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Resumen
Antecedentes: El envejecimiento y la inflamacion crénica de bajo grado son
factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. También
se conoce que la inflamacién vascular crénica promueve la disfuncion endotelial y
gue durante el envejecimiento se acumulan células senescentes. Estas presentan
cambios fenotipicos caracteristicos que incluyen detenciéon del ciclo celular,
alteracion de sus funciones, expresion y secrecion de factores pro-inflamatorios. Los
exosomas (vesiculas extracelulares entre 30-150 nm), forman parte de un complejo
sistema de comunicacion intercelular y han surgido como potenciales agentes
terapéuticos en enfermedades cardiovasculares. Su contenido y funcionalidad varia
dependiendo del contexto fisiologico y del tipo celular que las generan. La
interleuquina-10 (IL-10) es una citoquina con potentes efectos anti-inflamatorios. Sin
embargo, se desconoce si la estimulacion de las células endoteliales con IL-10
puede promover la produccion de exosomas que atenuan el fenotipo pro-
inflamatorio asociado a endotelio senescente. Hipotesis: Interleuquina-10 estimula
la secrecion de exosomas con propiedades anti-inflamatorias en células HUVEC y
reduce la expresion de marcadores pro-inflamatorios en células HUVEC
senescentes. Metodologia: Células endoteliales humanas de vena de cordon
umbilical (HUVEC) se replicaron hasta alcanzar un estado de senescencia. Para
evaluar el establecimiento del fenotipo senescente y pro-inflamatorio, se realiz6
tincion de B-galactosidasa, medicion del area y perimetro celular y se evaluo la
expresion de pl6, p21, VCAM-1, ICAM-1, E-selectina y eNOS por Western blot. La
expresion de Interleuquina-6 (IL-6) y p65 se evaluaron por gRT-PCR. Para evaluar
migracion celular se realizo el ensayo de cierre de herida con células de musculo
liso vascular (A7r5) tratadas con o sin TNF-a (10 ng/mL). Los exosomas de células
endoteliales se aislaron mediante cromatografia de exclusion por tamafio. Los
exosomas se caracterizaron utilizando microscopia electrénica, determinacion de
CD81 mediante ensayo de ELISA y mediciébn de tamafio y concentracion de
particulas utilizando Nanoparticle Tracking Analysis. Resultados: La replicacion
continua indujo un fenotipo senescente, reflejado en un aumento en el area y

perimetro celular, tincion de B-Galactosidasa, expresion de p16, p21 y reduccion en



el contenido proteico de eNOS y e-selectina. VCAM-1 e ICAM-1 no se expresaron
en células senescentes, pero los niveles de mRNA de IL-6 y p65 se encontraron
aumentados en comparacion al control. La estimulacion de células con IL-10 en
concentraciones de 20 o 100 ng/mL por 24 h no redujo la expresién de marcadores
pro-inflamatorios en células endoteliales senescentes. El pre-tratamiento con IL-10
durante 24 h no alter6 la concentracién, tamafio, morfologia o expresion de CD81
en exosomas producidos por células endoteliales, en comparacion al control.
Asimismo, el tratamiento con 108 particulas/mL por 24 h de exosomas aislados de
células tratadas con y sin IL-10 tampoco disminuyeron la expresion de marcadores
pro-inflamatorios en células endoteliales senescentes. Sin embargo, el tratamiento
con 108 particulas/mL aisladas de células tratadas con o sin IL-10 por 24 h redujeron
la migracion de células vasculares de musculo liso inducida por TNF-a.
Conclusiones: El tratamiento por 24 h con 108 particulas/mL de exosomas, al igual
gue el tratamiento por 24 h con IL-10 en concentraciones de 20 o 100 ng/mL, no
revierten la expresion de marcadores pro-inflamatorios en células endoteliales
senescentes, pero reducen la migracion de células vasculares de musculo liso

inducida por TNF-a.



Abstract

Effect of exosomes isolated from endothelial cells treated with Interleukin-10
on the expression of pro-inflammatory markers in human senescent

endothelial cells

Background: Aging and chronic low-grade inflammation are risk factors for
developing cardiovascular diseases, given that chronic vascular inflammation
promotes endothelial dysfunction. During aging, senescent cells accumulate, which
present characteristic phenotypic changes that include cell cycle arrest, alteration of
their functions, expression, and secretion of pro-inflammatory factors. Exosomes
(extracellular vesicles between 30-150 nm) are part of a complex intercellular
communication system and have emerged as potential therapeutic agents in
cardiovascular diseases. Their content and functionality vary depending on the
physiological context and the cell type that generates them. Interleukin-10 (IL-10) is
a cytokine with potent anti-inflammatory effects. However, it is unknown whether
stimulating endothelial cells with IL-10 can promote the production of exosomes that
can attenuate the pro-inflammatory phenotype associated with senescent
endothelium. Hypothesis: Interleukin-10 stimulates the secretion of exosomes with
anti-inflammatory properties in HUVEC and reduces the expression of pro-
inflammatory markers in senescent HUVEC. Methodology: Human umbilical cord
vein endothelial cells (HUVEC) were replicated until reaching a state of senescence.
To evaluate the establishment of the senescent and pro-inflammatory phenotype, B-
Galactosidase staining, area, and perimeter measurement were performed, and the
expression of pl16, p21, VCAM-1, ICAM-1, e-selectin and eNOS was evaluated by
Western blot. Interleukin-6 (IL-6) and p65 expression were evaluated by gRT-PCR.
To assess cell migration, a wound healing assay was performed using vascular
smooth muscle cells (A7r5) treated with or without TNF-a. (10 ng/mL). Endothelial
cell exosomes were isolated by size exclusion chromatography. Exosomes were
characterized using electron microscopy, determination of CD81 by ELISA assay,

and measurement of particle size and concentration using Nanoparticle Tracking

10



Analysis. Results: Continuous replication induced a senescent phenotype, reflected
in an increase in cell area and perimeter, B-Galactosidase staining, expression of
pl6, p21, and reduction in protein content of eNOS and e-Selectin. VCAM-1 and
ICAM-1 were not expressed in senescent cells, but IL-6 and p65 mMRNA levels were
found to be increased compared to the control. Stimulating cells with IL-10 at
concentrations between 20-100 ng/mL for 24 h did not reduce the expression of pro-
inflammatory markers in senescent endothelial cells. Pretreatment with IL-10 for 24
h did not alter the concentration, size, morphology, or expression of CD81 in
exosomes produced by endothelial cells, compared to the control. Likewise,
treatment with 108 particles/mL for 24 h of exosomes isolated from cells treated with
and without IL-10 also did not decrease the expression of pro-inflammatory markers
in senescent endothelial cells. However, treatment with 108 8 particles/mL isolated
from cells treated with or without IL-10 for 24 h reduced TNF-a-induced migration of
vascular smooth muscle cells. Conclusions: Treatment for 24 h with 108
particles/mL of exosomes, as well as treatment for 24 h with IL-10 at concentrations
of 20-100 ng/mL, do not reverse the expression of pro-inflammatory markers in
senescent endothelial cells but reduce migration of vascular smooth muscle cells
induced by TNF-a..
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1. Introduccidn

1.1. Enfermedades cardiovasculares y envejecimiento
Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) son la primera causa de muerte a nivel
mundial, con una prevalencia del 31% de las muertes anuales [1]. Corresponden a
patologias que afectan el sistema cardiovascular, como el infarto del miocardio, la
hipertension arterial, la ateroesclerosis, la insuficiencia cardiaca, entre otras. Los
principales factores de riesgo para el desarrollo de ECVs son: presion sanguinea
alta, colesterol elevado, diabetes, obesidad y sobrepeso, tabaquismo, edad
avanzada y factores genéticos [1]. Hoy en dia, la edad avanzada es un factor de
riesgo relevante, ya que la poblacion mayor de 60 afios ha aumentado
considerablemente. Se estima que entre el 2015 y el 2050, la poblacion mayor a los

60 afios aumentara de un 12 a un 22% de la poblacion mundial total [2].

El envejecimiento ocurre debido a la acumulacion de dafio celular y molecular en el
tiempo [2] y se caracteriza por la pérdida progresiva de integridad fisioldgica,
llevando a la disfuncion de tejidos, 6rganos y sistemas, y aumentando la
vulnerabilidad a la muerte. Por lo tanto, no solo es un factor de riesgo para el
desarrollo de ECVs, sino también para patologias como céancer, diabetes y

enfermedades neurodegenerativas [3].

1.2. Disfuncién endotelial en enfermedades cardiovasculares.
El desarrollo de una ECV afecta la funcién de todos los tipos celulares de la
vasculatura y del miocardio, como el endotelio, musculo liso, fibroblastos y
cardiomiocitos. En este contexto, es importante destacar al endotelio. Esta
monocapa de células adyacente al lumen de los vasos sanguineos, se encuentra
presente en todo el sistema circulatorio, desde el corazon hasta los capilares mas
pequefios y presenta un rol clave en la homeostasis vascular, donde la pérdida de
ésta se relaciona a multiples patologias [4]. El endotelio vascular regula el tono

vascular, la hemostasis, el trafico de hormonas, la filtracion de fluidos, la fluidez de
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la sangre, la produccion de moléculas pro-inflamatorias, la angiogénesis, y media

respuestas inmunes pro-inflamatorias [4][5].

La disfuncion endotelial esta caracterizada por un cambio en las funciones del
endotelio, donde se reduce la capacidad vasodilatadora (asociada a la disminucion
de produccién de 6xido nitrico por el endotelio), se presenta un estado pro-
inflamatorio y propiedades pro-trombdéticas [6]. La inflamacion y el estrés oxidativo
son dos condiciones que reducen la biodisponibilidad de 6&xido nitrico (NO),
alterando la funcién de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y consumiendo el
NO disponible, de esta manera la inflamacion crénica desencadena disfuncion
endotelial y ésta, a su vez, genera un estado pro-inflamatorio [6]. Ademas, la
disfuncién endotelial puede generarse sin la ocurrencia de una inflamacion previa y
es capaz por si sola de generar activacion endotelial, que corresponde a una etapa

temprana de inflamacion en la vasculatura [4].

Esta disfuncion estd asociada con la mayoria de las ECVs, en ocasiones como
factor de riesgo para el desarrollo de una, como consecuencia de una, o bien como
ambos [7]. Por ejemplo, en la ateroesclerosis, que también es un factor de riesgo
para el desarrollo de ECVs, muchos de los factores que predisponen a esta
enfermedad (como  hipertension  arterial, diabetes, tabaquismo e
hipercolesterolemia), estan relacionados con disfuncién endotelial o la promueven
[8]. En estas condiciones, las células endoteliales presentan un fenotipo pro-
inflamatorio y pro-tromboético, aumentando la expresion de moléculas de adhesion
a leucocitos y citoquinas (pro-inflamatorias y proteinas quimioatractantes), que
favorecen la adhesién de monocitos a la pared vascular y formacién de la placa de

ateroma [8].

La inflamacion tiene un rol esencial en todas las etapas del desarrollo de la
ateroesclerosis [9], se ha descrito que el NO producido por el endotelio presenta
propiedades anti-inflamatorias, pero en condiciones de disfuncion endotelial, la

produccion y biodisponibilidad de NO se ve disminuida. Por lo que, en conjunto con
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una disminucién en la vasodilatacién, se promueve un fenotipo endotelial pro-
inflamatorio que favorece el desarrollo de ateroesclerosis [10]. De esta manera, las
alteraciones en la funcién endotelial mediada por la inflamacion juegan un papel

esencial en el desarrollo y progresién de la ateroesclerosis y otras ECVs.

1.3. Envejecimiento vascular: “inflamm-ageing” y senescencia endotelial.
El envejecimiento es un proceso natural que ocurre debido a la acumulacién de
dafio en las células a medida que progresa el tiempo [2], afectando entre otros, al
sistema cardiovascular y conduciendo a una mayor incidencia de ECVs, incluyendo
hipertension arterial, insuficiencia cardiaca, ateroesclerosis y las complicaciones

asociadas a esta ultima, como el infarto del miocardio [11].

En organismos envejecidos o de edad avanzada se presenta un estado de
inflamacion sistémica crénica. A este estado se le acufié el nombre de “inflamm-
ageing” [11] y se encuentra asociado a fragilidad, discapacidad motora y cognitiva,
y a la mortalidad general asociada a la edad avanzada, ademas de ser un factor de
riesgo para la mayoria de las enfermedades crénicas degenerativas incluyendo
cancer, demencia, enfermedades renales y ECVs. Las ECVs promueven también la
inflamacion, potenciando aun mas el vinculo entre inflamm-ageing y el desarrollo de
ECVs [11].

La senescencia celular es uno de los mecanismos asociados a la aparicion de
inflamacion cronica con la edad. La senescencia es una respuesta al estrés y dafio
donde las células entran a un arresto permanente del ciclo celular [12]. Estas células
experimentan cambios en la expresion de genes que alteran la funcion celular, este
proceso puede ocurrir cuando una célula se ha replicado constantemente,
acumulando dafios moleculares o bien cuando ha sido sometida a estrés de manera
constante, lo que también genera dafios moleculares. Con el paso del tiempo, el
organismo acumula estas células senescentes que no logran ser eliminadas
mediante apoptosis y estas promueven la aparicion o transformacidén de mas células

senescentes, lo cual lleva al envejecimiento tisular [13].
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Estos cambios resultan en un fenotipo pro-inflamatorio, pro-ateroesclerético y pro-
tromboético en las células endoteliales. Las células endoteliales senescentes
presentan un fenotipo hipersecretor o secretor activado por senescencia (SASP, por
su sigla en inglés), principalmente de moléculas pro-inflamatorias [14]. Estos
cambios desencadenan finalmente el desarrollo de disfuncion endotelial y si bien no
todas las células endoteliales de la vasculatura experimentan senescencia al
envejecer, con el tiempo se acumulan suficientes células senescentes para afectar

la funcién de células endoteliales sanas adyacentes a ellas [12].

La desregulacion del ciclo celular, estrés oxidativo, alteracion en la sefializacion de
calcio, hiperuricemia e inflamacion vascular, estan implicadas en el desarrollo y
progresion de la senescencia endotelial [15]. EI aumento de ECVs en el
envejecimiento se debe en parte a la senescencia endotelial que conlleva la
inflamacion y disfuncion vascular esto debido a la disminucién de NO disponible
[16,17] y al aumento de la secrecién de moléculas pro-inflamatorias [18]. En este
contexto, la senescencia de las células endoteliales es un proceso fisiopatoldgico
de cambios estructurales y funcionales, incluyendo desregulacién del tono vascular,
aumento de la permeabilidad del endotelio, rigidez arterial, disminucion de la
angiogénesis y reparacion vascular, reduccion de la biogénesis mitocondrial en
células endoteliales y disminucién de la mitofagia [15]. La inflamacién es comun a
la mayoria de las ECVs y al igual que la disfuncion endotelial aumenta con la edad,
es que la inflamacion en el endotelio senescente es un importante blanco
terapéutico para desarrollar potenciales tratamientos o prevencion de ECVs, en

especial para pacientes de edad mas avanzada, donde estas son mas prevalentes.

1.4. Exosomas: potenciales agentes terapéuticos en enfermedades
cardiovasculares.
Las vesiculas extracelulares (VE) son novedosos mediadores de la comunicacién
endocrina entre células, por cuanto presentan la capacidad de transportar proteinas

y acidos nucleicos de una célula a otra, participando asi de la comunicacion
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endocrina intercelular [19]. Dentro de las VE encontramos a los exosomas, los
cuales corresponden a vesiculas extracelulares pequefias formadas por una bicapa
lipidica, cuyo tamafio fluctia entre los 30-150 nm, estos se forman en cuerpos
multivesiculares (MVB) y son liberados de las células cuando los MVB se fusionan

con la membrana plasmaética liberando su contenido [19].

Su accion se basa en el transporte de diferentes cargos hasta células blanco, donde
el contenido de los exosomas es interiorizado mediante endocitosis 0 mediante su
fusion con la membrana celular [19]. Se han aislado exosomas secretados de
numerosas lineas celulares y de la mayoria de los fluidos corporales, incluyendo
saliva, orina y plasma, lo que sugiere que son un sistema de comunicacion general

para todo el organismo [20].

Los exosomas pueden contener y transportar diferentes moléculas como: proteinas
(por ejemplo: citoquinas, factores de transcripcion, factores de crecimiento), lipidos,
MRNAs, miRNAs e incluso trozos pequefios de DNA, y pueden ser incorporados
selectivamente a células vecinas o distantes a la célula de donde se liberaron,
reprogramando a las nuevas células recipientes, dependiendo de sus componentes
[21]. Las moléculas entregadas por lo exosomas pueden actuar a nivel de
receptores intracelulares y nucleares, activando vias transduccionales o

directamente regulando la expresion génica en las células blanco [21].

Su contenido se puede considerar representativo del estado de una célula, ya que
responden al contexto fisioldgico (o patolégico) en el cual se encuentra dicha célula
o tejido de origen del exosoma, por lo que se les ha considerado un rol como
posibles biomarcadores de diferentes patologias [22]. Los exosomas estan siendo
investigados como potenciales vehiculos para la entrega de diferentes farmacos o
moléculas endogenas, al ser incorporados selectivamente por las células
(disminuyendo asi efectos secundarios de sus contenidos en tejidos o células no
deseadas), evitando la degradacion enzimatica de las moléculas que transportan y

evitando su reconocimiento por el sistema inmune [21]. En este sentido, comprender

16



como se regula la formacién de exosomas, su contenido especifico, su especificidad
por células blanco y sus diferentes efectos dependiendo de los contextos fisiologicos

es de especial interés para su futuro uso como agentes terapéuticos.

El estudio de la participacibn de exosomas en diversas patologias ha cobrado
relevancia en los ultimos afios y la evidencia pre-clinica sugiere su potencial como
agentes terapéuticos. En el contexto de las ECV, los exosomas pueden presentar
una accion cardioprotectora. El pre-tratamiento con exosomas aislados del plasma
de ratas sanas reduce la muerte celular de cardiomiocitos de rata adultos expuestos
a isquemia/reperfusién in vitro, ex vivo e in vivo [23]. Posterior a estos hallazgos, se
determindé que exosomas aislados de plasma de ratas sanas reducen la muerte
celular de cardiomiocitos de ratas diabéticas sometidos a isquemia/reperfusion in
vitro [24]. Cabe sefialar que también los exosomas endoteliales reducen la muerte
celular de cardiomiocitos de rata adulta en isquemia/reperfusion in vitro [25].
Ademas, otro estudio mostré que exosomas aislados de células progenitoras
endoteliales (EPC), las cuales se utilizan como terapia pro-angiogénica y para
atenuar el dafio por isquemia, por si solos reducen la muerte por apoptosis de
células endoteliales tratadas con el lipopolisacarido (LPS), promueven la
angiogénesis y migracion celular [26]. Sin embargo, exosomas aislados de EPC
provenientes de un raton knockout (KO) para el gen de interleuquina 10 (IL-10)
(modelo que simula una inflamacioén sistémica), pierden la capacidad de generar
estos efectos y en el caso de la migracion, si bien pueden inducirla, la respuesta de
las células es menor en comparacion con las tratadas con exosomas de EPC Wild
type [26]. Ademas, exosomas de EPCs de ratones KO para IL-10 presentan una
capacidad protectora reducida en comparacion a exosomas de EPC normales frente
a un infarto del miocardio [27]. Todos estos antecedentes sugieren que el contexto
fisioldgico en el que se generan los exosomas afecta su funcionalidad y ellos pueden

también ser utilizados como tratamiento en estados patoldgicos.
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1.5. Exosomas: potencial pro y anti-inflamatorio.
Hasta ahora, el papel anti-inflamatorio de los exosomas no ha sido explorado en
profundidad. Estudios con células madre mesenquimales (MSC) derivadas de tejido
adiposo indican que VE aisladas de estas células estimulan la polarizacion de
macrofagos a su fenotipo anti-inflamatorio o de resolucion de la inflamacion (M2),
sugiriendo potenciales efectos anti-inflamatorios [28]. También se han usado
vesiculas aisladas de MSC para tratar enfermedades inflamatorias pulmonares y los
resultados han sido variables [29,30], pero se ha observado que, en condiciones de
hipertension pulmonar, las VE aisladas de MSC reducen la inflamacién [31].
Principalmente, los estudios del papel anti-inflamatorio de exosomas y VE se han
realizado en base a MSC, debido a que estas células presentan propiedades anti-
inflamatorias y son utilizadas en diferentes terapias, aunque su administracion
presenta algunos riesgos, tales como su potencial oncogénico, contaminacion con
bacterias al momento de aislarse y el proceso de testeo que esto conlleva y
principalmente, la optimizacioén y estandarizacion de la dosis, fuente, ruta de entrega
y temporalidad de un tratamiento con MSC, por lo que se estan buscando

alternativas mas simples que su uso, como por ejemplo, el uso de VE [29].

Diferentes estimulos cambian el perfil de los exosomas, alterando su contenido,
secrecion y efecto. Por ejemplo, condiciones de estrés celular (como hipoxia,
activacion con TNF-a o altas concentraciones de glucosa), se ven reflejadas en el
contenido de proteinas y RNA de exosomas aislados de células endoteliales [32].
También los exosomas aislados de diferentes tipos celulares cardiacos
(cardiomiocitos, fibroblastos, células endoteliales, adipocitos, etc.) presentan

diferentes contenidos y funciones [33].

Las células senescentes presentan un fenotipo hipersecretor de citoquinas pro-
inflamatorias, quimioquinas y metaloproteinasas de matriz extracelular. Los
exosomas juegan un papel importante como mediadores de los efectos de las
células senescentes en su microambiente [34]. Las células endoteliales

senescentes presentan una mayor producciébn y secrecidbn de vesiculas
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extracelulares pequefias (dentro de las que se encuentran exosomas) [35], pero no
se ha determinado si presentan diferencias en su contenido y funcion respecto a los

exosomas aislados de células endoteliales control.

Actualmente, se desconoce si exosomas aislados de células endoteliales “sanas y
jévenes” presentan propiedades anti-inflamatorias, solo se ha determinado que
presentan propiedades similares a los exosomas de EPC, cuyos efectos anti-
inflamatorios y cardioprotectores son conocidos [36], por lo que potencialmente
podrian tener también propiedades anti-inflamatorias. Al contrario, las VE aisladas
de células endoteliales estimuladas con TNF-a, que corresponde a un estimulo pro-
inflamatorio, generan un estado pro-inflamatorio en otras células endoteliales [37].
Adicionalmente, exosomas aislados de EPC con un KO de IL-10 (pérdida de
estimulo anti-inflamatorio), pierden su funcionalidad [26] y activan la via de
sefializacion pro-inflamatoria de NFxB, generando un contexto inflamatorio en la
vasculatura [27]. Estos hallazgos sugieren que los exosomas de células endoteliales
pueden determinar o regular el estado del endotelio, ya sea promoviendo la
inflamacion en respuesta a diferentes estimulos y por consiguiente disfuncion
endotelial, o bien, manteniendo un estado fisiologico normal del endotelio. Esta
evidencia presenta la posibilidad de que al estimular células endoteliales con
moléculas anti-inflamatorias, se generen exosomas con propiedades anti-
inflamatorias, de la misma manera que ocurre con estimulos pro-inflamatorios. En
este sentido, estos exosomas podrian ser utilizados para tratar la inflamacion
asociada a la senescencia endotelial, disminuyendo asi el riesgo de desarrollo de

ateroesclerosis y otras ECVs.

1.6. Potenciando la capacidad anti-inflamatoria de exosomas en senescencia
endotelial: posible papel de la Interleuquina-10.

Tomando en cuenta la relevancia de la inflamacién asociada a la edad avanzada en

el desarrollo de la disfuncién endotelial y el riesgo para el desarrollo de

enfermedades cardiovasculares, es necesario buscar nuevas terapias que tengan

como blanco reducir la inflamacién para mejorar la funcion endotelial, esto debido a
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gue la poblacién de edad avanzada estad aumentando considerablemente en el
mundo y por tanto tratar las enfermedades relacionadas a la edad, como lo son las
ECVs, es clave para asegurar una mejor calidad de vida a este grupo de la
poblacion. Los exosomas podrian ser candidatos para la reduccién de la inflamacion
en el endotelio, pero este campo se encuentra poco explorado. En dicho sentido,
una potencial estrategia terapéutica podria considerar la capacidad de los
exosomas de cambiar su contenido y funcionalidad en respuesta a estimulos -

beneficiosos o perjudiciales- a los que se exponen las células que los originan.

Un potente estimulo anti-inflamatorio es la Interleuquina-10 (IL-10), la cual inhibe la
activacion de diversas células del sistema inmune, por lo cual se le atribuye el rol
de limitar y terminar las respuestas inflamatorias [38]. La IL-10 regula el crecimiento
y diferenciacion de células del sistema inmune y de las células endoteliales [38]. La
IL-10 puede recuperar la funcion de EPC estimuladas con TNF-a [39] y presenta
efectos antioxidantes que reducen la activacién endotelial [40]. Ademas, los niveles
plasmaticos de IL-10 disminuyen con la edad y su disminucion se asocia al aumento
de los niveles circulantes de citoquinas pro-inflamatorios y, por tanto, un aumento
en el riesgo a padecer eventos cardiovasculares y menos probabilidad de

sobrevivirlos [41].

Por estos antecedentes, IL-10 podria serun agente terapéutico para al tratamiento
de diferentes enfermedades autoinmunes e inflamatorias y ECVs. Sin embargo, la
administracion sistémica de IL-10 para tratamientos de enfermedades autoinmunes
no ha sido tan efectiva como se esperaba y ha presentado disimiles efectos entre
el laboratorio y la clinica. Su administracion requiere de una coordinacion entre
concentracion y temporalidad con los mdltiples tipos celulares que conforman el
organismo [42]. Por las caracteristicas anteriormente descritas, los exosomas
podrian ser vehiculos que transmitan las sefiales anti-inflamatorias de un estimulo

como la IL-10 de forma efectiva.

20



En el contexto de las ECVs y el inflamm-ageing se ha descrito que la deficiencia de
IL-10 en ratones envejecidos genera niveles mayores de disfuncion endotelial,
reflejado en una reduccion en la capacidad de vasodilatacion endotelial [43].
Asimismo, la administracion de IL-10 recupera la expresion de eNOS disminuida
por TNF-a en anillos adrticos de raton, recuperando su vasodilatacion [44]. Esta
evidencia indica que la IL-10 se encuentra ligada a la regulacion de la inflamacion
asociada al envejecimiento y aliviar la disfuncién endotelial y podria ser un agente
terapéutico en el tratamiento de la inflamacion asociada al envejecimiento. Hasta la
fecha no existe evidencia si IL-10 puede inducir la produccion de exosomas que
ejerzan efectos que atenuen el ‘“inflamm-ageing” en células endoteliales
senescentes. Este potencial agente terapéutico podria ser una alternativa para
reducir la inflamacién vascular en el contexto del envejecimiento. Por lo tanto,
considerando que hasta el momento no se ha descrito si exosomas aislados de
células endoteliales presentan propiedades anti-inflamatorias y se requiere expandir
el conocimiento en esta area, este proyecto estudia si los exosomas aislados de
células endoteliales estimuladas con IL-10 reducen la expresion de marcadores pro-

inflamatorios en células endoteliales senescentes humanas.
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2. Hipétesis de trabajo
Interleuquina-10 estimula la secrecion de exosomas con propiedades anti-
inflamatorias en células HUVEC y reduce la expresion de marcadores pro-

inflamatorios en células HUVEC senescentes.

3. Objetivo general

Determinar si los exosomas aislados de células endoteliales estimuladas con
Interleuquina-10 reducen la expresion de marcadores pro-inflamatorios en células

endoteliales senescentes.

4. Objetivo especifico (OE)

Evaluar in vitro si los exosomas aislados de células endoteliales estimuladas
con Interleuquina-10 reducen la expresion de marcadores pro-inflamatorios

en células endoteliales senescentes humanas.

5. Metodologia

5.1. Cultivo celular
Para todos los experimentos de esta tesis se utilizaron células endoteliales de vena
de cordén umbilical humano (HUVEC) comerciales (NUmero de Catalogo: C2519A,
Lonza), las cuales se mantuvieron en medio de cultivo EGM-2 (Nimero de Catalogo:
CC-3162, Lonza). Los experimentos se realizaron cuando las células alcanzaron
entre el 80% al 90% de confluencia y los pasajes se realizaron con Accutase
(Acutasa, Numero de Catalogo: A6964-100ML, Sigma). Las células se mantuvieron
en un incubador a 37° C y en un ambiente de 95% de aire y 5% CO2. Para establecer
el modelo de senescencia replicativa, las células control se utilizaron entre los
pasajes 3-12, mientras que las células senescentes usadas estaban entre los
pasajes 18-22. Las células se sembraron en placas de 12 6 24 pocillos, 35 mm, 60
mm, 100 mm o frascos T75 y cuando alcanzaron la confluencia deseada, se
estimularon con IL-10 (217-IL, R&D Systems), TNF-a (210-TA-020, R&D Systems),
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PBS-BSA 0,1% o 1 x 108 particulas/mL de exosomas, dependiendo de cada disefio
experimental. Para los experimentos con exosomas se utilizaron placas de 60 mm
con 1 mL de medio. El volumen de exosomas utilizado corresponde al calculo de la
concentracion de 1 x 108 particulas/mL para un volumen total de 1 mL en la placa
de cultivo. La siguiente tabla muestra el del volumen de particulas utilizado de cada
aislamiento de vesiculas para obtener la concentracion de 1 x 108 particulas/mL en

1 mL de medio de cultivo.

Tabla 1. Concentracion de exosomas.

Numero de Condicién Concentracién de Volumen para
experimento experimental particulas/mL obtener 108
particulas/mL
N1 Control 6,768 444
IL-10 1,12° 268
N 2 Control 1,28° 234
IL-10 1,12° 268
N 3 Control 9,698 310
IL-10 6,568 457
N 4 Control 9,688 310
IL-10 1,08° 278

Tabla 1. Concentracion de exosomas obtenida del aislamiento. Se presenta la
concentracion de vesiculas obtenidas para cada N experimental en particulas/mL seguln los
datos entregados por el NanoSight y el volumen de vesiculas utilizado para los
experimentos de la tesis.

5.2. Ensayos de tincion con B-galactosidasa
El fenotipo senescente de células en pasajes tardios se determiné mediante
ensayos de tincion con B-galactosidasa, utilizando el Kit Senescence-Associated- S
galactosidase staining (#9860, Cell signaling), segun las instrucciones del
fabricante. En resumen, las células control y senescentes se cultivaron en placas
de 35 mm hasta alcanzar aproximadamente 80%-90% de confluencia. Una vez
alcanzada la confluencia deseada, se removio el medio de las placas, se lavaron
una vez con 2 mL de PBS 1x, se agreg6 1 mL de solucion de fijacién la cual se deja

actuar por 10 min a T° ambiente. Luego, se lavaron las placas dos veces con PBS
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1x y se agregd 1 mL de la solucion de tincion B-galactosidasa, las placas fueron
selladas con parafilm e incubadas a 37 °C durante la noche en una incubadora seca
(sin CO2). Al dia siguiente, las placas se observaron en un microscopio de luz (Leica
LM500) con aumento 10x para la obtencion de las imagenes y se obtuvieron
imagenes de por 4 campos aleatorios por placa. El conteo de células se realizé con

el programa Fiji (ImageJ).

5.3. Determinacion de areay perimetro celular
Células control y senescentes fueron sembradas en placas de 12 pocillos con cubre
objetos. Luego de 24 h, las células fueron lavadas 3 veces con PBS 1x y fijadas con
PFA 4% durante 10 min. Luego, las células se lavaron tres veces con PBS 1x y se
agregé Tritbn X100 0,1 v/iv por 10 min para permeabilizar las células.
Posteriormente, se realizaron 3 lavados con PBS 1x, y se procedié a incubar con
solucién de bloqueo (BSA/PBS 3% p/v) durante 1 h. Se retir6 la solucion de blogueo
y se incubo con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 1) durante toda la
noche en una camara humeda 4°C. Al dia siguiente, el anticuerpo primario fue
recuperado, las células lavadas con PBS 1x e incubadas con el anticuerpo
secundario correspondiente en una dilucién de 1:100 a T° ambiente por 1 h. Junto
con el anticuerpo secundario, se incubdé con Rodamina Faloidina (R415 |,
ThermoFisher) dilucién 1:300, para marcar las fibras de actina. Posterior a la
incubacion con el anticuerpo secundario, esté fue retirado, las células lavadas con
PBS 1x e incubadas con tincion nuclear Hoechst (62249, ThermoFisher) dilucién
1:500 durante dos min. Finalmente, las células volvieron a ser lavadas con PBS 1x,
y se montaron en un portaobjetos con un medio de montaje hidréfilo antifading
(DAKO, Catalog number: s3023), se espero que se secara el medio. Las imagenes
fueron obtenidas en el microscopio de fluorescencia (ZOE™, BioRad). El area y
perimetro de las células fue determinado utilizando el programa Fiji (ImageJ). Por
cada N experimental y condicion, se promedi6 el area y perimetro de 100 células

diferentes.
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5.4. Microscopia Electronica
La visualizacién de los exosomas se realizd por microscopia electrénica en un
microscopio de transmision electronica Talos F200C G2, luego de un protocolo de
marcacion con solucion de Uranyl. Brevemente, se agregaron 10 pL de la muestra
de exosomas en una superficie hidrofébica con Parafilm y luego se mont6 en una
grilla (FSF300-CU Formarv/Carbon 300 Mesh Cu) colocandola sobre la gota por 1
min. Luego, se seco con papel filtro y se incubd la rejilla con la muestra en la solucién
de Uranyl por 1 min, para finalmente dejarla secar por 5 min en una estufa.

Posteriormente, se obtuvieron imagenes de exosomas en el microscopio.

5.5. Aislamiento, medicion y cuantificacién de vesiculas extracelulares
Para la produccion de exosomas, células en pasajes tempranos fueron cultivadas
en 3 frascos T75 por condicién con 10 mL de medio por cada frasco, hasta alcanzar
aproximadamente un 80% de confluencia. Luego, las células fueron estimuladas por
24 h con 20 ng/mL de IL-10 o PBS 1x. Posteriormente, el medio con el estimulo fue
reemplazado por 10 mL de medio de cultivo con suero depletado de exosomas, con
la finalidad de que todos los exosomas aislados correspondan a los producidos por
las células y no se mezclen con los presentes en el suero del medio normalmente
utilizado. Luego de 24 h, se recolect6 el medio de cultivo en tubos Falcon de 50 mL.
Se aislaron exosomas mediante cromatografia de exclusion por tamafio, utilizando
las columnas qEV (IZON). En breve, el medio de cultivo fue sometido a tres
centrifugaciones de 300 g por 10 min a 4 °C, 2,000 g por 10 min a 4 °C y 10,000 g
por 30 min a 4 °C, para eliminar células vivas, muertas y microvesiculas del medio,
respectivamente. Una vez completadas las centrifugaciones, el medio de cultivo fue
centrifugado en tubos Amicon (UFC901096D, Merck) a 5,000 g y 4 °C por 90 min
para concentrar la muestra. Finalmente, el concentrado (500 pL) fue afiadido a la
parte superior de la columna gqEV, de la cual se recuperan 9 fracciones de 500 pL.
Las tres primeras corresponden a fracciones ricas en exosomas, por lo que fueron
mezcladas y alicuotadas y son las que se utilizaron para los experimentos

posteriores con exosomas.
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Los exosomas se cuantificaron y medidos a través de analisis de seguimiento de

nanoparticulas usando un equipo NanoSight NS300.

5.6. Western blot
Para realizar ensayos de Western blot se extrajo las proteinas de células control y
senescentes con sus respectivos estimulos. La extraccién se realiz6 utilizando
buffer de lisis RIPA y las células se lisaron de manera mecénica utilizando una
espatula. Las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm por 10 min a 4°C, se
recuperoé el sobrenadante en tubos rotulados correspondientemente y las muestras

se guardaron a -20°C hasta ser utilizadas.

La cantidad total de proteinas fue cuantificada mediante el ensayo “Pierce BCA
protein assay kit” (23225, Thermo Scientific), segun instrucciones del kit con
modificaciones. Brevemente, las soluciones A y B del Kit fueron mezcladas en una
relacion 50:1 y se agregaron 200 puL de la mezcla a cada pocillo requerido de una
placa de 96 pocillos, luego se agregé 1 pL de muestra, curva estandar o los blancos
correspondientes (Agua y RIPA). Finalmente, la placa se incubé a 50 °C, cubierta
de laluz y medida en el lector de absorbancia a 560 nm. Las lecturas de absorbancia

se transformaron a concentracion utilizando la curva estandar.

Para la electroforesis en gel de acrilamida en condiciones denaturantes, las
proteinas de cada muestra se prepararon con buffer de carga 4x y cada pocillo de
los geles se cargd con 20 ug de proteina o el estdndar de masa molecular
PageRuler (26616, ThermoFisher). Dependiendo de la masa molecular de las
proteinas de interés, se prepararon geles separadores de 8%, para proteinas de
alta masa molecular, o en gradiente de sacarosa (20 — 5 %), para proteinas de bajo

masa molecular. Una vez cargado el gel, éste se corrié a 80 V por 2 h.
Finalizada la corrida del gel, las proteinas se transferieron a membranas de fluoruro

de polivinilideno (PDVF) mediante electrotransferencia hUmeda, la cual se realiz6 a

400 mAmp por 90 min. Una vez completada la transferencia, la membrana fue
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tefiida con rojo Ponceau 1x por 5 seg para confirmar la correcta transferencia de las
proteinas. Posteriormente, se bloqued la membrana con solucion de bloqueo (TBS-
T 1x — Leche 5%) por 1 h. Luego, la membrana fue incubada con el anticuerpo
primario correspondiente (Tabla 1) durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, el
anticuerpo primario fue retirado, la membrana lavada tres veces con TBS-T 1x e
incubada con anticuerpo secundario anti-mouse o anti-rabbit, segun correspondio,

a T° ambiente.

Finalmente la membrana se revel6 en un equipo Licor, utilizando solucién de
revelado EZ-ECL. La membrana se incubd en la solucion de revelado por
aproximadamente 1 min y luego se midio la quimioluminiscencia. En caso de ser
necesario, se removieron los anticuerpos de la membrana con solucién de stripping
por 5-7 min, lavada y re-bloqueada con solucion de bloqueo para comenzar una
nueva incubacion con anticuerpos.La densidad de pixeles se determiné mediante el
programa Fiji (image J) y los datos fueron normalizados por el control de carga (B-

Tubulina).

Tabla 2. Lista de anticuerpos.

Anticuerpos Marca y numero de | Origen MW (kDa) Dilucion
catalogo
VCAM-1 Santa Cruz - sc-13160 Mouse 110 1:1000
ICAM-1 Santa Cruz - sc-18353 Mouse 85-110 1:1000
eNOS BD - 610297 Mouse 140 1:1000
p21 Abcam — ab109520 Rabbit 21 1:1000
p16 Abcam — ab108349 Rabbit 17 1:1000
B-Tubulina Sigma - T-0198 Mouse 50 1:5000
Anti-mouse Calbiochem - 402335 Rabbit 1:5000
Anti-rabbit Calbiochem - 401315 Goat 1:5000

Tabla 2. Anticuerpos utilizados para Western blot. Lista de todos los anticuerpos
utilizados para el desarrollo de esta tesis. Se muestra los nombres del anticuerpos, su
marca y numero de catalogo, origen, peso molecular estimado de la proteina y la dilucion
utilizada para los experimentos.
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5.7. Determinacion de expresion de IL-6 y CD81
Para la deteccién del marcador de inflamacion IL-6 y el marcador de exosomas
CD81, se utilizo la técnica de ELISA, para cada uno se utilizé un kit especifico (IL-
6: Quantikine ELISA human IL-6, Niumero de Catalogo: D6050, R&D Systems;
CD81: ELISA Human CD81 antigen, Numero de Catalogo: CSB-EL004960HU,
Cusabo), segun las instrucciones del fabricante. Para la deteccién de IL-6 se utilizd
el sobrenadante de las células con los diferentes estimulos y para la de CD81, se
utilizoé solucién de las primeras tres fracciones de elucion de exosomas. Cada kit
difiere en su protocolo de uso pero, en términos generales, la muestra y la curva
estandar fueron agregadas a la placa de ELISA, que presenta unido al fondo de los
pocillos el anticuerpo primario. Se incubo por el tiempo indicado, luego se lavé e
incubd con el anticuerpo secundario, se lavd nuevamente y se procedié a incubar
con la solucién de sustrato, que es la que da la sefial detectable. Finalmente, se
midio la sefial en un lector de absorbancia a la longitud de onda indicada por cada
kit. Los datos se absorbancia obtenidos fueron convertidos a concentracion

utilizando una curva con ajuste logaritmico, segun las instrucciones de cada Kit.

5.8. g-RT-PCR
Para la determinacion de marcadores pro-inflamatorios, mitocondriales, entre otros,
se determind los niveles de mRNAs mediante qTR-PCR. Las células se trataron con
sus correspondientes estimulos y una vez terminado el tiempo del estimulo, se
agrego TRIZOL, se sellaron las placas y se almacenaron a -80°C. La extraccion de
RNA se realiz6 bajo campana de extraccion con material estéril, se dejé descongelar
las placas en hielo, se lisaron las células mecanicamente con la punta de la pipeta,
se traspaso el lisado a tubos de microcentrifuga rotulados correspondientemente y
se agrego cloroformo en una proporcion 1:5 al volumen de TRIZOL, se mezclo por
inversion y se centrifugé a 12,000 g por 15 min a 4°C para separar las fases. A
continuacién, se recuperd la fase incolora en tubos con isopropanol en una
proporcién 1:1 con el volumen recuperado, se mezcl6 por inversion suavemente y

se incubaron las muestras a -20°C entre 24 y 48 h.
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Luego de la incubacion, se centrifugaron las muestras a 12,000 g por 10 min a 4°C,
se elimind el sobrenadante por volcamiento (cuidando de no perder el pellet), se
afiadio 1 mL de etanol frio 75% (o0 95%), se centrifugd a 12,000 g por 5 min a 4°C,
se elimind el etanol por inversion, se agregd nuevamente 1 mL de etanol, se volvié
a centrifugar a 12,000 g por 5 min a 4°C, se elimino por inversion y se dejo secar el
pellet a T° ambiente por aproximadamente 20 min. Una vez evaporado el alcohol,

se resuspendié el RNA en agua libre de nucleasas.

Una vez extraido el RNA, este se cuantifico en un equipo nanodrop y se realizé una
retrotranscripcion utilizando iScript mix (NUmero de Catélogo: BR1708841, BioRad)

para generar cDNA.

Para la realizacion de gPCR, el mix de reaccion contiene: Mix Sybergreen (con
polimerasa, cofactores y Sybergreen que es el que da la seial fluorescente medida
por el equipo), agua, partidores Forward y Reverse 500 nM y 1 ng de cDNA. Los
partidores utilizados para el desarrollo de esta tesis se presentan en la Tabla 2. Los
datos obtenidos del PCR se procesaron en base al control de carga (18S) y con el

método de la sumatoria, antes de realizarse los andlisis estadisticos.

Tabla 3. Partidores para gRT-PCR.

Gen Forward Reverse

eNOS GTGATGGCGAAGCGAGTGAA AACTCTTGTGCTGTTCCGGC

IL-6 AGACAGCCACTCACCTCTTCAG |[TTCTGCCAGTGCCTCTTTGCTG

p65 TGAACCGAAACTCTGGCAGCTG [CATCAGCTTGCGAAAAGGAGCC
GAA CAACTACCCATATTT AAA

TFAM GCT CA GAATCA GGA AGT TCC CTC CA

PoliCistron CCCACCCAAGAACAGGGTTT AATGAGGAGTAGGAGGTTGGC

Tabla 3. Partidores para qRT-PCR. Nombre del gen que se busca amplificar y la
secuencia de los partidores Forward y Reverse utilizados. Todos los genes corresponden
al homélogo humano.
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5.9. Ensayo de cierre de herida

Para determinar si los exosomas aislados son funcionales en modelos diferentes al
de senescencia endotelial, células A7r5, correspondientes musculo liso de aorta de
rata, se utilizaron en los ensayos de cierre de herida.

Las células se cultivaron en placas de 60 mm con medio de cultivo DMEM con
suero FBS al 10%, hasta alcanzar una confluencia del 90%. Luego, se cambi6 este
medio al medio DMEM con FBS al 2% para sincronizar el metabolismo de las
células. Transcurridas 24 h después del cambio de medio, se realizé una herida en
la placa con un punta de pipeta p200, trazando una linea recta a lo largo de toda la
placa. Una vez realizada la herida, se cambio6 el medio de las células a DMEM con
FBS 2% y las células se trataron con 1x108 particulas/mL de exosomas o PBS 1x
como control (considerando 3 mL de medio total en la placa) y 10 uM de Brdu
(Bromo-di-hidro-uridina) para inhibir la replicacion celular. Luego de 30 min de pre-
incubacion con exosomas, las células se incubaron con TNF-a. 10 ng/mL o PBS 1x
y se obtuvieron 5 imagenes por herida en zonas distintas de la placa utilizando un
microscopio de luz (Leica LM500). Luego de 24 h, se obtuvieron las 5 imagenes en
los mismos puntos de la placa para realizar un estimado del % de cierre de herida

de cada condicion experimental.

5.10. Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron con el programa GraphPad, Prism 9. Para todos los
datos se realiz6 un test de normalidad y posteriormente, si cumplian con la
normalidad, un t-test de dos colas (para datos con solo dos condiciones
experimentales) o un ANOVA de una via, con post test de Dunnet o Tukey (para
datos con mas de dos grupos experimentales). Los datos fueron presentados como
promedio £ SD. Se consideraron diferencias significativas *p < 0,05, **p <0,01. *p <
***n < 0,001, ****p <0,0001.
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6. Resultados

6.1. Caracterizacion del fenotipo senescente en HUVEC
Para evaluar el potencial efecto antiinflamatorio de exosomas endoteliales, se utilizd
un modelo de senescencia replicativa en células endoteliales de vena de cordon
umbilical humano (HUVEC). Este modelo se basa en replicar las células mediante
pasajes continuos hasta que éstas presenten cambios morfoldgicos y moleculares
gue indiquen un fenotipo senescente. Se considerd células control (jovenes) a
células entre los pasajes 3 y 12 y senescentes a aquellas entre los pasajes 18-22.
Luego del pasaje 22, las células dejan de replicarse y se genera muerte celular, de

manera que no es posible utilizarlas para realizar experimentos.

Para establecer el fenotipo senescente en HUVECs entre los pasajes 18-22, se
realiz6 un ensayo de tincidn con B-galactosidasa (pB-gal). Las células de pasajes
tempranos y tardios se fijaron y se realiz6 la tincion B-gal. La Figura 1 muestra que
las células de pasajes tardios presentan un color azul/celeste que corresponde a la
tincion, donde el aumento de tincion con B-gal es estadisticamente significativo en

comparacion con las células control.

Para corroborar el arresto del ciclo celular, se midieron los niveles proteicos de las
ciclinas p16 y p21 por Western blot. El aumento en la expresion de estas ciclinas se
asocia a un arresto del ciclo celular y disminucion de la replicacion. Como se
observa en la Figura 2, tanto p16 (Figura 2A) como p21 (Figura 2B) aumentan
significativamente sus niveles proteicos cuando las células se encuentran en
pasajes avanzados en comparacion con las células control. Estos resultados
sugieren nuevamente la transicion hacia un fenotipo senescente en células de

pasajes avanzados.
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Figura 1. Tincion B-galactosidasay conteo de células.

A) Imagen representativa y comparacion de los niveles de tincion B-galactosidasa entre
HUVEC control (P3-12) y senescentes (P18-22).. Imagenes obtenidas con microscopio
optico Leica DM500, aumento 10X, barra de escala 200 um. Los valores presentados
corresponden al promedio) * la desviacion estandar (SD) de 6 experimentos independientes
(N=6). Andlisis estadistico: t-test no pareado de dos colas,, ***p < 0,001 versus control.

Mas alla de los cambios a nivel de la replicacion celular, las células senescentes
presentan cambios morfolégicos que permiten identificar por microscopia que han
comenzado a alcanzar la senescencia. Al no ser posible delimitar adecuadamente
el perimetro celular al observar las HUVEC con tincion p-gal al microscopio 6ptico,
células de pasajes tempranos y tardios se fijaron en cubreobjetos, tratadas con
tinciones fluorescentes para su citoesqueleto y nucleo y observadas en un
microscopio de fluorescencia, con la finalidad de determinar el cambio de area y

perimetro de las células en el fenotipo senescente.
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Figura 2. Niveles proteicos de ciclinas asociadas a la senescencia celular.

Determinacion de los niveles proteicos relativos al control de carga (p-tubulina) de A) p16y
B) p21 en HUVEC control y senescentes mediante Western blot (panel superior) e
imagenes representativas (panel inferior). Los valores presentados corresponden al
promedio £ SD, A) N=6 y B) N=7. Analisis estadistico: t-test no pareado de dos colas, *p <
0,05, ****p < 0,0001 versus control

La Figura 3 muestra imagenes representativas de células control y senescentes,
donde se puede apreciar un aumento de tamafio de las células senescentes. Se
cuantific6 el area (Figura 3A) y perimetro (Figura 3B) celular para ambas
condiciones. Se observa un aumento estadisticamente significativo del area y
perimetro de las células senescentes comparadas con las células control,
complementando los hallazgos de las Figuras 1 y 2 y confirmando asi el fenotipo

senescente.
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Figura 3. Area y perimetro celular.

Determinacion e imagenes representativas del A) area y B) perimetro de HUVEC control y
senescentes, mediante tincion fluorescente del citoesqueleto y obtencién de imagenes con
microscopio de fluorescencia ZOE. Barra de escala 100 um. Tincion roja realizada con
Rodamina-faloidina corresponde al citoesqueleto de actina de las células y tincion azul
realizada con Hoestch corresponde a tincién del nudcleo. Los valores presentados
corresponden al promediox SD, N=4. Analisis estadistico: t-test no pareado de dos colas,
**p < 0,01 versus control.

6.2. Caracterizacion de la expresion de marcadores pro-inflamatorios en
HUVEC

Para poder determinar si los exosomas tienen un efecto sobre la expresion de
marcadores pro-inflamatorios en HUVEC senescentes, es necesario primero
caracterizar la expresion de estos marcadores en células senescentes en
condiciones basales. Inicialmente se evaluaron 3 marcadores pro-inflamatorios: las
moléculas de adhesion VCAM-1 e, ICAM-1, moléculas cuya expresion ha sido
descrita en HUVEC en estado pro-inflamatorio [18]. El contenido proteico de VCAM-
1 e ICAM-1 en células control y senescentes se evalué por Western blot.
Adicionalmente, se incluyé un control positivo, que consistio en células control
estimuladas con 10 ng/mL de TNF-a durante 24 h, debido a que esta citoquina pro-
inflamatoria es un conocido inductor de VCAM-1 e ICAM-1 [45].
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Las Figuras 4A y B muestra que TNF-a induce la expresion de VCAM-1 e ICAM-1
en HUVEC, pero estas proteinas no se expresan en ceélulas control y senescentes,
lo que sugiere que su aumento no corresponde a parte del fenotipo pro-inflamatorio
asociado a la senescencia endotelial en estas células. Debido a estos datos, se
evaluaron los niveles proteicos de otras proteinas cuya expresion podria verse
alterada en senescencia. Por lo tanto, se determinaron los cambios en los niveles
de E-Selectina, otra molécula de adhesion asociada a la inflamacion, y eNOS, la
cual se espera, en base a lo descrito en la literatura, que disminuya su expresion en
células senescentes [18], contribuyendo asi a la disfuncion endotelial asociada al
envejecimiento [6]. En las Figuras 4C y D se presentan los niveles proteicos de E-
Selectinay eNOS, respectivamente. Se observa que tanto E-Selectina como eNOS
disminuyen significativamente su expresidn en células senescentes, en

comparacién con células control.
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Figura 4. Niveles proteicos de marcadores pro-inflamatorios y eNOS.

Determinacion de los niveles proteicos relativos al control de carga de A) VCAM-1 y B)
ICAM-1 mediante Western blot en HUVEC control, senescentes y tratadas con TNF-a 10
ng/mL. Determinacion de los niveles proteicos relativos al control de carga de C) E-Selectina
y D) eNOS mediante Western blot en HUVEC control y senescentes. Los valores
presentados corresponden al promedio = SD, A) N=4, B) N=2 C) N=4 D) N=4. Analisis
estadistico: A) Anova de una via y post test de Tukey, C) y D) t-Test no pareado de dos
colas, *p = 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus control. Ns= no significativo.
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La caracterizacion del fenotipo pro-inflamatorio en senescencia se complemento
mediante la evaluacion de la expresion a nivel transcripcional de Interleuquina 6 (IL-
6), que es una citoquina pro-inflamatoria [46] y p65, que corresponde a una
subunidad del NFxB, complejo proteico que regula respuestas inflamatorias a nivel
celular (entre otras funciones) [47]. Los niveles de mMRNA se midieron usando gRT-
PCR. La Figura 5, tanto IL-6 (Figura 5A) como p65 (Figura 5B) aumentan
significativamente su expresién en células senescentes respecto a las células
control. Estos resultados confirman que las células senescentes presentan un

fenotipo pro-inflamatorio.
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Figura 5. Expresion de marcadores pro-inflamatorios en senescencia
endotelial.

Determinacion de los niveles relativos de mRNAs de A) IL-6 y B) p65 relativo al control de
carga (18S) mediante gqRT-PCR en HUVEC control y senescentes. Los valores presentados
corresponden al promedio + SD, N=6. Andlisis estadistico: t-test no pareado de dos colas,
****p < 0,0001 versus control.

En conjunto con los marcadores pro-inflamatorios, se evalu6 la expresion de los
genes mitocondriales TFAM y policistronico, los cuales se asocian a regulacion de
la biogénesis mitocondrial y acumulacion de mRNAs mitocondrial no procesado,
respectivamente [48,49]. Se analiz0 la expresion de genes mitocondriales debido a

gue la funcion mitocondrial estd alterada durante la senescencia celular, Su
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expresion puede dar cuenta también del estado senescente celular. Ademas la
disfuncién mitocondrial se asocia a la activacién de vias inflamatorias [50]. La
Figura 6 muestra que solo la expresion del gen policistrénico (B) y no de TFAM (A),
aumenta de manera significativa en las células endoteliales senescentes lo que
indica que hay un aumento de mRNAs mitocondrial no procesado en las células
endoteliales senescentes, sugiriendo que la funcion mitocondrial y sintesis de

proteinas se ve disminuida en senescencia.
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Figura 6. Niveles de expresion basal de genes mitocondriales.

Determinacion de los niveles de mRNAs relativos al control de carga de A) TFAM y B)
Policistrénico mediante gRT-PCR en HUVEC senescentes y control. Los valores
presentados corresponden al promedio + SD, N=6. Analisis estadistico: t-test no pareado
de dos colas, **p < 0,01 versus control

6.3. Determinacion del efecto de IL-10 sobre células endoteliales
senescentes.
Para determinar los niveles Optimos de IL-10 a utilizar para la produccién de
exosomas, se estimularon HUVEC senescentes por 24 h con 20, 100 y 300 ng/mL
de IL-10 y PBS en el caso de los controles. Mediante Western Blot, se determinaron
los niveles proteicos de E-Selectina y eNOS que, como se mostrd en la Figura 4,
disminuyen su expresion en células senescentes. Ademas, mediante un ensayo de

ELISA, se determinaron los niveles de IL-6 secretada al medio extracelular.
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La Figura 7A muestra los niveles proteicos de E-Selectina no se recuperan por
accion de la IL-10. La concentracion de 300 ng/mL de IL-10 se eliminé de los
siguientes grupos experimentales, debido a que la concentracion de proteinas
obtenidas para los grupos con este estimulo eran consistentemente inferiores al
minimo requerido para realizar los experimentos en la mayoria de los experimentos.
Es posible que esta concentracion tenga algun efecto téxico en las células e impida
la obtencion de muestras proteicas suficientes, razon por la cual se descartd para

el resto de los experimentos.

En el caso de eNOS (Figura 7B) se observa que en senescencia, el contenido
proteico de eNOS se encuentra reducido, mientras que se produce una tendencia a
la recuperacion de sus niveles proteicos con respecto a los niveles de las células
control con el estimulo de 20 ng/mL de IL-10, sin embargo, no se evidencia una

diferencia estadisticamente significativa.

Los niveles de IL-6 secretada al medio de cultivo no disminuyen luego de 24 h con
ninguna de las dos concentraciones de IL-10 (Figura 7C). A estas concentraciones,
IL-10 no revierten la secrecion del IL-6 por parte de las células senescentes. Es
Importante destacar que no se conoce la vida media de la IL-6 en el medio de cultivo
de HUVEC. Sin embargo, debido a las condiciones experimentales, se descarta que
la ausencia de efecto de la IL-10 se deba a que la IL-6 secretada previo al estimulo
no sea degradada pues, al realizar el estimulo, se administra en medio de cultivo
fresco. También cabe mencionar que no se observa una diferencia significativa
entre las condiciones control y senescente sin tratamiento, si bien existe una

tendencia hacia un aumento significativo en la produccion de IL-6.
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Figura 7. Efecto de IL-10 en los niveles proteicos de E-Selectina, eNOS e IL-6
en células senescentes.

Determinacion de los niveles proteicos relativos al control de carga de A) E-Selectina, B)
eNOS mediante Western blot y C) IL-6 mediante ELISA en HUVEC senescentes
estimuladas por 24 h con 20, 100 y 300 ng/mL de IL-10 o PBS (para los grupos control). En
el caso del ELISA, se midieron los niveles de IL-6 presentes en el sobrenadante de las
células de cada grupo. Los valores presentados corresponden al promedio + SD, A) N=4
B) N=5 y C) N=4. Andlisis estadistico: ANOVA de una via y post-test de Dunnet, ***p <
0,001, *p < 0,05 vs control. ns= no significativo.

115 KDa | -—

Debido a que a nivel de proteinas no se observa un efecto significativo de la IL-10
sobre la expresion de marcadores pro-inflamatorios, se evaluaron los niveles de
MRNAs de IL-6 y p65 en los mismos grupos experimentales mencionados
anteriormente: Control, senescente, IL-10 20 ng/mL e IL-10 100 ng/mL. En el caso
de IL-6 (Figura 8A), ninguna de las concentraciones de IL-10 redujo
significativamente la expresién de esta citoquina en comparaciéon con los niveles del
control senescente, aunque se observa una tendencia a disminucién con el
tratamiento de 100 ng/mL. Los niveles de p65 (Figura 8B) tampoco redujeron de
manera significativa por accioén de ninguna de las dos concentraciones de IL-10.

Respecto a los genes mitocondriales, en la Figura 9 se observan los resultados de

gRT-PCR de los genes TFAM (Figura 9A) y Policistronico (Figura B). Por lo que IL-
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10 no tuvo efecto sobre ninguno de los marcadores pro-inflamatorios evaluados en

células endoteliales senescentes.
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Figura 8. Efecto de IL-10 sobre la expresion de p65 e IL-6.

Determinacion de los niveles de ARNm relativos al control de carga de A) p65 y B) IL-6
mediante qRT-PCR en HUVEC senescentes estimuladas por 24 h con 20 y 100 ng/mL de
IL-10 o PBS (para los grupos control). Los valores presentados corresponden al promedio
+ SD, A) N=5, B) N=6. Andlisis estadistico: ANOVA de una via y post-test de Dunnet, ns= no
significativo.
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Figura 9. Efecto de IL-10 sobre genes mitocondriales.
Determinacion de los niveles de mRNAs relativos al control de carga de A) TFAM y B)
Policistronico mediante gRT-PCR en HUVEC senescentes estimuladas por 24 h con 20 y

100 ng/mL de IL-10 o PBS (para los grupos control). Los valores presentados corresponden
al promedio + SD, N=3. No se presenta analisis estadistico.

40



6.4. Produccion y caracterizaciéon de exosomas
A pesar de que no se observaron efectos de IL-10 en células senescentes, se evalud
el efecto de exosomas aislados de células endoteliales tratadas con o sin IL-10 en
la expresion de marcadores pro-inflamatorios en células endoteliales senescentes.
Para este fin, primero se aislaron y caracterizaron estas vesiculas extracelulares.
Para descartar un efecto directo a la IL-10, células HUVEC control se estimularon
con 20 ng/mL de IL-10 o PBS por 24 h y luego se cambidé el medio por uno con
suero depletado de exosomas por 24 h mas. Posteriormente, los exosomas se
aislaron mediante cromatografia de exclusién por tamafio, obteniendo dos grupos:
Exosomas control de células no estimuladas (Control) y Exosomas IL-10 de células

estimuladas con esta interleuquina.

Las vesiculas obtenidas se cuantificaron mediante el equipo NanoSight NS300. Se
determiné que el tamafio de las particulas es mayor a los 50 nm y no se aislaron
particulas de mas de 600 nm (Figura 10A). El tamafio modal de los exosomas del
grupo control es de 137,5 nm y 165 nm en el grupo IL-10, confirmando el correcto
aislamiento de estos (Figura 10A y B). Debido a que no se observaron diferencias
significativas, los resultados sugieren que IL-10 no afecta el tamafio de las vesiculas
aisladas. La concentracion promedio de vesiculas extracelulares pequefas fue de
1x10° particulas/mL para el grupo control y 7x108 particulas/mL para el grupo IL-10
(Figura 10C). No se presentan diferencias significativas en la concentracion de
vesiculas entre ambos grupos, lo que indica que la IL-10 no afecta la produccion de

vesiculas extracelulares pequenas.

Para determinar que las vesiculas aisladas corresponden efectivamente a
exosomas, se midieron los niveles de la tetraspanina CD81, marcador de exosomas,
mediante un ensayo de ELISA. Para su determinacion, se utilizaron las vesiculas
en solucion obtenidas del aislamiento sin diluir. En la Figura 10C, se observa que
tanto el grupo control, como el grupo IL-10 presentan CD81, lo que indica que

ambos grupos de vesiculas presentan exosomas. No se observan diferencias
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significativas en la concentracién de CD81 entre los grupos, lo que a su vez confirma

gue IL-10 no disminuye, ni aumenta la produccién de exosomas en HUVEC.
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Figura 10. Caracterizacion de exosomas/Vesiculas extracelulares pequenfas.

Determinacion del A) Distribucion y B) Tamafio y C) Concentracion de las vesiculas
obtenidas de HUVEC control mediante NanoSight NS300. Las vesiculas fueron aisladas
posterior a un estimulo de 24 h con 20 ng/mL de IL-10 (IL-10) o PBS (control). D)
Determinacién del marcador especifico de exosomas CD81 mediante ELISA para
exosomas control o IL-10. E) Visualizacion de exosomas control y tratados con IL-10
mediante microscopia electronica de transmision (Barra de escala= 200 nm). Los valores
presentados corresponden al promedio + SD, N=4. Analisis estadistico: t-test no pareado
de dos colas, ns= no significativo.

En conjunto, la Figura 10 indica que las vesiculas aisladas cumplen con los
requisitos de tamafio y un marcador especifico de exosomas, por lo que se observan
fracciones enriguecidas en exosomas. Estos se visualizaron por microscopia
electrénica de transmision y se evidencia que presentan el tamafio esperado y
caracteristica forma “cup-shapped” (Figura 10E).
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6.5 Efecto de exosomas en células endoteliales senescentes
Para determinar el efecto de los exosomas sobre la expresién de marcadores pro-
inflamatorios senescencia, células HUVEC senescentes se trataron con 108
particulas/mL de los exosomas control (ExoC) y aislados de células pre-tratadas
con IL-10 (ExolL-10) por 24 h e incubadas por 24 h adicionales con medio depletado
de exosomas y se midieron los niveles de mRNAs de p65 e IL-6 por RT-gPCR y la
produccion de IL-10 mediante ELISA. Como se observa en la figura 11, ExoC y
ExolL-10 no redujeron los niveles de mRNAs de p65, ni de IL-6 aumentados en
senescencia (Figuras 11A y B). Adicionalmente, los niveles proteicos de IL-6
aumentados en células senescentes, tampoco disminuyeron por accion de ninguno

de los dos tipos de exosomas.

Finalmente, se evaluo el efecto de ExoC y ExoIL-10 en la expresion de mRNAs de
genes mitocondriales y eNOS. La Figura 12 muestran los niveles de expresion de
TFAM (Figura 12A) y Policistronico (Figura 12B). No se observan cambios en la
expresion de los genes por accidén de la estimulacion con exosomas de ambos
grupos experimentales. Tampoco se presentan cambios en los niveles de expresion
de eNOS en ninguna de las condiciones experimentales (Figura 11C). Si bien los
niveles proteicos de eNOS disminuyen en senescencia, su expresion a nivel de
MRNAs no disminuye. Por lo tanto, los estimulos ExoC y ExolL-10 en la
concentracion y tiempo utilizados, no tiene un efecto en los niveles de expresion de

los genes mitocondriales o eNOS.
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Figura 11. Efecto de los exosomas sobre la expresion de p65 e IL-6 y los
niveles proteicos de IL-6.

Determinacion de los niveles de mRNAs relativos al control de carga de A) p65 y B) IL-6
mediante gqRT-PCR en HUVEC senescentes estimuladas por 24 h con 1 x 108
particulas/mL de exosomas (ExoC y ExolL-10) o PBS (para los grupos control, Cy S) y C)
Niveles proteicos de IL-6 secretada al medio de cultivo de los mismos grupos
experimentales, determinado por ELISA. Los valores presentados corresponden al
promedio £ SD, N=4 . Analisis estadistico: ANOVA de una via y post-test de Dunnet, ****p
<0,0001y **p =< 0,01 versus control, ns= no significativo.

A B C

TFAM Policistronico ns

w
[}
N N
o 3]
1 1
- N
3] o
1 ]
=]
j ?
14\
I
]
7]

mRNA eNOS/18S
5
1

Veces de cambio
mRNA TFAM1/18S
(=) -
1
}7
Veces de cambio
mRNA Policistronico/18S
o e = = ! !
[=] [3,] [=] 3,
1 1 1
[
|
=
[—
Veces de cambio
o o
° g

&
§ N : ¢ N U 14 &
& & & & & K 3
S < 9 & 6‘9 L & &
& & &
=) ) )

Figura 12. Efecto de los exosomas sobre la expresion de genes mitocondriales
y eNOS.

Determinacion de los niveles de mRNAs relativos al control de carga de A) TFAM, B)
Policistronico y C) eNOS mediante gRT-PCR en HUVEC senescentes estimuladas por 24
h con 1 x 108 particulas/mL de exosomas (ExoC y ExolL-10) o PBS (para los grupos control,

C y S). Los valores presentados corresponden al promedio + SD, A) y B) N=3, C) N=4.
Andlisis estadistico: ANOVA de una via y post test de Dunnet, ns= no significativo.
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6.6. Efecto de exosomas en células de musculo liso
Para descartar que la ausencia de efecto de los exosomas sobre las células
endoteliales senescentes se debia a que éstos no eran funcionales, se realizé un
ensayo de migracion por cierre de herida en células de musculo liso de aorta de rata
(A7r5). Para este fin, células A7r5 se pre-trataron con 1x108 particulas/mL de
exosomas ExoC y Exo-IL-10 durante 30 min y luego se administré TNF-a. 10 ng/ml
durante 24 h. Esta citoquina pro-inflamatoria induce la desdiferenciacion de estas
células y un cambio a un fenotipo pro-migratorio. La Figura 13 muestra que tanto
los ExoC como los ExolL-10 reducen, de manera significativa, la migracion, medida
mediante el cierre de herida, de las células A7R5, manteniendo el cierre de herida

en niveles similares a los de células no tratadas con TNF-a.
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Figura 13. Efecto de los exosomas sobre células A7R5.

Determinacion del efecto de los exosomas ExoC y ExolL-10 sobre la migracién y cierre de
herida de células A7R5 tratadas con TNF-a. Las células se pre-trataron con 1x108
particulas/mL de exosomas (TNF + ExoC o Exo-IL-10) durante 30 min, seguido de 10 ng/ml
de TNF-a (TNF) o PBS (Control) durante 24 h. Las imagenes fueron obtenidas luego de
realizar la herida (t = 0 h) y 24 h luego de realizar la herida (t = 24 h). Los valores
presentados corresponden al promedio + SD, N=4. Analisis estadistico: ANOVA de una via
y post test de Tukey, ****p < 0,0001, ****p < 0,001, ns = no significativo. Barra de escala =
100 um, corresponde a las misma para todas las imagenes.
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7. Discusion
El presente trabajo establecié que células endoteliales HUVEC alcanzan la

senescencia replicativa entre los pasajes 18-22, reflejado en un aumento en la
expresion de la tincién p-galactosidasa, aumento del contenido proteico de p21 y
pl6, asi como un amento en su area y perimetro celular. Los hallazgos de este
trabajo revelan que ICAM-1 y VCAM-1 no se expresan en HUVEC senescentes,
mientras que la expresion de E-Selectina y eNOS se encuentra reducida.
Adicionalmente, los niveles de los mRNAs de IL-6, p65 y Policistrénico estan
aumentados en senescencia. Este estudio también evidenci6 que en células
HUVEC senescentes, IL-10 no redujo la expresion de los parametros pro-
inflamatorios evaluados. Por otra parte, la estimulacién con IL-10 no alter6 el
tamafo, concentracion, morfologia ni la expresion de CD81 en exosomas aislados
de células HUVEC. Finalmente, la estimulacion de células endoteliales senescentes
con exosomas aislados de células tratadas con o sin IL-10 no redujeron la expresion

de los marcadores pro-inflamatorios evaluados en esta tesis.

7.1. Caracterizacion del fenotipo senescente
El modelo utilizado corresponde al de senescencia replicativa en HUVEC
comerciales, éstas presentan marcadores claros de senescencia como mayor
expresion de p21 y pl16, mayor tincion de B-galactosidasa y cambios morfologicos
significativos, donde destaca el aumento de tamafio de la célula. Si bien se ha
observado en literatura estos cambios morfolégicos y en general se muestran
imagenes representativas donde se sefiala las células senescentes [18, 51], la
cuantificacion del area y perimetro de las células no se ha utilizado como un
pardmetro para evaluar el cambio a un fenotipo senescente. Esta tesis muestra que
los cambios en area y perimetro de las células senescentes pueden medirse y
usarse como un marcador complementario del fenotipo senescente en HUVEC, lo

cual constituye uno de los aspectos novedosos de este trabajo.

Respecto a la tincion con B-galactosidasa, es importante mencionar que las células

control presentan aproximadamente un 20% de tincion B-galactosidasa, indicando
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gue en las células controles ya algunas presentan un cambio de fenotipo. La
senescencia es un proceso progresivo y lento, donde no todas las células presentan
cambios fenotipicos al mismo tiempo [52,53] y donde la comunicacion entre células
control y senescentes juega un rol importante en el desarrollo de senescencia de
las células aledafas [13]. Ademas para el desarrollo de este trabajo se utiliz6 como
parametro de senescencia el nimero de pasajes pero no se cuantificé la cantidad
de células sembradas por pasaje, de manera tal de registrar el nimero de
duplicacion de las células, lo cual es una limitacion del presente estudio, pues
permitiria calcular la tasa replicativa del cultivo. Es posible que al no utilizar este
parametro, no se haya pesquisado si algunos grupos experimentales hayan
realizado menos replicaciones que otros y, por lo tanto, no hayan alcanzado la
senescencia en los pasajes establecidos (18-22), lo que se refleja en que la
condicion senescente de algunos de los parametros medidos en esta tesis no
presentaron cambios respecto al control. Por la misma razén, también es posible
gue células control hayan presentado una tasa replicativa mayor y en consecuencia,
hayan alcanzado la senescencia antes de los pasajes establecidos. Esto explicaria

gue la condicion control alcance el 20% de tincién B-galactosidasa.

Es importante tener en cuenta que los controles no senescentes utilizados en esta
tesis se encuentran entre los pasajes 7 y 10 y segun indicaciones del proveedor, el
fenotipo de estas no cambia hasta el pasaje 15, pero la interaccion entre células,
aumentos en la confluencia de la placa o estrés durante la division células, pueden
generar dafos tempranos que lleven a un grupo reducido de células a cambiar
prematuramente su fenotipo [49,54]. Ademas es importante considerar que las
HUVEC utilizadas corresponden a un cultivo primario comercial, donde las células
deben ser aisladas y expandidas por el proveedor para generar el pool de células
gue sera comercializado, lo que implica que aunque se trabaje en pasajes
tempranos, se desconoce el pasaje en el que se encuentran y eso las hace menos
comparables con pasajes tempranos de HUVEC frescas. Un estudio en HUVEC
frescas aisladas de un solo cordén umbilical, indica que alrededor del pasaje 10,

estas células presentan un cambio fenotipico distintivo de senescencia, a pesar de
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gue estas sobreviven hasta aproximadamente el pasaje 18 [52]. Ademas, hay
trabajos donde consideran a células HUVEC comerciales senescentes desde el P15
[59], a pesar de no presentar una caracterizacion o marcadores indicativos de este
fenotipo. En este sentido, es importante tener en cuenta que 1) las HUVEC frescas
alcanzan la senescencia y presentan cambios fenotipicos en pasajes mas
tempranos que las HUVEC comerciales y 2) puede que algunos de los controles
jovenes utilizados ya comenzaran a cambiar su fenotipo, presentado un aumento

en la tincion.

Respecto a las ciclinas p21 y p16, estas son proteinas que participan en el arresto
del ciclo celular y a manera de consenso, se utilizan como marcadores de
senescencia tanto células endoteliales, como en otros tipos celulares [12, 55]. En el
presente trabajo se determiné que las HUVEC entre los pasajes 18-22 presentan
un aumento significativo tanto de p16 como de p21. La expresion basal de p21 en
células control se debe a que esta ciclina también participa en la regulacion de la
proliferacion células en células endoteliales, donde estas presentan una inhibicion
de la proliferacion por contacto [56], por lo que si las células control presentan una
alta confluencia en la placa, es posible que los niveles de p21 aumenten como se

observa en nuestros resultados.

7.2. Caracterizacién del fenotipo pro-inflamatorio
Esta descrito que las células senescentes presentan un SASP, que se asocia al
aumento en la expresion y secrecion de IL-6, entre otras moléculas [18]. La IL-6 es
una de las principales citoquinas pro-inflamatorias del organismo y puede ser
secretada por células endoteliales, promoviendo un estado pro-inflamatorio y pro-
trombaético [12]. En conjunto con este fenotipo, se ha reportado un aumento en
moléculas de adhesion celular como VCAM-1 e ICAM-1 en senescencia endotelial

[57], a pesar de que estas no forman parte del SASP.

Esta tesis mostr6 que aumenta la expresion y secrecion de IL-6 en HUVEC

senescentes respecto a las control, lo que se condice con el fenotipo pro-
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inflamatorio promovido por el SAPS endotelial en senescencia [18], pero la
induccién de la expresion de VACM-1 o ICAM-1 en las células endoteliales
senescentes no se detectd. Si bien la literatura muestra que la expresion de ICAM-
1 y VCAM-1 aumentan cuando las células endoteliales estan senescentes, esto
varia considerablemente segun el modelo. Se ha descrito el aumento de ICAM-1y
VCAM-1 mediante citometria de flujo en HUVEC frescas en un modelo de
senescencia prematura inducida con angiotensina Il [57]. Otro estudio mostré que
en senescencia inducida por arginasa en HUVEC, aumentan los niveles proteicos
de VCAM-1 e ICAM-1 [58]. Adicionalmente, en HUVEC con senescencia inducida
por Notchl, aumenta la expresion de VCAM-1, tanto en sus niveles de mRNA, como
su contenido proteico [59]. Por otra parte, en células endoteliales adrticas (HAECS)
se ha descrito que cuando alcanzan senescencia replicativa, aumentan los niveles
de ICAM-1 [60].

Interesantemente, las HUVEC en los pasajes 18-20, similar a lo utilizado en esta
tesis, presentan un aumento de aproximadamente 5 veces en la expresion de
VCAM-1 a nivel de mRNA, en células senescentes en comparacion con joévenes,
pero de mas de 1000 veces de cambio cuando las células senescentes son
estimuladas con TNF-a [61], lo que indica que la expresion de estas molécula es
mas facil de observar en células senescentes cuando estas son estimuladas con
una molécula pro-inflamatoria. En otro estudio, también se ha observado la
expresion de VCAM-1 e ICAM-1 en células endoteliales senescentes, solo posterior
a un estimulo pro-inflamatorio [51]. Esto sugiere la idea de que las células
senescentes, ademas de presentar un fenotipo pro-inflamatorio o debido a esto, son
mas susceptibles a estimulos pro-inflamatorios, es decir, presentan una respuesta
inflamatoria mayor.

En resumen, la falta de estandarizacion del modelo senescente, considerando tipo
celular, origen de la célula, medio de cultivo utilizado y estimulo inductor de la
senescencia, genera modelos senescentes con diferentes fenotipos entre ellos, por
lo que se requiere siempre caracterizar el modelo a utilizar. Otra limitacién del

presente estudio es la ausencia de la determinacion de la expresion de VCAM-1 e
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ICAM-1 mediante gRT-PCR para determinar si, a pesar que no hay cambios a nivel

proteico, si existen alteraciones a nivel de expresion de mRNA.

Considerando que en esta tesis no se utilizé un estimulo pro-inflamatorio y se busca
observar qué marcadores cambian basalmente en células endoteliales que
alcanzan la senescencia replicativa, se analizaron otros marcadores pro-
inflamatorios. E-Selectina, otra molécula de adhesidén cuya expresion es inducida
en contextos inflamatorios [47] y p65, una subunidad de NF«xB que se sabe es un
regulador importante de los procesos inflamatorios a nivel celular [62].
Adicionalmente, se evaluaron los niveles proteicos de eNOS, que se sabe estan
disminuidos en células endoteliales senescentes, lo cual se asocia a una
disminucion de la sintesis de NO y promueve el progreso de la senescencia y la
disfuncion endotelial asociada [58]. Inesperadamente, E-Selectina disminuyd sus
niveles proteicos en senescencia, a pesar de ser una molécula que aumenta su
expresion frente a estimulos pro-inflamatorios en células endoteliales. Estos
resultados concuerdan con lo ya descrito en un estudio que muestra la disminucién
progresiva de E-Selectina en HUVEC, a medida que aumentan los pasajes celulares
[63] y por lo tanto, no se puede utilizar como un marcador del fenotipo pro-
inflamatorio, pero si como un marcador de la senescencia en HUVEC. Respecto a
p65, esta aumenta su expresion relativa a nivel de su mRNA en senescencia, en
comparaciéon con células jovenes, lo que concuerda con la activacion de la via NFxB

en senescencia, promoviendo el fenotipo pro-inflamatorio [18, 62].

Respecto a eNOS, su expresion disminuye en senescencia, aunque no desparece
por completo. Estos datos conciden con lo descrito en la literatura, por cuanto otros
modelos de HUVEC y HAECS senescentes muestran una disminucién en su
expresion [64,65]. La Figura 11 muestra que los niveles del mMRNA de eNOS no
disminuyen en senescencia, por lo que los cambios a nivel proteico se deben
probable y principalmente a un aumento en su degradacion. Ademas, durante la
senescencia endotelial aumenta la produccién/actividad de inhibidores de la eNOS,

como la Arginasa en sus isoformas | y Il, y la NADPH oxidasa (aumento en la
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produccion de anion superdxido) y se promueve su desacoplamiento, lo que la
mantiene en un estado inactivo [58, 62, 66]. Los niveles proteicos y actividad de la
eNOS también disminuyen en contextos de inflamacién crénica o estimulos pro-
inflamatorios potentes [44].

En conjunto con el aumento en la expresion de IL-6 y p65, se determind que la
disminucion de eNOS también se asocia a la senescencia endotelial. Ademas de
estos marcadores, se determiné el cambio en el nivel de expresion de los genes
mitocondriales TFAM vy el Policistronico, asociados a la biogénesis mitocondrial y
acumulaciéon de mRNA mitocondrial no procesado, respectivamente [48,49].
Durante la senescencia celular, se presenta disfunciéon mitocondrial asociada a una
disminucion en la biogénesis mitocondrial y mitofagia y debido a esto, se acumulan
mitocondrias defectuosas en la células, promoviendo el estrés oxidativo y dafio
celular, aparte de un metabolismo energético reducido [50][52]. A nivel del mMRNA
se observo que TFAM no cambia sus niveles en senescencia Yy por lo tanto, si es
gue participa en la disminucion de la biogénesis mitocondrial asociada al
envejecimiento celular, no seria a través de un aumento en su expresion. En esta
tesis no se observa si su interaccion con el DNA mitocondrial cambia, por lo que no
se puede descartar su participaciéon mediante otros mecanismos. Un aumento en la
expresion de TFAM incrementa la biogénesis mitocondrial en HUVEC [48] y que su
interaccion con el DNAmt varia en el envejecimiento y otros contextos fisioldgicos,
donde los niveles de interaccion de TFAM con el mt-RNA no solo se asocian a su
rol como factor de transcripcion, sino también a funciones estructurales e histone-
like, que afecta la compactacion del DNAy por lo tanto, su transcripcion y replicacion
[67].

El policistrénico presenta un aumento de su expresion en senescencia, lo que es
indicativo de un aumento en la cantidad del mRNA mitocondrial no procesado a nivel
celular [49]. Este resultado se condice con el estudio que observo que HUVEC
gue alcanzaron senescencia replicativa, presentan un aumento en la expresion del
MRNA de policistronico, en comparacion con HUVEC de pasajes tempranos [49].

Este cambio puede estar relacionado con multiples factores, como un aumento en
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la transcripcion de mt-RNA por requerimiento mitocondrial, una deficiencia del
procesamiento del mt-RNA o una estabilizacién del transcrito en las células
senescentes [49]. Como se ha descrito, en condiciones de senescencia celular, las
mitocondrias se encuentran disfuncionales y la mitofagia se ve impedida, por lo que
se acumulan mitocondrias disfuncionales [50]. En dicho contexto, para determinar
si el aumento en el policistrénico no procesado se debe a un aumento del nimero
de copias del DNAmt o bien a los dafios mitocondriales presentes en senescencia,
seria necesario analizar la raz6n de namero de copias de mtDNA/ncDNa, si este
aumenta, se asociaria con el aumento de policistrénico, mientras que si no aumenta,
el incremento de policistérnico estaria explicado por alguna de las otras posibles

razones.

7.3. Efecto de la IL-10 sobre los marcadores estudiados
Las células fueron tratadas con 20, 100 y 300 ng/mL de IL-10 por 24 h, se utilizaron
3 concentraciones debido a que no existen trabajos donde HUVEC senescentes
hayan sido tratadas con IL-10. La concentracion de 300 ng/mL es la mas alta
reportada en literatura para evaluar funcién endotelial. Especificamente, se trataron
anillos aodrticos de rata y se midi6 el efecto sobre la capacidad vasodilatadora del
endotelio [44]. En el caso de esta tesis se descartd0 para la mayoria de los
experimentos, debido a que el rendimiento proteico obtenido era muy bajo como
para realizar experimentos posteriores al estimulo. Al basarse en literatura , esta
concentracion se utilizoé para tratar un tejido completo y no un solo tipo celular y es
posible que esta concentracion pudiera tener un efecto citotéxico en el modelo de

trabajo, aspecto que no fue evaluado.

A nivel proteico, IL-10 no recuperd los niveles de E-Selectina, eNOS o IL-6
secretada a niveles similares al control. Respecto a E-Selectina, era esperable pues
IL-10 es un estimulo con potentes efectos anti-inflamatorios [38]. Respecto a eNOS
tampoco hubo recuperacion en su expresion. En el caso de una inflamacion inducida

con TNF-a en anillos adrticos, los niveles proteicos de la eNOS disminuyen.
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Respecto a la expresion de la eNOS se ha descrito que el tratamiento con IL-10
(300 ng/mL) recupera los niveles proteicos de eNOS a nivel del tejido completo [44].
A nivel de células endoteliales hay estudios que muestran que el tratamiento de
HUVEC con IL-10 (2 ng/mL) por 24 h aumentan significativamente los niveles
proteicos de eNOS [68]. Estos datos indican que IL-10 induce el restablecimiento
de los niveles de eNOS en células endoteliales, por lo que se esperaba que ella
restaurara la expresion de eNOS en las células endoteliales senescentes. Sin
embargo, existen reportes de que IL-10 actua a nivel del endotelio pero que no hay
literatura respecto a su efecto sobre las células endoteliales senescentes y que
éstas no respondan al estimulo. Resta por evaluar distintos tiempos y
concentraciones de IL-10, o bien un modelo diferente, asi como la interaccion entre
distintos tipos celulares en los anillos adrticos podrian facilitar la accion
antiinflamatoria de IL-10, en comparacion con el modelo celular in vitro usado en

este trabajo.

Respecto a la IL-6 secretada, IL-10 no disminuy6 su secrecion al medio celular. La
concentracion de IL-10 circulante disminuye en adultos mayores de 50 afios junto
con un aumento en los niveles de IL-6 circulantes y del riesgo cardiovascular [68].
En ratones viejos knockout (KO) para el gen de IL-10, los niveles de IL-6 circulantes
aumentaron [69] y, por tanto, se concluye que la IL-10 regula la expresion de IL-6
en envejecimiento y sus aumentos se asocian a la disminucion de la IL-10 asociada
al envejecimiento. En el presente estudio, IL-10 no disminuyé los niveles de IL-6
inducidos en senescencia y se puede especular que la accién de otras células,
ademas de las endoteliales, seria necesaria para coordinar una respuesta inmune
anti-inflamatoria [68,69]. También  se requeriria  variar las condiciones
experimentales y utilizar células senescentes que no estén en pasajes tan
avanzados Yy no se encuentren muy dafiadas y con cambios fenotipicos muy
drasticos como para revertir su estado de inflamacion. Como se discutio
anteriormente, la adquisicion del estado senescente y sus cambios fenotipicos y

metabdlicos son paulatinos [52,53]. Una vez alcanzada la senescencia, ocurren
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cambios epigenéticos que pueden influir la expresion de genes y funcionamiento

celular [61].

IL-10 tampoco redujo los niveles de expresion de p65. IL-10 atenua la inflamacién
en parte, al inhibir la activacion de la via NFxB, lo que a su vez impide la activacion
del IkB o la interaccion del NFkB con el DNA [38], pero no necesariamente a nivel
de la sintesis o degradacion p65. Ademas, a similitud de IL-6, es posible que los
efectos no sean observables en células de pasajes tan avanzados o en las
condiciones experimentales utilizadas. Se desconocen las temporalidades en que
se mantiene el efecto de la IL-10. Se han descrito cambios transcripcionales
inducidos por IL-10 en células endoteliales con estimulos de hasta 18 h [70], por lo
gue probar temporalidades previas a las 24 h post estimulacion podria tener efectos
diferentes. Es n el caso de la expresion de p65 e IL-6, como también en los niveles
de IL-6 secretada al medio, no se observo una diferencia significativa entre las
condiciones control y senescentes que validen el experimento para hacer una
comparacion con el efecto de la IL-10 debido a la variabilidad en los datos. Esto
puede haber ocurrido debido a que, como se discutié anteriormente, algunos grupos
experimentales no hayan alcanzado la senescencia en los pasajes establecidos. En
dicho contexto, es fundamental que futuros experimentos consideren un registro de
la tasa de replicacién de los cultivos a manera de asegurar que las condiciones

senescentes hayan, en efecto, reducido su tasa replicativa.

7.4. Aislamiento y caracterizacion de exosomas
Los exosomas se aislaron de HUVEC jovenes/control con y sin tratamiento de IL-10
por 24 h. Ambos grupos presentaron tamafos modales similares alrededor de los
150 nm y las concentraciones entre los 6,6 x 108 — 1,3 x 10° sin diferencias
significativas entre ambos grupos. Ademas, las vesiculas aisladas de células
endoteliales tratadas con o sin IL-10 presentaron la forma caracteristica “cup-
shaped” descrita en la literatura [35], como fue evidenciado por microscopia
electronica. El pre-tratamiento con IL-10 (20 ng/mL) por 24 h no afecta el tamafio,

la produccion o morfologia de exosomas que son secretados por las células
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endoteliales. La distribucion de tamafios de las vesiculas, la fraccion rica en
exosomas aislada en este estudio, contiene otras vesiculas de mayor tamafio. A la
fecha, alun no existe una metodologia que permita la completa purificacion de
exosomas [71]. Esta limitaciébn también sugiere la necesidad de evaluar otras
poblaciones de vesiculas extracelulares, como las microvesiculas, para confirmar
gue los efectos observados son exclusivos de exosomas y no de otras poblaciones

de vesiculas.

La tetraspanina CD81, marcador especifico de exosomas [72], se determind por
ELISA, debido a que el rendimiento de aislamiento de exosomas no permite obtener
una cantidad suficiente de proteinas para determinarlo por Western blot. Se observo
gue ambos grupos de vesiculas aisladas presentan el marcador, lo que indica que
hay exosomas presentes en las muestras y la concentracion de CD81 en ambas
condiciones es similar, esto confirma que el tratamiento con IL-10 no afecta la
cantidad de exosomas producidos/secretados por las células, aunque se debe tener
en cuenta que para el caso de este experimento no se utilizaron controles negativos
como PBS 1x solo o una fraccion del aislamiento por columnas que en teoria no
contenga exosomas. Estos datos fortalecerian el resultado obtenido, donde se
espera que estos controles negativos presenten valores muy bajos de CD81 o este
sea indetectable, para asi descartar que los valores obtenidos no sean un valor
basal debido a la sensibilidad de la técnica. En el caso de este trabajo, es importante
mencionar que, segun los lineamientos para el estudio de vesiculas extracelulares,
falta evaluar otros 2 marcadores de vesiculas extracelulares distintos a las
tetraspaninas. Ademas, estas guias también establecen la necesidad de realizar
controles negativos de exosomas, para descartar la presencia de contaminacion
celular [73].

Es importante sefialar que los actuales métodos para aislamiento de exosomas
presentan distintas ventajas y desventajas. Existen técnicas de aislamiento con
mejor rendimiento de obtencion de vesiculas, como la ultra-centrifugacion, pero que

presentan menor especificidad al momento del aislamiento quedando una mezcla
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con otras particulas de similar tamafio a los exosomas [74]. El aislamiento por
columnas de exclusion de tamafio tiene la desventaja de aislar vesiculas desde
volimenes limitados, entregando muestras que ademas quedan menos
concentrada al eluir por la columna [74]. El aislamiento mediante columnas de
exclusiéon por tamafio presenta multiples ventajas que lo vuelven uno de los métodos
méas usados para el aislamiento de exosomas. En primer lugar, estas columnas
tienen como ventaja ser faciles de manejar, es una técnica poco compleja, no
requiere equipamiento especializado, es una técnica relativamente poco costosa en
comparacién con otras, permite separar proteinas pequefias que puedan quedar en
solucién de la muestra de interés, es una técnica reproducible, eficiente y que
mantiene la funcionalidad de las vesiculas para uso posterior [74,75,76].
Alternativamente, una mezcla de técnicas podria permitir un aislamiento mas puro,
pero que afectara el rendimiento del aislamiento al realizar mas de un tratamiento a

las vesiculas en solucion.

Actualmente no existe técnica que purifique completamente exosomas. De hecho,
existe todavia discusion entre si se debe o no utilizar el término exosomas, en vez
de vesiculas extracelulares pequefias, al obtener siempre poblaciones mixtas de
vesiculas y debido a la falta de consenso respecto a qué es un exosoma [77]. Para
términos de esta tesis, los exosomas se consideran vesiculas extracelulares
pequefias (30-150 nm) procedentes de cuerpos multivesiculares, al haberse
determinado marcadores positivos de exosomas y su observacion por microscopia
electrénica. Se utilizo este término a pesar de no contar con marcadores negativos
gue puedan garantizar la pureza de la extraccion y presencia de otras vesiculas, lo

gue representa una de las limitaciones de este trabajo.

7.5. Efecto de los exosomas sobre los marcadores estudiados
Se evalud el efecto de los exosomas aislados sobre la expresion de IL-6, p65,
TFAM, Policistrénico y eNOS. El tratamiento con exosomas no redujo la expresion
de ninguno de los dos marcadores pro-inflamatorios, ni tampoco los niveles de IL-6

secretada por las células. Es posible que las células senescentes se encuentren
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demasiado dafiadas para responder a los estimulos utilizados [52,53,61]. Los
exosomas de células endoteliales microvasculares (HMEC-1) pueden reducir la
senescencia en este mismo tipo células (HMEC-1), al prevenir el arresto del ciclo
celular [78], por lo que podria esperarse que exosomas de células HUVEC tuvieran
este mismo efecto en células con senescencia prematura o células que estén en
proceso de cambio al fenotipo senescente. En esta tesis se trabajo con senescencia
replicativa, considerando aproximadamente un 80% de las células totales
senescentes como pardmetro para realizar los experimentos. En este punto la
mayoria de las células ya presentan cambios fenotipicos antes de realizar los
experimentos y podria ser que el arresto del ciclo celular esté demasiado
establecido para que los exosomas pueda revertirlo. Sin embargo, no se puede
descartar el efecto sobre la reversion del fenotipo senescente, utilizando
concentraciones y tiempos de incubacion diferentes. Es posible que debido al dafio
celular acumulado en la senescencia replicativa, las células no incorporen las
vesiculas. En este sentido, se podrian realizar ensayos de incorporacion de
vesiculas, donde éstas se generen con un marcaje fluorescente en proteinas
especificas de su sintesis como CD63 o CD81. Este experimento permitiria
determinar la presencia de estas vesiculas las células receptoras para determinar
si los exosomas fueron incorporados en condiciones senescentes, en comparacion
con células control, que se ha reportado que si son capaces de responder a

estimulos con exosomas provenientes de HUVEC [35].

Por otra parte, puede que se requieran también de otros tipos celulares que
participan del proceso anti-inflamatorio para reducir la expresion de los marcadores
observados en este estudio. Por ejemplo, exosomas aislados de MSC reducen la
respuesta inflamatoria en modelos in vivo, mejorando asi la funcién del endotelio
mediante la reduccion en la activacion de células inmune, en lugar de actuar

directamente en células endoteliales [79].

Otro punto importante a discutir es la concentracién de exosomas utilizada, 108

particulas/mL. Esta concentracion se ha utilizado en estudios de cardioproteccion,
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donde esta concentracion de vesiculas procedentes de las mismas células HUVEC,
sin ningun estimulo, reducen la muerte celular de cardiomiocitos de rata adulta
sometidos a hipoxia/re-oxigenacion [24]. Sin embargo, es posible que en el caso de
diferentes tipos celulares, como el de las células endoteliales, estas requieran

concentraciones mayores de vesiculas para observar un efecto.

Un estudio previo mostré que las células HUVEC senescentes producen mas
exosomas, en comparacion a células control. Ademas, estos exosomas mostraron
ser funcionales, pues promovieron la migracion en HUVEC jévenes/control. Por lo
tanto, aparentemente, los exosomas de células senescentes pueden actuar sobre
células jovenes, pero los resultados de esta tesis sugieren que los exosomas de
células endoteliales jovenes no tienen un efecto sobre células endoteliales
senescentes. Sin embargo, cabe mencionar que el estudio que determind la
migracion inducida por exosomas de células endoteliales control y senescentes,
generaron este efecto en HUVEC jovenes/control, solo en concentraciones sobre
los 5x10%° particulas/mL [35]. Existe evidencia que los exosomas de otros tipos
celulares, como las MSC reducen la senescencia en HUVEC [80]. Este efecto se
observo en la senescencia prematura inducida por estrés oxidativo pero no con
senescencia replicativa. En este sentido, en caso de que los rendimientos de
aislamiento de exosomas lo permitan, se deberian evaluar concentraciones mas
altas de exosomas para estimular las células y determinar si generan algun efecto.
Asimismo, es importante reiterar que otra limitacién de este estudio fue no evaluar
el efecto de las vesiculas en distintas temporalidades, es decir, mas y menos de 24
h. En dicho contexto, no se puede descartar que las vesiculas tengan un efecto

temprano y transitorio o un efecto que requiera al menos 48 h.

Es posible que el uso de exosomas de otros tipos celulares disminuya la inflamacién
asociada a la senescencia en células endoteliales. En este sentido se puede
destacar a las células progenitoras endoteliales (EPC), que comparten mdultiples
funciones con las células endoteliales vasculares, pero ademas presentan

propiedades anti-inflamatorias. Exosomas aislados de EPC tienen la capacidad de
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recuperar y aumentar los niveles proteicos de la eNOS en células endoteliales
cerebrales jévenes y senescentes [81], también se ha mencionado que promueven
la angiogénesis y tienen propiedades anti-inflamatorias in vivo e in-vitro [82], por lo
gue exosomas de este tipo celular podrian ser una alternativa para reducir la
inflamacion asociada a la senescencia. Es importante destacar que exosomas
aislados de EPC y HUVEC presentan funcionalidades similares para promover la
angiogénesis y migracion en células endoteliales [36]. Aungque no se han comparado
en base a su potencial antiinflamatorio, es posible que compartan algunas
caracteristicas. Futuros estudios deberian apuntar a determinar si exosomas de
células endoteliales tratadas con IL-10 tienen o no un efecto en células no
senescentes, pero en un estado pro-inflamatorio, de manera tal que establecer si la
senescencia genera un dafio irreversible en la célula, o las vesiculas no ejercen un
efecto antiinflamatorio. Estos estudios deberian extenderse a exosomas de células
endoteliales sin estimulos que potencien la anti-inflamacion, para dilucidar si estas
vesiculas presentan por si solas un potencial anti-inflamatorio, de manera similar a

la de las vesiculas producidas por EPC [82].

7.6. Efecto de los exosomas en células de musculo liso

Para determinar si los exosomas aislados en esta tesis eran funcionales en
contextos pro-inflamatorios, se realizaron ensayos de cierre de herida en células
musculares lisas de aorta de rata. Las células se trataron con TNF-a y con los ExoC
y ExolL-10. Se observ6 que los exosomas tanto control como de medio
condicionado con IL-10 redujeron la migracion de células A7R5 inducida por TNF-
a, lo que sugiereque estas vesiculas son funcionales y contrarrestan el efecto de
esta citoquina pro-inflamatoria.

Se escogioé el modelo de células musculares lisas ya que este tipo celular se
encuentra en contacto directo y estrecho con el endotelio vascular y cuya funcion
es parcialmente regulada por este ultimo [84]. Si bien no es un modelo de
envejecimiento, el TNF-a promueve remodelado vascular cardiaco patoldgico
asociado a un mayor riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares, e induce la

desdiferenciacion celular en el masculo liso, promoviendo un fenotipo por-migratorio
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y proliferativo, en lugar de un fenotipo contractil asociado a una célula muscular
diferenciada [85]. Se observé que tanto las vesiculas de células endoteliales
tratadas con IL-10, como las de células sin tratar frenaron la migracion de células
tratadas con TNF-a. Es posible que estas vesiculas frenen la desdiferenciacion
celular inducida por TNF-a, aunque el mecanismo aun se desconoce. Para
confirmar que la reduccion en la migracion de células sea debido a una disminucion
de la desdiferenciacion celular, se deben medir marcadores de proteinas
contractiles y de matiz extracelular asociadas al cambio fenotipico mencionado [85].
Adicionalmente, para determinar si existe alguna diferencia entre ambas
poblaciones de exosomas, se deberian probar diferentes concentraciones de
vesiculas para estimular las células musculares, mayores y menores y determinar
si existe alguna diferencia significativa en su efecto. Otra posibilidad es generar
vesiculas con concentraciones mayores de IL-10 y determinar si estas vesiculas

presentan efectos diferentes a los ExoC.
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8. Conclusiones
La senescencia replicativa en HUVEC aumento la tincién B-galactosidasa en
aproximadamente el 80% de las células, aumento los niveles proteicos de
pl6, p21, asi como el area y perimetro celular y disminuyé de los niveles
proteicos de eNOS y E-Selectina.
La senescencia replicativa de HUVEC se asocié con un aumento en la
expresion de IL-6 y p65 y la secrecion de IL-6, y un aumento del mRNA
mitocondrial no procesado, sugerido por un aumento en los niveles de
Policistrénico.
El tratamiento con IL-10 no redujo la expresion de los marcadores IL-6, p65,
TFAM, Policistronico, ni la secrecién de IL-6 o los niveles protéicos de eNOS
en HUVEC senescentes.
El pre-tratamiento con IL-10 (20 ng/mL) no cambié la morfologia,
concentracion, tamafio modal o expresion de CD81 en los exosomas aislados
de HUVEC estimuladas, en comparacién con los exosomas de HUVEC no
estimuladas.
El tratamiento con exosomas (108 particulas/mL por 24 h) aislados de
HUVEC control pre-estimuladas con o sin 20 ng/mL de IL-10 no cambi6 la
expresion de los marcadores pro-inflamatorios IL-6 y p65, ni la secrecion de
IL-6 y no cambié la expresion de TFAM, Policistronico o eNOS en HUVEC
senescentes.
El tratamiento con exosomas (108 particulas/mL por 24 h) aislados de
HUVEC control pre-estimuladas con o sin IL-10 (20 ng/mL), reduce de

manera significativa la migracion de células A7r5 tratadas con TNF-a.

Por lo tanto, el presente estudio muestra que los exosomas aislados de células

endoteliales tratadas con IL-10, no reducen la expresion de parametros pro-

inflamatorios en senescencia endotelial, pero si son funcionales y reducen el

potencial migratorio de células musculares lisas tratadas con TNF-a.
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