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RESUMEN

El cancer de mama corresponde a una de las neoplasias malignas que mas se asocia a
mortalidad en el género femenino a nivel mundial. Aunque su incidencia ha
disminuido gracias a la implementacién de mamografias de exploracion y aplicacién
de terapias adyuvantes, esta disminucién no parece ser suficiente, ya que el
desarrollo de metéastasis aun sigue siendo responsable de mas del 90% de las muertes
asociadas a cancer de mama, entre otros tipos de cancer. La progresion de células
tumorales hacia un estado metastasico implica la adquisicion de caracteristicas, tales
como resistencia a apoptosis, migracion e invasividad elevada etc. Teniendo en
cuenta esto ultimo, se ha descrito que muchas de estas caracteristicas son potenciadas
por la expresién de Caveolina-1 (CAV1), involucrando a esta proteina de la
membrana en la progresion del cancer. Especificamente en céncer de mama
avanzado se ha observado que una elevada expresion de CAV1 se asocia a una
menor sobrevida del paciente. Por otro lado, estudios in vitro realizados en nuestro
laboratorio en la linea celular de cancer de mama metastasico humano, MDA-MB-
231, han indicado que el silenciamiento de CAV1 conduce a una disminucion en la
migracién, polarizacion y recambio de adhesiones focales en comparacion con
células MDA-MB-231 control.

La pregunta que surge ahora es de qué manera CAV1 es capaz de promover
migracion e invasion, favoreciendo metastasis, considerando que este proceso en si
es ineficiente debido a que menos del 0,1% de las células diseminadas estan
implicadas en iniciar este proceso. Una de las respuestas puede deberse a que se

genera el transporte de CAV1 junto a otras moléculas a través de vesiculas

Xii



extracelulares (EVs), las cuales serian capaces de llevar a esta proteina como
mensaje a células contiguas dentro del mismo microambiente tumoral o a células
pertenecientes a tejidos distantes idoneos para la formacion de un nicho pre-
metastasico. En este contexto, se tienen registros de que vesiculas de células de la
linea celular MDA-MB-231 que contiene niveles enddgenos elevados de CAV1 son
capaces de promover migracion en células de cancer de mama humano carentes de
CAV1, como MCF-7 de caracter no metastasico, pero se desconoce el contenido y su
rol en este proceso.

Estos antecedentes nos llevaron a plantear la hipétesis que: CAV1 en vesiculas
extracelulares aumenta el potencial migratorio e invasivo in vitro en células de
cancer de mama y metastésis in vivo en un modelo de xenotrasplante de cancer
de mama. Por consiguiente el objetivo principal de esta tesis fue evaluar la
capacidad migratoria e invasora de células de cancer de mama in vitro y el desarrollo
de metéastasis in vivo en un modelo de xenotrasplante mamario expuesto a EVs que
contienen CAV1. Para abordar la hipotesis de trabajo se plantearon los siguientes
objetivos especificos: (1) Purificar y caracterizar vesiculas extracelulares de las
lineas celulares humanas de cancer de mama metastasico y no metastasico; (2)
Estudiar del efecto de EVs con CAV1 en las propiedades de migracién e invasion in
vitro en lineas celulares de cancer de mama humano; (3) Evaluar el perfil protedmico
de EVs de las sublineas de cancer de mama MDA-MB-231 WT, shC y shCAV1y
por ultimo (4) Evaluar la capacidad metastdsica en un modelo murino de
xenotrasplante inoculado por la via intraperitoneal con EVs que contienen CAV1.
Los resultados mostraron la obtencidn de EVs enriquecidos en vesiculas del tamafio

de exosomas de <200 nm de didmetro a partir de medios condicionados de las lineas
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celulares de cancer de mama metastasico humano, MDA-MB-231 WT y MDA-MB-
231(shC) que expresan niveles enddgenos elevados de CAV1 y en células carentes
de CAV1 como MDA-MB-231(shCAV1). Esta caracterizacion se complemento con
imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de transmision de las vesiculas
aisladas que mostré tamafios de vesiculas de alrededor de 100 nm de diametro en
general y con el hallazgo de CAV1 en vesiculas provenientes de MDA-MB-231 WT
y shC y no asi en vesiculas de MDA-MB-231(shCAV1). Cabe afadir que se
detectaron marcadores de EVs en todas las muestras mediante Western blot. Para
evaluar el efecto bioldgico de vesiculas que contienen o no CAV1 en células de
cancer de mama de caracter metastasico o no metastasico, se evaluaron parametros
de migracién e invasion de estas células una vez expuestas a EVs. Los resultados
indicaron que independiente del tipo celular utilizado como célula recipiente de EVs,
aquellas células que son tratadas con EVs que contienen CAV1 aumentan su
potencial migratorio e invasivo en comparacion con células no tratadas o tratadas con
EVs que no contienen CAV1. EIl analisis por espectrometria de masas reveld la
presencia de proteinas especificas relacionadas con la adhesion celular, como Cyr61,
tenascina (TNC) y S100A9 s6lo en EVs de MDA-MB-231 WT y shC y no en EVs
de MDA-MB-231 carentes de CAV1. De manera de evaluar el rol pro-metastasico de
CAV1 en EVs en un modelo animal, se inyectaron estas vesiculas junto con células
de cancer de mama metastasico o no metastasico por la via intraperitoneal en un
modelo murino denominado Carcinomatosis intraperitoneal. Los resultados indicaron
gue animales inoculados con células mas EVs que contienen CAV1 presentaron un
aumento en el ndmero de células tumorales en el liquido ascitico hallado en la

cavidad peritoneal junto con un aumento en la masa tumoral en bazo/pancreas y
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mesenterio en comparacion con aquellos animales que no fueron tratados o tratados
solo con ceélulas o tratados con células mas EVs que no contienen CAV1. Cabe
recalcar que nuevamente el efecto de las EVs con CAV1 se dio independiente a que
se inoculara junto con células de cancer de mama que contenian 0 no CAV1 en el
modelo murino. Esto nos lleva a sugerir que la importancia del efecto bioldgico de
estas vesiculas en la célula recipiente no sélo recae en la presencia de CAV1, sino

que en el tipo de cargo molecular que puedan traer consigo CAV1 en estas vesiculas.
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ABSTRACT

Breast cancer is the leading cause of cancer-related deaths in women. Although the
incidence of this disease has decreased thanks to the implementation of screening
mammograms and application of adjuvant therapies, this decrease does not seem to
be enough, since the development of metastasis is still responsible for more than
90% of deaths associated with breast cancer, among other types of cancer. The
progression of tumor cells towards a metastatic state implies the acquisition of
characteristics, such as resistance to apoptosis, migration and high invasiveness, etc.
Taking into account the latter, it has been described that many of these characteristics
are enhanced by the expression of Caveolin-1 (CAV1), thereby implicating this
membrane protein in the progression of cancer. Specifically in advanced breast
cancer it has been observed that a high expression of CAV1 is associated with a
shorter survival of the patient. On the other hand, in vitro studies conducted in our
laboratory using the human metastatic breast cancer cell line, MDA-MB-231, have
indicated that the silencing of CAV1 leads to a decrease in migration, polarization

and focal adhesion turnover in comparison with control MDA-MB-231 cells.

The question that arises is how CAV1 may promote migration, invasion and
metastasis, considering that this process is very inefficient because less than 0.1% of
the disseminated cells successfully establish a metastatic nodule. One possibility may
be that CAV1 is present together with other molecules in extracellular vesicles
(EVs), which serve as vectors to transport these components to adjacent cells within

the same tumor microenvironment and/or to distant sites where they may condition
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the pre-metastatic niche. Here, it should be noted that EVs from MDA-MB-231 cells
reportedly promote migration of non-metastatic MCF-7 human breast cancer cells,
but the precise content of these EVs and their role in this process were not defined.

This led us to propose the following hypothesis: CAV1 in extracellular
vesicles increases the migratory and invasive potential of breast cancer cells in
vitro and in a breast cancer xenotransplant model in vivo. Therefore, the main
goal of this thesis was to evaluate the migratory and invasive capacity in vitro and
metastatic breast cancer cells in vivo in a xenotransplant model exposed to EVs
containing CAV1. To address the working hypothesis, the following specific
objectives were proposed: (1) To purify and characterize extracellular vesicles from
human metastatic and non-metastatic breast cancer cell lines; (2) To study the effect
of CAV1-containing EVs on migration and invasion in vitro of human breast cancer
cell lines; (3) To evaluate the protein content by mass spectrometry of EVs from the
three breast cancer sub lines MDA-MB-231 WT, shC and shCAV1; and finally (4)
To evaluate the metastatic potential in vivo in a murine xenotransplant model
inoculated intraperitoneally with EVs containing or not CAV1.

The results showed that we were able to isolate an EV preparation enriched
in vesicles of <200 nm in diameter, which is characteristic of exosomes. The EVs
were purified from conditioned media of the human metastatic breast cancer cell
lines, MDA-MB-231 and MDA-MB-231(shC), both expressing elevated endogenous
levels of CAV1, as well as from cells lacking CAV1, such as MDA-MB-
231(shCAV1) cells. This characterization was complemented by transmission
electron microscopy of the isolated vesicles, which revealed that vesicles were

around 100 nm in diameter. Finally, by western blotting, CAV1 was detected
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together with exosome markers in vesicles from MDA-MB-231 WT and shC but not
in MDA-MB-231(shCAV1) EVs.

To evaluate the biological effects of vesicles with or without CAV1 on
metastatic or non-metastatic breast cancer cells, migration and invasion parameters
of these cells were evaluated following exposure to EVs. Regardless of the cell type
that was used as a recipient cell, those cells that were treated with EVs containing
CAVL1 increased their migratory and invasive potential in comparison with cells that
were either not treated or treated with EVs lacking CAV1.

Analysis by mass spectrometry revealed the presence of specific
proteins related to cell adhesion, such as Cyr61, tenascin (TNC) and S100A9 only in
MDA-MB-231 WT and shC EVs but not in EVs from MDA-MB-231 lacking of
CAVL1. These results were confirmed by western blotting analysis.

In order to evaluate the role of CAV1 in EVs in a murine carcinoma model,
these vesicles were injected intraperitoneally together with metastatic or non-
metastatic breast cancer cells into recipient mice. For animals inoculated with cells
plus EVs containing CAV1, the number of tumor cells found in the ascitic fluid
generated within the peritoneal cavity was dramatically increased. Also, a substantial
increase in the tumor mass in spleen/pancreas and mesentery was observed in these
mice compared to those animals that were either not treated, treated only with cells
or treated with cells plus EVs that did not contain CAV1. It should be noted that
again these effects of CAV1-containing EVs were observed regardless of whether
the reciepient breast cancer cell type employed in these experiments expressed

CAVL1 or not. Thus, the biological effects of these vesicles in the recipient cell
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appear not to be attributable to CAV1 per se, but rather to depend on differences in

the molecular cargos that are incorporated into EVs in the presence of CAV 1.
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1.- INTRODUCCION

A.- Cancer de mama

El cancer de mama es el segundo cancer mas comun diagnosticado en el mundo,
afectando a 1 de cada 8 mujeres durante su vida (Torre y cols., 2015) por lo que
corresponde a una de las neoplasias malignas que mas se asocia a mortalidad en el
género femenino a nivel mundial (Bray y cols., 2018). En Chile, es el cancer mas
frecuente, en donde se registran 40 casos por cada 100.000 mujeres (Banegas y cols.,
2012). Reportes clinicos recientes de la Sociedad de Mastologia, indican que 4 mujeres
mueren al dia por cancer de mama en nuestro pais (datos no publicados), lo que
posiciona a esta neoplasia en segundo lugar entre las causas de muertes dados por
cancer en este genero. El cancer de mama puede encontrarse en una etapa previa a la
invasion, en forma de carcinoma in situ de los conductos o lobulillos mamarios, lo que
constituye un factor de riesgo para el desarrollo de un carcinoma ductal o lobulillar

invasivo (Figura 1).
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Figura 1: Tipos de carcinoma mamario. Esquema de los dos tipos de carcinoma mamario: A)
Se muestra el tejido normal de un l6bulo (superior) y de un conducto mamario (inferior), los
cuales pueden derivar en el desarrollo de cancer, como se indica con la flecha. B) Se muestra la
proliferacion de células anormales (en verde) en un I6bulo mamario, dando lugar al desarrollo
de un carcinoma lobulillar in situ o CLIS (superior). En la parte inferior, se muestra
proliferacion de células anormales (en verde) en el lumen del conducto mamario, llevando al
desarrollo de un carcinoma ductal in situ (CDIS). Imagen modificada de ref. 1.



La progresion de células tumorales hacia un estado metastasico implica la adquisicion
de ciertas caracteristicas distintivas, tales como el aumento de sefializacion mitogénica,
desensitivizacion en respuesta a sefales inhibitorias de crecimiento, potencial de
replicacion ilimitado, resistencia a apoptosis, induccién de angiogénesis, migracion e
invasividad elevada junto con la adquisicion de resistencia a multiples drogas (Hanahan
y Weinberg, 2011). Teniendo en cuenta esto ultimo, se ha descrito que muchas de estas
caracteristicas son potenciadas por la expresion de Caveolina-1 (CAV1), involucrando a
esta proteina en la progresion del cancer (Ravid y cols., 2006; Nufiez-Wehinger y cols.,

2014; Chatterjee y cols., 2015).

B.- Caveolina-1y su rol en cancer

CAV1 es una proteina integral de membrana de 21-24 kDa que representa el
componente proteico principal de una estructura de composicién lipidica caracteristica
de la membrana plasmatica denominada Caveola (50 — 100 nm) (Figura 2C), cuya
génesis dependen también de la presencia de otras proteinas denominadas Cavinas (no
mostrados). CAV1 se ha visto implicada en una amplia variedad de funciones como
endocitosis, trafico de vesiculas, homeostasis de colesterol, regulacion del recambio de
proteinas, transporte y almacenaje de lipidos (procesos dependiente de caveolas), como
también en sefializacion y muerte celular, que en los Ultimos casos puede ocurrir en
forma independiente de caveolas (Boscher y cols., 2012; Quest y cols., 2008; Quest y
cols., 2013). Cabe sefialar, que esta proteina es capaz de interactuar y regular la
actividad de varias proteinas de sefializacion (Quest y cols., 2008) a través de su
dominio de andamiaje (Figura 2B). Sin embargo, es importante destacar que también
existen interacciones de proteinas con CAV1 que son independientes del dominio de

andamiaje.
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Al momento de evaluar la expresion de CAV1 tanto en lineas tumorales, como en
muestras de tumores humanos de distinto origen, los resultados han sido ambiguos. Ya
que se ha observado que CAV1 muestra un comportamiento dual segin el tipo/etapa del
tumor del que se trate, contexto celular o disponibilidad de moléculas capaces de
interactuar con CAV1 (Quest y cols., 2004; Burgermeister y cols., 2008; Williams y
cols., 2006; Felicetti y cols., 2009). Un ejemplo de esto ultimo, es el complejo que se
forma entre CAV1 y E-cadherina en la membrana plasmatica. En este caso, en células
tumorales en donde se observa la presencia de E-cadherina, una proteina transmembrana
implicada en adhesion celular, el rol de CAV1 es de caracter anti-proliferativo y pro-
apoptdtico, dado que CAV1 promueve la secuestracion de p-catenina hacia la
membrana plasmatica disminuyendo de esta manera la expresion de genes como
survivin y ciclooxygenasa-2. En células metastasicas de colon, melanoma y de mama en
donde E-cadherina esta ausente, CAV1 pierde la capacidad de impedir la expresion de
estos genes y por el otro lado desarolla un papel pro-metastasico (Torres y cols., 2006,

2007; Rodriguez y cols., 2009; Urra y cols., 2012). Esto tambien se corrobor0 in vivo,



mostrando que al sobre-expresar CAV1 junto con E-cadherina en estas mismas células,
el efecto supresor era extremadamente potente, mostrando incluso que en algunos
animales se formaran tumores de vollimenes tumorales bajo los 100 mm?® al dia 26,
mientras en el grupo control ya al dia 14 superaba los 1000 mm?3. Soprendentemente, la
sobre-expresion de CAV1 por si sola sin E-cadherina en células B16F10 de melanoma
murino tambien resultd en una disminucion en la formacion de tumores subcutaneos.
Sin embargo, el efecto era mucho menos pronunciado, pero indica que CAV1 tiene la
capacidad de actuar como supresor de tumores en ausencia de E-cadherina por
mecanismos que aln se estdn descubriendo, pero que probablemente involucran
regulacion/inhibicion de la comunicacién entre organelos intracelulares, como el
reticulo endoplasmico y las mitocondrias (Bravo y cols., 2018).

Por otra parte, al inyectar las mismas celulas con CAV1 (sin E-cadherina) en la vena de
la cola, CAV1 promovié el desarrollo de metastasis pulmonar en comparacién con
células control (Lobos-Gonzélez y cols., 2013). Entonces, paradéjicamente, CAV1 es
capaz de actuar como supresor de tumores y promotor de metastasis en las mismas
células y el rol que predomina dependeria principalmente de la via de
administracion/inyeccion de las células. Importantemente, estas mismas células al co-
expresar CAV1 y E-cadherina simplemente no desarrollaron tumores pulmonares
distinguibles in vivo (Lobos-Gonzélez y cols., 2013). Esto se explicaria en parte por qué
el incremento en la actividad de Rac-1 debido a CAV1 se pierde en presencia de
E-cadherina. Vale destacar que Rac-1 es miembro de la familia Rho GTPasas, cuya
actividad es responsable de la regulacion de varios comportamientos celulares,
incluyendo la migracion e invasion celular (Jaffe y cols., 2005; Davis y cols., 2013;

Nufiez-Wehinger y cols., 2014).



También se debe mencionar que el potencial metastdsico de células tumorales recae en
su capacidad de migracion e invasion en respuesta a cambios en la matriz extracelular
que rodean al tumor (Senetta y cols., 2013; Quest y cols., 2013). En lo que concierne a
CAV1, esta proteina es capaz de controlar la movilidad celular al interactuar con el
citoesqueleto y regular la interaccion celular con la matriz extracelular (Navarro y cols.,
2004). En células de cancer de mama metastasico humano, MDA-MB-231(shCAV1) en
donde se ha silenciado a CAV1 mediante un “small hairpin”, hay una disminucion en la
migracion, polarizacion y recambio de adhesiones focales en comparacion con celulas
MDA-MB-231 control (Urra y cols., 2012). En este contexto, otra de las funciones que
tiene CAV1 es regular la degradacion de la matriz e interactuar con diversas moléculas
(Goetz y cols.,, 2008), como por ejemplo, las metaloproteinasas (MMPs) que
corresponden a enzimas proteoliticas implicadas en invasion celular (Senetta y cols.,

2013).

Este rol dual de CAV1 también se ve reflejado a nivel de las modificaciones post-
traduccionales. Uno de estos ejemplos es la fosforilacion de tirosina-14 mediada por
proteinas tirosina quinasas no receptoras como Src, Fyn y Abl (Li y cols., 1996; Caoy
cols., 2002). La fosforilacion de este sitio aumenta en respuesta a varios estimulos,
como insulina (Mastick y cols., 1995; Mastick y cols., 1997; Kimura y cols., 2002),
radiacion ultravioleta (Volonte y cols., 2001), peréxido de hidrégeno (Cao y cols.,
2004), hiperosmolaridad (Volonte y cols., 2001) y estrés mecanico (Rizzo y cols.,
2003). Aqui, la fosforilacion de tirosina-14 ha sido asociada a la translocacion de esta
proteina y su agrupamiento con integrinas en adhesiones focales (Salanueva y cols.,
2007; del Pozo y cols., 2005; Ortiz y cols., 2016) lo que sugieren nuevamente su rol en

adhesion celular, migracion e invasion (Felicetti y cols., 2009).



La pregunta que surge ahora es de qué manera CAV1 es capaz de promover migracion e
invasion, favoreciendo metéstasis, considerando que este proceso en si es ineficiente
debido a que menos del 0,1% de las celulas diseminadas logran iniciar este proceso
(Weiss., 1990; Sugarbaker., 1993; Chambers y cols., 2002). Se tiene evidencia que
CAV1 esté enriquecido en el compartimiento endolisosomico de células de melanoma
humano, donde se sugiere que participa en la regulacion de algunas funciones de células
tumorales mediado por vesiculas, como por ejemplo el canibalismo celular que
generalmente se refiere a la capacidad de una célula de engullir a otra célula mas
pequefia (Lugini y cols., 2006). Sin embargo, otros han proporcionado evidencia que
indica que CAV1 también puede hacerlo como un componente de las vesiculas
extracelulares (EVs) (He y cols., 2015; Lazar y cols., 2015; Llorente y cols., 2004;
Logozzi y cols., 2009), donde incluso puede tener un papel como un posible
biomarcador para la progresion del cancer (Logozzi y cols., 2009; Cappello y cols.,
2017; Zhao y cols., 2018). En este contexto, postulamos que CAV1 puede lograr este
papel por la entrega a las células adyacentes dentro del mismo microambiente tumoral o
a sitios distantes para favorecer la formacion de un nicho premetastasico (Azmi y cols.,

2013; Felicetti y cols., 2009; Kahlert y cols., 2013; Senetta y cols., 2013).

C.- Rol de vesiculas extracelulares (EVs) en cancer

Las EVs son vesiculas compuestas por una bicapa fosfolipidica heterogénea, las cuales
son secretadas activamente por una variedad de células de mamiferos, especialmente en
células en division (Shao y cols., 2018). Su estudio las ha llevado a ser reconocidas
como promotores genuinos de la progresion del cancer dado que funcionan como
mediadores de la comunicacion mediante el intercambio de componentes entre células,

que varian desde acidos nucleicos a lipidos y proteinas, entre la célula de origen y las



células adyacentes, asi como también como tejidos distantes (van Niel y cols., 2018;
Zijlstra y cols., 2018). Con base en el conocimiento actual de su biogénesis, las
vesiculas extracelulares se pueden dividir ampliamente en dos categorias principales:
exosomas y microvesiculas (van Niel y cols., 2018).

Los exosomas son pequefias vesiculas de membrana (30 a 150 nm) que se
originan a partir del endosoma (Figura 3). Se almacenan como vesiculas intraluminales
dentro de cuerpos multivesiculares (MVBs) del endosoma tardio y son liberados cuando
estos cuerpos multivesiculares se fusionan con la membrana celular (Camussi G y cols.,
2010). Los exosomas son capaces de transportar proteinas citosélicas y de membrana,
como también moléculas de mRNA y RNAs no codificantes, siendo liberadas mediante
exocitosis por varios tipos celulares (van Niel y cols., 2018; Yang C y cols., 2011). Su
liberacion parece estar regulada bajo condiciones fisioldgicas y patolégicas. En cancer,
en particular existe un aumento sustancial de la liberacién de exosomas (Taylor y cols.,
2011; Logozzi y cols., 2009). Es por ello que se ha propuesto que cumplen un papel
pro-tumorigénico, facilitando la progresion tumoral y el desarrollo de metéstasis al

modificar el microambiente del hospedero (Senetta R y cols., 2013).

En los Gltimos afios, se ha investigado ampliamente la liberacién de exosomas a partir
de células neoplésicas en fluidos corporales, como sangre y orina (Welton y cols.,
2016). En el carcinoma mamario, se ha descrito que los exosomas que se originan a
partir de las células tumorales son capaces de convertir células madre mesenquimaticas
de tejido adiposo en miofibroblastos, los cuales constituyen una fuente rica en proteinas
remodeladoras de la matriz dentro del microambiente del tumor, ademas de participar
en la formacion de nuevos vasos sanguineos en este lugar (Kahlert C y cols., 2013). Por

otro lado, se sabe que la liberacion de exosomas a partir de las células tumorales



metastasicas 4T1 de cancer de mama es dependiente de Rab27a, una GTPasa pequefa
capaz de regular exocitosis de endosomas multivesiculares (Bobrie A 'y cols., 2012). Se
ha visto que el blogueo de la secrecion de exosomas mediante la inhibicion de esta
proteina conduce a una disminucion en el crecimiento del tumor primario, como
también una disminucién en la metastasis al pulmén (Kahlert C y cols., 2013). Por otro
lado, se tienen registros de que exosomas de la linea celular de cAncer de mama humano
metastasico MDA-MB-231 son capaces de promover migracion en células de cancer de
mama humano no metastasico, como MCF-7 (Harris y cols., 2015). Con estos ejemplos
se evidencia que este tipo de vesiculas condiciona el microambiente tumoral y sitios

distantes a éste, potenciando de esta manera el desarrollo de metastasis.
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Figura 3: Modelo de biogénesis de vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares se pueden dividir ampliamente en dos categorias principales:
exosomas y microvesiculas. (1) Las microvesiculas son generadas por yemacion a partir de la
membrana plasmatica y son ricas en selectinas e integrinas. Continta en la siguiente pagina



(2) Los exosomas que se caracterizan por contener una variedad de moléculas como
tetraspaninas, mMRNA y miRNA, corresponden a vesiculas intraluminales formadas por la
invaginacion de la membrana endosomal durante la maduracion de los endosomas
multivesiculares. (3) Los exosomas son secretados cuando estos endosomas multivesiculares se
fusionan con la superficie celular o (4) son enviadas a lisosomas para su degradacion (van Niel
y cols., 2018 y ref. 2)

En lo que concierne el estudio del transporte de CAV1, esto ha sido corroborado desde
un principio por registros de su secrecion en pancreas, glandulas salivales (Liu y cols.,
2002), osteoblastos (Sawada y cols., 2007) y en cancer (Tahir y cols., 2001). Lo que es
mas, la secrecion de esta proteina se ha visto asociada a microvesiculas liberadas por
células de cancer de préstata o prostasomas, los cuales son capaces de potenciar
tumorigenicidad in vitro e in vivo (Tahir y cols., 2001; Llorente y cols., 2004; Ayala y
cols., 2006; Bartz y cols., 2008). Aqui cabe recalcar que CAV1 se ve presente en
prostasomas derivados de pacientes con cancer de préstata, no asi en pacientes sanos
(Tahir y cols., 2006). Esto ultimo también se ha visto en un modelo murino con
elevados niveles de exosomas que contienen CAV1 en comparacion con ratones sanos,
lo que también fue observado en pacientes humanos con melanoma en comparacién con
pacientes sanos (Logozzi y cols., 2009; Lazar y cols., 2015). Como consecuencia, la
deteccion de CAV1 en estas vesiculas puede representar una caracteristica distintiva de
cancer de naturaleza agresiva que identifica a pacientes con mal prondstico (Senetta y
cols., 2013).

Dentro de estos antecedentes, cabe recalcar que el grupo de He y cols identificé a
CAV1 como una de las moléculas pro-tumorigénicas presente en exosomas de lineas de
cancer hepéatico metastasico capaces de potenciar migracion e invasion en células

inmortalizadas de higado (He y cols., 2015).



En este proyecto se enfoco en estudiar el rol de CAV1 en EVs y cOmo esta proteina es
capaz de favorecer migracion e invasion celular en cancer de mama. En este estudio, se
postuld que el rol pro-metastasico de CAV1 podria estar desencadenado tanto por su
propio rol promotor de metéstasis que podria conducir a la activacion de Rac-1 y con
ello a un aumento de la capacidad invasiva de las células tumorales (Urra y cols., 2012;
Lobos-Gonzéalez y cols., 2013), como también este rol podria ser potenciado por la

interaccion de CAV1 en las EVs con otras moléculas.
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RESUMEN DE LOS ANTECEDENTES:

1. El cancer de mama es una de las neoplasias malignas que més se asocia a mortalidad
en el género femenino en Chile y la metastasis es la causa de més de un 80% de las
muertes asociado a cancer.

2. Caveolina-1 (CAV1) promueve migracion e invasion en modelo in vitro de cancer de
mama metastésico humano MDA-MB-231.

3. Pacientes con cancer avanzado presentan elevados niveles de vesiculas extracelulares
con CAV1 en comparacion con individuos sanos.

4. Exosomas de células metastasicas MDA-MB-231 son capaces de promover
migracion en células de cancer de mama humano MCF-7 de caracter no metastésico.
Esto nos lleva a preguntar, ¢;Encontraremos CAV1 en EVs de lineas de cancer de mama
metastasico? ; CAV1 en EVs tendra un rol pro-metastéasico en cancer de mama? En base

a estos antecedentes, se propone la siguiente hipotesis:

HIPOTESIS
CAV1 en vesiculas extracelulares aumenta el potencial migratorio e invasivo in vitro en
celulas de cancer de mama e in vivo en un modelo de xenotrasplante de cancer de

mama.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la capacidad migratoria e invasora de células de cancer de mama in vitro y
metastasica in vivo en un modelo de xenotrasplante mamario expuesto a EVs que

contienen CAV1.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Purificar y caracterizar vesiculas extracelulares de las lineas celulares humanas
de cAncer de mama metastasico y no metastésico.

1.1 Purificacién de EVs.

1.2 Caracterizacion de EVs (Western blot, microscopia electronica de transmision).

1.3 Cuantificacion de EVs (BCA, Exo-ELISA, analisis de seguimiento de particulas).

2.- Estudiar el efecto de EVs con CAV1 en las propiedades de migracion e invasion
in vitro en lineas celulares de cancer de mama humano.

2.1 Evaluar potencial migratorio e invasivo.

3. Determinar el perfil protedmico de EVs de las sublineas de cancer de mama
MDA-MB-231 WT, shC y shCAV1.

3.1 Identificacion de contenido proteico de EVs mediante espectrometria de masas.

4. Evaluar la capacidad metastasica en un modelo murino de xenotrasplante
inoculado por la via intraperitoneal con EVs que contienen CAV1.

4.1 Evaluar el crecimiento de tumores y metastasis en ratones BALB/c NOD/SCID
inoculados con la linea celular MDA-MB-231 y T47-D junto con EVs derivados de

MDA-MB-231 y de sus sublineas.
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2. METODOLOGIA

Tabla 1: Lista de reactivos utilizados

NOMBRE ABREV. DESCRIPCION | FABRICANTE | N° CAT.
Puromicina - Antibiotico de Sigma P8833
seleccion
Medio Roswell Park
Memorial Institute RPMI Medio de cultivo Gibco Life 23400-021
1640 Technologies
Suplemento para Biological 0400112
Suero fetal bovino SFB medio de cultivo Industries
Penicilina/ Mezcla de Gibco Life 15640-055
Estreptomicina PSN antibidticos Technologies
Tampon fosfato Gibco Life
Tampon fosfato salino | PBS 1X salino Technologies 70013
- Tripsina Gibco Life 25200072
Tripsina-EDTA recombinante Technologies
Reactivo ThermoFisher 23223y
Acido bicinconinico BCA cromogénico Scientific 23224
Solucion de
perdxido de Biological 20-500-
EZ-ECL - hidrégeno, luminol Industries 1000
y un compuesto
fendlico
Tampon A - Componente de kit | Cell Guidance | EX01-25
Exospin™ Systems
Disacarido no 15503-022
Sacarosa - reductor compuesto Invitrogen
de glucosa y
fructosa
Tris - Tris base Sigma T3253
Paraformaldehido - Polioximetileno Sigma P6148
Solucion de
Glutaraldehido dialdehido glutarico Sigma G5882
- Solucion de tincion 6159-44-0
Acetato de uranilo negativa SPI supplies
Detergente
Dodecilsulfato sodico SDS denaturante US Biological | 151-21-3
anionico
Detergente
Igepal ® CA-630 NP-40 no denaturante Sigma 13021
no-idnico
B6506,
Benzamidina/ Mezcla de Sigma, 178220y
Antipaina/Leupeptina BAL inhibidores de Calbiochemy L-2050
proteasas US biological
Fluoruro de PMSF Inhibidor de Sigma P7626

fenilmetilsulfonilo

proteasas de serina
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Ortovanadato de OVA Inhibidor de Sigma S6508
sodio fosfatasa
Detergente
TWEEN® 20 Tween no denaturante Sigma P1379
no-ionico
Tampon de lisis
Tampén RIPA RIPA celular y extraccion Thermo 89900-
de proteinas Scientific 89901
Gel de
Bolt™ 10% Bis-Tris - poliacrilamida Thermo NwWO00100
Plus prefabricado Scientific BOX
Simply Blue Safe - Tincion de Invitrogen LC6060
Stain Coomassie G-250
Solucion de
Bicarbonato de NH4HCO3 bicarbonato Sigma 1066-33-7
amonio alcalino
15-508-
Ditiotreitol DTT Agente reductor Invitrogen 013
1G125-
Acido yodoacético IAA Agente alquilante Sigma 10G
Tripsina para
Trypsin Gold - espectrometria de Promega V528A
masa
- Acido carboxilico 64-18-6
Acido férmico moderado Sigma
Disolvente aprotico
Acetonitrilo ACN polar Sigma 270717
Acido carboxilico 76-05-1
Acido trifluoroacético TFA fuerte Sigma
Fibronectina humana FN Glicoproteina de Gibco 33016-015
matriz extracellular
Cristal violeta - Colorante de Sigma C-6158
triarilmetano
Metanol - Alcohol metilico Merck 106009
Detergente
Triton X-100 - no denaturante Merck 108.603
no-idnico
Dihidrocloruro de 4 ', Contratincion
6-diamidino-2- DAPI nuclear y Sigma D9542
fenilindol cromosomica
- Mucoadhesivo
Mowiol hidrocoloide Calbiochem 475904
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soluble en agua a
base de poli alcohol

vinilico
Suero fisiologico al NaCl Solucion esteril de | Ortopedias mas | SKU 487
0.9% 0.9% cloruro de sodio vida

A.- Cultivo de lineas celulares

La linea celular de céncer de mama humano MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26)
denominado WT (Wild type) o parental corresponde a un adenocarcinoma metastasico
derivado del liquido pleural. A partir de esta Gltima se utilizaron sus sublineas celulares
MDA-MB-231(shCAV1) que incorpor6 de manera estable el plasmidio pLKO.1
(seleccion con puromicina 2 pug/mL) que codifica un “short hairpin” dirigido contra
CAV1 (Urray cols., 2012) y la sublinea celular MDA-MB-231(shC) que incorpora un
“short hairpin” no relacionado. Estas lineas celulares se cultivaron en botellas T225cm?
(Nunc) en medio RPMI suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) y mezcla
de antibidticos (estreptomicina 10 ug/mL y penicilina 10000 U/mL) (Tabla 1). La linea
celular de cancer de mama humano T47-D (ATCC ® HTB-133) corresponde a un
carcinoma ductal derivado del liquido pleural, y fue cultivada en botellas T75cm?
(Nunc) en medio RPMI suplementado con 10% de SFB y mezcla de antibidticos.
Cuando ambas lineas celulares alcanzaron una confluencia de un 70-80%, se realizo el
subcultivo, en donde se descartd el medio y luego se lavd con PBS estéril. Luego las
células fueron incubadas con Tripsina/EDTA por 5 min a 37°C, donde la cantidad de
tripsina a agregar dependio de la botella que se utilizo, en caso de T225 se agregé 3 mL
y en T75 se agregd 1mL. Una vez que éstas células se soltaron completamente de la
superficie de las botellas, fueron recolectadas mediante pipeteo, agregando 5 mL de
medio de cultivo. Luego se centrifugd a 300 x g por 5 min y el sedimento obtenido se

resuspendid en medio de cultivo fresco y se agregd 0.5 mL de esta suspension a una
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botella T225 o T75 dependiendo el caso, la cual contenia 39.5 mL 0 9.5 mL de medio
de cultivo respectivamente. Las lineas celulares se incubaron a 37°C en una atmosfera

con 5% de CO- en incubadora (HERA cell 150).

B.- Preparacion de suero fetal bovino libre de vesiculas extracelulares (EVs) (SFB
EV-Free)

El SFB se distribuy6 en 6 tubos (Thinwall Ultra-Clear, Beckman Coulter) con 23 mL en
cada uno. Luego se centrifugd a 100.000 x g durante 18 h a 4°C usando un rotor SW28
en una ultracentrifuga Beckman Coulter XPN-90 (Théry y cols, 2006). Una vez
finalizado este proceso, se recolect6 el sobrenadante de cada tubo y se filtr6 en filtros de
jeringa de 0.2 um (GE Healthcare). Después de este paso, el SFB fue almacenado a

-20°C hasta su posterior uso en la preparacion de medios de cultivo.

C.- Optimizacién del protocolo de ultracentrifugacion para obtencion de EVs
Cabe mencionar que debido a la discrepancia hallada en la literatura en cuanto al
rendimiento obtenido usando los protocolos de purificacion de EVs mediante
ultracentrifugacion a partir de sobrenadante de lineas celulares tumorales (Melo y cols.,
2014; Lazar y cols., 2015; He y cols., 2015; Greening y cols., 2015; Théry y cols.,
2006), se decidio al inicio de este proyecto optimizar dicho protocolo utilizando primero
a nuestro modelo de estudio, la linea celular de cancer de mama metastasico humano
MDA-MB-231, luego se aplico el protocolo ya optimizado en las sublineas celulares
MDA-MB-231(shC) y MDA-MB-231(shCAV1) y posteriormente en la linea celular de
cancer de mama no metastasico humano, T47-D.

Entre los 5 protocolos evaluados (ver tabla 2), la mayor diferencia esta en el uso

del filtro de 0,2 pm al inicio del protocolo (Protocolo 1) o previo al uso de la
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ultracentrifuga (Protocolo 4), como también el uso de un filtro de 0,45 pum previo al uso

de la ultracentrifuga (Protocolo 5) o la ausencia de un filtro (Protocolo 2 y 3) pero con

el uso de un colchon de sacarosa (25%) en el protocolo 3.

Tabla 2: Describe los protocolos de ultracentrifugacion* mas relevantes utilizados para
purificar EVs a partir de la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-231

Sobrenadante de linea celular de cancer de mama metastasico MDA-MB-231

Protocolo 1 | Protocolo 2 | Protocolo 3 | Protocolo4 | Protocolo 5
Volumen de 600 mL 120 mL 120 mL 420mLy 120 mL
sobrenadante 120 mL
inicial
Uso de filtro Si, filtro de NO NO NO NO
0,2 um
Centrifugacion a NO Si Si Si Si
2000 x g
Centrifugacion a Si,30min | Si,45min | Si, 45 min Si, 45 min Si, 45 min
12.000 x g
Uso de filtro NO NO NO Si, filtrode | Si, filtro de
0,2 um 0,45 um
Colchén de NO NO Si NO NO
sacarosa 25%
Ultracentrifugacion | Si, 70 min | Si, 120 min | Si, 120 min Si, 90 min Si, 90 min
103.000 x g | 103.000 x g | 103.000x g | 110.000x g | 110.000 x g
Lavado con PBS Si Si Si Si Si
1X
Ultracentrifugacion | Si, 70 min | Si, 120 min | Si, 120 min Si, 90 min Si, 90 min
103.000x g | 103.000 x g | 103.000x g | 110.000x g | 110.000 x g
DLS Si Si Si Si Si
MET Si NSR NSR Si Si
ELISA Si NSR NSR Si NSR
Si NSR NSR Si, pero con NSR
un volumen
Western blot inicial de
420 mL de
sobrenadante

e NSR: No se realizé
e MET: Microscopia electrénica de transmisién
e DLS: Dynamic Light Scattering (Dispersion de luz dinamica)
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D.- Cuantificacion de muestras de EVs obtenidos por ultracentrifugacion*
mediante ELISA

Las muestras de EVs obtenidas por ultracentrifugacion fueron cuantificadas utilizando
el kit EXoELISA de System Biosciences. Para esto, se evaluaron volumenes equivalentes
de muestras de EVs en los pocillos de la placa de microtitulacion: ExoELISA CD63
(EXOEL-CDG63A-1), los ensayos se realizaron de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

E.- Purificacién de EVs mediante Exospin™

El sobrenadante recolectado, se centrifug6 a 2.000 x g por 10 min a temperatura
ambiental para eliminar restos celulares. Este sobrenadante se centrifugd nuevamente a
3.000 x g por 5 a 15 min a 4°C utilizando la Unidad de Filtro Amicon Ultra-15 (Merck
Millipore). Del sobrenadante concentrado que se obtuvo, se aislaron EVs utilizando el
Kit Exospin™ (Cell Guidance Systems) de acuerdo a las instrucciones del fabricante
con algunas modificaciones. Para ello, este concentrado se incubd con Tampon A
durante toda la noche a 4°C y en rotacion. Luego se centrifugd a 16.000 x g durante 1 h
a 4°C, donde se descarto la fraccion soluble y el sedimento se resuspendié en 100 pL de
PBS y se mantuvo en hielo. Paralelamente, se removio6 el tapon de la columna y se
centrifugo a 100 x g durante 1 min a 4°C para eliminar el tampon presente en la parte
superior de la columna. Luego se afiadié 200 uL. de PBS y se centrifugd a 100 x g
durante 1 min a 4°C para equilibrar la columna. Se agregé la muestra obtenida
anteriormente en la parte superior de la columna y se centrifug6 a 100 x g durante 1 min
a 4°C y se descarto el eluido. Se coloco la columna en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se

anadié 200 pL de PBS en la parte superior de la columna y se centrifugé a 100 x g
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durante 1 min a 4°C. Lo eluido contiene EVs, los cuales fueron almacenados a -80°C

hasta su posterior uso.

F.- Purificacion de EVs mediante ultracentrifugacion

El sobrenadante se centrifugé a 2000 x g durante 10 min usando la centrifuga 3S +
Thermo Scientific Multifuge refrigerada para eliminar vesiculas méas grandes asi como
restos celulares. Luego, el sobrenadante se centrifugd adicionalmente a 12000 x g
durante 10 min utilizando el rotor Hitachi R15A y la centrifuga de alta velocidad
VX22G. Después de la centrifugacion, el sobrenadante se recuper6 y se centrifugé a
100.000 x g durante 2 h usando un rotor de &angulo fijo 70Ti Beckman en la
ultracentrifuga Sorvall a 4°C (Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.) (Thermo Fisher
Scientific). El sobrenadante se descartd y el sedimento de aproximadamente 500 pL se

almacend a -80°C (Protocolo modificado de Salomon y cols., 2013).

G.- Andlisis de tamafio de EVs mediante dispersion de luz dindmica (DLYS)

El andlisis del tamafio de las particulas se llevé a cabo 3 veces con el instrumento de
difraccién de laser (Malvern Zetasizer Nano ZS90; Malvern Instruments Ltd., Malvern,
UK). Una alicuota de 10 pL de una muestra de EVs se diluyo6 en hasta 500 pL. de PBS
filtrado y luego fue transferido a cubeta de plastico para su lectura. El tamafio de las
particulas se midio cada 30 seg de lo que durd el analisis. Los resultados fueron

grabados automéaticamente.

H.- Andlisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA)
Las muestras de EVs se diluyeron en una razon 1:200 en PBS estéril para obtener entre

10 y 100 particulas por campo. El equipo NanoSight NS300 (NanoSight NTA 2.3
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Anélisis de seguimiento de nanoparticulas, version 0033, NanoSight Ltd) se usé para
medir la concentracion y el tamafio de particulas en un sistema de dispersion de luz
mediante el propio movimiento browniano de las particulas (Zeringer y cols, 2013). Se
establecié que la cAmara captura 3 videos con una duracion de 30 seg por muestra.
Luego, los videos fueron analizados y se determind el promedio y moda de las
particulas contenidas en la muestra, como también se realiz6 una aproximacion a la

cantidad total de particulas.

I.- Microscopia electrénica de transmision (MET)

Los EVs se resuspendieron en paraformaldehido al 2% en PBS frio y se mont6 sobre
una grilla de cobre 300-mesh recubierta de formvar (Fermelo). Luego se fijo la muestra
con glutaraldehido al 1% en PBS frio y se dejo incubar durante 5 min para asi
estabilizar la inmunoreaccion. Posteriormente se lavd la muestra con agua destilada
estéril y se agrego6 una solucion de acetato de uranilo al 4% a pH 7.0 y se esper6 durante
5 min. Finalmente las imagenes fueron adquiridas en un microscopio electrénico de
transmision Philips Tecnai 12 BioTwin perteneciente a la Facultad de Ciencias

Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catélica de Chile.

J.- Purificacion y cuantificacion de proteinas totales

Para la extraccion de proteinas, se tripsinizaron los cultivos celulares y se recolectd
entre 5x10° a 1x10° células. La suspension obtenida se sometié a centrifugacion a
13.000 x g durante 2 min a 4°C. Luego, dependiendo de la cantidad de sedimento
obtenido, se coloco (30 6 50 uL) el buffer de sonicado 100X (SDS 10% y NP-40) mas
el mix de inhibidores de proteasas compuesto por BAL 1000X; PMSF 500X y OVA

50 mM (Tabla 1) disueltos en PBS. Cada muestra en hielo fue sonicada 2 veces durante
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15 seg. Subsecuentemente, se preparé una dilucion 1:10 del extracto para la
cuantificacion de las muestras de proteinas haciendo uso del kit BCA Protein Assay
(Pierce, Rockford, USA) en una placa de 96 pocillos en un espectrofotometro
UltraQuant. En cuanto a la muestra de EVs, 50 puL de tampén de sonicado fue afiadido a
50 puL de muestra. Se homogenizd, procurando dejar el sedimento completamente
disgregado. La muestra de EVs mantenida en hielo fue sonicada 3 veces durante 5 seg
cada vez.

La cuantificacion proteica se realizé con el método del &cido bicinconinico o BCA
(catdlogo No. 23223 y 23224 ThermoFisher Scientific, Grupo Bios) utilizando
seroalbmina bovina (BSA) (200 mg/mL) como proteina patron para la curva de
calibracién medida a 562 nm de absorbancia en el equipo UltraQuant. El extracto

proteico se conservo a -80°C hasta su posterior uso.

K.- Electroforesis y electrotransferencia

Los extractos proteicos se cargaron en un gel de poliacrilamida/SDS al 12.5% y se
resolvieron realizando la electroforesis a un voltaje constante de 100 V durante
alrededor de 150 min. Luego, se realizd la electrotransferencia hacia la membrana de
nitrocelulosa a 100 V por 75 min en presencia de hielo. Al finalizar la transferencia, se
desmonto el sistema. Las membranas se bloquearon en leche descremada 5% PBS-
Tween 0,1%. Luego se incubaron con el primer anticuerpo (Tabla 3) y posteriormente
se lavo la membrana 3 veces durante 5 min en PBS/Tween 0,1% para luego incubar con
el segundo anticuerpo HRP acoplado a peroxidasa. La reaccion se revelé por
quimioluminiscencia EZ-ECL (tabla 1). Se realizd la adquisicion de imagenes a

distintos tiempos mediante camara digital Hamamatsu (Discovery Gene Xpress).
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Tabla 3: Anticuerpos utilizados en Western blot

Anticuerpo primario (Preparado en Anticuerpo secundario (Preparado en
leche 5% disuelto en PBS 1X; Tween leche 5% disuelto en PBS 1X: Tween
0,1%) 0,1%)
Cyr61 (1:200) Santa Cruz
monoclonal
Tenascina (2:1000) Rockland
monoclonal
S100A9 (1:50) ThermoFisher
monoclonal Scientific
[-actina (1:1000) Abcam
monoclonal Anti-Ratdn Calbiochem
CD9 (1:200) Santa Cruz (1:5000)
monoclonal
TSG101 (1:200) Santa Cruz
monoclonal
Alix (2:1000) Cell signaling
monoclonal
VE-cadherina Abcam
(1:1000)
monoclonal
Lactadherina Santa Cruz
(1:1000)
monoclonal
Caveolina-1 BD Transduction
(1:20000) policlonal Laboratories Anti-Conejo Calbiochem
(1:3000)
Calnexina (2:1000) | Novus biological
policlonal

L.- Preparacion de muestras para el analisis de perfil proteémico utilizando
Cromatografia Liquida-Espectrometria de Masas (LC-MS/MS)

Las proteinas se extrajeron de EVs obtenidos a partir de células MDA-MB-231 WT,
MDA-MB-231(shC) y MDA-MB-231(shCAV1). Estas se prepararon para
espectrometria de masa en tandem o MS/MS usando una serie de etapas de reduccion,
alquilacidn, digestion de proteinas y desalinizacion, asi como fraccionamiento en gel. Se
diluyeron 35 pg de muestras de EVs en tampén RIPA (sin inhibidor de proteasas) para

alcanzar un volumen total de 30 pL por muestra. Luego, cada muestra se sonico durante
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10 min a temperatura ambiental para garantizar que las EVs se lisaron por completo.
Las muestras se resolvieron en un 10% de Bis-Tris Gel (Invitrogen) y se visualizaron
usando la tincién Simply blue Safe (Invitrogen). El carril que contiene la muestra se
dividio en 3 fracciones y cada fraccion se cort6 en rodajas de gel de 1 mm y luego se
destifieron usando 200 pL de bicarbonato de amonio (NHsHCOs3, 50 mM) y acetonitrilo
(ACN) seguido de 50 pL de ditiotreitol (DTT, DTT 10 mM diluido en NHsHCO3 100
mM) para reducir las muestras. Posteriormente, estas se colocaron en un bloque de
calentamiento durante 30 minutos a 56 °C y luego se alquilaron usando 70 pL de &cido
yodoacético (IAA, IAA 50 mM diluido en NHsHCO3 100 mM). Una vez que se finalizé
la incubacidn, las muestras se digirieron con 60 pL de Tripsin Gold (Promega) y se
incubaron toda la noche a 37 ° C. Se afiadi6 acido formico a las muestras para extraer
los péptidos del gel y se secaron en una centrifuga de vacio. A continuacion, cada
muestra se reconstituy6 en 200 pL de 0,1% (v/v) de acido trifluoroacético (TFA) y se
eluyd6 en 500 pL de diferentes proporciones de 0,1%(v/V)TFA/ 50%ACN;
0,1%(v/v)TFA/ 80%ACN y 1%(v/v)TFA/ 100%ACN usando una placa de 96 pocillos
de extraccion en fase sélida C18 (Shimadzu). Las muestras secas se resuspendieron en
100 pL de acido formico al 0,1% vy se transfirieron a viales de muestras automaticas de

vidrio con rosca de tornillo (Thermo Fisher).

M.- Andlisis de datos de espectrometria de masas e identificacion de proteinas

Los péptidos se analizaron mediante cromatografia liquida (LC)/espectrometria de
masas (MS) en tdndem o LC-MS/MS en un espectrometro de masas TripleTOFR 5600
(ABSciex) equipado con un sistema Eksigent 1D + NanoLC acoplado a un sistema
cHIPLC. Una vez inyectados en la columna, las mezclas de péptidos resultantes se

separaron usando un gradiente lineal de Tampdn A que contenia 0.1% de acido
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férmico/agua y Tampdn B que contenia acetonitrilo/0.1% de &cido formico (Salomon y
cols., 2013). Los espectros MS/MS se recogieron usando la adquisicion dependiente de
la informacion (IDA) con un escaneo topogréfico (m/z 350-1500) junto con 25 escaneos
de iones producto dependiente de datos de los 25 iones precursores mas intensos. Todos
los espectros de masas se analizaron utilizando el software Protein Pilot™ con el
método Paragon como motor de bdsqueda teniendo de referencia la base de datos
Uniprot (estableciendo humano como especie por defecto). La tasa de descubrimiento
falso (FDR) se estimd utilizando una base de datos de secuencias invertidas. Los datos
fueron sometidos a andlisis de ontologia y via utilizando el analisis de proteinas a traves
de la herramienta de relaciones evolutivas (PANTHER: Andlisis de proteinas mediante
relaciones evolutivas; http://www.pantherdb.org) y algoritmos de ontologia genética y

clasificados segun el proceso bioldgico y categorias de funciones moleculares.

N.- Pre-tratamiento de células T47-D, MDA-MB-231 y MDA-MB-231(shCAV1)
con EVs

Se sembraron 3,5 x 10° células T47-D o 2,5 x 10° células MDA-MB-231/MDA-MB-
231(shCAV1) en placas de 6 cm (Nunc). Al dia siguiente, el medio de cultivo de cada
una de las placas se reemplazé por medio RPMI con 5% SFB libre de vesiculas. A cada
placa se le afiadieron 10 ug de proteina total de EVs de MDA-MB-231 WT, MDA-MB-
231(shC) o MDA-MB-231(shCAV1), es decir, 3,3 pg/mL. Las células fueron tratadas

con EVs durante 24 h, para luego realizar ensayos funcionales.

N.- Ensayo de Migracion
Se sembrd 1 x 10° células tratadas o no con EVs en ausencia de suero en un transwell de

6.5 mm de didmetro que posee una membrana de policarbonato con poros de 8 um
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(Catalogo N° 3422 Genexpress), previamente cubiertos con 100 puL. de fibronectina
(2 pg/mL en PBS). Las células se dejaron migrar en ausencia de suero por 5 h para las
T47-D o0 2 h para células MDA-MB-231/MDA-MB-231(shCAV1) tiempo después del
cual se fijaron y tifieron las células capaces de migrar con una solucién de cristal violeta
(cristal violeta 0.1 % en metanol 20 %) durante 30 min. Se cont6 el nimero de células

que migraron en 8 campos diferentes utilizando un microscopio 6ptico.

O.- Ensayos de Invasion

Se sembrd 2 x 10 células tratadas o no con EVs en un transwell de 6.5 mm de diametro
cubiertos con matrigel (Catdlogo N° 354480 Genexpress) y se evalud la capacidad de
las células de invadir por 24 h. Para esto las células que atravesaron el matrigel fueron
fijadas con paraformaldehido 4% durante 15 min, se lavaron 3 veces con PBS 1X
durante 5 min, posteriormente se permeabilizé con Triton X-100 al 0,3% con PBS por
10 min para luego repetir 3 lavados con PBS. Se cort6 cada inserto y se montd en
portaobjetos en donde se le afiadid 1-2 gotas de DAPI disuelto en PBS (1:5000) a cada
inserto. Finalmente, se descartd exceso de DAPI y se afiadié medio de montaje Mowiol.
Se conto el nimero de células inmersas en el matrigel en 8 campos diferentes utilizando

un microscopio éptico.

P.- Modelo in vivo de carcinomatosis intraperitoneal

Ratones BALBc NOD/SCID de 9 a 12 semanas de vida fueron inoculados por via
intraperitoneal con 2 x 10° de células MDA-MB-231 en 250 uL de suero fisioldgico
junto con 10 pg de EVs de MDA-MB-231 WT, MDA-MB-231(shC) o MDA-MB-
231(shCAV1). Cabe destacar que los animales del grupo sin tratar fueron inoculados

con 250 pL de suero fisioldgico. La misma dosis de EVs se repitio 4 veces cada 4 dias
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por via intraperitoneal. Al dia 28 pos-inoculacion, se realizé eutanasia y se evalud la
presencia o no de liquido ascitico y formacion de masa tumoral en la cavidad peritoneal
y en todos los tejidos. EI mesenterio y bazo/pancreas se fijaron en paraformaldehido 4%
(Dikmen y cols., 2005). Una vez fijados, se procedid a masar y comparar dichos

organos en presencia 0 no de masa tumoral.

Q.- Andlisis estadisticos

Todos los datos se expresan como media * error estandar de la media (SEM) de tres
experimentos independientes. Los resultados se analizaron estadisticamente con el test
no paramétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunns o se analizaron usando las
pruebas t de datos no apareados y se corroboraron con un andlisis de Tukey mediante
pruebas de comparacion mdaltiple. La significancia (valor de p con IC 95%) se
establecié en el nivel nominal de p <0.05 o menos. Todos los datos se procesaron

utilizando el software GraphPad (http://www.graphpad.com).
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3.- RESULTADOS

OBJETIVO ESPECIFICO 1:

Purificar y caracterizar vesiculas extracelulares de lineas celulares de cancer de
mama metastasico.

Por motivos de optimizacion del rendimiento en la obtencién de vesiculas a partir de la
linea celular MDA-MB-231, las cuales se justifican en la seccién de ANEXO, se
escogio el método de aislamiento de EVs que hace el uso de tampdn A de precipitacion

de vesiculas y columnas de exclusion molecular incluidas en el kit Exospin™.

)] Caracterizacion morfolégica de las EVs secretadas por las diferentes
lineas celulares MDA-MB-231 WT, shC y shCAV1 obtenidas mediante

Exospin
Las EVs secretadas por MDA-MB-231 WT, shC y shCAV1 mostraron una distribucién
de tamafio que variaba aproximadamente entre 40 a 350 nm de didmetro con
concentraciones de 7,6 x 10% 9.9 x 10° y 1.1 x 107 vesiculas por mL, respectivamente
para cada muestra (Figura 4A). La separacién de estas vesiculas en fracciones
especificas por tamafio (Figura 4B) revel6 que aproximadamente el 47% de la poblacién
de EVs shC eran menores de 150 nm, mientras que para las otras preparaciones, mas del
50% de los EVs pertenecian a este fraccion. En todos los casos, la moda (Figura 4C),
que describe el valor de tamafio de particula méas frecuente encontrado en la muestra,
vario entre 124 a 135 nm de diametro y el tamafio promedio de las particulas (Figura
4D) vario de 160 a 174 nm de diametro. Por otro lado, la integridad de las vesiculas
purificadas y el tamafio de las EVs de células MDA MB 231 WT, shC y (shCAV1)

también fueron evaluadas mediante microscopia electrénica de transmision (MET)
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(Figura 4E) donde las imagenes revelaron EVs con forma esférica, pero con un didmetro

de aproximadamente 100 nm.
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EVs de MDA-MB-231

Figura 4. Células MDA-MB-231 liberan EVs independiente de la presencia de CAV1. A) la
concentracion de vesiculas versus tamafio (nm) revela la heterogeneidad del tamafio para las
EVs de las células MDA-MB 231 WT, (shC) y (shCAV1). B) Gréfico que describe la
heterogeneidad de las EVs al indicar el porcentaje de vesiculas que pertenecen a fracciones>
200 nm, 150-200 nm y <150 nm de cada muestra. Los graficos hacia la esquina superior
derecha describen el tamafio promedio (C) y la moda (D) de cada muestra de EVs utilizando el
andlisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA). Se analizaron 3 muestras independientes de
EVs de MDA-MB-231 WT; 4 muestras independientes de EVs de MDA-MB-231(shC) y 4
muestras independientes de MDA-MB-231(shCAV1). E) MET muestra la morfologia y el
tamafo aproximado de cada muestra de EVs. Se muestra una barra de aumento de 100 nm para
cada imagen. (n=3) ns p> 0.001 T-test.
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1)) Deteccion de la presencia de CAV1 en EVs provenientes de células
MDA-MB-231 WT y shC junto con tipicos marcadores de exosomas.
La presencia de CAV1 junto con los marcadores de EVs como CD9, TSG101 y Alix
fueron evaluados en EVs y en el lisado celular de MDA-MB-231 WT,
MDA-MB-231(shC) y MDA-MB-231(shCAV1) mediante la técnica de Western
blot (Figura 5). Se detectaron niveles disminuidos de CAV1 en lisados de células de
MDA-MB-231(shCAV1) y en EVs como se esperaba. Calnexina se utilizo
nuevamente como control negativo para descartar la presencia de contaminacion de
componentes de reticulo endoplasmico en todas las preparaciones de EVs obtenidas

(Figura 5).

MDA-MB-231
Lisado celular EVs
WT shC shCAV1 WT shC shCAV1

CAV1 umn e .
*1820.01 *1320,05 120,03 112038 *10£05 1205

B-actina e — -

AliX — ——— - =
TSG101 " T -
Calnexina | Sl Sy

Figura 5. Caracterizacion por Western blot de la presencia de CD9, Alix y TSG101
(marcadores de EVs) y CAV1 en lisado celular y EVs. Extractos proteicos de las
lineas celulares MDA-MB-231 WT, shC y shCAV1 junto con sus respectivos extractos
proteicos de EVs obtenidos a partir de un volumen de sobrenadante menor a 200 mL
mediante el uso del kit Exospin™. Los extractos fueron separados mediante SDS-
PAGE 12,5% y analizados mediante western blot con los anticuerpos: anti-CAV1, anti-
B-actina, anti-CD9, anti-Alix, anti-TSG101 y anti-Calnexina. n=3; los resultados se
analizaron estadisticamente con un t-test no paramétrico. Diferencias significativas en
relacién a las células y EVs de MDA-MB-231(shCAV1) estan indicadas (*p<0.05).
Cuantificacion realizada asumiendo como valor = 1 para la sefial de
MDA-MB-231(shCAV1).
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OBJETIVO ESPECIFICO 2:
Estudio del efecto de EVs con CAV1 en las propiedades de invasion in vitro en
lineas de cancer de mama humano.

Posteriormente se evalud el efecto biologico a nivel de vesiculas que contienen
CAV1 en células de cancer de mama humano no metastasico T47-D, que no expresan
CAV1, como también en células de cancer de mama metastasico MDA-MB-231 WT
(parentales) mediante ensayos de migracion en camara boyden y ensayos de invasion en
matrigel (Figura 6B y C, respectivamente). La razén por la cual se escoge a T47-D y no,
MCF-7 como modelo de cancer de mama humano no metastésico a evaluar que carece
de CAV1, el cual ya esta descrito en literatura se debe a que ésta ultima no logra dar
lugar a la formacion de tumores en un modelo in vivo (datos no mostrados), lo que
dificultaria la evaluacion del efecto bioldgico de las EVs en el modelo in vivo que se

planteo evaluar en el objetivo n°4.

Los resultados indicaron un aumento casi al doble de células T47-D halladas en
matrigel cuando éstas fueron previamente incubadas con EVs de shC en comparacion
con células T47-D que fueron incubadas con EVs de shCAV1 (Figura 6A). Cabe notar
que no se observaron diferencias cuando estas células se incubaron con sobrenadante de
MDA-MB-231 WT durante 24 h (Figura 6A). Por otro lado, la migracion de estas
células aumento significativamente en al menos dos veces cuando fueron previamente
incubadas con EVs de shC en comparacién con células T47-D expuestas a EVs de
shCAV1 (Figura 6B). Esto se complementé al evaluar células MDA-MB-231 WT
previamente expuestas a 10 pug de EVs, lo que conllevd a un aumento en la invasion de
estas células en al menos dos a tres veces cuando fueron expuestas a EVs de shC y EVs
de WT, respectivamente, cuando fueron comparadas con células MDA-MB-231 WT

expuestas a EVs de shCAVL1. Interesantemente, se observd una disminucién
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significativa en la invasion de células MDA-MB-231 WT previamente incubadas con
EVs de MDA-MB-231(shCAV1) en comparacion con células MDA-MB-231 WT sin
tratar (Figura 6C). En términos de migracion, estas células aumentaron su migracién en
al menos dos veces cuando fueron expuestas a EVs de WT o shC en comparacion con

células MDA-MB-231 WT expuestas a EVs de shCAV1.
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Figura 6. Las EVs de las lineas celulares de cancer de mama metastasico promueven
migracion e invasion en células T47-D y MDA-MB-231. Imagenes representativas de las
membranas de los ensayos de invasion (izquierda) donde se ven los ndcleos en azul (DAPI) y
migracion (derecha) realizadas con células T47-D de cancer de mama no metastéasico (Ay B) y
celulas de cancer de mama metastasico, MDA-MB-231 (C y D) pre-incubadas durante 24 h con
10 pg de las muestras de EVs indicadas. SN: sobrenadante MDA-MB-231. A cada lado de estos
paneles esta la cuantificacion de tres repeticiones independientes. Los resultados se analizaron
estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunns.
(n=3 *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

De manera de comparar el efecto de estas vesiculas en las lineas celulares: T47-D,
MDA-MB-231 WT o parentales y en la linea celular en donde se habia silenciado
CAV1, MDA-MB-231(shCAV1). Nuevamente se evaluaron los parametros de
migracion e invasion de estas células una vez expuestos o no durante 24 h a EVs de

celulas MDA-MB-231 WT, shC y shCAV1.
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Figura 7. Las EVs de las lineas celulares de cancer de mama metastasico promueven
migracion e invasion en células T47-D, MDA-MB-231 y MDA-MB-231(shCAV1). Ensayos
de invasion (derecha) y migracion (izquierda) realizadas con células T47-D de cancer de mama
no metastasico (A y B), células de cancer de mama metastasico, MDA-MB-231 o WT (C y D)
y células de cancer metastasico silenciadas para CAV1 (MDA-MB-231(shCAV1)) (E y F) pre-
incubadas durante 24 h con 10 pg de las muestras de EVs indicadas. El grafico muestra el
promedio (promedio + SEM) de 3 experimentos donde el nimero de células que migraron e
invadieron en cada condicién fue normalizado por el nimero de células MDA-MB-231 sin
tratar (-). Los resultados se analizaron estadisticamente con el test no paramétrico Kruskal-
Wallis y un post test de Dunns. (n=3 *p<0.05, **p<0.01).

32



Se puede observar un aumento en casi cuatro y cinco veces en la migracion de células
T47-D expuestas a EVs de celulas MDA-MB-231 WT y shC, respectivamente con
respecto al control sin tratar o tratado con EVs de MDA-MB-231(shCAV1) (Figura
7A). Este patrén se repitié en invasion sélo para las células T47-D expuestas a EVs de
MDA-MB-231(shC), ya que la invasion de células expuestas a EVs de WT solo logré
aumentar en al menos 2 veces con respecto al control sin tratar (Figura 7B). El efecto es
menos pronunciado en células MDA-MB-231 parentales que fueron expuestos a EVs
que contienen CAV1, ya que se observa un aumento de la migracion de estas células en
al menos cuatro y dos veces cuando fueron tratados con EVs de MDA-MB-231 WT y
shC, respectivamente en comparacion con células tratadas con EVs de
MDA-MB-231(shCAV1) (Figura 7C). En términos de invasion, sélo se observé un
aumento en al menos dos veces cuando células MDA-MB-231 parentales fueron
tratadas con EVs de WT o shC en comparacion con células tratadas con EVs de
shCAV1 (Figura 7D).

Finalmente, se pudo observar que hubo un aumento en casi dos a tres veces en la
invasion de células MDA-MB-231(shCAV1) cuando fueron expuestas a EVs de WT y
shC, respectivamente en comparacion con células expuestas a EVs de shCAV1 o sin
tratar (Figura 7F). Este comportamiento se repitié al momento de evaluar la migracién
de estas celulas, ya que se pudo observar que hay un aumento en casi tres veces en la
migracion de células MDA-MB-231(shCAV1) expuestas a EVs de shC en comparacion

con células tratadas con EVs de shCAV1 o sin tratar (Figura 7E).
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OBJETIVO ESPECIFICO 3:
Evaluar el perfil proteémico de EVs de las sublineas de cancer de mama MDA-

MB-231 WT, shC y shCAVL1.

I11) Analisis de espectrometria de masas de proteinas contenidas en EVs
Subsecuentemente, se caracterizaron los perfiles protedmicos de las EVs de células
MDA-MB-231 WT, MDA-MB-231(shC) y MDA-MB-231(shCAV1) utilizando
espectrometria de masas e identificamos un total de 113 proteinas en EVs de WT, 121
proteinas en EVs de shC y 131 proteinas en EVs de shCAV1 (Figura 8A). El diagrama
de Venn para las preparaciones de EVs reveld 76 proteinas en comin entre las tres
muestras. Alternativamente, 27 proteinas fueron exclusivas de EVs de WT, 19 proteinas

exclusivas de EVs de shC y 23 proteinas solo se encontraron en EVs de shCAV1.

IV) Las proteinas identificadas en preparaciones de EVs de WT y shC se
vincularon a las vias de sefializacion asociadas con adhesion celular

Para obtener una mayor comprension de las vias de sefializacion que podrian controlarse
mediante las proteinas identificadas en las diferentes preparaciones de EVs, se realizd
un analisis de enriquecimiento GO (Ontologia génica) utilizando el sistema de
clasificacion PANTHER de las proteinas que eran exclusivas de EVs de MDA-MB-231
WT, shC y shCAV1 (Figura 8B). El analisis revelé que los componentes del proceso
biolégico "adhesion celular" eran exclusivos de las EVs de WT y de shC y no estaban
presentes en las preparaciones de EVs de shCAV1 (Figura 8B y Tabla suplementaria 1).
Se identificaron un total de 5 proteinas cuya funcion se relaciona con el proceso de
adhesion y estaban exclusivamente presentes en las EVs de WT y de shC (Figura 8C).

La presencia de Cyr61, tenascina y S100A9 se corrobor6é mediante Western blot en
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extractos de lineas celulares MDA-MB-231 WT, shC y shCAV1 (Figura 8D) asi como
de las preparaciones de EVs (Figura 8E). Es importante destacar que las tres proteinas
mencionadas anteriormente estaban presentes en niveles similares en los extractos
celulares, asi como en las EVs de células MDA-MB-231 WT y shC, mientras que los
niveles de S100A9 y Cyr61 disminuyeron y tenascina no se detect6 en EVs de shCAV1.
Cabe notar que se utilizaron VE-cadherina y lactadherina como proteinas control que
estaban presentes en niveles similares en todas las preparaciones de EVs (Figura 8D y

E).
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Figura 8: Proteinas de EVs provenientes de MDA-MB-231 WT y shC estan involucradas
en vias de sefializacion asociadas con adhesion celular. A) diagrama de Venn de proteinas
identificadas en EVs de WT, shC y shCAV1. Los nimeros en circulos indican proteinas de EVs
que son exclusivas de una linea celular determinada o comunes a dos o a tres lineas celulares.
B) andlisis de enriquecimiento de ontologia genética (GO) de las proteinas de EVs de WT y/o
shC (53 proteinas en total descritas en detalle en la Tabla suplementaria 1) en las que estan
indicadas las 12 principales categorias GO significativamente enriquecidas en el proceso
biol6gico. C) Se enumeraron las proteinas de EVs exclusivamente de MDA-MB-231 WT y shC
asociadas con "adherencia bioldgica". D) Las proteinas de EVs asociadas con adherencia
bioldgica - Cyr61, tenascina (TNC) y S100A9 se validaron por Western blot en cada muestra de
lisado celular. VE-cadherina y lactadherina se usaron como controles positivos. E) Las proteinas
de EVs asociadas con adhesion bioldgica - Cyr61, TNC y S100A9 se validaron por Western blot
en cada muestra de EVs. VE-cadherina y lactadherina también se detectaron en todas las
muestras.

36



OBJETIVO ESPECIFICO 4:
Evaluar la capacidad metastdsica en un modelo murino de xenotransplante

inoculado via intraperitoneal con EVs que contienen CAV1.

V) Células metastdsicas de céncer de mama que contienen CAV1
promueven metéstasis en un modelo de carcinomatosis peritoneal

Considerando que los ensayos in vitro mostraron que CAV1 contenida en EVs
promueve migracién e invasion, nuestro siguiente paso fue evaluar in vivo si habia un
cambio en el potencial metastasico de células expuestas a EVs. Para ello, se evalué un
modelo de metastasis experimental denominado carcinomatosis intraperitoneal que
contemplo la inyeccion intraperitoneal de células MDA-MB-231 o sus sublineas shC o
shCAV1 en ratones BalbC NOD/SCID. Con este experimento se pudo determinar que
las lineas celulares de céncer de mama metastasico humano, MDA-MB-231 y
MDA-MB-231(shC) que presentan elevados niveles de CAV1 en comparacion con la
sublinea MDA-MB-231(shCAV1), eran capaces de promover el desarrollo tumoral en

la cavidad peritoneal en comparacion la sublinea MDA-MB-231(shCAV1) (Figura 9).
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Figura 9: Modelo de carcinomatosis intraperitoneal realizado con la linea celular
MDA-MB-231. A) Western blot representativo de los niveles relativos de la proteina CAV1 en
las lineas celulares evaluadas en B y C. B) Ratones BalbC NOD/SCID fueron inyectados por la
via intraperitoneal con células MDA-MB-231 y las sublineas, MDA-MB-231(shC) y MDA-
MB-231 (shCAV1). Se realiz6 eutanasia en todos los animales al dia 21 y se realiz6 la necropsia
correspondiente. Se observa foto representativa de animal con presencia de masa tumoral
adyacente al bazo y pancreas. C) Grafico que agrupa los 4 grupos experimentales, cuya masa
tumoral adyacente a los 6rganos descritos anteriormente fue masado y comparados entre si.

VI) EVs de células metastasicas de cancer de mama que contienen CAV1
promueven metéstasis en un modelo de carcinomatosis peritoneal

Para evaluar el efecto de las EVs en este modelo, los animales fueron inoculados por la
via intraperitoneal con células MDA-MB-231 WT junto con 10 pg de EVs y
posteriormente, cada 4 dias se inyectaron dosis de 10 ug de EVs segln cada grupo
experimental, es decir 5 dosis en total contando la inoculacion de EVs en el dia cero
(Figura 10A). El experimento finalizo a los 28 dias en donde la formacion de tumores
en la cavidad peritoneal (Figura 10B y C) y la presencia de ascitis fue evaluado en cada
grupo (Figura 10D). Se pudo observar que en aquellos grupos que fueron inoculados
solo con células MDA-MB-231 WT o con células MDA-MB-231 WT més EVs de WT
y de shC mostraron un aumento significativo de la masa tumoral retroperitoneal hallada
adyacente al bazo y pancreas de cada animal en comparacion con aquellos animales no

inoculados o en comparacion con el grupo inoculado con células mas EVs de
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MDA-MB-231(shCAV1) (Figura 10B). En cuanto a la masa tumoral ocupada en el
mesenterio de cada animal, se pudo observar que aquellos grupos experimentales
inoculados con células mas EVs de MDA-MB-231 WT y MDA-MB-231(shC)
mostraron un aumento significativo del tamafio tumoral en este tejido en comparacion
con el grupo de animales inoculado sélo con células (Figura 10C). Esta diferencia fue
més notoria cuando fue comparada con el grupo experimental inoculado con células
mas EVs de shCAV1 o con el grupo de animales sin tratar. Posteriormente, también se
evaluo la presencia de ascitis en este modelo, en donde se observo su presencia solo en
aquellos grupos inoculados con células MDA-MB-231 WT junto con EVs WT o shC
(Figura 10D). No obstante, no hubo formacién de tumores en 6rganos como pulmon,
higado o rifiones en ninguno de los grupos experimentales evaluados (Figura

suplementaria 7)
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Figura 10: EVs que contienen CAV1 promueven la formacion de tumores soélidos y
tumorogenicidad liquida en modelo in vivo de carcinomatosis intraperitoneal de cancer de
mama. A) Esquema de curso temporal de inyeccion intraperitoneal (IP) de ratones BalbC
NOD/SCID con células MDA-MB-231 junto con 10 pug de EVs de MDA-MB-231 WT,
MDA-MB-231 (shC) o MDA-MB-231(shCAV1). La misma concentracion de EVs se inyect6
via intraperitoneal cada cuatro dias y la formacion de tumores se evalu6 el dia 28. B) El peso
total de bazo y pancreas ocupado por tumor se evalué en cada condicién. C) E | peso total del
tejido mesentérico ocupado por tumor se evalué en cada condicion. D) Cuantificacion de
numero de células/mL de liquido ascitico fue evaluado en cada grupo experimental. Se indican
diferencias estadisticamente significativas *** p <0.001, ** p <0.01, * p <0.05. Hacia la
derecha de figuras A y B se muestran fotografias de experimentos representativos donde se
observa el crecimiento del tumor en este tejido.

Si bien el modelo de carcinomatosis peritoneal de cancer de mama se realizd para
evaluar el efecto biologico de EVs de WT, EVs de shC y EVs de shCAV1, cabe notar
que este ensayo fue realizado en presencia de células metastasicas de cancer de mama,
MDA-MB-231 WT, las cuales se caracterizan por presentar niveles enddgenos elevados
de CAV1 (Figura 5). Es por esto que fue preciso evaluar el efecto bioldgico de estas
EVs en presencia de células que tuvieran niveles carentes o disminuidos de CAV1,
como T47-D o MDA-MB-231(shCAV1), respectivamente. Para esto, se inocularon
células T47-D junto con 10 pg de EVs de shC o shCAV1 via intraperitoneal y
posteriormente, cada 4 dias se inyectaron dosis de 10 pug de EVs segun cada grupo
experimental, es decir 6 dosis en total en lo que perdurd el experimento (Figura 11A).
El experimento finaliz6 a los 28 dias en donde la presencia de ascitis (Figura 11B) y la
formacion de tumores en la cavidad peritoneal (Figura 11C) fue evaluado en cada
grupo. Se pudo observar que el grupo inoculado con la linea de cancer de mama no
metastasico, T47-D mas EVs de shC dio lugar a un aumento significativo de la masa
retroperitoneal hallada en mesenterio en comparacion con los grupo no tratado, grupo
inoculado sélo con células T47-D o grupo inoculado con células T47-D mas EVs de
shCAV1 (Figura 11B). Lo que es mas, el nimero de células/mL de liquido ascitico de
los animales inoculados con estas células mas EVs de shC fue significativamente mayor

en comparacion con el grupo que solo fue inoculado con células T47-D (Figura 11C).
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Figura 11: EVs que contienen CAV1 promueven la formacion de ascitis maligna y
formacion de tumores en mesenterio de modelo murino de carcinomatosis peritoneal
T47-D de cancer de mama. A) Esquema de curso temporal de inyeccion intraperitoneal (IP) de
ratones BalbC NOD/SCID con células T47-D junto con 10 ug de EVs de shC o shCAV1. La
misma concentracion de EVs se inyectd por via intraperitoneal cada cuatro dias (6 dosis en
total) y la formacion de tumores y presencia de ascitis se evaluo al dia 28. B) Cuantificacién del
numero de células/mL de liquido ascitico en cada grupo experimental. C) El peso total de
mesenterio ocupado por tumor se evalud en cada condicion mostrada en B. Hacia la parte
inferior de esta figura se muestran fotografias de experimentos representativos donde se observé
el crecimiento del tumor en este tejido. Se indican diferencias estadisticamente significativas
**%* pn <0.0001, * p <0.05.

Ahora, para evaluar el efecto biolégico de EVs sobre células
MDA-MB-231(shCAV1) se inocularon éstas Ultimas, células MDA-MB-231(shC) o
células MDA-MB-231 parentales junto con 10 pg de EVs de shC o shCAV1 inyectadas
por la via intraperitoneal y posteriormente, cada 4 dias se inyectaron dosis de 10 ug de
EVs segun cada grupo experimental, es decir 6 dosis en total en lo que perduré el
experimento (Figura 12A). El experimento finaliz6 a los 21 dias en donde la presencia
de ascitis (Figura 12B) y la formacion de tumores en la cavidad peritoneal (Figura 12C)
fue evaluado en cada grupo. Los resultados dieron a conocer que el grupo experimental
que fue inoculado con células MDA-MB-231(shCAV1) junto con EVs de shC presento
un namero de células/mL de liquido ascitico significativamente mayor cuando fue
comparado con el grupo inoculado con células MDA-MB-231 WT mas EVs de shC e
incluso aun mayor cuando fue comparado con el grupo que fue inoculado con células
MDA-MB-231(shC) junto con EVs de shCAV1 (Figura 12B). Esto se complementa con
el hallazgo de una masa tumoral retroperitoneal adyacente a bazo y pancreas de mayor
tamafio y peso en aquellos animales inoculados con células MDA-MB-231(shCAV1)
mas EVs de shC en comparacion con el grupo experimental inoculado con células

MDA-MB-231(shC) junto con EVs de shCAV1 (Figura 12C).
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Figura 12: EVs que contienen CAV1 promueven la formacion de ascitis maligna y
formacion de tumores retroperitoneales en un modelo de carcinomatosis peritoneal de
cancer de mama. A) Esquema del curso temporal de inyeccion intraperitoneal (IP) de ratones
BalbC NOD/SCID con células MDA-MB-231 WT, MDA-MB-231(shC) vy
MDA-MB-231(shCAV1) junto con 10 pg de EVs de shC o shCAV1. La misma concentracion
de EVs se inyecto por la via intraperitoneal cada cuatro dias (6 dosis en total) y la formacion de
tumores y presencia de ascitis se evalu6 al dia 21. B) Cuantificacion del niamero de células/mL
de liquido ascitico en cada grupo experimental. C) El peso total de bazo y pancreas ocupado por
tumor se evaluo en cada condicion mostrada en B. Hacia la derecha de esta figura se muestran
fotografias de experimentos representativos donde se observé el crecimiento del tumor en este
tejido. Se indican diferencias estadisticamente significativas *** p <0.001, ** p <0.01, * p
<0.05.
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4.- DISCUSION

Las vesiculas extracelulares (EVs) estan involucradas en diversos procesos, como por
ejemplo en inhibicion de la apoptosis, angiogénesis, migracion, invasién y
proliferacion, entre otros (Yang y cols., 2011; Zhang y cols., 2015; Xu y cols., 2018;
Zhao vy cols., 2018). Sin embargo, comprender qué procesos se desencadenaran por un
tipo especifico de EVs en las células blanco sigue siendo un desafio considerable (van
Niel y cols., 2018). Recientemente, la capacidad de las EVs para promover metastasis
en el pulmdn y el higado se demostré en un modelo in vivo que depende de la presencia
de integrinas a6f1/a6P4 y oavp5, respectivamente (Hoshino y cols., 2015). Es
importante destacar que estos estudios se realizaron con células de cancer de mama
metastasico, como MDA-MB-231, que es el modelo que se escogio para este proyecto
de tesis. En nuestro estudio estdbamos interesados en evaluar si la proteina CAV1, que
se ha demostrado promueve migracion, invasion y metastasis, tanto in vitro como in
vivo (Lobos-Gonzélez y cols., 2013; Urra y cols., 2012) era capaz de hacerlo a través de
EVs, usando este mecanismo de comunicacion intercelular.

En el desarrollo de esta tesis aislamos y caracterizamos las EVs de células
MDA-MB-231 y pudimos mostrar en un contexto in vitro que las EVs con CAV1
promueven migracién e invasion de las células recipientes.

Como estrategia experimental, utilizamos lineas celulares que tienen altos niveles
enddgenos de CAV1 (controles MDA-MB-231 WT y shC) y una linea subcelular en la
que se silencid la expresion de CAV1 (MDA-MB-231(shCAV1) (Urra y cols., 2012)).
A partir de estas células purificamos EVs y observamos que la distribucion del tamafio
promedio de las muestras de EVs de MDA-MB-231 WT, shC y shCAV1 sugiere la

presencia de particulas que variaban en tamafio hasta 350 nm de didmetro (Figura 4A).
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Es importante sefialar que aproximadamente sdlo el 20% de cada una las muestras de
EVs contenia vesiculas de mas de 200 nm (Figura 4B). Estos datos para cada
preparacion de EVs concuerdan con los de la literatura en lo que es la moda y tamafio
de particulas promedio (Figuras 4C y D, respectivamente), sugiriendo de esta manera
que las particulas evaluadas durante este estudio eran predominantemente exosomas
(Tahir y cols., 2006; Fais y cols., 2016; van Niel y cols., 2018). En cuanto a las
preparaciones de EVs provenientes de MDA-MB-231(shC), éstas contenian particulas
de un tamafio ligeramente mas grande (173 nm) y de una moda mayor (135 nm) en
comparacion con las muestras de EVs de MDA-MB-231 WT vy
MDA-MB-231(shCAV1) con un tamafio promedio de aproximadamente 160 nm en
ambos casos y un tamafio de moda de 124 y 134 nm, respectivamente (Figura 4C y D).
También se debe afadir que las muestras de EVs de MDA-MB-231(shC) contenian una
proporcién de al menos la mitad de vesiculas con mas de 150 nm de didmetro (Figura
4B). Tales diferencias pueden ser posiblemente atribuibles al hecho de que las células
MDA-MB-231 se seleccionaron con antibitico para obtener la sub-linea
MDA-MB-231 (shC). Cabe recordar que en estas células, el plasmido pLKO.1 que
codifica una horquilla corta no relacionada se incorporé de forma estable en éstas a
través de una transduccion lentiviral (Urra y cols., 2012). Dicha transduccion podria
estar interfiriendo de alguna manera la biogénesis de vesiculas y podria estar
favoreciendo especificamente la liberacion de microvesiculas mas grandes y no
vesiculas del tamario de entre 50 y 150 nm de didmetro (Hessvik y cols., 2013; van Niel
y cols., 2018). Sin embargo, debe observarse que el mismo plasmido pLKO.1 se empled
como un vector para las construcciones de horquilla corta especifica de CAV1 sin
observar alteraciones en el tamafio de las EVs de las células transducidas de forma

estable. Por lo tanto, la razén de tal variacién ain no se ha determinado.
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De manera interesante, las imagenes de MET revelaron que todos las EVs estaban
integras y tenian una forma esférica, pero de tamafio mucho menor que el esperado en
base a los resultados del andlisis de seguimiento de nanoparticulas (Figura 4E). Dichos
cambios en el tamafio de las particulas observado en todas las muestras son
probablemente atribuibles a como se preparan las EVs para la visualizacién por TEM
(Coumans y cols., 2017). A pesar de estas diferencias, estas observaciones indican que
la integridad de las vesiculas no se ve afectada por el método de purificacion utilizado
(Kit Exospin™ de Cell Guidance systems). Cabe recalcar que esta caracteristica no
siempre se obtiene con otras técnicas de aislamiento, como por ejemplo, al usar la
ultracentrifugacion como método de purificacién de EVs, ya que muchas vesiculas se
rompen y pierden su integridad de membrana (Jeppesen y cols., 2014; Mol y cols.,

2017).

Algunos de los marcadores de EVs méas comunes de acuerdo con exocarta.org
(Keerthikumar y cols., 2016) son proteinas que participan en la biogénesis de EVs,
como la tetraspanina CD9 (Willms y cols., 2018), TSG101 y Alix (Willms y cols.,
2018; Andreu y cols., 2014; Lener y cols., 2015) (Figura 5). De estos, CD9 fue
facilmente detectable en las tres preparaciones de EVs, mientras que TSG101 y Alix
parecian menos prevalentes. Mas aun, la calidad de las preparaciones de EVs obtenidas
era muy buena, ya que ademas de ser positivas para CD9, Alix y TSG101, no se detecto
el marcador de reticulo endoplasmico, calnexina, lo que implica que no hubo
contaminacion. La presencia diferencial de proteinas marcadoras de EVs puede apuntar
a variaciones en la forma en que se generan estas particulas. CD9 es parte del proceso
de biogénesis de EVs, que funciona de forma independiente del complejo Endosomal
Sorting Complex Required for Transport (ESCRT) (Andreu y cols., 2014). Esto puede

sugerir que la via de produccion de las EVs aisladas que podria estar predominando
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seria una via de biogénesis de EVs asociada a tetraspaninas en vez de la maquinaria
clasica de ESCRT, en que TSG101 y Alix estan involucrados (Hessvik y cols., 2013;
Andreu y cols., 2014). Pero para confirmar esto Ultimo, se requeriria silenciar los

componentes de la via ESCRT y evaluar si es posible o no purificar EVs.

Por otro lado, consideramos que para nuestros prop6sitos lo mas importante es
que CAV1 solo se detecto en las EVs de MDA-MB-231 WT y shC, pero no en las EVs

ni en el lisado celular de MDA-MB-231(shCAV1).

Sabemos por literatura que las EVs de MDA-MB-231 son capaces de estimular la
migracion en células de cancer de mama con menos potencial metastasico como las
células MCF-7 (Harris y cols., 2015). Sin embargo, los autores no atribuyen esta
caracteristica a la presencia selectiva de proteinas especificas, tales como CAV1.
Nuestros resultados revelaron que las células T47-D que carecian de CAV1 aumentaban
su migracion e invasion después de la incubacion con EVs que contienen CAV1 (Figura
6A y 6B; Figura 7A y 7B). Es importante mencionar que estos efectos que se
desencadené en las células T47-D no se relacionaron a la capacidad de ingreso de las
EVs a las células recipientes, porque los resultados de citometria de flujo mostraron que
la captacién de EVs fluorescentes fue similar en todos los casos (datos no mostrados).
Quizas algo contrario a lo que se esperaba, las EVs que contenian CAV1 de
MDA-MB-231 WT y MDA-MB-231(shC) también promovieron migracién e invasion
en células MDA-MB-231 WT con altos niveles endégenos de CAV1 (Figura 6C y 6D;
7C y 7D). Esto puede sugerir que no sélo es la presencia de CAV1 per se en EVs lo que
contribuye a los efectos bioldgicos observados, sino que i) los componentes especificos
gue co-segregan con CAV1 y ii) mecanismos aun no definidos para alterar la funcién
bioldgica de CAV1 contenida en EVs, podrian ser parte del cambio de comportamiento

gue hemos observado (aumento de capacidad tumorogénica).
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Esto nos impulsé a plantearnos que si las células que sobreexpresan CAV1 a su vez son
capaces de promover metastasis, entonces si al mismo tiempo las vesiculas que secretan
dichas células tienen CAV1, ;serd posible que tuvieran parte en el rol promotor de

metastasis?

Es importante mencionar que los efectos observados por parte de EVs de
MDA-MB-231(shC) en células recipientes fue mayor en términos de migracion e
invasion in vitro o formacién de ascitis en el modelo murino en comparacién al
tratamiento de estas mismas células con EVs de MDA-MB-231 WT. Esto se puede
explicar por el hecho de que las células MDA-MB-231(shC) han pasado por seleccién
repetitiva con antibidticos para poder obtener una poblacién de células que mantuvieran
una secuencia no especifica o que no tuviera relacion con CAV1 integrada en el genoma
de la célula MDA-MB-231. Este ultimo se considera como el verdadero control con el
cual se debe comparar a aquellas células que fueron transducidas con vector lentiviral
que codificaba una horquilla de RNA dirigida contra la secuencia de CAV1

(MDA-MB-231(shCAV1) (Urray cols., 2012).

Recientemente, resultados interesantes han sido descritos por el grupo de del
Pozo y colaboradores, los cuales indican que CAV1 seria capaz de regular la biogénesis
de exosomas a través de la regulacion del contenido de colesterol en estas vesiculas
(Albacete-Albacete y cols., 2018). Los autores observaron que vesiculas provenientes
de fibroblastos de ratén silenciados para CAV1 presentan una composicion lipidica
alterada que se ve reflejada en una acumulacién de colesterol, un elevado contenido de
dominios ordenados de membrana (o liquid-ordered domains) y una disminucién de
acido fosfatidico, fosfatidilinositol y acido lisobifosfatidico (LBPA) lo que conllevaria a
una alteracion en la formacion de invaginaciones de membrana que dan lugar a las

vesiculas intraluminales que se generan dentro de los cuerpos multivesiculares. Por otra
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parte, estos autores describen que la presencia de CAV1 seria capaz de influenciar el
tipo de composicion proteica de los exosomas (Albacete-Albacete y cols., 2018).
Especificamente describen que los exosomas provenientes de fibroblastos de raton que
contienen niveles enddgenos de CAV1 se encuentran enriquecidos en componentes de
la matriz extracelular, como por ejemplo, tenascina, fibronectina, proteoglicanos
heparan sulfato, etc. Estos resultados son el punto de convergencia con nuestro estudio,
ya que en la figura 8 nuestros analisis de espectrometria de masas y de ontologia génica
muestran a tenascina y a Cyr61 como proteinas de carga diferencial entre EVs que
contienen 0 no CAV1. Sin embargo, cuando los autores evaluaron el perfil protedmico
de exosomas provenientes de fibroblastos en donde CAV1 fue silenciada, el analisis por
ontologia génica de estos exosomas s6lo mostro la presencia de proteinas asociadas a
union DNA/RNA 'y proteinas chaperonas como histonas, lo que a su vez concuerda con
algunas de las proteinas identificadas en EVs de MDA-MB-231(shCAV1) (Tabla 2

suplementaria).

Por otro lado, Albacete y colaboradores dan mayor énfasis en que la presencia de
tenascina promueve el desarrollo de metastasis agresiva y que esta proteina al mismo
tiempo colocaliza con CAV1 dentro de cuerpos multivesiculares de fibroblastos y de
células de glioblastoma humano U251 que son conocidas por secretar tenascina
(Albacete-Albacete y cols., 2018). Cabe destacar que ademas describen que la
acumulacién de colesterol en cuerpos multivesiculares generado al tratar fibroblastos
con un esterol cationico (U18666A) que seria la condicidn que se genera en ausencia de
CAV1, da lugar a exosomas que contienen bajos niveles de tenascina. Esto sugiere que
CAV1 estaria directamente relacionada con la regulacién del contenido lipidico que a su

vez controla también el contenido o cargo proteico de estas vesiculas.
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Por otro lado, Albacete y colaboradores describen que al incubar esferoides de células
de céncer de mama no metastatico como MDA-MB-468 (Tu y cols., 2011) con
exosomas de fibroblastos de raton que expresan niveles enddgenos de CAV1, pero que
en donde tenascina fue silenciada conllevo a que estos esferoides no migraran de
manera significativa en comparacion con esferoides que fueron incubados con
exosomas de fibroblastos de raton sin modificar. Esto sugiere que el efecto observado
no se debe exclusivamente a la presencia de CAV1 en EVSs, sino mas bien a la presencia
de tenascina la cual fue separada por sorting o colocada en exosomas gracias a CAV1.
Este ultimo resultado nos ayuda de alguna forma a explicar el efecto observado en las
tres lineas de céncer de mama expuestas a EVs que contienen CAV1, las cuales
potenciaron la capacidad de migracién e invasion con respecto a células expuestas a
EVs que no contenian esta proteina (Figura 6 y 7). Cabe destacar que no se logrd
detectar CAV1 cuando se incubaron células T47-D o células MDA-MB-231(shCAV1)
con EVs que contenian CAV1 (resultados no mostrados). Asi, podemos decir que no es
que sea un traspaso de CAV1 a las células recipientes el responsable del efecto
observado, sino méas bien podria ser que esta proteina modifica el cargo proteico de las

vesiculas que tienen caracteristicas que favorecen el desarrollo de metastasis.

Espectrometria de masa y ontologia génica

En este sentido, nuestro siguiente paso fue evaluar cuales fueron los componentes que
se segregaron conjuntamente con CAV1 utilizando espectrometria de masas. El analisis
enriquecimiento GO (Ontologia génica) mostrd que entre las distintas proteinas que se
encontraron en todas las muestras de EVs (Figura 8 y Tabla 1 suplementaria), las EVs
que contienen CAV1 (MDA-MB-231 WT y shC) compartieron varias proteinas
relacionadas con adhesion celular que no se encontraron en las EVs carentes de CAV1

(EVs de MDA-MB-231(shCAV1)), como la proteina Rap-1A relacionada con Ras o
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proteinas como S100A9, factor de crecimiento de tejido conjuntivo (CTGF), inductor

angiogenico rico en cisteina 61 (Cyr61) y tenascina (TNC) (Figura 8B y C).

Cyr61l pertenece a la familia CCN de proteinas matricelulares que también incluye
CTGF (Holbourn y cols., 2008; Cheng y cols., 2014). Ademas, se ha mostrado que
CYR61 promueve el crecimiento, migracion e invasion de células tumorales en canceres
de mama, gastrico y de ovario (Tsai y cols., 2002; Huang y cols.,, 2017).
Especificamente, se ha descrito que la expresion elevada de Cyr6l promueve la
diseminacion peritoneal de las células del cancer gastrico a través de la integrina a2f1
(Lin y cols., 2007), en lo que ademas se sugiere que la interaccion entre Cyrél y la
integrina avp3 promueve la formacion de metastasis peritoneales (Holloway y cols.,
2005). Coincidentemente dicha interaccion permite la union de CAV1 a este complejo
entre Cyr61 y la integrina avB3 en modelo de células epiteliales bronquiales (Jin y cols.,

2009).

Las proteinas S100 son una familia de proteinas que unen calcio y se encuentran junto a
caveolinas como carga en exosomas derivados de muestras de carcinoma hepatocelular
metastasico (He y cols., 2015). Entre sus miembros es importante destacar la presencia
de S100A9. Esta se correlaciona con una supervivencia general alterada en pacientes
con cancer de mama (Bergenfelz y cols., 2015; Miller y cols., 2017). Ademas se ha
descrito que promueve el homing o destinacion de células tumorales a nichos pre-

metastasicos (Hiratsuka y cols., 2006).

Los tres candidatos proteicos mencionados, asi como CAV1 fueron validados por
Western blot tanto en muestras de EVs de MDA-MB-231 WT y shC que contienen
CAV1 (Figura 8E). Alternativamente, la proteina RaplA relacionada con Ras, cuya

sefializacion ha demostrado participar en la regulacion de la adhesion celular y en la
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expresion de metaloproteinasas de matriz (MMP) (Zhang y cols., 2017), fue menos
detectada en las EVs de shCAV1 en comparacion con las EVs de WT y de shC por
Western Blot (datos no mostrados). EI mismo resultado se observd al momento de
validar la presencia de CTGF en las muestras de EVs, lo cual contrasta con el resultado
obtenido por anélisis de espectrometria de masas. Una posible respuesta a esto ultimo
podria deberse al tipo de estrategia utilizada para obtener los péptidos de las muestras de
EVs. Si bien la estrategia que se utilizd para identificar a las proteinas de las EVs que
contenian o0 no CAV1 corresponde a una herramienta poderosa para la identificacion y
caracterizacion de proteinas con modificaciones post-traduccionales (Shevchenko y
cols., 1996), esta se basé en un protocolo en donde inicialmente las proteinas se
separaron en un gel de poliacrilamida, el cual posteriormente fue disgregado y digerido
enzimaticamente para luego ser analizado por espectrometria de masas. Dicho método
puede presentar varios inconvenientes al momento de obtener una identificacion
detallada de las proteinas de una muestra problema, ya que puede haber una baja
accesibilidad de las proteasas y otros reactivos digestivos a las proteinas atrapadas en el
gel, asi como una baja recuperacion de péptidos grandes y/o hidréfobos de los geles
(Jonsson y cols., 2001). En lo que se aflade que estos inconvenientes pueden ser
especialmente problemaéticos para el estudio de proteinas de membrana que tipicamente
contienen péptidos hidréfobos, y para la ubicacion y determinacion de modificaciones
postraduccionales, ya que los residuos modificados y los segmentos de proteinas pueden
escapar a la deteccion (Luque-Garcia y cols., 2006; Luque-Garcia y cols., 2008). Esto

también podria evitarse con el uso de espectrometria de masa cuantitativa en el futuro.

Lactadherina

Por otro lado, no se observaron cambios en las tres muestras de EVs para lactadherina,

un novedoso marcador de EVs de adherencia celular (van Niel y cols., 2018), y la
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cadherina de endotelio vascular (VE-cadherina), una proteina que puede modular la
progresion tumoral y la metéstasis (Rezaei y cols., 2018). Estas observaciones sugieren
que la carga de estas Ultimas proteinas en EVs no estd necesariamente relacionada a la
presencia de CAV1. Por lo tanto, aparentemente no serian necesarias para potenciar la

capacidad invasora de CAV1 en células MDA-MB-231.

Complementamos estos resultados evaluando como control la presencia de Cyr61,
tenascina, S100A9, lactadherina, VE-cadherin y B-actina en lisados celulares (Figura
8D) y observamos que los niveles de todas estas proteinas fueron similares en los
lisados de las células MDA-MB-231 WT, MDA-MB-231(shC) vy
MDA-MB-231(shCAV1). De esta manera podemos sugerir que la ausencia de CAV1
no estaria modulando los niveles totales de las proteinas analizadas aqui. Estos
resultados van en la misma linea con varios articulos cientificos que muestran que el
contenido proteico de las muestras de EVs no necesariamente refleja el contenido
proteico general observado en los lisados celulares (Cancemi y cols., 2010; Palazzolo y
cols., 2012; Lazar y cols., 2015). Por lo tanto, las alteraciones observadas en el
contenido de las EVs en funcion de la presencia de CAV1 sugieren que esta proteina
podria estar involucrada en la regulacion de la maquinaria implicada en la
determinacion del contenido de las EVs como sugiere el grupo de Del Pozo (Albacete-
Albacete y cols., 2018). Pero una vez mas, los mecanismos por los cuales esto ocurre

quedan pendientes en definir en estudios futuros.

Modelo de carcinomatosis intraperitoneal

En relacion al modelo in vivo de carcinomatosis peritoneal utilizado para evaluar el
efecto bioldgico de las vesiculas que contienen o no CAV1, debemos decir que ha sido

elegido por su semejanza a uno de los estadios méas avanzados del cancer de mama que
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implica el desarrollo de nddulos tumorales y ascitis maligna en la cavidad peritoneal en
una paciente donde s6lo queda la aplicacion de terapias paliativas (Cardi y cols., 2013;
Sheen-Chen y cols., 2008; Bertozzi y cols., 2015). Especificamente en este modelo se
observan tumores en 6rganos tales como mesenterio y/o bazo/pancreas como también
en casos de peor prondstico se observa un aumento en el volumen de liquido ascitico
que concuerda con un aumento en el numero de células tumorales presentes en la

cavidad peritoneal (Stollfuss y cols., 2015).

Se debe tener en cuenta que para que la cavidad peritoneal sea un lugar
propicio para el desarrollo de tumores y formacion de ascitis maligna se requiere que las
células tumorales que hayan sido inoculadas en este lugar sean capaces de evadir
anoikis y adherirse al mesotelio de la cavidad peritoneal (Ceelen y cols., 2015). Entre
las moléculas que facilitan la adhesion a este tejido y con ello facilitan la diseminacion
peritoneal, se han descrito ciertos miembros de la familia de integrinas presentes en las
células tumorales, como por ejemplo, las subunidades de integrinas a2 y B1 que también
han sido descritas en células MDA-MB-231 (Lundstrém y cols., 1998). Por otro lado,
también se mencionan algunas moléculas derivadas de la matriz extracelular que
favorecen esta adhesion, como por ejemplo, laminina, colageno | y fibronectina, las
cuales se encuentran presentes en las células mesoteliales de la cavidad peritoneal o en

el bazo (Ceelen y cols., 2015 Lokmic y cols., 2008).

Fibronectina

Cabe recalcar que fibronectina es una de las glicoproteinas de matriz extracelular que
fue hallada s6lo en EVs que cargan CAV1 (EVs de MDA-MB-231 WT y shC (Tabla 1
suplementaria)). De esta manera su carga en EVs con CAV1 podria estar favoreciendo

la adhesion tanto de células MDA-MB-231 WT (Figura 10), T47-D (Figura 11) y
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MDA-MB-231(shC) y/o shCAV1 (Figura 12) en o6rganos de la cavidad peritoneal,

especificamente en bazo o mesenterio.

Una vez que las células han logrado adherirse, éstas deben crear un microambiente
favorable para la proliferacion sostenida de estas células, en lo que se incluye capacidad
de invasion del mesotelio y membrana basal, supresion de la apoptosis e induccion de la
angiogénesis, entre otros (Ceelen y cols., 2015; Jayne y cols., 2007). Si bien ninguna
metaloproteinasa fue identificada en las EVs que cargan CAV1 mediante espectrometria
de masas como posible responsable del aumento en la invasion observada in vitro
(Figuras 6 y 7) o en la invasion de los érganos blanco como bazo/péncreas o mesenterio
en el modelo in vivo (Figuras 10-12), se debe mencionar que las proteinas candidatas
asociadas a adhesion bioldgica descritas s6lo en EVs que contienen CAV1 (Figura 8C),
como Cyr6l, tenascina y S100A9, también se les asocia un rol en invasion y

angiogeénesis en el tejido blanco idéneo para crecimiento tumoral.

Tenascina

Por otro lado, tenascina que corresponde a una glicoproteina de matriz extracelular, se
ha asociado inversamente con bajos niveles estromales de CAV1 en pacientes con
cancer de pulmon no microcitico (Onion y cols., 2018), pero se ha relacionado con vias
que apoyan la viabilidad de células de cancer de mama iniciadoras de metastasis y se ha
descrito como un componente de la matriz extracelular del nicho metastasico (Yoshida
y cols., 1995; Adams y cols., 2002; Oskarsson y cols., 2011). Adicionalmente, se ha
descrito que Tenascina-C es capaz de promover migracion y proliferacion independiente
de anclaje en celulas de cancer de mama no metastasico como MDA-MB-435 (Calvo y
cols., 2008) y ademas es capaz de regular la angiogénesis tumoral a través del control de

la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Tanaka y cols.,
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2004). En lo que cabe mencionar que VEGF, en particular VEGF-A seria capaz de
incrementar la permeabilidad vascular a nivel local y con ello, aumentar el suministro
de nutrientes al tumor en la cavidad peritoneal. Cabe afiadir que seria capaz de activar la
quinasa de adhesiones focales (FAK), lo cual conllevaria a la desestabilizacion de las
uniones entre células endoteliales lo que finalmente conduciria a la formacion de ascitis
maligna (Ceelen y cols., 2015). La formacion de ascitis per se promueve en mayor
medida el desarrollo de metastasis a través de la acumulacién de nutrientes y citoquinas
en el fluido peritoneal, lo que al mismo tiempo es indicativo de mal pronéstico de la
enfermedad (Ceelen y cols., 2015). Con respecto al rol de SI00A9 descrito en el modelo
de melanoma, B16F10, esta proteina junto con S100A8 seria capaz de estimular la
expresion de las metaloproteinasas de la matriz asociadas con la metéstasis tumoral,
como también seria capaz de promover la migracion quimiotactica de estas celulas de
una manera dependiente del receptor para productos finales de glicacion avanzada

(RAGE) (Srikrishna y cols., 2012).

Por otro lado, se debe mencionar que se identificé también por espectrometria
de masa el inhibidor tisular de metaloproteinasa-2 (TIMP-2) hallado exclusivamente en
EVs que no cargan CAV1, el cual pudo haber tenido un rol al momento de disminuir la
invasion de células MDA-MB-231 expuestas a EVs que no contienen CAV1 a nivel in
vitro e in vivo (Figuras 6D, 7D y 10B y C), ya que por literatura se conoce que células
MDA-MB-231 expresan metaloproteinasas de tipo-2 (MMP-2), la cual puede ser

inhibida por TIMP-2 (Bernardo y cols., 2003).

En resumen, aqui se logré reportar sobre la presencia de CAV1 en EVs
secretados por la linea celular de cancer de mama metastasico MDA-MB-231, que fue
capaz de promover la migracion e invasién in vitro de las mismas células, asi como en

una linea celular de cancer de mama no metastasico. Como consecuencia, estos
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hallazgos implican a las EVs en eventos de sefializacion autocrina y paracrina, que
favorecen la migracién y la invasion de células recipientes, posiblemente mediante la
transferencia de proteinas implicadas en la adhesion (Figura 13). Si bien es claramente
prometedor, se requiere mucho mas trabajo para determinar cémo la presencia o
ausencia de CAV1 en EVs afecta la funcion de estas vesiculas provenientes de cancer

de mama de una manera tan profunda.

60



Célula

MDA-MB-231 Cfe61 _INC

WT/shC

)
%@" G
INC D/_
Y|
) S - 2

ok Moy Y -

sl eyt &‘9' < z Cyr61 - Diseminacion peritoneal
N &

i INC e INC (a través de Integrina 02f1)
-> Metastasis peritoneal

%
(a través de Integrina avp3)

g %\0’9’ G %J‘N(‘ > B)

Sigy. TNC <
40 cRe T TNe
'%TNC 9
%\&"&ml
6l TINC
&6 e A A .
; Carcinomatosis peritoneal

Modelo de

%‘N( Células T47-D/ Tenascina - Angiogénesis tumoral
MDA-MB-231+EVs A
4 1VEGF
%@‘? et
CHi61 wINC TFAK
%I'N(' Veas aescntiri $
v 2 1 Permeabilidad vascular
fea | -Ely...... R
<@ b Formacion de ascitis maligna
m,‘TNC
=
%‘d‘ CE:‘:! S100A9 > Metaloproteinasas de matriz
s e - RAGE = Migracion

1 Migracion
_ A) j

Células T47-D/ ¢ Invasién
MDA-MB-231

Célula
recipiente

0

Deteccion de
EVs CAV1+; Cyr61+; TNC+ o S100+ en
plasma de paciente

N
e 9
S > N
TN 2 Gy o™ &,
» INe 5, 5
[ WV

Marcadores de mal

2 O, s\“ﬂé
2 5
pl‘OIlOSthO

Yrs
We  mlve

Figura 13: Modelo esquematico de como CAV1 junto a proteinas asociadas a
adhesion como Cyr6l, Tenascina (TNC) y S100A9 podrian estar favoreciendo
migracion, invasion y metéstasis. A) Células MDA-MB-231 WT y shC liberan EVs
ricas en CAV1, Cyr61, TNC y S100A9. La incubacion de estas EVs con células T47-D
o con células MDA-MB-231 da lugar a una mayor capacidad migratoria e invasiva de
estas células independiente si expresan o no niveles enddgenos de CAV1. B) Cuando se
evalla el rol de CAV1 en EVs en el modelo in vivo de carcinomatosis peritoneal de
cancer de mama, se observo que estas EVs promovian la formacion de tumores
retroperitoneales en bazo/pancreas y mesenterio junto con la formacion de ascitis
maligna en la cavidad peritoneal. Interesantemente, Cyr61 se le ha asignado un rol en
promover adhesion e invasion en un modelo de carcinomatosis peritoneal de cancer
gastrico. Continla en pagina siguiente.
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En lo que se afiade que TNC puede promover la formacion de ascitis maligna a través
de un aumento en la permeabilidad celular mediado por el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) y a un aumento en la expresion de la quinasa de adhesiones
focales (FAK). En el caso de S100A9, se describe que es capaz de promover migracion
e invasion de células tumorales mediante la activacion del receptor para productos
finales de glicacion avanzada (RAGE) y activacion de metaloproteinasas de matriz,
respectivamente. C) La posible deteccion de EVs que contienen CAV1 junto con
Cyr61, TNC o S100A9 en muestras de plasma de pacientes con cancer de mama que ya
han pasado por mastectomia, tratamiento con quimioterapia y/o radioterapia puede ser
indicativo de mal prondstico, ya que seria un indicio de una posible recidiva de parte de
este cancer o el desarrollo de metastasis propiamente tal.
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6.- ANEXO

FIGURAS SUPLEMENTARIAS

Al inicio de esta tesis doctoral se debi6 considerar que para obtener una caracterizacion
lo méas completa posible de una poblacion enriquecida de vesiculas extracelulares del
tamafio de exosomas (entre 30 y 150 nm), se requirié del uso de técnicas como
dispersion de luz dindmica (DLS) para evaluar el diametro de las vesiculas presentes en
la muestra, microscopia electronica de transmision (MET) para evaluar su integridad y
calidad, como también el tamafio de estas vesiculas, ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) para detectar la presencia de marcadores de endosomas
presentes en la membrana de las muestras de EVs, como CD63 o CD9 y western blot

para su caracterizacion. Es por esto, que se avanzd como descrito a continuacion.

)] Optimizacion del protocolo de ultracentrifugacion para la obtencion de
EVs

Cabe mencionar que debido a la discrepancia hallada en la literatura en cuanto al
rendimiento obtenido de los protocolos de purificacion de EVs mediante
ultracentrifugacion a partir de sobrenadante de lineas celulares tumorales (Melo y cols.,
2014; Lazar y cols., 2015; He y cols., 2015; Greening y cols., 2015; Théry y cols.,
2006), se decidio optimizar este protocolo utilizando primero a nuestro modelo de
estudio, la linea celular de cancer de mama metastasico humano MDA-MB-231 que se
puede adquirir en ATCC (# HTB-26).

Para esto, en la tabla 2 estan resumidos los protocolos realizados, los cuales se
diferencian uno del otro de acuerdo al uso del filtro de 0,2 pum al inicio del protocolo
(Protocolo 1) o previo al uso de la ultracentrifuga (Protocolo 4), como también el uso de

filtro de 0,45 pm previo al uso de la ultracentrifuga (Protocolo 5) o ausencia de filtro
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(Protocolo 2 y 3) pero con el uso de colchon de sacarosa (25%) en el protocolo 3. Si
bien todos los protocolos dieron lugar a la obtencion de una poblacion del particulas que
coinciden con el tamafio esperado para exosomas, se debe destacar que todas las
muestras analizadas mediante Dynamic Light Scattering o dispersion de luz dinamica
(DLS) tuvieron una elevada distribucion de tamafio y forma, lo cual fue dependiente, en
su mayoria, por el tipo de protocolo de purificacion utilizado (ref. 3). Teniendo esto en
cuenta, el protocolo 4 fue el que presenté una menor distribucion de tamafio y forma de

las particulas analizadas.

1)) Analisis mediante DLS
En un principio, quisimos evaluar cada paso de centrifugacion de la muestra usando
DLS, para asi evaluar el tamafio de las particulas que se iban obteniendo y determinar
en qué paso ya se iban obteniendo vesiculas con el tamafio deseado como para ser
considerados una poblacion rica en vesiculas del tamafio de exosomas (Figura

suplementaria 1).

Figura suplementaria 1: Tamafio de vesiculas presentes usando el protocolo 2 de cada
paso de purificacion de EVs provenientes de células MDA-MB-231.
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Lo que pudimos observar fue que después de la primera ultracentrifugacion, ya se
empez6 a obtener una poblacion de particulas de 123 nm en promedio que va acorde a
las caracteristicas de tamafio descritas para exosomas (Figura suplementaria 1). Sin
embargo, se debe tomar en cuenta el valor del indice de polidispersion (Pdl) que indica
qué tan estrecha es la distribucion Gaussiana de tamafio (Kesimer y cols., 2015; Manual
Malvern Zetasizer; ref. 4).
En el caso de la muestra final obtenida mediante el protocolo 2 (Figura suplementaria
1), el valor PdI fue de 1, el cual no se recomienda ya que valores sobre 0.7 indicarian la
presencia de una poblacién ampliamente irregular en tamafio y forma (ref. 3), lo cual se
puede deber a la presencia de agregados de vesiculas o restos de membrana. Es por esto
que decidimos modificar el protocolo incluyendo como paso extra el uso un de filtro de
0,2 um (Protocolo 1y 4) o de 0,45 pum (Protocolo 5).

Se pudo observar una poblacion enriquecida de este tipo de vesiculas que
coinciden con el rango de tamafio esperado para una poblacion de exosomas en los 5
protocolos analizados (Figura suplementaria 2) con un tamafio promedio de 54,6 nm

para las particulas obtenidas en el protocolo 1; 113,4 nm correspondiente al protocolo 2;
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116,5 nm para el protocolo 3; 48,9 nm en el protocolo 4 y 58,4 nm para las particulas
pertenecientes al protocolo 5. Debemos confirmar que solo 3 de ellos son considerados
como Optimos para su obtencién. La razon de esto Gltimo se atribuye al valor
denominado Z-average (promedio Z) que corresponde al valor mas estable dado por la
técnica que se calcula a partir de la intensidad de la sefial y que provee una medicion
segura y confiable del tamafio promedio de una distribucién de tamafio de las particulas
presentes en la muestra. Esto fue observado en los protocolos 1, 4 y 5, no asi en los
protocolos 2 y 3, cuyos valores de Z-average tuvieron una diferencia en mas de 200
unidades. Otra razon por la cual estos 3 protocolos fueron considerados como 6ptimos,
se debe nuevamente al valor del indice de polidispersion (Pdl) obtenido en cada
protocolo que fue menor a 0,7 (ref. 3); en donde se obtuvo un valor Pdl para el
protocolo 1 de 0,585; 0,442 para el protocolo 4 y 0,533 en el caso del protocolo 5.
Especificamente, el protocolo 4 fue considerado como el mejor entre estos 3 protocolos
como para ser ocupado en ese momento debido a que la muestra obtenida fue
considerada como una poblacion de particulas moderadamente “polidispersas” por

encontrarse dentro del rango de 0,1-0,4 (ref. 4).

74



PROTOCOLO 1

Size (ramj: % Intensity  Width (am):

Z.Average (nm): 2734 Peak 1: 5461 100,00 5340
Pdl: 0.585 Peak 2 0,000 0.0 0,000
Intercept: 1,16 Peak 3 0,000 0o 0,000

Sere Datricution by nbensty

Size (r.om}
Size (ramjc % Inlensity Width [r.am
Z-hverage (ramg 9406 Peak1: 1134 1000 10,94
Pdt 1,000 Peak & 0.000 ] 0,000
Intercept 0798 Peak3:  0.000 0o 0,000
Size Datribution by ntensty
Bp oo e e e s e
P R
Faolodiibn b
i‘ S P P
- 1 e e P Ty - PR T T RRCTRTT ¥ YRR PR TRY CET e
P ST N 1 S
TI':I 1 i 1000 10600
Sizw (r.nm}
Size (ramk % Intemsity Width (ram):
Z-Average (ram 1152 Peak 1: 1E5 00,0 2402
Pdt 1,000 Paak 2 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,537 Peak X 0,000 0o 0,000
Size Dasribution by Rlensty
BB e s 0 B 4 N4 N KA R LS A RN BB
. &
£
E T
- _m ....................................................................................
:'I-'l i 1000 10000

75



PROTOCOLO 4
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Figura suplementaria 2: Andlisis de muestras obtenidas de protocolos de purificacion de
EVs descritos en tabla 1. Muestras de MDA-MB-231 obtenidas mediante 5 protocolos
distintos de ultracentrifugacién, en donde hubo variacion en el uso de filtro, uso de sacarosa y
variacion en los tiempos de ultracentrifugacion (paginas 74 y 75). Descritos en mayor detalle en

la Tabla 2.
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I11)  Caracterizacibon de EVs mediante Microscopia electrénica de
transmision (MET)

Una vez realizadas las mediciones de las muestras por DLS, se tuvo como objetivo
observar la integridad de las vesiculas obtenidas de cada protocolo por MET. Cabe
destacar que todas las muestras se caracterizaron por la presencia de restos de
membrana, lo que explica el valor Pdl obtenido de los protocolos realizados, ya que
pudo ser atribuido a las desventajas presentadas por la técnica de ultracentrifugacion en
si. Sin embargo, pudimos observar vesiculas del tamafio esperado (Figura suplementaria

3).

Figura suplementaria 3: Imagen representativa de EVs de MDA-MB-231 obtenidos con el
protocolo 5 mediante microscopia electrénica de transmision. Se midi6 didmetro de
vesiculas visualizadas.

Cabe recordar que también tuvimos como objetivo estandarizar un protocolo que nos
permitio obtener un mayor rendimiento de estas vesiculas, para poder realizar una
cuantificacion que no exija un volumen abundante de sobrenadante inicial, el cual fue
en un principio de 600 mL aproximadamente. Es por esto que decidimos analizar un

volumen de sobrenadante de 120 mL.

IV)  Caracterizacion de EVs mediante Western blot
Una vez obtenida la muestra de EVs después de varios intentos, se evalud la presencia

del marcador de endosoma, CD9 (~28 kDa), Calnexina (~97 kDa) y CAV1 (~21 kDa)
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(Figura suplementaria 4). Cabe mencionar que Calnexina corresponde a un marcador de
reticulo endoplasmico que no se encuentra en EVs (control negativo). Los resultados
confirmaron la presencia de CAV1 en los EVs de la linea celular MDA-MB-231. Por
otro lado, también se purificaron EVs a partir de células MDA-MB-231(shC) y MDA-
MB-231(shCAV1), las cuales fueron transducidas con una construccién control de
horquilla corta para generar células MDA-MB-231 (shC) o fueron silenciadas para
CAV1 usando una construccion de horquilla corta especifica para CAV1 de manera de
generar células MDA-MB-231(shCAV1), como se ha descrito previamente (Urra y
cols., 2012).

Se ve que al silenciar CAV1 en las células MDA-MB-231(shCAV1), no se detecto esta
proteina en las EVs cuando se utilizo el protocolo 4 descrito en la tabla 2 (figura
suplementaria 4A en el bolsillo 5). Al mismo tiempo es importante mencionar que en el
western blot también se utilizé el lisado total de las células como control para cada
purificacion. Al comparar la linea celular MDA-MB-231 con la sublinea celular MDA-
MB-231(shCAV1), hubo efectivamente una disminucién de los niveles de CAV1

(bolsillo 8 en comparacion con el bolsillo 6, respectivamente).
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Figura suplementaria 4: Western blot de EVs y lisado celular de MDA-MB-231 WT, shCy
SshCAV1. Los extractos proteicos de las lineas celulares T47-D, MDA-MB-231 WT, MDA-
MB-231(shC) y MDA-MB-231(shCAV1) junto con los extractos proteicos de EVs purificados a
partir de 420 mL de sobrenadante de MDA-MB-231 WT, MDA-MB-231(shC) y MDA-MB-
231(shCAV1) fueron separados mediante SDS-PAGE 15% y analizados mediante western blot
con los anticuerpos: A) anti-CAV1,anti- B-actina, anti-Calnexina y B) anti-CD9. L: Lisado
celular; EV: Muestra de vesiculas; buffer RIPA: Muestras de EVs tratadas con tampén RIPA 'y
coctel de inhibidores de proteasas.

Cabe destacar que en las 3 muestras de EVs obtenidas de las lineas celulares MDA-MB-
231 (EVs WT), MDA-MB-231(shC) (EVs shC) y MDA-MB-231(shCAV1) (EVs
shCAV1) se pudo detectar el marcador de endosoma, CD9 (Figura suplementaria 4B),
lo que indica que el protocolo de purificacién realizado daria lugar a una muestra rica
en exosomas.

Por otra parte, es importante mencionar que contamos con una linea celular de cancer de
mama que no expresa CAV1 que corresponde a un carcinoma no metastasico

denominado T47-D (Figura suplementeria 4A, pocillo 1). De esta manera contamos con

una linea celular que puede ser estimulada con EVs con CAVL1 sin tener el ruido de
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CAV1 endogena, lo que facilita evaluar si CAV1 de por si podria estar promoviendo

migracion e invasion a través de una comunicacion autocrina y/o endocrina.
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Figura suplementaria 5: Cuantificacion de EVs obtenidos por ultracentrifugacion
provenientes de MDA-MB-231 WT, shC y shCAV1 mediante exo-ELISA (deteccién de
vesiculas CD63+). Vesiculas fueron purificadas a partir de 100 mL de sobrenadante de cada
condicidn. (N=2). A) n° de vesiculas se cuantificd en base a n° de células obtenidas a las 48 h de
retirar el sobrenadante y posterior purificacion de estas vesiculas. B) Tabla representativa de n°
de células obtenidas después de 48h, n° de vesiculas CD63+ correspondiente a cada condicion y
n° de vesiculas por célula de cada muestra.

V) Cuantificacion de EVs mediante exo-ELISA
Ademas de su caracterizacion por Western blot, también se tuvo como objetivo
cuantificar de manera indirecta el nimero de vesiculas contenidas en un determinado
volumen de sobrenadante (100 mL de sobrenadante) de las EVs WT, EVs shC y EVs
shCAV1 aisladas por ultracentrifugacion (Figura suplementaria 5) mediante la
deteccion de CD63 en estas vesiculas. Para esto, se sembré una cantidad inicial de

500.000 células en cada condicion y al cabo de 48 h, el nimero de células se cuantificd
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nuevamente para asi establecer una correlacion entre el nimero de células con el
namero de vesiculas positivas para CD63 obtenidas (Figura suplementaria 5B). Al cabo
de 48 h, se obtuvieron 1.960.000 células MDA-MB-231 WT y aproximadamente 1.28 x
10° EVs WT positivas para CD63; 1.949.000 células MDA-MB-231(shC) vy
aproximadamente 1.37 x 10° EVs shC y por ultimo 3.025.000 células MDA-MB-
231(shCAV1) con 1.15 x 10 EVs shCAV1. Esto se traduce en que células MDA-MB-
231(shCAV1) liberarian 10 veces més vesiculas ricas en CD63 en comparacion con las

células de MDA-MB-231 WT y MDA-MB-231(shC) (Figura suplementaria 5A).
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Figura suplementaria 6. Efecto biolégico de EVs obtenidos por ultracentrifugacion de
MDA-MB-231(shC) y MDA-MB-231(shCAV1) en MDA-MB-231 WT. Para esto, se realiz6
un ensayo de invasion en donde se sembraron 90.000 células MDA-MB-231 con 5 6 10 pL de
cada muestra de EVs en un inserto con matrigel. Después de 56 h, se tifieron células inmersas en
matrigel con DAPI y posteriormente, se realizd su conteo. En el panel de la izquierda, se ve
imagen representativa de cada condicion (N=2).

VI) Evaluacion del efecto bioldgico de EVs shC y EVs shCAV1 en células
parentales mediante ensayo de invasién en matrigel

A continuacién se quiso evaluar si las vesiculas aisladas por ultracentrifugacién eran

capaces de promover invasion en células que ya contenian niveles enddgenos elevados

de CAV1 (células parentales) (Figura suplementaria 6). Para ello, se sembraron células

junto con 5 o 10 pL de EVs en camaras boyden con matrigel durante 56 h y

posteriormente, se cuantificd el nimero de células que invadieron esta matriz. Se pudo
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observar que menos de 10 células expuestas a 5 0 10 pL de EVs shCAV1 fueron
capaces de invadir la matriz y entre 40 y 70 células expuestas a 5 0 10 pL de EVs shC,
respectivamente fueron halladas en el matrigel. Cabe notar que el nimero de células sin
tratar fue similar a las tratadas con EVs shC.

A pesar de los resultados obtenidos, de igual manera se hizo muy dificil la obtencién de
vesiculas a partir de estas sublineas celulares utilizando ultracentrifugacion, ya que se
requerian volumenes superiores a los 400 mL de sobrenadante para lograr una
caracterizacion completa por Western blot, MET, DLS y exo-ELISA de estas vesiculas.
En lo que se afiade que el remanente de muestra posterior a su caracterizacion no
alcanzaba para realizar los ensayos de efecto bioldgico correspondientes al objetivo 2, 3
y 4. Por lo que se decidio utilizar el kit Exospin™ que nos permitié realizar la
caracterizacion completa de las vesiculas utilizando un volumen de sobrenadante inicial

menor a 200 mL.
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Figura suplementaria 7: Inoculacion via intraperitoneal de células MDA-MB-231
con o sin EVs que contienen CAV1 no promueven formacion de tumores en
pulmoén, higado o rifiones en modelo de carcinomatosis peritoneal de cancer de
mama. Ratones BalbC NOD/SCID fueron inyectados con células MDA-MB-231
parentales con 10 pg de proteina total de EVs que contienen CAV1 (EVs de WT y shC)
0 de EVs que carecen de CAV1 (EVs de shCAV1) via intraperitoneal. Se sacrificaron
los animales al dia 28 y se evalu6 la formacion de tumores en cada grupo experimental.
No hubo diferencias significativas (ns) en las masas totales de los pulmones (A), higado
(B) y rifiones (C) evaluados en cada condicion.
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TABLA SUPLEMENTARIA 1: Analisis de ontologia génica via PANTHER de
proteinas de EVs de MDA-MB-231 WT y shC.

Gene Name
Gene Symbol
Mapped IDs PANTHER
Ortholog Family/Subfamily | PANTHER
Protein Class
1. | HUMANIHGNC=9532| | P25788 | Proteasome | PROTEASOME protease
UniProtKB=P25788 PSA3 H | subunit SUBUNIT
UMAN | alphatype-3 | ALPHA TYPE-3
PSMA3 (PTHR11599:SF1
ortholog 0)
2. | HUMAN|HGNC=1830 | COTL1_ | Coactosin- COACTOSIN- non-motor
4|UniProtKB=Q14019 | HUMA | like protein | LIKE PROTEIN actin binding
N COTL1 (PTHR10829:SF2) | protein
Q14019 | ortholog
3. | HUMANI|HGNC=537| | ANXA2 | Annexin A2 | ANNEXIN A2- -
UniProtKB=P07355 _HUMA | ANXA2 RELATED
N ortholog (PTHR10502:SF1
P07355 8)
4. | HUMAN|HGNC=6535| | LDHA_ | L-lactate L-LACTATE dehydrogenase
UniProtKB=P00338 HUMA | dehydrogena | DEHYDROGENA
N se A chain SE A CHAIN
P00338 | LDHA (PTHR43128:SF1
ortholog 0)
5. | HUMAN|HGNC=1178 | TSP4 H | Thrombospo | THROMBOSPON | -
8|UniProtKB=P35443 UMAN ndin-4 DIN-4
P35443 | THBS4 (PTHR10199:SF9
ortholog | 2)
6. | HUMAN|HGNC=8881| | P07737 | Profilin-1 PROFILIN-1 -
UniProtKB=P07737 PROF1_ | PEN1 (PTHR13936:SF1
HUMA | ortholog 4)
N
7. | HUMAN|HGNC=4883| | P08603 | Complement | COMPLEMENT | -
UniProtKB=P08603 CFAH_ | factor H FACTOR H
HUMA | CFH (PTHRA45785:SF7)
N ortholog
8. | HUMANI|HGNC=9253| | P62937 | Peptidyl- PEPTIDYL- -
UniProtKB=P62937 PPIA_H | prolyl cis- PROLYL CIS-
UMAN | trans TRANS
isomerase A | ISOMERASE-
PPIA RELATED
ortholog (PTHR11071:SF2
78)
9. | HUMAN|HGNC=2654| | 000622 | Protein PROTEIN CYR61 | growth factor
UniProtKB=000622 CYR61_ | CYR61 (PTHR11348:SF1
HUMA | CYR61 8)
N ortholog
10 | HUMANIHGNC=9750| | P20742 | Pregnancy PREGNANCY complement
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UniProtKB=P20742 PZP_HU | zone protein | ZONE PROTEIN | component
MAN PZP (PTHR11412:SF9 | cytokine
ortholog 2) serine protease
inhibitor
11 | HUMANIHGNC=3611| | FCERG | High affinity | HIGH AFFINITY | -
UniProtKB=P30273 _HUMA | immunoglob | IMMUNOGLOBU
N ulinepsilon | LIN EPSILON
P30273 | receptor RECEPTOR
subunit SUBUNIT
gamma GAMMA
FCER1G (PTHR16803:SF0)
ortholog
12 | HUMAN|HGNC=5157| | P00492 | Hypoxanthin | HYPOXANTHIN | glycosyltransfe
UniProtKB=P00492 HPRT_ | e-guanine E-GUANINE rase
HUMA | phosphoribo | PHOSPHORIBOS | mutase
N syltransferas | YLTRANSFERAS
e E
HPRT1 (PTHR43340:SF6)
ortholog
13 | HUMANI|HGNC=7373| | MOES_ | Moesin MOESIN actin family
UniProtKB=P26038 HUMA | MSN (PTHR23281:SF2 | cytoskeletal
N ortholog 6) protein
P26038
14 | HUMANIHGNC=9536| | 014818 | Proteasome | PROTEASOME protease
UniProtKB=014818 PSA7_H | subunit SUBUNIT
UMAN | alphatype-7 | ALPHA TYPE-7
PSMA7 (PTHR11599:SF4
ortholog 0)
15 | HUMAN|HGNC=5394| | CFAI_H | Complement | COMPLEMENT | -
UniProtKB=P05156 UMAN | factor | FACTOR |
P05156 | CFI (PTHR24253:SF9
ortholog 1)
16 | HUMAN|HGNC=3661| | P02671 | Fibrinogen FIBRINOGEN -
UniProtKB=P02671 FIBA_H | alphachain | ALPHA CHAIN
UMAN | FGA (PTHR47221:SF1)
ortholog
17 | HUMAN|HGNC=5171| | P02790 | Hemopexin | HEMOPEXIN metalloprotease
UniProtKB=P02790 HEMO_ | HPX (PTHR10201:SF1
HUMA | ortholog 36)
N
18 | HUMAN|HGNC=870| | ATP7B_ | Copper- COPPER- cation
UniProtkKB=P35670 HUMA | transporting | TRANSPORTING | transporter
N ATPase 2 ATPASE 2 hydrolase
P35670 | ATP7B (PTHR43520:SF9) | ion channel
ortholog
19 | HUMAN|HGNC=2500| | CTGF_ | Connective | CONNECTIVE growth factor
UniProtKB=P29279 HUMA | tissue TISSUE
N growth GROWTH
P29279 | factor FACTOR
CTGF (PTHR11348:SF7)
ortholog
20 | HUMAN|HGNC=9483| | TRY2_ | Trypsin-2 TRYPSIN-2 serine protease
UniProtKB=P07478 HUMA | PRSS2 (PTHR24264:SF1
N ortholog 5)
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PO7478

21 | HUMAN|HGNC=1367 | Q96KKS5 | Histone HISTONE H2A histone
1|UniProtKB=Q96KK5 | H2A1H_ | H2A type 1- | TYPE 1-H
HUMA | H (PTHR23430:SF2
N HIST1IH2A | 13)
H
ortholog
22 | HUMAN|HGNC=9546| | PSB9 H | Proteasome | PROTEASOME protease
UniProtKB=P28065 UMAN | subunit beta | SUBUNIT BETA
P28065 | type-9 TYPE-9
PSMB9 (PTHR11599:SF5
ortholog 0)
23 | HUMAN|HGNC=3662| | FIBB_H | Fibrinogen FIBRINOGEN signaling
UniProtKB=P02675 UMAN | beta chain BETA CHAIN molecule
P02675 | FGB (PTHR19143:SF3
ortholog 32)
24 | HUMAN|HGNC=1698 | LMAN2 | Vesicular VESICULAR membrane
6|UniProtKB=Q12907 | HUMA | integral- INTEGRAL- traffic protein
N membrane MEMBRANE
Q12907 | protein PROTEIN VIP36
VIP36 (PTHR12223:SF2
LMAN2 8)
ortholog
25 | HUMAN|HGNC=758| | P00966 | Argininosuc | ARGININOSUCC | ligase
UniProtKB=P00966 ASSY_ | cinate INATE
HUMA | synthase SYNTHASE
N ASS1 (PTHR11587:SF2)
ortholog
26 | HUMAN|HGNC=1285 | P63104 | 14-3-3 14-3-3 PROTEIN | chaperone
5|UniProtKB=P63104 | 1433Z_ | protein ZETA/DELTA
HUMA | zeta/delta (PTHR18860:SF7)
N YWHAZ
ortholog
27 | HUMAN|HGNC=6541| | LDHB_ | L-lactate L-LACTATE dehydrogenase
UniProtKB=P07195 HUMA | dehydrogena | DEHYDROGENA
N se B chain SE B CHAIN
P07195 | LDHB (PTHR43128:SF2)
ortholog
28 | HUMAN|HGNC=9543| | PSB6_H | Proteasome | PROTEASOME protease
UniProtKB=P28072 UMAN | subunit beta | SUBUNIT BETA
P28072 | type-6 TYPE-6
PSMB6 (PTHR11599:SF4
ortholog 6)
29 | HUMAN|HGNC=1743 | CHIA _H | Acidic ACIDIC -
2|UniProtKB=Q9BZP6 | UMAN | mammalian | MAMMALIAN
Q9BZP6 | chitinase CHITINASE
CHIA (PTHR11177:SF1
ortholog 88)
30 | HUMAN|HGNC=7850| | P22392 | Nucleoside | NUCLEOSIDE
UniProtKB=P22392 NDKB_ | diphosphate | DIPHOSPHATE
HUMA | kinase B KINASE B
N NME2 (PTHR11349:SF5
ortholog 7
31 | HUMAN|HGNC=3441 | C3P1 H | Putative PROTEIN C3P1- | complement
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4|UniProtKB=Q6ZMU | UMAN | protein RELATED component
1 Q6ZMU | C3P1 (PTHR11412:SF1 | cytokine
1 C3P1 11) serine protease
ortholog inhibitor
32 | HUMANI|HGNC=1391 | 095445 | Apolipoprot | APOLIPOPROTEI | -
6|UniProtKB=095445 | APOM_ | ein M NM
HUMA | APOM (PTHR32028:SF1)
N ortholog
33 | HUMANI|HGNC=2171| | Q12860 | Contactin-1 | CONTACTIN-1 -
UniProtKB=0Q12860 CNTN1 | CNTN1 (PTHR44170:SF1
_HUMA | ortholog 0)
N
34 | HUMANI|HGNC=6423| | P08779 | Keratin, type | KERATIN, TYPE | -
UniProtKB=P08779 K1C16_ || 1
HUMA | cytoskeletal | CYTOSKELETA
N 16 L 16
KRT16 (PTHR23239:SF1
ortholog 05)
35 | HUMAN|HGNC=1125 | Q13103 | Secreted SECRETED -
6|UniProtKB=Q13103 | SPP24_ | phosphoprot | PHOSPHOPROTE
HUMA |ein24 IN 24
N SPP2 (PTHR15444:SF4)
ortholog
36 | HUMANI|HGNC=1744 | CSTN1_ | Calsyntenin- | CALSYNTENIN- | calcium-
7|UniProtKB=094985 | HUMA |1 1 binding protein
N CLSTN1 (PTHR14139:SF4) | cell adhesion
094985 | ortholog molecule
37 | HUMAN|HGNC=7910| | P06748 | Nucleophos | NUCLEOPHOSM | chaperone
UniProtKB=P06748 NPM_H | min IN
UMAN | NPM1 (PTHR22747:SF2
ortholog 8)
38 | HUMAN|HGNC=2077 | P07437 | Tubulin beta | TUBULIN BETA | tubulin
8|UniProtKB=P07437 | TBB5_H | chain CHAIN
UMAN | TUBB (PTHR11588:SF6
ortholog 1)
39 | HUMAN|HGNC=5318| | TENA_ | Tenascin TENASCIN -
UniProtKB=P24821 HUMA | TNC (PTHR46708:SF1)
N ortholog
P24821
40 | HUMAN|HGNC=708| | ARPC5_ | Actin- ACTIN- actin family
UniProtkKB=015511 HUMA | related RELATED cytoskeletal
N protein 2/3 PROTEIN 2/3 protein
015511 | complex COMPLEX
subunit 5 SUBUNIT 5
ARPC5 (PTHR12644:SF1)
ortholog
41 | HUMAN|HGNC=5235| | P54652 | Heat shock- | HEAT SHOCK- -
UniProtKB=P54652 HSP72_ | related 70 RELATED 70
HUMA | kDa protein | KDA PROTEIN 2
N 2 (PTHR19375:SF3
HSPA2 52)
ortholog
42 | HUMAN|HGNC=9857| | RAP1B_ | Ras-related | RAS-RELATED small GTPase
UniProtKB=P61224 HUMA | protein Rap- | PROTEIN RAP-
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N 1b 1B-RELATED
P61224 | RAP1B (PTHR24070:SF3
ortholog 93)
43 | HUMAN|HGNC=1037| | CFAB_ | Complement | COMPLEMENT | -
UniProtKB=P00751 HUMA | factor B FACTOR B-
N CFB RELATED
P00751 | ortholog (PTHR46393:SF1)
44 | HUMANI|HGNC=4748| | Q99880 | Histone H2B | HISTONE H2B histone
UniProtKB=Q99880 H2B1L_ | type 1-L TYPE 1-L
HUMA | HIST1IH2BL | (PTHR23428:SF1
N ortholog 90)
45 | HUMAN|HGNC=3189| | EF1A1_ | Elongation ELONGATION G-protein
UniProtKB=P68104 HUMA | factor 1- FACTOR 1- hydrolase
N alpha 1 ALPHA 1 translation
P68104 | EEF1A1 (PTHR23115:SF2 | elongation
ortholog 22) factor
translation
initiation factor
46 | HUMAN|HGNC=1599 | NAV3_ | Neuron NEURON -
8|UniProtKB=Q8IVL0 | HUMA | navigator3 | NAVIGATOR 3
N NAV3 (PTHR12784:SF1
Q8IVLO | ortholog 8)
47 | HUMANI|HGNC=2076 | TBA1C_ | Tubulin TUBULIN tubulin
8|UniProtKB=Q9BQE3 | HUMA | alpha-1C ALPHA-1C
N chain CHAIN
Q9BQE | TUBAILC (PTHR11588:SF6
3 ortholog 4)
48 | HUMAN|HGNC=4141| | P04406 | Glyceraldeh | GLYCERALDEH | dehydrogenase
UniProtkKB=P04406 G3P_H | yde-3- YDE-3-
UMAN | phosphate PHOSPHATE
dehydrogena | DEHYDROGENA
se SE
GAPDH (PTHR10836:SF8
ortholog 1)
49 | HUMANI|HGNC=602| | P06727 | Apolipoprot | APOLIPOPROTEI | -
UniProtKB=P06727 APOA4 | ein A-IV N A-1IV
_HUMA | APOA4 (PTHR18976:SF1)
N ortholog
50 | HUMAN|HGNC=1049 | S10A6_ | Protein PROTEIN S100- calmodulin
6|UniProtKB=P06703 | HUMA | S100-A6 A6 signaling
N S100A6 (PTHR11639:SF8 | molecule
P06703 | ortholog 0)
51 | HUMAN|HGNC=9036| | PA24B_ | Cytosolic CYTOSOLIC phospholipase
UniProtkKB=P0C869 HUMA | phospholipa | PHOSPHOLIPAS
N se A2 beta E A2 BETA
POC869 | PLA2G4B (PTHR10728:SF3
ortholog 2)
52 | HUMAN|HGNC=166| | 043707 | Alpha- ALPHA- -
UniProtKB=043707 ACTN4 | actinin-4 ACTININ-4
_HUMA | ACTN4 (PTHR11915:SF4
N ortholog 25)
53 | HUMAN|HGNC=654| | ARF3_H | ADP- ADP- -
UniProtKB=P61204 UMAN | ribosylation | RIBOSYLATION
P61204 | factor 3 FACTOR 3
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ARF3
ortholog

(PTHR11711:SF3

16)

TABLA SUPLEMENTARIA 2: Analisis de ontologia génica via PANTHER de
proteinas de EVs exclusivas de MDA-MB-231(shCAV1).

Gene
Gene ID Mapped | Name
IDs Gene PANTHER PANTHER
Symbol Family/Subfamil | Protein
y Class
1. | HUMAN|HGNC=4727|U | H2A1J_H | Histone HISTONE H2A histone
niProtkKB=Q99878 UMAN H2A type | TYPE 1-J
Q99878 1-J (PTHR23430:SF1
HIST1H2 | 98)
Al
ortholog
2. | HUMAN|HGNC=30217| | Q9UNQ2 | Probable | DIMETHYLADE | RNA
UniProtKB=Q9UNQ?2 DIM1_H | dimethyla | NOSINE methyltransf
UMAN denosine | TRANSFERASE- | erase
transferas | RELATED
e (PTHR11727:SF7
DIMT1 |)
ortholog
3. | HUMANHGNC=3529|U | P03951 Coagulati | COAGULATION | serine
niProtKB=P03951 FA11 H | onfactor | FACTOR XI protease
UMAN Xl (PTHR24253.SF4
F11 4)
ortholog
4. | HUMANHGNC=8896|U | P00558 Phosphog | PHOSPHOGLYC | carbohydrate
niProtK B=P00558 PGK1 H | lycerate ERATE KINASE | kinase
UMAN kinase 1 1
PGK1 (PTHR11406:SF1
ortholog | 4)
5. | HUMANHGNC=10576| | Q9Y240 | C-type C-TYPE LECTIN | extracellular
UniProtKB=Q9Y?240 CLC11 H | lectin DOMAIN matrix
UMAN domain FAMILY 11 structural
family 11 | MEMBER A protein
member (PTHR22799:SF1
A )
CLEC11
A
ortholog
6. | HUMAN|HGNC=7754|U | Q92859 Neogenin | NEOGENIN -
niProtkB=0Q92859 NEO1 H | NEO1 (PTHR44170:SF1
UMAN ortholog | 4)
7. HUMAN|HGNC=5233|U | PODMV9 | Heat HEAT SHOCK -
niProtKB=PODMV9 HS71B_H | shock 70 | 70 KDA
UMAN kDa PROTEIN 1A-
protein RELATED
1B (PTHR19375:SF2
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HSPA1B | 23)
ortholog
8. | HUMAN|HGNC=4248|U | Q92820 Gamma- | GAMMA- cysteine
niProtkB=0Q92820 GGH_HU | glutamyl | GLUTAMYL protease
MAN hydrolase | HYDROLASE
GGH (PTHR11315:SF2
ortholog |)
9. | HUMANHGNC=11821| | P16035 Metallopr | METALLOPROT | protease
UniProtKB=P16035 TIMP2_H | oteinase EINASE inhibitor
UMAN inhibitor | INHIBITOR 2
2 (PTHR11844:SF2
TIMP2 4)
ortholog
10. | HUMANIHGNC=9531|U | PSA2 H | Proteaso | PROTEASOME protease
niProtkK B=P25787 UMAN me SUBUNIT
P25787 subunit ALPHA TYPE-2
alpha (PTHR11599:SF1
type-2 6)
PSMAZ2
ortholog
11. | HUMAN|HGNC=7036|U | MFGM_ | Lactadher | LACTADHERIN | cell adhesion
niProtkB=Q08431 HUMAN | in (PTHR24543:SF2 | molecule
Q08431 MFGES8 98) hydrolase
ortholog membrane-
bound
signaling
molecule
receptor
12. | HUMANIHGNC=1764|U | CADH5_ | Cadherin- | CADHERIN-5 -
niProtKB=P33151 HUMAN |5 (PTHR24027:SF8
P33151 CDH5 9)
ortholog
13. | HUMANIHGNC=9475|U | P07477 Trypsin-1 | TRYPSIN-1 serine
niProtKB=P07477 TRY1 H | PRSS1 (PTHR24264:SF4 | protease
UMAN ortholog | 9)
14. | HUMANI|HGNC=1063|U | P30043 Flavin FLAVIN reductase
niProtKB=P30043 BLVRB_ | reductase | REDUCTASE
HUMAN | (NADPH) | (NADPH)
BLVRB (PTHR43355:SF2
ortholog |)
15. | HUMAN|HGNC=7166|U | P08253 72 kDa 72 KDATYPE metalloprote
niProtK B=P08253 MMP2_H | type IV J\Y4 ase
UMAN collagena | COLLAGENASE
se (PTHR10201:SF2
MMP2 9)
ortholog
16. | HUMAN|HGNC=3528|U | P00742 Coagulati | COAGULATION | serine
niProtKB=P00742 FA10 H | onfactor | FACTOR X protease
UMAN X (PTHR24278:SF2
F10 8)
ortholog
17. | HUMAN|HGNC=652|Uni | P84077 ADP- ADP- -
ProtkKB=P84077 ARF1 H | ribosylati | RIBOSYLATION
UMAN on factor | FACTOR 1
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1 (PTHR11711:SF3
ARF1 08)
ortholog
18. | HUMANIHGNC=12407| | P68366 Tubulin TUBULIN tubulin
UniProtKB=P68366 TBA4A | alpha-4A | ALPHA-4A
HUMAN | chain CHAIN
TUBA4A | (PTHR11588:SF5
ortholog | 3)
19. | HUMAN|HGNC=3694|U | P02679 Fibrinoge | FIBRINOGEN signaling
niProtKB=P02679 FIBG H | ngamma | GAMMA CHAIN | molecule
UMAN chain (PTHR19143:SF3
EGG 38)
ortholog
20. | HUMAN|HGNC=4458|U | P06744 Glucose- | GLUCOSE-6- isomerase
niProtKB=P06744 G6PI_HU | 6- PHOSPHATE
MAN phosphate | ISOMERASE
isomerase | (PTHR11469:SF4
GPI )
ortholog
21. | HUMAN|HGNC=4760|U | Q16778 Histone HISTONE H2B histone
niProtKB=0Q16778 H2B2E_ | H2B type | TYPE 2-E
HUMAN | 2-E (PTHR23428:SF1
HIST2H2 | 53)
BE
ortholog
22. | HUMAN|HGNC=9760|U | P62491 Ras- RAS-RELATED -
niProtKB=P62491 RB11A_ | related PROTEIN RAB-
HUMAN | protein 11A
Rab-11A | (PTHR24073:SF6
RAB11A | 25)
ortholog
23. | HUMANHGNC=7883|U | Q9UMA47 | Neurogen | NEUROGENIC -
niProtKkB=Q9UM47 NOTC3_ | ic locus LOCUS NOTCH
HUMAN | notch HOMOLOG
homolog | PROTEIN 3
protein 3 (PTHR45836:SF1
NOTCH3 | 7)
ortholog
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