinflamatorio
gue comunicaria el adipocito a la célula renal.

Este resultado es pionero y contribuye un aporte a la comprension de la fisiopatologia de
la obesidad y su impacto en otros tejidos. La obesidad promueve un ambiente
proinflamatorio al nivel del tejido adiposo y su secretoma, incluyendo las adEVs tendrian
un rol importante en la expansion del fenotipo deletéreo de la patologia.

7.1. Fundamentos de discusioén

Investigaciones realizadas a la linea de fibroblastos murinos 3T3-L1, la cual, es una
linea celular de preadipocitos comprometida a diferenciarse a adipocitos derivada de
células embrionarias de ratén [81], han demostrado que los adipocitos liberan
microvesiculas y exosomas [82]. La cuantificacion de estos adEVs revelo la capacidad
de los adipocitos, de liberar cantidades importantes de EVs, ya sea en modelos in vitro
0 en adipocitos primarios de raton, lo que podria asociarse a una funcién secretora
importante de EVs como mecanismo de comunicacion celular.

Connolly y cols. [83] realizaron un estudio utilizando la misma linea murina, y en este
se reveld, que la concentracion de adEVs liberada aumenta antes de la diferenciacion
celular o adipogénesis. Es decir, que preadipocitos poseian una capacidad de
liberacion de EVs pequefios mayor a los adipocitos. Estos exosomas poseian altos
niveles de acidos grasos de sefializacibn, como el &cido araquidonico, y de
marcadores de adipogénesis, tal como lo es PPARg y el factor de preadipocito 1
(PREF1) [83]. Este estudio sugiere, ademas, que el cargo de los adEVs generados,
depende del estado de diferenciacion del adipocito. Esto es interesante que,
dependiendo del nivel de adipogénesis del tejido, en un estado obeso, la cantidad de
adEVs liberados y su cargo serian variables.
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Con respecto a estudios clinicos relacionados a adEVs, en el afio 2018, Connolly y su
grupo [84] realizaron un experimento que busco encontrar evidencia de la circulacion
de adEVs en el torrente sanguineo humano y dilucidar si estos pudiesen ser utilizados
como biomarcadores circulantes de adipocitos in vivo. Asi, mediante la evaluacion de
marcadores de vesiculas extracelulares y de adipocitos, logré confirmar la presencia
de adEVs en circulacion humana, lo que respaldaria la capacidad endocrina de estas
estructuras.

En el afio 2019, el grupo de investigacibn de Santamaria-Martos [85] obtuvo y
comparo, mediante propiedades biofisicas y contenido de miRNAS, las EVs circulantes
de mujeres sanas y obesas. Determinaron que existe una correlacion negativa entre el
IMC de la persona y el didametro de las EVs. Mediante microarreglos del contenido de
MiRNA de las EVs, se determin6 que el patron de estos se asociaba con la obesidad y
con la resistencia a la insulina.

Se publicd, en el afio 2021, un estudio guiado por la investigadora Camino. Este tenia
como objetivo estudiar diferencias entre adEVs humanos provenientes de distintos
depdsitos de tejido adiposo, en este caso, del tejido subcutdneo y del visceral.
Ademas, se buscoé diferencias entre adEVs de pacientes obesos y delgados. Se
determind en primer lugar que efectivamente existian diferencias en el tamafio de las
adEVs, siendo las derivadas de pacientes obesos mas grandes que las de paciente
delgado. También existia diferencias en las concentraciones de adEVs aisladas segun
el depdsito, obteniendo mayores cantidades desde la grasa visceral [18].

Con respecto a la composicion proteica de los EVs, se determind que la concentracion
de proteinas relacionadas a la obesidad era mayor en los adEVs del tejido visceral de
los pacientes obesos y se determind la presencia de una gran variedad de adipocinas
en estas [18].
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7.2. Vesiculas extracelulares y su potencial uso como
biomarcadores

Una de las cualidades que genera mas interés de los EVs, en especial de los
exosomas, es su capacidad de incorporar biomoléculas desde la célula de origen. Asi,
se esta estudiando su habilidad de actuar como transportadores de biomarcadores
relacionados a alteraciones en el organismo que permitan diagnosticar enfermedades
o evaluar el estado de avance de estas [55, 57].

Nace un interés de tipo clinico en la utilizacion de estas vesiculas debido a que es
posible encontrar y aislar exosomas desde distintos fluidos del organismo, como la
sangre y la orina, lo que permitiria utilizarlos como biopsias liquidas y ser una no
invasiva herramienta en el diagnostico de enfermedades [55, 57].

Por ejemplo, se ha observado que los exosomas aislados desde plasma sanguineo y
fluido cerebroespinal contienen en su interior la proteina a-sinucleina, la cual esta
asociada con la enfermedad de Parkinson [86-88]. También se ha observado que los
exosomas aislados desde orina tienen la capacidad de reflejar el dafo renal agudo
[89].

Otra posible aplicacion de interés es la utilizacion de EVs en desarrollo de
transportadores dirigidos de sustancias de interés, como lo serian miRNA proteinas
y/o drogas, para el tratamiento localizado de enfermedades o vacunas. Sin embargo,
es una aplicacion que esta en desarrollo [55, 57].

Asi, existe una gran cantidad de aplicaciones potenciales de los EVs en el campo
clinico, pero se hace necesario tener métodos de aislacion y analisis de EVs
estandarizados con el fin de cumplir los requisitos que exigen las agencias
reguladoras como la Administracién de Alimentos y Medicamentos o FDA, por sus
siglas en inglés, para poder utilizar los exosomas como biomarcadores, vacunas,
dispositivos de administracion de farmacos y herramientas terapéuticas [57].

A continuacion, se discuten los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo de
investigacion.
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7.3. Caracterizacion adipogénesis en lalinea celular adiposa SW872

Se desarrollo un cultivo celular in vitro de células SW872 que siguié un protocolo de
diferenciacion adipogénica, se evalu6 cambios en la morfologia, la formacion de la
gota lipidica y la expresion de marcadores de adipocitos.

Mediante microscopia Optica y con la tincion Oil Red O se evalué el cambio
morfologico y se comprobo las diferencias en la forma de los preadipocitos, cambiando
desde una morfologia principalmente alargada a una esférica, similar a lo observado
en estudios previos de adipogénesis en la linea celular humana LS14 [66].

Con respecto a los resultados obtenidos en la tincion Oil Red O, se observo la
formacién de la gota lipidica caracteristica de los adipocitos, lo que si permite
determinar la efectiva diferenciacion de los preadipocitos. Sin embargo, el tamafio y el
porcentaje de tinciébn no fueron los esperados en base a la bibliografia estudiada, ya
gue se esperaba la formacidén de una estructura lipidica que ocupara la mayor parte
del citoplasma celular, pero las gotas observadas no cumplian esto. Por ello, el
porcentaje de tincion en el cultivo no fue mayor a un 40% después de diez dias de
diferenciacion. Esto podria ser explicado por las condiciones de cultivo utilizadas, las
cuales difieren a lo que encuentra en un organismo. Por ejemplo, el porcentaje de
nutrientes contenidos en el medio de cultivo utilizado en el experimento puede no ser
el suficiente para que estas células puedan formar gotas lipidicas de gran tamafio, tal
como se podria observar en los adipocitos que pertenecen al tejido adiposo del
organismo, en donde si existe una fuente constante de nutrientes brindados a través
de la alimentacion.

Con respecto a la expresion génica y proteica de los preadipocitos y adipocitos a lo
largo del proceso, se logré evaluar durante diez dias distintos marcadores de
diferenciacion temprana y de adipocitos maduros (Anexo A), siendo el dia 7 el 6ptimo
segun los resultados obtenidos. A continuacion, se analiza el rol y determinacion de
cada uno de los genes asociados a diferenciacion adipogénica:

o PPAR-q, donde se observa que tanto la expresion génica como la proteica se
condicen. En ambas, la expresion minima ocurre en el dia 1 y la maxima ocurre
en el dia 3, desde donde disminuye hasta el dia 10. Esto se condice con la
bibliografia estudiada ya que, al ser PPAR-g un regulador maestro de la
diferenciacion de los preadipocitos, es esperable que su expresion sea maxima
en los primeros dias del proceso. PPAR-g inicia la cascada de expresion de
proteinas inductoras de diferenciacion que son capaces de cambiar la
morfologia y funcionalidad de la célula.
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o Perilipina 1 (PLIN1), la cual es una proteina que recubre la gota lipidica en
adipocitos protegiéndola de lipasas. PLIN1 tiene una tendencia a aumentar en
el dia 7 y 10 de diferenciacion, asociado a la formacion de la gota lipidica [7,
90].

o Acetyl CoA Carboxylase Alpha o ACACA, proteina que es clave en la
biosintesis y oxidacion de &acidos grasos [91], se puede observar que existen
diferencias en como se expresa el gen y se genera la proteina durante la
diferenciacion. En la expresion génica se observa un aumento de la expresion
hasta el dia 3, desde donde decae y se mantiene estable en los dias 7 y 10. En
cambio, la presencia de la proteina en el cultivo aumenta a lo largo de la
diferenciacion, lo que implicaria que dentro de la célula existe una mayor
cantidad de esta en el dia 10.

o Fatty acid synthase o FASN es una proteina que cataliza la sintesis de acidos
grasos largos de acetyl-CoA [92]. Al igual que en ACACA, existe una diferencia
en la expresion génica y proteica del cultivo, donde en la primera, existe un
maximo de expresion en el dia 3 que decae y, en la expresion proteica, existe
un aumento en la cantidad de proteina a medida que ocurre la adipogénesis.
Esto podria deberse, al igual que en ACACA, a la variabilidad de los resultados
de la expresion génica para cada replicado técnico utilizado.

ACACA y FASN son proteinas clave que participan en la sintesis de acidos
grasos, donde FASN utiliza acetil-CoA para iniciar una nueva cadena de acilo
que luego se alarga usando malonil CoA, generada por ACACA.
Posteriormente, los productos primarios de FASN pueden alargarse y/o
desaturarse para producir un conjunto de acidos grasos como producto final del
metabolismo de la carbohidratos en la Lipogénesis de novo [93]. Asi, tiene
sentido que estas s proteinas se comporten similar en el proceso, ya que estan
ligadas a la misma ruta metabolica de sintesis de acidos grasos, la cual se ve
fomentada en el inicio de la adipogénesis.

o Fatty Acid Binding protein 4 o FABP4 (15 kDa) esté ligada a la formacion de la
gota lipidica ya que es capaz de unir cadenas largas de &acidos grasos y
ligandos hidrofobicos [94]. Al observar la expresion del gen de esta proteina, se
observa que esta inicia en el dia 7 y aumenta considerablemente en el dia 10.
Esto estaria acorde a la generacion de la gota lipidica y a la maduracion del
adipocito en el dia 10 [94]. Por Western Blot, se observa que existe expresion
de la proteina a lo largo de todo el periodo de experimentacion, siendo maxima
en el dia 3. En las fotografias, se observa una baja resolucion de las bandas,
por lo que se necesito intensificar el contraste para analizar el resultado.
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o Adiponectina o ADIPOQ, la cual es una proteina exclusiva de adipocitos y esta
relacionada a control del metabolismo de las grasas y la sensibilidad a la
insulina [7, 13, 95]. Como es un marcador de adipocito maduro, se esperaria
observar la expresion de esta en los ultimos dias del proceso de diferenciacion.
Esto es algo que si se observa en los resultados obtenidos mediante RT-gPCR,
ya que la expresion relativa de este gen aumenta desde el dia 7 del proceso.
Sin embargo, no se obtuvo resultados para el analisis de expresion proteica, lo
cual puede asociarse a diversos factores técnicos como la baja calidad del
anticuerpo, fallas en Western Blot, o también factores inherentes a lo adipocitos
como que la cantidad de proteina Adiponectina en el lisado celular no fuera la
suficiente para ser detectada en el andlisis (Ej. Adiponectina es una proteina
principalmente de secrecidn [96]) u otro factor.

7.4. Aislamiento y caracterizacion de adEVs desde un cultivo a
escala de laboratorio de SW872 diferenciadas

Se obtuvieron nanoparticulas aisladas desde un cultivo en escala de laboratorio de
adipocitos SW872 mediante ultracentrifugacion (UCF), las que corresponderian a
vesiculas extracelulares segun los criterios MISEV 2018 [76], por lo que fueron
utilizadas en las siguientes etapas del trabajo de investigacion. La metodologia de
separacion y aislamiento de adEVs se detalla en el Anexo B. En efecto, mediante
Andlisis de rastreo de nanoparticulas o NTA se determin6 que el tamafio de las adEVs
aisladas correspondia al tamafio moda esperado para una EV, siendo de 134,4 [nm],
lo que esta en el rango de lo esperado para un exosoma 0 vesicula extracelular
pequefia (50-150 [nm]). Mediante Western Blot se logré determinar la presencia de los
marcadores de vesiculas extracelulares, CD9 y TSG101, confirmando que la muestra
aislada corresponde a EVs. La microscopia electrénica de transmision (TEM) de
adEVs de células SW872 revel6 la presencia de vesiculas extracelulares con la
morfologia de “dona” y con tamafio de particula exigido por MISEV 2018 [76].
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7.5. Estudio del efecto proinflamatorio y/o fibrético que los adEVs
pueden generar sobre células renales HCD.

A partir de los resultados obtenidos, se puede identificar que la adicién de las adEVs
de SW872 al cultivo de células renales HCD es un estimulo que induce cambios en la
expresion de marcadores de inflamacién en células renales, como IL-1B, en forma
significativa o con tendencia al aumento (Figura 24). De alli que los adEVs serian
nanoparticulas capaces de generar o inducir el inicio de una respuesta del tipo
proinflamatoria en células renales humanas in vitro.

Si bien IL-1B e IL-6 son citoquinas asociadas a procesos inflamatorios y cuyo aumento
de expresion es esperable cuando se induce un estimulo proinflamatorio, el aumento
de la expresion de un 25% de la lipocalina NGAL en presencia de adEVs puede tener
una contribucién mayor al fenotipo de la célula renal y su importancia fisiopatolégica.
NGAL o LCN2 es una lipocalina actualmente considerada un marcador de inflamacién
asociado directamente con el dafio renal agudo, como asi también con la activacion de
la via del receptor de mineralocorticoides (MR) [97, 98]. Asi, el efecto proinflamatorio
de NGAL inducido por los adEVs en cultivo podria también estar asociado a efectos
dafiinos en las células renales, como alteracion de la via MR, la homeostasis,
inflamacion, fibrosis, entre otros.

Este dafio podria ser potenciado en un estado de obesidad, donde se aumenta el
namero de adipocitos en el organismo, y por lo que, se esperaria que la cantidad de
adEVs en circulacion también aumente y asi, las interacciones adEVs-célula renal que
generen efectos proinflamatorios. Este resultado es uno de los pocos gue muestra una
interesante asociacion de comunicacion entre el adipocito y la célula renal mediada
por adEVs. Asi, este trabajo de investigacion es un aporte al entendimiento de la
fisiopatologia que se observa en la obesidad, producto de la comunicacion celular
entre tejido adiposo y renal mediada por vesiculas extracelulares.

Estudios previos han demostrado que pacientes obesos muestran mayores niveles de
EVs circulantes respecto a pacientes con un peso normal [99, 100]. Ademas, diversos
descubrimientos indican que el nivel de EVs circulantes en la obesidad es modulado
por cambios en la masa corporal del paciente, sugiriendo una relacion entre EVs y el
desarrollo de la fisiopatologia asociada a la obesidad, ademas de un posible rol en el
de comorbilidades asociadas a esta [100].
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A la fecha existen evidencia preliminar que sugiere que los exosomas derivados del
tejido adiposo contribuyen al desarrollo de trastornos metabolicos como la obesidad y
la resistencia a la insulina mediante la regulacion de tejidos de 6rganos distantes,
como el higado y el pancreas [101]. También, con respecto al rol de las adEVs en la
fisiopatologia renal, estudios recientes tanto in vitro como in vivo, demuestran un rol
crucial de estas en el desarrollo de enfermedades renales, contribuyendo a cambios
en la inmunomodulacién, trombogénesis y en la matriz extracelular [102, 103]. Por otra
parte, el rol de los EVs en el dafio renal asociado a obesidad sigue siendo
desconocido. Estudios como el de Liu y sus colaboradores [102], muestra que EVs
plasmaticas provenientes de sujetos obesos participan en la activacion del eje renina-
angiotensina-aldosterona y producen dafio tubular renal en células epiteliales del
tubulo renal.

Ademas, la liberacion de agentes proinflamatorios por parte del tejido renal, inducido
por las adEVs, podria desencadenar una reaccion inflamatoria al entrar en contacto
con ceélulas del sistema inmune vecinas como macréfagos o linfocitos, lo que podria
potenciar el efecto inflamatorio local [104].

Con respecto a la respuesta fibrética del cultivo luego de adicionar adEVs por 24
horas, se logra observar que el estimulo logra generar una tendencia al aumento en la
expresion de COL1Al1 y CTGF, pero sin diferencias estadisticas significativas. En
cambio, la expresion de fibronectina (FN1) se mantiene invariable. Este resultado
entrega indicios que las adEVs podrian aportar al aumento en la expresion de factores
fibréticos de las células renales, sin embargo, la presencia de otros factores como el
tiempo del estimulo, la dosis o carga de adEVs y el microambiente celular parecieran
ser necesarios para lograr la progresion de la fibrosis, lo cual ha sido reportado tanto
en patologia humana como efecto de la condicién inflamatoria crénica, como en
patologia renal cronica [101].

Con respecto a la relacién entre las adEVs y su capacidad de generar un estado
fibrotico en el tejido renal, no existen otros estudios que describan esta interaccion en
especifico. Sin embargo, existe informacién sobre la comunicacién entre el tejido renal
y las vesiculas extracelulares derivadas de este mismo, jugando un papel esencial en
la comunicacién tubulointersticial del érgano durante la fibrosis renal. Esto ya que las
células renales lesionadas pueden transferir EVs que transportan una variedad de
moléculas a las células receptoras, por lo que participan activamente en la inflamacién
y fibrosis renal [105, 106].
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Asi, se puede confirmar que la comunicacion mediada por vesiculas extracelulares si
tiene un impacto sobre el fenotipo del tejido renal y son un mecanismo de
comunicacion importante en este. Asi, se puede inferir que las adEVs si pueden ser
consideradas como un elemento comunicacion de importancia en el tejido renal, ya
que este es capaz de incorporar y alterar su fenotipo cuando entra en contacto con
otras EVs.

Una de las preguntas que se pueden generar a partir de los resultados obtenidos, es
como estas vesiculas que son derivadas de adipocitos, a los cuales no se les indujo
un efecto inflamatorio o fibrético de manera externa, serian capaces de generar
variaciones en la expresion génica en la célula renal. Segun lo reportado previamente
en bibliografia, se ha podido identificar que las vesiculas extracelulares son capaces
de transportar un cargo que presenta similitudes a su célula de origen (Ej. adEVs
pueden transportar adipocinas como adiponectina, FABP4, PLIN1 y PPAR-g [59]).
AdEVs aisladas desde adipocitos SW872 pueden estimular o trasferir informaciéon a
las células blanco (HCD) asociadas a su composicién como también sus biomoléculas
cargo. El potencial impacto proinflamatorio de las adEVs en este modelo de estudio in
vitro a un fenotipo mas inflamatorio en las células renales HCD, pueden estar
relacionadas a su proceso de diferenciacion de 7 dias, asociado al estrés mecanico
producto del estrecho contacto célula-célula observado en confluencia del cultivo. Asi
también por el impacto que produce el cocktail de diferenciacion adipogénica que
puede generar variaciones en la expresion génica del cultivo y asi, desarrollar una
respuesta inflamatoria.

Es por ello que una de las preguntas derivadas de esta investigacion es cual es la
composicién de las adEVs que genera un impacto sobre las células blanco. Para
poder responder a esto seria lo ideal revelar mediante tecnologia démica la
composicién especifica de biomoléculas (proteinas, miRNA, lipidos, etc) que son
transportadas por las adEVs [18]. Otra interrogante que se genera a partir de la
investigacion realizada es si pudiese existir un efecto que sea diferente al observado
en las células HCD luego de agregarles adEVs, si es que estas adEVs fueran
derivadas de adipocitos que hayan sido previamente expuestas a un estimulo
inflamatorio, como puede ser TNF-a, aldosterona, acido palmitico, entre otros. Asi se
buscaria determinar si las adEVs de adipocitos estresados pudiesen generar un
respuesta inflamatoria o fibrética de mayor intensidad a la observada o no.
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7.6.

Estudio internalizacion de adEVs en la linea celular renal HCD

El estudio de incorporacién de adEVs con reactivo fluorescente PKH67 marco efectiva
y Unicamente las vesiculas extracelulares aisladas y no otro componente de la
muestra. Las adEVs fueron captadas e internalizadas eficientemente y se localizaron
en el citoplasma de las células HCD. Estudios posteriores deben realizarse para
confirmar el o los organelo subcelulares involucrados en esta acciéon de internalizacion
y evaluar como la célula incorpora el cargo del adEV en su interior luego de que esta
interactué con la membrana plasmatica.

7.7.

Limitaciones y proyecciones del estudio

El tiempo de adicion de las adEVs que se utilizé en esta experimentacion. Para
disefiar este procedimiento se realiz6 una busqueda bibliografica para poder
determinar el tiempo necesario para obtener valores significativos de la
expresion génica tras el tratamiento con EVs. Asi se lleg6é al tiempo de 24
horas, que es un tiempo estdndar de evaluacion para este tipo de
experimentacion. Sin embargo, los tiempos de exposicion y de respuesta
pueden ser distintos a los utilizados en la metodologia, asi la muestra de RNA
obtenida podria no ser la mas representativa del efecto que tienen las adEVs
sobre el cultivo.

Para poder determinar a qué tiempo de exposiciobn se podria obtener un
resultado mas representativo del efecto, se podrian a futuro realizar
experimentos de evaluacion de curvas de tiempo de las adEVs en las células
renales HCD. Asi, se podria determinar el tiempo de exposicién adecuado para
obtener resultado de expresién adecuados.

La concentracion de adEVs utilizadas también es un factor que debe ser
considerado en el momento de analizar los resultados. La concentracion de
1.000 adEVs por célula renal es un valor que se estimé en base a bibliografia,
pero podria no ser una concentracion representativa a lo que ocurra realmente
en el organismo humano ya que no se encontraron estudios previos con un
valor estudiado. Asi, una sobre estimulacion con adEVs podria estar generando
el efecto inflamatorio/fibrotico observado. Como proyeccion a la
experimentacion, se podria evaluar a futuro el efecto de distintas
concentraciones de adEVs por célula para lograr comprobar el efecto de esta
variable de estudio.
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3. En este estudio, se utilizaron adEVs aislados desde cultivos de adipocitos a los
cuales no se les administré6 de manera externa ningun agente proinflamatorio o
de estrés celular. Esto con el objetivo de determinar si los adipocitos, en un
estado basal y considerando Unicamente el estrés asociado a la diferenciacion
celular, podian generar una respuesta inflamatoria y/o fibrética en células
renales HCD. Efectos que podrian ser potenciados cuando existe un mayor
namero de adipocitos en el organismo y/o la presencia de un agente
proinflamatorio en el tejido adiposo, como TNF- a, interleucinas, entre otras, tal
COmo Sse observa en un cuerpo obeso.

4. Los marcadores utilizados, si bien, los que fueron evaluados en la
experimentacion realizada presentaron variaciones luego de la administracion
de las vesiculas al cultivo, podrian existir otros marcadores de dafio renal que
entreguen mas informacion sobre el efecto del estimulo en el cultivo. Por ello, a
futuro, se podria ampliar la busqueda bibliografica sobre marcadores de dafio
renal y aumentar el nUmero de marcadores a utilizar para determinar de manera
mas precisa el efecto de las adEVs.

5. El disefio de la experimentacién basado en un tipo celular, el presente estudio
evaludé el efecto de las vesiculas extracelulares derivadas uUnicamente de
adipocitos. Es necesario recordar que el tejido adiposo estd conformado por
mas tipos celulares como preadipocitos o células del sistema inmune como lo
son los macréfagos o linfocitos. Asi, estos tipos celulares también podrian estar
liberando, de manera simultanea, vesiculas extracelulares que tendrian la
facultad de cargar factores inflamatorios y/o fibréticos que causen efectos en la
expresion génica de células del tejido renal en conjunto a las adEVs. Con
respecto a las células renales, este estudio evalu6 este efecto Unicamente en
células derivadas de una porcion del rindon humano, en especifico, del tabulo
colector de este, el cual tiene un gran impacto en la reabsorcion y secrecion de
sustancias del organismo que pueden incrementar el transporte de sodio,
aumentar la captacion de agua, el volumen sanguineo y, con esto, elevar la
presion arterial [26]. Asi, tiene una gran relacién con el desarrollo y progresién
de hipertension arterial, una de las enfermedades que se relaciona a la
obesidad.

6. Uso de co-cultivos; Para lograr evaluar el efecto inflamatorio y/o fibrético del
conjunto de las EVs derivadas del tejido adiposo, es decir, considerando todos
los tipos celulares que lo componen, se podria utilizar co-cultivos de células del
tejido adiposo u organoides de este. Esto para obtener EVs derivadas desde
estos tipos de cultivos ex vivo y adicionarlas a células de tejido renal para
evaluar su efecto en este.
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7.8. Impacto del estudio realizado

Como se menciong, el estudio realizado fue capaz de determinar que las adEVs son
capaces de generar alteraciones en el fenotipo de expresion génica de las células
renales HCD, donde se destaca el aumento en la expresion relativa de la interleucina
proinflamatoria IL-1B. Asi, se muestra que existe una asociacién de gran interés entre
el células adiposas y las células renales que es mediada por vesiculas extracelulares
de adipocitos y, que es capaz de causar un efecto proinflamatorio en la célula diana.

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion son una primera
aproximacion al entendimiento y la compresion de la fisiopatologia renal que se
observa en la obesidad, en especifico, de la que puede ser causada por la
comunicacién celular mediada por vesiculas extracelulares derivadas de los adipocitos
del tejido adiposo.

En la actualidad, la bibliografia asociada a este tema no es abundante ya que el area
de trabajo no ha sido ampliamente estudiada. Existe un bajo nimero de publicaciones
gue relacionan el tejido adiposo, renal, adipocitos, células renales y adEVs. Asi, este
trabajo y sus resultados representan informacion que es novedosa en el area de
estudio y que abre las puertas al desarrollo de més investigaciones relacionadas a
identificar el rol y efecto que las adEVs pueden tener sobre células renales u otros
tipos celulares de interés, como lo puede ser los derivados de corazon, higado,
pancreas, entre otros. Esto con el objetivo de determinar cuél es el rol que la
comunicacién celular mediada por vesiculas extracelulares puede tener sobre los
distintos tejidos del organismo.

Este tipo de investigacion y otras asociadas al tema pueden ser utilizadas en el futuro
para el desarrollo de nuevas tecnologias y/o estrategias que permitan detectar o
enfrentar el dafio generado en distintos 6rganos que podria no ser detectado
facilmente cuando existe un perfil obeso prolongado en el individuo. En relacion con lo
estudiado y mencionado previamente, las vesiculas extracelulares podrian ser
utilizadas como biopsias liquidas no invasivas que permitan diagnosticar y/o evaluar el
estado de avance de una enfermedad o, ser utilizadas como una terapia de
reparacion, transportando factores terapéuticos dirigidos de manera especifica a
tejidos dafiados y promover la recuperacion de este.
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Figura 29: Diagrama general que resume la accion de las adEVs generadas desde adipocitos
y su impacto en las células renales HCD en el modelo in vitro utilizado en este estudio.
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8. CONCLUSIONES

. Se caracterizé el proceso de adipogénesis en la linea celular humana de
preadipocitos SW872 segun su morfologia, la formacion de la gota lipidica
adiposa y la presencia de marcadores especificos de adipogénesis durante el
periodo de diferenciacion in vitro del cultivo.

. Se aislo y caracteriz6 de manera efectiva las vesiculas extracelulares derivadas
de cultivos de adipocitos (adEVs) diferenciados. Las adEVs aisladas mediante
ultracentrifugacion cumplieron las normativas impuestas por MISEV 2018 de
tamafo, morfologia y cargo proteico, ademas de que se logré obtener una
cantidad adecuada de adEVs para su utilizacion en el trabajo de investigacion.

La adicion de adEVs en células renales HCD generd variaciones en la
expresion génica de factores inflamatorios y fibréticos, como IL-1B y también
una tendencia al aumento de la expresion de los marcadores inflamatorios IL-6
y NGAL, y factores fibroticos, COL1Al y CTGF.

Las adEVs marcadas fluorescentemente, son internalizadas por el cultivo renal
HCD. Esto indica que las adEVs pueden transportar y entregar el cargo a las
células renales y afectar su metabolismo o fenotipo.

El estudio realizado es _uno de los pocos que muestra una interesante
asociaciéon _de comunicacién entre el adipocito y la célula renal mediada por
adEVs. Asi, es un aporte al entendimiento de la fisiopatologia que se observa
en la obesidad, producto de la comunicacion celular entre tejido adiposo y renal
mediada por vesiculas extracelulares, que, a futuro, puede ser utilizado en el
desarrollo de distintas tecnologias de tratamiento y diagnostico de
enfermedades.
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ANEXOS

Anexo A. Marcadores de adipogénesis

A continuacion, se presenta un listado de los distintos marcadores de adipogénesis que
se utilizan para definir el estado de maduracién de un adipocito durante el proceso.

Pueden separarse en tres categorias: 1) Precursor y preadipocito, 2) Diferenciacion
temprana y 3) Adipocito maduro.

Anexo A.1. Marcador del precursor (multipotent mesenchymal precursor) y

preadipocito

aSMA (alfa smooth muscle actin): este gen codifica para actina de musculo liso
involucrada en la regulacion de la contractilidad vascular y la homeostasis de la
presién arterial [7] [107].

Homo sapiens platelet derived growth factor receptor alpha (PDGFRA (alfa)): este
gen codifica para una tirosina quinasa de superficie celular para miembros de la
familia de platelet-derived growth factor. Estos factores de crecimiento son
mitégenos de células de origen mesenquimal. La identidad del factor de
crecimiento determina si este formara un homodimero o un heterodimero
(compuesto de los polipéptidos PDGR alfa y beta). Estudios genéticos sugieren
gue este gen tiene un importante rol en la reparacién de heridas, desarrollo de
organos y progresion tumoral [7, 107].

PDGFRB (beta): este gen codifica para una tirosina quinasa de superficie celular
para miembros de la familia de platelet-derived growth factor. Estos factores de
crecimiento son mitégenos de células de origen mesenquimal. Este gen es
esencial en el correcto desarrollo del sistema cardiovascular y ayuda en la
reorganizacion del citoesqueleto de actina [7, 107, 108].

Homo sapiens delta like non-canonical Notch ligand 1 (Pref-1/DLK1): Este gen
codifica para una proteina de transmembrana que contiene multiples repeticiones
de factores de crecimiento epidérmico que funcionan como reguladores del
crecimiento celular. La proteina, ademas, esta envuelta en la diferenciacién de
varios tipos celulares, sobre todo de adipocitos [109, 110].
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Anexo A.2. Marcador de diferenciacion temprana

Peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPARG): PPARs forman
heterodimeros con Receptores de Retinoid X (RXRs) y estos heterodimeros
regulan la transcripcion de varios genes. La proteina codificada por PPARG
regula la diferenciacion de adipocitos. Regula, por ejemplo, la sintesis de
adiponectina y FABP4. Es el maestro regulador de adipogénesis [7, 111-115].

CCAAT enhancer binding protein (CEBPS): este gen sin intrones codifica para un
factor de transcripcidbn que contiene un zipper basico de leucina (bZIP). Estos
factores de transcripcion son criticos para la diferenciacion celular, funcion
terminal y la respuesta inflamatoria. Fosforilacion de CEBPA en su tirosina 222,
226 y en la serina 230 por parte de GSK-3 puede ser necesario para la
adipogénesis [114, 115].

Adipocyte fatty-acid binding protein (FABP4; aP2): son una familia de proteinas
citoplasmaticas que unen cadenas largas de &cidos grasos y otros ligandos
hidrofobicos. Se propone que tienen un rol en la toma de acidos grasos, su
transporte y metabolismo. Ademas, juegan un importante rol en el desarrollo de
resistencia a la insulina, ateroesclerosis y diabetes mellitus [94].

Solute carrier family 2 member 4 (SLC2A4) / insuline sensitive transporter
(GLUTA4): Este gen es miembro de la familia de transportadores de solutos 2
(facilitadores de transporte de glucosa) y codifica para una proteina facilitadora de
transporte de glucosa regulado por insulina. En ausencia de insulina, esta
proteina esta secuestrada dentro de las células del tejido muscular y graso. En el
momento en que existe estimulacion por parte de la glucosa, esta proteina es
enviada hacia la membrana celular y comienzan a transportar glucosa a través de
la membrana [116, 117].

Anexo A.3. Marcador de adipocitos maduros

Adiponectina: gen expresado exclusivamente en adipocitos. Es una importante
adipoquina envuelta en el control del metabolismo de grasas y la sensibilidad de
insulina, con actividades antidiabéticas, anti-aterogénicas y antinflamatorias.
Estimula la fosforilacibn AMPK vy activacion en el higado, en el musculo
esquelético, mejorando la utilizacién de glucosa y la combustion de acidos grasos
[7, 13, 95].
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Leptina (LEP): Es secretado por adipocitos blancos hacia la circulacién y tienen
un rol importante en la regulacion de la homeostasis energética. La leptina
circulante se une a receptores en el cerebro que activan una via de sefalizacion
rio abajo que inhiben la ingesta de alimentos y promueven el gasto energético.
Ademas, su union a estos receptores aumenta el output simpatico para promover
la lipdlisis. Mutaciones en este gen y en zonas regulatorias de este pueden
provocar obesidad y obesidad mérbida con hipogonadismo en pacientes
humanos [7, 95, 118].

PNPLAZ2 patatin like phospholipase domain containing 2 (ATGL; PNPLA2): este
gen codifica para una enzima que cataliza el primer paso de la hidrdlisis de
triglicéridos en tejido adiposo [7].

Perilipina 1 (PLIN 1): La proteina que codifica este gen se encarga de recubrir las
gotas lipidicas en adipocitos, protegiéndola de lipasas hasta que se rompan por
accion de la lipasa hormona sensitiva (LHS). Es una proteina quinasa c-AMP
dependiente, que cuando esta sin fosforilar puede jugar un importante rol en la
inhibicion de la lipdlisis [7, 90].

Acetyl-CoA Carboxylase Alpha (ACACA): es un complejo multifuncional
enzimatico clave en la biosintesis y oxidacién de acidos grasos. Es responsable
de la carboxilacion de acetyl-CoA a Malonil-CoA. ACACA es un objetivo potencial
de drogas anti-obesidad [91].

Fatty acid synthase (FASN): cataliza la sintesis de acidos grasos largos de acetyl-
CoA y malonil-CoA. Cataliza la sintesis de palmitato a partir de acetil-CoA y
malonil-CoA, en la presencia de NADPH, en largas cadenas de acidos grasos
saturados [92].

Lipoprotein lipase (LPL): funciona como un homodimero y se expresa en el
corazén, musculo y tejido graso. Tiene una funciébn dual de hidrolasa de
triglicéridos y como factor de ligando/puente para el uptake de lipidos mediado
por receptores [7, 119].
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Anexo B. Protocolo Ultracentrifugacion
Con el objetivo de aislar vesiculas extracelulares derivadas de adipocitos desde el
medio de cultivo recolectado, se siguio el siguiente protocolo. Con este, se obtienen

300 [ul] desde un volumen inicial de 380 [ml] de medio de cultivo. El resumen del
protocolo se muestra en la Figura 30.

Sobrenadante

"

Medio

condicionado —-
recolectado desde 2.000¢ 1 2.000g
adipocitos 30 min 45 mm Cuerpos
4°C Apoptéticos
Célula completa
Debris celular
Sobrenadante
(eSS0 filtrado
70 min (0.2 [uml)
4°C ,
@ ' 1 00.000g
. o 70 mm
®eo 0
t I adEVs
adEVs
adEVs Pellet

Figura 30: Diagrama resumen del protocolo de aislacion de adEVs desde medio de cultivo.

Materiales:

e Tubos de 50 [ml]

e Centrifuga

e Ultracentrifuga Sorval™ WX+ Thermo Scientific

¢ Rotores SuperSpin 630 y TH-660

e Tubos de polialomero de 4,4 [ml] y 36 [ml] (“N°10509” y “N°79365” de Thermo
Scientific)

e Pipetas

e Jeringas con émbolo de filtro de 200 [nm]
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Reactivos:

PBS
PBS filtrado, libre de EVs

Procedimiento

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

En primer lugar, se distribuye el medio de cultivo en cuatro tubos de 50 [ml],
buscando adicionar un volumen similar en todos los tubos.

Se centrifugan 2.000 g por 30 minutos a 4°C.

Se retira el sobrenadante y se deposita en cuatro tubos de 50 [mL] nuevos.
Estos son masados para asegurar que tengan una masa similar. Si es
necesario agregar volumen para igualar las masas, se utiliza PBS filtrado
exclusivo para EVs.

Se centrifugan los sobrenadantes a 12.000g por 45 minutos a 4°C.

Se extrae el sobrenadante y es filtrado utilizando jeringas con émbolo de filtro.
El liquido filtrado se lleva a los tubos de polialdbmero de 36 [mL] que la
ultracentrifuga maneja.

Se engrasan los buckets y tapas que la ultracentrifuga utiliza y se busca que
estos tengan una masa similar, que no supere una diferencia de 0,005 [g]. Si es
necesario agregar volumen para igualar las masas, se utliza PBS filtrado
exclusivo para EVs.

Se ultracentrifuga a 120.000g por 70 minutos a 4°C.
Se elimina el sobrenadante del tubo y el pellet es resuspendido en 1 [mL] de
PBS filtrado. Se realiza un vortex de las muestras y se extrae todo el contenido

de los tubos.

El liquido extraido se lleva a tubos de polialomero limpios de 4,4 [mL]. Se
engrasan los buckets y las tapas correspondientes a los tubos de 4,4 [mL]

10) Se masan los tubos junto a sus buckets y tapas para asegurar una correcta

distribucion de masa en la ultracentrifuga. Si en necesario afiadir volumen para
igualar las masas, se utiliza PBS filtrado. La diferencia entre masas no debe ser
mayor a 0,005 [g]
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11) Se ultracentrifuga a 100.000g por 70 minutos a 4°C.

12) Se extrae el sobrenadante y el pellet es resuspendido en 300 yL de PBS
filtrado.

13) Se realiza un vortex de la muestra y esta puede ser tratada para analizar de
manera inmediata o puede ser almacenada a -80°C.
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