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V. Resumen.

El meduloblastoma es una de las principales causas de muerte dentro de la
poblacion infantil a nivel mundial y afecta de manera significativa el estilo de vida de
los pacientes. La relacion que existe entre las células tumorales y los elementos del
sistema inmune son clave en el desarrollo de la enfermedad, y ain se comprende
poco sobre todos los procesos involucrados entre estos sistemas. Particularmente,
el papel de los macréfagos no polarizados o conocidos como MO, ha sido de gran
interés debido a su gran variedad de funciones en el organismo y su abundancia en
el contexto tumoral. La produccion de microvesiculas extracelulares,
particularmente los exosomas, es un mecanismo de interaccién gracias a su
variedad en contenido que va desde proteinas hasta acidos nucleicos como el
miRNA-21, un elemento que se ha relacionado en la progresion tumoral.

Con esto en mente, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto in vitro de
exosomas secretados por macréfagos MO en la capacidad de invasién de células
de meduloblastoma, particularmente la linea celular Daoy. Para esto, se gener6 un
cultivo de monocitos, a los cuales se les indujo su diferenciacion hacia macrofagos
mediante PMA. A partir del sobrenadante, se purificé y cuantificé a los exosomas'y,
posteriormente, se determiné el efecto de estos sobre la capacidad de invasion en
células Daoy por medio de un ensayo de invasion en placas de 12 pozos. Ademas,
se aislo de estas vesiculas miRNA-21 y se identificd su presencia por medio de RT-
PCR. Por otro lado, mediante el uso de miRNA-21 sintético, se observo el mismo

efecto en las células Daoy.

En conjunto, los resultados mostraron que los exosomas secretados por los
macréfagos MO favorecieron la capacidad de invasion en las células Daoy al
observar un incremento en el nimero de células capaces de degradar la matriz
extracelular y atravesar una membrana que funciona como barrera. Esto, con base
en lo que se ha reportado en la literatura, sugiere una relacion con el contenido de
MiRNA-21 que existe en dichas vesiculas y el aumento en la capacidad de invasion,
gue se corrobora al observar que el miRNA-21 sintético ejerce la misma respuesta

en las células.



V. Abstract

Medulloblastoma is one of the principal causes of infant deceases around the world
and it affects significatively into the lifestyle of patients. The relation between tumor
cells and the components of immune system are critical in the development of the
disease, and it is not fully understood all the process which are related in this relation.
Specifically, the non-polarizated macrophages, known as the MO macrophages,
have been relevant due to their different functions in the organism and their
abundance on the tumoral context. Extracellular microvesicles production,
exosomes particularly, are an important mechanism of interaction due to their
content which consider proteins and nuclei acids as miRNA-21, an element which

has been related into the tumoral progress.

Due to this, the main objective for this work was to determinate the in vitro effects of
MO macrophages-derived exosomes in the invasion capability of medulloblastoma
cells, specifically the Daoy cell line. For this, we generated a monocyte cell culture,
which were induced into their macrophage phenotype by PMA. The exosomes
secreted to the cell media were purified and quantified, and then, we determined the
exosomal effects to the invasion capability of Daoy cells with a 12-well plate invasion
assay. We also purified miRNA-21 from these exosomes and identified the presence
of this nuclei acid through RT-PCR. Furthermore, using synthetic miRNA-21 we

identified the same effect in these cells.

Together, these results are evidence of the macrophage-derived exosomes effects
in the invasion capability of Daoy cells, increasing this ability of the medulloblastoma
cell line as we seen as an increasing number of cells which were capable to degrade
extracellular matrix and go through this barrier. Thus, and considering the
documental information which has been published about this topic, suggest a
relation between the miRNA-21 localized in the vesicles and their effect on the Daoy
cell line, being corroborated with the assays realized with the synthetic miRNA-21,
suggesting the macrophage-derived exosomes role in the tumoral progression and

development.



1. Introduccién

El cancer es un padecimiento de alto impacto que ha mostrado un incremento en
los Ultimos afios en el nimero de casos registrados a nivel mundiall. Este
padecimiento se caracteriza por presentar un conjunto heterogéneo de sintomas
debido a un crecimiento anormal de células aberrantes que son conocidas como
células tumorales. Estas células se caracterizan por tener una alta tasa de
proliferacion y capacidad de migracion, siendo capaces de invadir tejidos
adyacentes a partir de la destruccién de barreras fisiolégicas como el estroma y
matriz extracelular, distribuyéndose a través de la invasion de vasos linfaticos o
sanguineos?3. El céancer inicia cuando una poblacion de células anormales
comienza a crecer de manera incontrolada, con caracteristicas basadas en su linaje
o grado de diferenciacion. Por varios afos, estos tumores han sido diagnosticados
y clasificados a partir de las caracteristicas observables al microscopio, sin
embargo, en 2016 la OMS implementd nuevos criterios para Su correcta

identificacion como la expresion de genes®.
1.1 Meduloblastomas

El cerebro es un 6rgano esencial para el organismo al ser el encargado de que las
funciones basicas del organismo se realicen de manera adecuada, regulando
ademas el desarrollo de habilidades cognitivas y motoras, entre otras mas. A su
vez, es también susceptible de verse afectado por el desarrollo de diversas
patologias como las neoplasias debido a factores como la herencia genética o el

estilo de vida3.

Para aquellos tumores que se desarrollan en el cerebro o en el SNC, se han
identificado diferentes tipos celulares como origen del desarrollo tumoral,
encontrandose dentro de estos a los meduloblastomas®®. Este tipo de tumores se
forman a partir de los precursores granulares neuronales, células indiferenciadas
que muestran un rapido crecimiento, asi como una capacidad importante de
metastasis. Se ha identificado que este tipo de tumores inician desde la zona del
cuarto ventriculo cerebral y, a través del fluido craneo-espinal como método de

diseminacién, las células tumorales son capaces de distribuirse hacia otras zonas
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del cerebro y otros tejidos "8 (Figura 1). Los meduloblastomas se consideran como
el tumor mas comun que se presenta durante la etapa infantil ya que, segun la
informacion recopilada en diferentes trabajos y bases de datos, se conoce que
existe una incidencia de hasta 4.9 casos por cada millon de nifios de hasta 7 afios
en todo el mundo y en un gran numero de casos el prondstico para estos pacientes
es malo. Ademas, debido a que su desarrollo es primordialmente en el area del
cuarto ventriculo, los pacientes muestran un panorama heterogéneo de sintomas
durante la enfermedad como torpeza motriz, alteraciones cognitivas, nauseas,

vOomito, vision borrosa, entre otros®.

Meduloblastoma

Grupo 3 Grupo 4

WNT _Si—i_\

Figura 1. Localizacion anatomica de los diferentes subtipos de
meduloblastoma que pueden desarrollarse en el cerebro. El meduloblastoma es
un tipo de cancer caracteristico en la poblacion infantil que se desarrolla desde las
etapas embrionarias, particularmente por células precursoras, localizado en el area

del cuarto ventriculo.



Los meduloblastomas se clasifican en cuatro subgrupos, los cuales son
identificados a partir de los patrones moleculares que estos presentan, siendo estos
clasificados de la siguiente manera: el grupo Wingless (WNT), Sonic Hedgehog
(SHH), grupo 3 (Grp3) y grupo 4 (Grp4), cada uno siendo Unico entre si gracias a
aspectos como las mutaciones particulares, patrones de metilacion y caracteristicas
clinicas'®. El subgrupo WNT es el menos comun, conformando el 10% del total de
todos los diagnésticos. ElI subgrupo SHH conforma el 30% del total de los
diagndsticos, ocurriendo estos en su mayoria durante el periodo de la juventud. El
grupo 3 constituye alrededor del 25% de los diagndsticos mientras que el grupo 4
considera un 35% del total, presentandose tanto en el periodo infantil como de

adolescenciall1?,

Dentro de los aspectos moleculares, se ha descrito que los meduloblastomas del
subgrupo WNT presentan raramente metéastasis, siendo los de mejor prondstico
donde al menos 95% de los pacientes alcanzan una supervivencia de hasta 5 afos.
Su origen se da por mutaciones en el gen CTNNB1, encargado de la produccion de
B-catenina, la cual comienza a promover la activacion de diferentes genes de la via
WNT®15 En el subgrupo SHH, hasta 75% de los pacientes son capaces de
alcanzar una supervivencia de hasta 5 afios, sin embargo, factores como
mutaciones en MYC o en TP53 pueden reducir de manera significativa este periodo
de tiempo. Para este subgrupo el gen involucrado es PTCH1, el cual es un gen
supresor de tumor encargado de producir PTC1, un receptor involucrado en la
sefalizacion de las proteinas de la via SHH y sus homodlogas que, al ser bloqueado
por efecto de las mutaciones, permite la activacién de genes involucrados en la
proliferacion celulart®-8. Los tumores del grupo 3 se han descrito como aquellos de
peor prondstico debido a que sélo hasta un 50% de los pacientes alcanzan una
supervivencia de 5 afios, ademas, este periodo puede verse reducido de acuerdo
con los genes que el paciente muestre afectados, debido a que este subgrupo en
general muestra diferentes alteraciones cromosomicas. De igual forma, los
mecanismos del grupo 4 son poco comprendidos, donde uno de los ejes principales
para su identificacion es la presencia de isocromosomas 17q. Este subgrupo tiende

a tener un pronostico aceptable, donde 75% de los pacientes alcanzan la



supervivencia de hasta 5 afios, sin embargo, alteraciones como la ausencia del
cromosoma 11 u otras mutaciones genéticas pueden influir en su agresividad!®20.
Los esquemas de tratamiento tradicionales en contra de este padecimiento
consideran a la reseccion quirtrgica, radiacion crdneo-espinal y quimioterapia como
los tratamientos de primera linea??, y gracias al conocimiento del perfil genémico de
cada subgrupo en particular se ha desarrollado terapia cada vez mas especializada

para cada uno de estos?L.
1.2 Tratamiento actual de los meduloblastomas.

El esquema de tratamiento para el meduloblastoma que es utilizado actualmente ha
mostrado resultados positivos en la eliminacion de la enfermedad y se ha convertido
en la estrategia comun de combate, sin embargo, se ha identificado que esta trae
consigo complicaciones a los pacientes debido a su naturaleza invasiva?®??, Con
esto en mente, la investigacion médica se ha centrado en conocer a detalle los
diferentes mecanismos que el cancer y el microambiente celular estan desarrollando
entre si para brindar opciones que optimicen estos tratamientos. Por ello, el interés
del sistema inmune y su papel dentro del desarrollo tumoral ha incrementado
durante los ultimos afios debido a la posibilidad de mejorar los mecanismos de

tratamiento a través de estos elementos.
1.3 El sistema inmune

El sistema inmune estd encargado de la eliminacién de infecciones causadas por
agentes patdgenos, asi como controlar el crecimiento de células anormales en el
organismo?3, Esta tarea es realizada por diferentes células y elementos no
celulares, los cuales son agrupados para su estudio con base en la naturaleza e
intensidad de sus respuestas?*. Debido a factores genéticos o ambientales, el
desarrollo de células anormales puede verse aumentado y, cuando el numero de
células tumorales comienza a incrementar de manera significativa, el sistema
inmune entra a un estado mas activo por lo que se comienza a promover una serie
de respuestas que incluye la generacion de un ambiente proinflamatorio mediante
la produccion de citocinas, esto en vispera de incrementar la actividad de defensa

de las células por la pérdida de la homeostasis celular. El efecto varia segun el tipo
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celular del que se estd hablando, aumentando la expresion de marcadores
moleculares o procesos celulares como la fagocitosis o el aumento en la secrecion
de mediadores solubles?®. Los componentes principales que estan involucrados en
el combate de las células tumorales son las células T CD8* y las células NK debido
a su naturaleza citotoxica, sin embargo, otros componentes celulares también

participan de manera activa en el control de estas células anormales?%?,

El desarrollo tumoral en gran medida es controlado durante las etapas iniciales por
el sistema inmune, sin embargo, cuando el equilibrio entre estas respuestas se
rompe es cuando se considera que el tumor ha conseguido entrar a una etapa
donde las respuestas propias no son suficientes y se requiere de un tratamiento?®2°,
Por ello, el uso de elementos del sistema inmune, asi como su optimizacion o
potenciacion es una estrategia atractiva en el tratamiento en contra del desarrollo
tumoral. Para ello, se ha considerado a células que se encuentran en abundancia
en el organismo y que tienen un papel destacado en el montaje de las respuestas

inmunes como lo son los macréfagos®.
1.4 Los macroéfagos

Los macréfagos son células diferenciadas de monocitos reclutados desde la
circulacion periférica hacia los tejidos, formando parte de las respuestas inmunes
innatas debido a que estas son de las primeras células en ser activadas durante un
proceso infeccioso o no infeccioso, participando en conjunto con células epiteliales
y fibroblastos como parte de la respuesta inicial®!. Estas células tienen un papel
fundamental dentro del establecimiento de respuestas inmunes al funcionar como
puente de diversas sefiales hacia otros elementos y su alta distribucién a lo largo
de los diferentes tejidos corporales®?23. El papel de los macréfagos en diferentes
procesos se atribuye a su capacidad de adquirir fenotipos que se adaptan a las
necesidades segun las sefales que esta censando, iniciando un proceso conocido

como polarizacién®*,
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1.5 Polarizacion de los macréfagos

Se ha identificado que los macrofagos pueden adquirir 3 fenotipos, segun el tipo de
sefales que estas células han recibido, cada uno con caracteristicas identificables.
Las células son clasificadas como macrofagos MO, M1 o M2 segun el tipo de
respuestas que son capaces de producir durante un proceso de infeccion o durante
el combate a las células anormales, asi como el tipo de marcadores de superficie
que son expresados®>3¢ (Tabla 1).

Los macréfagos MO son células también llamadas como naive o virgenes, debido a
que este fenotipo se considera que es el que adquieren las células recién infiltradas
hacia los tejidos. Alli, los macrofagos reaccionan a los diferentes estimulos
presentes en el area y debido a estas sefiales se diferencian a un fenotipo
proinflamatorio o antiinflamatorio. Durante las primeras etapas de un proceso
infeccioso o no infeccioso, la erradicacién del agente dafiino se logra a través de la
produccién de un ambiente inflamatorio que incremente la actividad de diferentes
células inmunes incluyendo a los macrofagos, particularmente, incrementando su
actividad al aumentar la tasa de fagocitosis, produccidbn de citocinas
proinflamatorias y presentacién de antigenos, siendo este fenotipo conocido como
M1. Por otro lado, cuando el agente dafino se ha eliminado, el organismo requiere
iniciar procesos de resolucién que reparen el tejido dafiado por la inflamacion. Para
ello, se incrementa la produccion de citocinas conocidas como antiinflamatorias, las
cuales influyen en el perfil de los macréfagos de tal manera que aumenta su
capacidad de angiogénesis y linfangiogénesis para la remodelacién de los tejidos.
Particularmente, cada uno de estos fenotipos cuenta con marcadores de superficie
ademas de secretar mediadores solubles particulares que permiten su identificacion
(Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas de macréfagos M1y M2.

Uso de acidos

grasos

Funciones Marcadores Citocinas Referencias
producidas
MO Fagocitosis CD14 MCP-1 32,35
Presentacion de CD16
antigeno CCR5
M1 Produccion de CD80 TNF-a 37, 38, 39, 40, 41
citocinas CD86 IL-18
Fagocitosis MHC-II IL-6
Presentacion de IL-1R IL-12
antigeno TLR2 ROS
Glucolisis INOS
Aumento de SOC3
NADPH oxidasa
M2 Linfongénesis CD163 IL-4 37, 38, 39, 42, 43
Angiogénesis Scavengers IL-10
Remodelacion de CD206 IL-33
tejidos TGM2 TGF- 3
Respiracion IL-1R 1 Arginasa 1
mitocondrial




1.6 Microambiente tumoral y TAMs

El microambiente celular es un sistema complejo que estd encargado de la
regulacion positiva o negativa de los diferentes procesos celulares*#5, La
composicién del microambiente tumoral considera diferentes células del sistema
inmune, células del estroma, vasos sanguineos, matriz extracelular, entre otros?*6. A
lo largo del desarrollo tumoral, existe una relacion dinamica entre los elementos del
microambiente y las células tumorales, facilitando la supervivencia de estas, asi
como sus propiedades de invasion a los tejidos y metastasis*’. Esta relacién ocurre
debido a la necesidad de las células tumorales a sobreponerse a ambientes de
hipoxia y de caracter 4cido a través de la promocion de angiogénesis para la
restauracion de los niveles de oxigeno en el area y distribucién de nutrientes*. Para
el desarrollo de su capacidad metastasica, se ha reportado que los tumores utilizan
0 suprimen las respuestas de mdultiples leucocitos, modificando su actividad y
evadiendo las respuestas inmunes efectoras. Dentro de este grupo de células, se
ha identificado a macrofagos que forman parte de este ambiente y se encargan en
gran medida del crecimiento de tumores e invasion a otros tejidos, siendo

denominados macréfagos asociados a tumor (TAMs)#°,

En condiciones normales, y al considerar el perfilamiento de los macréfagos como
células encargadas de la proteccion y eliminacién de agentes dafiinos, estas células
se encuentran de manera abundante en el estroma y estan programadas para
realizar funciones efectoras en contra de los tumores como lo son cambios sobre
los arreglos de colageno que complican la diseminacién tumoral, asi como arreglos
sobre la matriz extracelular que sostiene y regula su localizacién celular®.
Inicialmente, estas células llegan a la zona tumoral por efecto de sefiales de
quimiocinas que promueven su infiltracion al area tumoral desde los vasos
sanguineos derivados de monocitos tipicos y, una vez que estas han llegado al area,
tienden a responder a los cambios en el ambiente entrando en un proceso de
polarizacion a fenotipos M1. Sin embargo, diferentes componentes del
microambiente inducen cambios de este fenotipo hacia el M25°L.
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A pesar de esta tendencia, se ha observado que la poblacion de macréfagos en la
zona tumoral es mayoritariamente heterogénea, mostrando una plasticidad
importante a nivel funcional y expresando marcadores de ambos fenotipos®?. En
general, los estudios que se han presentado acerca de la relacién entre los tumores
y los macrofagos muestran su papel al tener un fenotipo M1 o M2, sin embargo, los
mecanismos que los macrofagos naive o MO estan presentando como parte del
microambiente tumoral han sido poco estudiado, por lo tanto, este trabajo pretende
brindar nuevo conocimiento con respecto al tema, particularmente a través de los
mecanismos de comunicacion celular que estas células pueden presentar, siendo
uno de los mas importantes la secrecién de moléculas tales como citocinas o
factores de crecimiento, los cuales van en compartimentos que son secretados por

estas células llamados exosomas®3.
1.7 Los exosomas

La comunicacion celular es un proceso esencial para el desarrollo de todas las
funciones fisiolégicas que el organismo lleva a cabo. Entre las diferentes estrategias
gue la célula cuenta para comunicarse estan la secrecion de factores solubles,
citocinas y quimiocinas, ademas de la comunicacion directa entre dos células al
interaccionar mediante ligandos y receptores®3. Adicional a estos, se ha descrito que
las células son capaces de secretar componentes en vesiculas, las cuales, pueden
viajar y entregar el mensaje correspondiente a otras células. Estos mecanismos son
resultado de cambios en el microambiente que van desde el aumento de cierto tipo
de factores solubles o cambios en el estado de pH, por mencionar algunos®*.
Particularmente, la secrecion de vesiculas es un mecanismo de comunicacion que
ha ido adquiriendo relevancia durante los afios recientes debido al gran nimero de
procesos de importancia biolégica en los que estad involucrado. Las vesiculas
extracelulares son secretadas a partir de segmentos de la membrana plasmatica o
de organelos intracelulares, las cuales son excretadas hacia el microambiente.
Estas vesiculas, a partir de caracteristicas tales como el tamafio y el contenido,
pueden clasificarse como cuerpos apoptéticos, microvesiculas y exosomas (Tabla

2). Los exosomas son el tipo de vesiculas que han destacado en tiempos recientes
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por su papel dentro de la comunicacién celular. La secrecién de exosomas es un
mecanismo de comunicacion celular que ocurre al ser internalizados en células
adyacentes donde, al liberar su contenido, este es capaz de influir en la expresion
de genes, interaccionar con diferentes proteinas, influyendo en diversos procesos
celulares que van desde la proliferacion, promocion de sefiales o apoptosis, por
mencionar algunos®®. Los exosomas son un tipo de vesiculas que son producidas a
partir de la segmentacion de la membrana de organelos como los lisosomas o
endosomas, a partir de lo cual aspectos como su contenido también es establecido
siendo internalizado con base en el tipo celular, estimulo recibido, entre otras. Este
contenido, en general, destaca por presentar una heterogeneidad importante en el
tipo de moléculas que son internalizadas para ser secretadas, derivando asi en la
diversidad de sefiales que pueden ser producidas en las células, esto por efecto del
tipo de célula que les da origen asi como las sefiales a las que estan
respondiendo®®5’ El proceso de comunicacién entre células es regulado de manera
dependiente a la cantidad de union de estas vesiculas a las células a través de su
internalizacién. Al ingresar a la célula y liberar el contenido, se considera que existe
un intercambio de la informacién que transmite la célula original®®. Los exosomas
se han convertido en un blanco de interés dentro de la investigacion biomédica
debido a su papel en el desarrollo tumoral debido a la liberacién de su contenido®%:°.
Los exosomas se han identificado como compartimentos de proteinas, elementos
transponibles, DNA mitocondrial y gendmico, miRNAs, entre otros. Este tipo de
vesiculas estan presentes en la sangre, orina, fluido cerebroespinal, entre otros
liquidos corporales y el contenido de los exosomas es dependiente del linaje celular
de origen, el cual es agrupado y empaquetado en endosomas, los cuales, al
madurar son transformados en cuerpos vesiculares de entre 30 y 100 nm para
posteriormente ser movilizados hacia la membrana plasmatica, donde son liberados
como exosomas®!. Estos compartimentos son capaces de actuar de manera local
al entrar en contacto con células adyacentes o, por otro lado, ingresar a circulacion
y distribuirse a otras zonas corporales®? (Figura 2). Gracias a estas propiedades, es
gue se ha documentado su potencial como herramienta no sélo de diagndstico sino

ademas de tratamiento®3.

16



Cancer, exosomas y citocinas
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Figura 2. Esquema general de la actividad de exosomas en el microambiente
celular. Se ha descrito que el papel fundamental de los exosomas es actuar como
un medio de comunicacion entre diferentes células a través de su secrecion hacia
el microambiente celular, esto a través de su contenido que puede ser diferentes
citocinas o factores de crecimiento por mencionar algunas. Ademas, se ha
observado que este tipo de interacciones ocurren también en el contexto tumoral,
siendo asi una forma en la que el cancer se desarrolla y modifica la actividad de

diferentes elementos del sistema inmune®®.
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Tabla 2. Descripcion general de las caracteristicas de los cuerpos vesiculares.

Tamafio Marcadores Referencias.
(diametro)
Exosomas 30 -150 nm | ESCRT, Alix, TSG101, | 64,65
HSC70, HSP90B, CD63, CD9
y CD81.
C. apoptéticos | 100 nm — 1| Proteinas asociadas a la| 66,67
Mm membrana como
tetraspaninas. Desechos
celulares.

Microvesiculas | 50 nm — 5 ym | Proteinas marcadoras del | 68,69
nacleo, mitocondria y del

reticulo endoplasmatico.

1.8. miRNAs

Desde su descubrimiento en 19937°, y a raiz de diferentes trabajos sobre este tema,
el papel de los fragmentos cortos de RNA ha sido cada vez mas evidente debido a
su importancia en una gran variedad de procesos biolégicos como la regulacion de
genes involucrados en diferentes funciones celulares. Estos fragmentos pequefios
de RNA han sido denominados como microRNAs (miRNAs como abreviacién) y son
fragmentos con una longitud en promedio de 22 nucle6tidos, ademas de contar con
la caracteristica de ser elementos no codificantes’!. Estos segmentos de RNA
suprimen la expresion de diferentes genes de manera directa al reprimir el proceso

de traduccién o mediante la degradacion del RNA mensajero’2.

Se ha descrito que, ademas, los miRNAs cuentan con la caracteristica de ejercer
efecto en una gran variedad de procesos, formando asi una red compleja de
interacciones entre los diferentes fragmentos de miRNAs participantes, generando
procesos de sinergismo o de competencia’®. Para llevar a cabo su funcién en la
represion de la expresion de genes, los miRNAs hacen uso de un complejo de

proteinas que sirven como soporte para el apareamiento de las secuencias. El
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primero de estos sistemas es una serie de proteinas que son pertenecientes a la
familia Argonauta, las cuales permiten la formacion del sistema RISC (por sus siglas
en inglés, RNA-Induced Silencing Complexes). Por otro lado, el segundo elemento
gue este sistema requiere es una serie de endonucleasas que intervenga durante
los procesos de maduracion de las secuencias de los miRNA, donde destaca Dicer,
una RNAsa lll de tipo endonucleasa que realiza cortes en RNAs de doble cadena
para formar secuencias competentes para su unién con el RNA blanco’®. Este
mecanismo de silenciamiento de genes por parte de los miRNA se considera que
es dependiente al contexto celular debido a que en diferentes casos se observa que
la represion de los genes se da de manera especifica entre especies o tejidos. Los
mMiRNAs han sido identificados en diferentes procesos celulares como lo es el
crecimiento y desarrollo celular, desarrollo neuronal, cardiogénesis, balance de
fluidos, entre otros. Ademas, alteraciones en la actividad de este tipo de material
nuclear se ha relacionado como parte importante para el desarrollo de procesos
infecciosos y no infecciosos como enfermedades autoinmunes, desoérdenes

metabdlicos, padecimientos genéticos o desarrollo de diferentes tipos de cancer’.

Los miRNA, ademas, cuentan con la capacidad de distribuirse a través de una gran
variedad de fluidos extracelulares. Se ha observado que estos son capaces de viajar
en el plasma y suero, fluido cerebroespinal, saliva, leche materna, orina, lagrimas,
entre otros mas. Esta caracteristica le brinda la capacidad de involucrarse en
diferentes procesos de comunicacion endécrina. La manera en que estos viajan es
mediante vesiculas como exosomas, microvesiculas o cuerpos apoptoticos, asi
también pueden estar asociados a diferentes proteinas, principalmente la proteina
AGO2, considerando ademas que el método a través del cual estos viajan resulta
ser dependiente del miRNA en si mismo, asi como del tipo celular a partir del cual
provienen’®. Con esto en mente, diferentes trabajos han indagado sobre el papel de
los exosomas y su contenido en miRNAs no sb6lo como efectores de diferentes
respuestas celulares, sino también como una herramienta para utilizarse como
biomarcadores de diagndstico y prondstico, particularmente en el contexto tumoral
al ser parte del desarrollo de nichos pre-metastasicos, de organotropismo

metastasico y de resistencia a las terapias’’. Asi, el papel que estos miRNA estan
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desempefando sobre los diferentes procesos celulares ha resultado ser de utilidad
para la comprension de los mecanismos involucrados en el desarrollo de
padecimientos de alto impacto como lo es el cancer. Entre estos, han sido varios
los miRNAs que se han estudiado a fondo, dentro de los cuales uno que destaca es
el miRNA-21-5p. Este es uno de los primeros miRNA en ser identificado y
relacionado con diferentes procesos tanto metastasicos como no metastasicos
debido a su influencia sobre los genes encargados de la produccion de proteinas
como PDCD4. Debido a su influencia sobre mecanismos como la proliferacion
celular, apoptosis o angiogénesis, el mMiRNA-21 se ha propuesto como un elemento
gue participa en el progreso tumoral al secretarse por medio de vesiculas como lo

son los exosomas’8,
1.9. El miRNA-21y los exosomas derivados de macréfagos

La relacién entre los miRNA y los exosomas es de particular interés debido a que
se considera que existe una relacién entre la compartimentalizacion de estos
fragmentos con el estado de la célula de origen, lo cual influye en el efecto a
producir. Particularmente, el caso del miRNA-21 ha sido estudiado por diferentes
razones, siendo la principal su papel como promotor de respuestas protumorales,

influyendo de manera activa en el desarrollo de este padecimiento?.

También, la diversidad de efectos que el miRNA-21 puede ejercer sobre células
tumorales y del sistema inmune hace que su estudio sea de interés. Por ejemplo,
se ha considerado que la expresion de miRNA-21 en exosomas derivados de
macrofagos difiere entre los fenotipos MO, M1 y M2, modificando asi también sus
efectos sobre las respuestas celulares del sistema inmune como las cancerosas®*.
Ademas, se ha identificado que la relacién entre las células tumorales y las células
adyacentes resulta bidireccional y es que en ambos casos la comunicacion celular
es clave para la promocién de respuestas en ambos lados, lo que influye de manera
importante en el tipo de respuesta celular®®. Con esta premisa, se resalta la
necesidad de comprender los procesos bajo los cuales la comunicacion celular entre
estos sistemas se lleva a cabo ya que este proceso de intercambio de informacion

se ha documentado en diferentes trabajos como un punto clave dentro del desarrollo
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tumoral. Es sabido que el contenido exosomal puede ser modificado frente a ciertos
estimulos, sin embargo, el escenario donde los macréfagos recién han logrado
infiltrarse desde la circulacion y el efecto sobre su contenido, particularmente de

mMiRNA-21 continGia siendo un tema poco claro.
1.10. Los exosomas como moduladores de respuestas.

La secrecion de los exosomas como mecanismo de comunicacion es un punto de
estudio importante y atractivo debido a su papel en el establecimiento de diversas
respuestas en diferentes patologias incluyendo el cancer®8l, Asi, es importante
destacar el papel positivo que los exosomas pueden mostrar para la terapia
antitumoral por efecto a su estrecha relacion con los tumores y las células inmunes.
Un ejemplo es la caracteristica mostrada por los exosomas derivados de las células
dendriticas, donde la administracion de vesiculas con antigenos especificos de

células tumorales puede inducir respuestas por parte de linfocitos®2.

Los exosomas derivados de macrofagos son capaces de liberar diferentes
proteinas, lipidos y material genético al entrar en contacto con las células blanco,
influyendo en su actividad y funcién. Considerando esto, es importante mencionar
que, la naturaleza del contenido y los efectos que estos pueden presentar sobre las
células objetivo son dependientes del estado de los macrofagos y si existe alguna
influencia del microambiente sobre estos®*. Se ha descrito que, en un modelo animal
de neuritis autoinmune, la administracién de exosomas derivados de macréfago que
mostraron una polarizacion hacia el perfil M1 increment6 la proporcion e intensidad
de INF-y por parte de linfocitos T CD4*, mientras que los exosomas provenientes
de macréfagos M2 mostraron un efecto depletor sobre la cantidad de linfocitos
activados presentes®. Por otro lado, se encontré que el efecto de los exosomas
derivados de macrofagos M1 es capaz de incrementar la produccion de IL-17 en la
zona de los nédulos linfaticos, estimulando la produccién de respuestas de linfocitos
de perfil Thl7. En otro estudio, se obtuvieron exosomas provenientes de
macréfagos M1 y M2 y se evaluaron sus efectos sobre células 4T1 (células de
cancer mamario murino) asi como RAW264.7 (macrofagos murinos)®. En estos

ensayos se determind que la captacion de exosomas derivados de macréfagos M1
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incrementd la activaciéon de la via de sefalizacion NF-kB en macréfagos no
diferenciados de manera dosis dependiente, favoreciendo la generacion de un
estado proinflamatorio. Por otro lado, ensayos de co-cultivo entre las células
cancerosas Yy los macrofagos previamente estimulados mostraron comportamientos
diferentes, donde aquellos macréfagos estimulados con exosomas M1 aumentaron
la produccién de citocinas como IL-6 o IL-2, mientras que aquellos estimulados con
exosomas M2 fomentaron un aumento en la generacion de citocinas como IL-4 e
IL-10. Ademas, se realiz6 la evaluacion de un modelo tumoral gastrico, identificando
que en el contexto tumoral existe un aumento en la polarizacién de los macrofagos
hacia los fenotipos M2, promoviendo la migracién tumoral tanto in vitro como in
vivo®3, siendo los exosomas provenientes de estos macréfagos esenciales para la
promocion en los mecanismos de invasion y proliferacion tumoral al aumentar la

tasa de activacion de vias como PI3K / Akt.

Los macréfagos son una parte esencial del microambiente tumoral debido al
catalogo de respuestas que este tipo de células es capaz de proporcionar. La
actividad de los macréfagos previo a esta estimulacion, es decir que aun se
consideran virgenes o MO, es una perspectiva que no se ha evaluado con
profundidad, y sabiendo que estas células cuentan con el potencial proinflamatorio
al derivar de un linaje del sistema inmune encargado de la activacion de estas
respuestas, su papel dentro de la promocién de ciertos estimulos puede resultar

interesante para estudiar.

La funcién de los exosomas como eje clave dentro de los procesos de comunicacion
celular es un punto de partida interesante para comprender la complejidad de los
procesos neoplasicos, asi como de respuestas inmunes. En este sentido, y
considerando el papel que los macrofagos ajenos al contexto tumoral tienen para el
combate a esta enfermedad, la comprension del papel los exosomas y su influencia
en el desarrollo de las células cancerosas puede brindar una nueva ventana de
ideas para el entendimiento de estos sistemas bioldgicos. Particularmente, el uso
de exosomas en tumores cerebrales y del sistema nervioso central ha sido una

opcion altamente atractiva debido a la problematica situacién que un tumor en una
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zona tan delicada implica. Por ello se han descrito diferentes estudios con respecto
al potencial que este tipo de terapias pudiese presentar en los pacientes, sobre todo
en los infantes, debido a que la reduccidn en la tasa de terapias de alto riesgo es
uno de los objetivos primordiales dentro del campo de la investigacion basica y

clinica.
2. Planteamiento del problema

El meduloblastoma es un cancer agresivo caracteristico en la poblacién infantil que
por sus caracteristicas moleculares y la zona inicial de desarrollo lo convierte en un
problema de salud importante. A su vez, las terapias que se ofrecen normalmente
implican un riesgo importante durante el ciclo de la enfermedad debido a los
meétodos tan invasivos que son requeridos para hacer frente de manera efectiva al
desarrollo tumoral. Finalmente, a pesar de sobrellevar la terapia, los efectos
resultantes sobre la integridad de los pacientes son sumamente negativos,
afectando de manera significativa su calidad de vida debido al dafio sobre las
habilidades motoras o cognitivas que se pueden presentar. Por esto, la comprension
del papel que diferentes componentes del organismo pueden estar presentando
durante el crecimiento tumoral es una ventana de oportunidades no sélo para
identificar las interacciones que se estan presentando, sino que permite idear
nuevas formas de atacar a la enfermedad. El uso de componentes del sistema
inmune como estrategia adyuvante a la terapia principal ha demostrado tener un
potencial significativo dentro del tratamiento de diversas patologias, por lo que el
aprovechar las caracteristicas de las células inmunes o por el contrario, identificar
su comportamiento como promotor del desarrollo tumoral, son un atractivo tema
dentro de la investigacion en la biologia del cancer. Asi, pueden ser considerados
como un pilar importante en el establecimiento de la comunicacion entre los
macrofagos MO y las células tumorales por su naturaleza y funcion dentro del
proceso de la comunicacion celular, por lo que la comprension de este proceso
puede brindar la oportunidad de proponer ideas que brinden un mejor combate al

desarrollo de los meduloblastomas en los pacientes.

23



3. Hipotesis

Los exosomas provenientes de macréfagos MO, asi como el miRNA-21

incrementaran la capacidad de invasion de las células de meduloblastoma.
4. Objetivo general

Determinar el efecto in vitro de exosomas derivados de macrofagos MO y miRNA-

21 sintético sobre la capacidad invasiva de células de meduloblastoma Daoy.
5. Objetivos particulares.

Obtener los exosomas derivados de macréfagos MO a través mediante un kit

comercial.
Determinar la expresion de miRNA-21 en los exosomas derivados de macréfagos.

Determinar el efecto de exosomas derivados de macréfagos y de miRNA-21
sintético sobre la capacidad de invasién de las células de meduloblastoma.

6. Materiales y métodos
6.1 Linea celular Daoy.

Células Daoy de meduloblastoma cerebelar desmoplasico (ATCC HBT-186) se
cultivaron en medio EMEM complementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) a
37°C a 5% de COo..

6.2. Linea celular THP-1y obtencidon de exosomas.

Células THP-1 monociticas (ATTC TIB-202) se cultivaron en medio RPMI con 10%
de SFB y 1% de L-Glutamina. Al tener una confluencia de 90% minimo se adicion6
PMA (Sigma Aldrich P1585-5MG) tal que se tuviera una concentracion de 200
ng/mL y se incubd a 37 °C con 5% de CO: por 24 horas. Transcurrido este tiempo
se considera que las células han logrado diferenciarse hacia macrofagos MO,
considerando lo presentado en la literatura®’. Posteriormente, se sometié a un
proceso de centrifugacion sucesiva para obtener los exosomas. El proceso inicia
con 1500 rpm durante 5 minutos, después se centrifuga a 3000 rpm por 20 minutos

y finalmente se centrifuga a 17000 rpm por 1 hora a 4°C. Se descarta el
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sobrenadante y el botén obtenido se resuspende en 200 uL de PBS que se
almacena a -20 °C hasta su uso. La identificacion de exosomas se realizé mediante

micrografias en un microscopio electronico de transmision.

6.3. Extraccion de proteinas derivadas de exosomas y cuantificacion por el

método de Bradford

Se realiza una determinacion de la cantidad de proteina que contiene los exosomas
mediante el método de Bradford. Para esto se tom6 100 pyL de la muestra y se
adicion6é 50 pL de buffer de lisis para la ruptura de los exosomas vy liberar el
contenido de estos. Utilizando el reactivo de Bradford, se realiz6 una curva de
calibracion mediante espectrofotometria con la finalidad de determinar la
concentracion de proteina presente en la muestra y este dato se utiliz6 como

referencia para los ensayos de invasion con exosomas.
6.4. Extraccion de RNA proveniente de exosomas.

Para el aislamiento de miRNA proveniente de los exosomas se uso el kit Total
Exosome RNA Kit Isolation. Se us6é 200 yL de muestra, se le agregd solucion
desnaturalizante 2X, se mezclé y luego de 5 minutos se agregé mezcla de acido
fendlico — cloroformo. Se mezclé por vértex un minuto y se centrifugd a 10000 x g
por 5 minutos. Conservando la fase acuosa, se agregdé etanol al 100% y se mezclé.
En un tubo recolector, esta mezcla se centrifugé a 10000 x g por 15 segundos,
después se agreg6 700 pL de solucion de lavado 1, se centrifugé a 10000 x g por
15 segundos y se agreg6 dos veces 500 uL de solucién de lavado 2, centrifugando
a 10000 x g por un minuto. Finalmente se agrega 100 pL de solucion de elucién y

se conserva a -20°C.
6.5. RTy PCR en tiempo real

Para la sintesis de cDNA a partir del RNA extraido de los exosomas derivados de
macrofagos MO se utilizé el kit miRNA. El programa utilizado para la RT-PCR
sintetizado en el termociclador fue de un ciclo inicial de 30 minutos a 16 °C, después

30 minuto a 42 °C, 5 minutos a 85 °C y un ultimo ciclo de un minuto a 22 °C.
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Una vez obtenido el cDNA se procedio a la amplificacion de miRNA-21. La reaccién
en cadena de la polimerasa en tiempo real se realizé en el equipo AriaMX Real —
Time PCR System. En la amplificacion se utiliz6 como control endégeno a RNU48
ya que es un ncRNA que cuenta con una expresion estable tanto en condiciones
normales, asi como tumorales®. Las condiciones para la amplificacién fue 1 ciclo
en un periodo de 2 minutos a 50°C, después 1 ciclo en un periodo de 10 minutos a
95°C, después 40 ciclos en un periodo de 15 segundos y se redujo la temperatura
progresivamente hasta los 60°C, considerando en este punto el fin de la

amplificacion.
6.6. Ensayo de invasion de Transwell

Para este ensayo se agregd matriz extracelular (Corning #354234) en insertos con
una membrana porosa de 8 um de diametro en cada poro, y se incubé durante al
menos 30 minutos a 37°C. Paralelo a esto se realiza un conteo de células con ayuda
de una camara de Neubauer. Al solidificarse la matriz extracelular, se coloco un
volumen tal que se tuvieran 200,000 células DAQY vy se llevé a un volumen total de
300 pL con medio EMEM sin SFB. En el pozo se adicionaron 500 yL de medio
EMEM con o sin SFB segun corresponda. Para la realizacion del ensayo el estimulo
se coloco en los insertos considerando las condiciones del experimento a realizar,
siendo estos la adicion de exosomas 0 miRNA-21 sintético segun el caso. Para
reforzar los resultados respecto al efecto de miRNA-21 sobre las células tumorales,
se adicion6 en conjunto un antagonista de la secuencia para determinar el efecto
sobre las células cuando la actividad del mMiRNA-21 es eliminada. La placa se incub6
durante 24 h a 37°C con 5% de COz2. Posteriormente, las membranas se retiraron
de los insertos y se tifieron con cristal violeta, realizando la toma de fotografias para

hacer un conteo de células y el analisis estadistico pertinente.
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Figura 3. Representacion del ensayo de invasion en placas de 12 pozos.
Esquema general del procedimiento para los ensayos de invasion. En un inserto
con una membrana porosa previamente acondicionado con una capa de matriz
extracelular se coloca un numero conocido de células de meduloblastoma que son
estimuladas con exosomas. Pasadas 24 h se retira el medio de suspensién y la
matriz, se retira la membrana y se realiza el conteo del numero de células que

atravesaron esta membrana, esto con apoyo de un microscopio.
6.7. Analisis estadistico.

Para los ensayos de migracion realizados tanto con exosomas derivados de
macréfagos MO, asi como miR21 sintético y Antagomir se realiz6 una prueba

ANOVA de una via con prueba de Dunnett con una p<0.05.

Estas pruebas estadisticas fueron realizadas haciendo uso del programa estadistico

en GraphPad Prism 8.
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7. Resultados.

7.1. Los exosomas derivados de macréfagos aumentan la capacidad de

invasion en células Daoy

Inicialmente, se determind la cantidad a utilizar de exosomas de macrofagos MO
para los ensayos de invasion. Para esto, se comparé entre un estimulo de 10y 20
Hg (valores de proteina total usado como referencia) de exosomas sobre la
capacidad de invasion en las células de meduloblastoma. No se observo una
diferencia significativa en el efecto de ambas concentraciones con respecto a un
control al que se le adicion6 20 ug de exosomas derivados de SFB (Figura 4a, 4b),
por lo que se decidié usar 10 pug de exosomas de macréfagos MO para los ensayos
posteriores. Con esta consideracion, se realizo la evaluacion del efecto de los
exosomas sobre las células Daoy. Para este ensayo se comparé el efecto de los
exosomas en las células con respecto a un control negativo, donde a estas células
no se les adiciond algun estimulo, asi como un control positivo con exosomas
derivados de SFB. En este ensayo, se observé un aumento estadisticamente
significativo sobre la capacidad de invasion en estas células al comparar el estimulo
con exosomas de macréfagos MO con respecto al control negativo, esto debido al
aumento en el numero de células contadas en los diferentes campos de vision
revisados en el microscopio. (Figura 4c, 4d). El nimero de experimentos elegido es
3 debido a que, en lineas celulares, este numero se considera suficiente para
presentar robustez estadistica, siendo presentado en diferentes trabajos

relacionados al tépico®®.
7.2. Los exosomas derivados de macréfagos MO expresan miRNA-21

Al considerar los resultados observados con exosomas derivados de macrofagos,
se determin6 que uno de los elementos presentes en estas vesiculas es clave para
el aumento de la capacidad de invasion. Previamente, se ha descrito a los miRNAs
como reguladores de diversos procesos celulares y, particularmente, el miRNA-21
se ha relacionado en diferentes trabajos dentro del contexto tumoral en distintas
lineas celulares, incluyendo asi también los antecedentes que lo caracterizan como

un oncomiRNA. Asi, para identificar la expresion de miRNA-21 en los exosomas
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derivados de macrofagos, se realizd6 una PCR en tiempo real para esta
determinacion, usando como control a RNU48, un gen constitutivo comun para la
amplificacion. La grafica obtenida muestra la deteccion de sefal de fluorescencia
correspondiente a ambos elementos, lo que se traduce como una expresion de
mMiRNA-21 en los exosomas aislados. Al representar en un segundo gréafico el
namero de ciclos a partir del cual se detectd una sefial de fluorescencia
correspondiente al gen, se observo que en promedio esto tomé 29 ciclos, un valor
gue representa una expresion importante de miRNA-21 en estas vesiculas,
resultados que son validados por la determinacion asi también de RNU48 (Figura
5a, 5b). El nimero de ensayos realizados para esta determinacion fueron 2 debido
a que estos experimentos tienen la finalidad de evidenciar la presencia de miRNA-

21 en las vesiculas mas no de hacer una cuantificacion de este.

a)

10 ug 20 ug SFB
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Control Exosomas SFB

d)
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Figura 4. El estimulo con exosomas derivados de macr6fagos MO aumenta la
capacidad de invasion en células de meduloblastoma. a) Imagenes
representativas de la comparacion en la cantidad de exosomas. b) Cuantificacion
de los resultados obtenidos (Promedio + ESM. * corresponde a p < 0.05 (n = 3). ¢)
Imagenes representativas del efecto de exosomas sobre la capacidad de invasion.

d) Cuantificacion de los resultados + ESM. * corresponde a p < 0.05 (n = 3)
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Figura 5. Los exosomas derivados de macréfagos MO expresan miRNA-21. a)
Grafico representativo de la deteccion de fluorescencia al realizar la RT-PCR,
mostrando la presencia de miRNA-21 en la muestra de exosomas analizada. b)
Representacion grafica del nimero de ciclos requerido para la deteccion con

respecto la linea base. Los graficos presentan promedio + DE (n = 2).
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7.3. El miRNA-21 incrementa la actividad invasiva de las células Daoy.

Hasta el momento, los resultados obtenidos identificaron que la estimulacion de
células de meduloblastoma con exosomas derivados de macréfagos MO increment6
su capacidad invasiva. Ademas, en estas vesiculas se caracterizo la expresion de
miRNA-21 como uno de los elementos contenidos en dichas vesiculas. Por ello, se
decidié determinar el efecto de este miRNA sobre la capacidad invasiva de las
células. Para ello, se realizaron ensayos de invasibn donde el estimulo
proporcionado a las células fue a partir de una concentracion de 100 nM de miRNA-
21 sintético. Adicionalmente, con la finalidad de evidenciar la capacidad de miRNA-
21 de incrementar la caracteristica invasiva de las células, se realiz6 la comparacion
del efecto al agregar un antagonista de miRNA-21 (Antagomir) en mayor
concentracion (150 nM) de manera conjunta, asi como por separado. Con base en
estos resultados, se determiné que la estimulacion con miRNA-21 de las células de
meduloblastoma incrementa de manera significativa la capacidad de invasion,
efecto que se ve reducido al agregar antagonista en los ensayos correspondientes
(Figura 6). Por otro lado, este resultado identifico que la administracion de
Gnicamente antagonista de miRNA-21 reduce la capacidad de invasion de las
células con respecto al control, esto por efecto de la expresion endégena de las
células para el miRNA-21 (Figura 5a, 6b). En conjunto, estos resultados muestran
evidencia del papel de los exosomas derivados de macréfagos MO en el incremento
de la capacidad de invasion en las células de meduloblastoma, debido a la
expresion de miRNA-21 en las vesiculas, el cual es secretado por los macréfagos y
al interaccionar con las células tumorales es internalizado, desencadenando una
serie de sefiales que tienen como efecto cambios en la regulacién de los procesos
de invasion, provocando un aumento en el numero de células que adquieren las
capacidades necesarias para atravesar la matriz extracelular y que se reflejan como
tumores de mayor agresividad. El nimero de experimentos elegido es 3 debido a
que, en lineas celulares, este numero se considera suficiente para presentar
robustez estadistica, siendo presentado en diferentes trabajos relacionados al

topico®d.
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Figura 6. El miRNA-21 incrementa la capacidad de invasion en las células de
meduloblastoma. El miR21 incrementa la capacidad de invasion en células Daoy.
a) Imagenes representativas de los ensayos realizados usando miR21 y Antagomir.
b) Cuantificacion de los resultados obtenidos. Los graficos presentan promedio +
ESM. * corresponde a p < 0.05 (n = 3).
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8. Discusién

El cancer y su estudio ha sido un tema importante en tiempos recientes y, ademas,
el uso del sistema inmune como terapia adyuvante ha resultado en un aumento en
la supervivencia de los pacientes®'?. Particularmente, el uso de macréfagos MO ha
sido de interés debido a su abundancia y a las funciones dentro del microambiente
celular que desempefian, en especifico a través de su comunicacion con otras
células mediante exosomas®”>°. Este trabajo tiene como objetivo identificar el papel
de estas vesiculas con respecto al desarrollo de las células tumorales y su efecto

en la capacidad de invasion de los meduloblastomas.

Se ha descrito que los macrofagos al ser células multifuncionales, segun el contexto
gue enfrentan, el tipo de respuestas que son capaces de promover es diferente,
siendo influenciadas posteriormente por el microambiente para sufrir cambios en su
fenotipo. Por esta razén es que los macrofagos MO han estado en constante
controversia ya que el papel que muestran frente al desarrollo tumoral es altamente
heterogéneo, y a pesar de formar parte de la familia del sistema inmune, que daria
la expectativa de ofrecer un comportamiento proinflamatorio, existen diferentes
trabajos que han evidenciado su potencial protumoral. En este trabajo se identificd
que, para el caso de los meduloblastomas, la secrecion de los exosomas por parte
de macroéfagos sin diferenciarse brinda una mejora en los mecanismos de invasion
gue, de manera inicial, se traducen como un aumento en su capacidad de invasion
(Figura 3). Estos resultados se corroboran con lo observado en diferentes lineas de
cancer donde el contenido exosomal es capaz de aumentar otro tipo de
caracteristicas como vias de sefializacion o sintesis de proteinas relacionadas en la
migracion e invasion celular®®. EI ambiente tumoral es altamente dindmico y la
proporcion celular estd en constante cambio, donde la poblacién de los macréfagos
no es la excepcion. Particularmente, la poblacion de macrofagos M2 ha adquirido
gran interés por sus funciones dentro de la angiogénesis®, sin embargo, la
presencia de macrofagos MO existe, y este fenotipo ejerce su propio efecto sobre el
tumor. Se ha identificado que el panorama general de la poblacién de los

macrofagos es cambiante a través del tiempo, siendo en las etapas iniciales el
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momento donde existe la tasa mas importante de macrofagos M1, sin embargo,
conforme el tumor va adquiriendo las capacidades para influir sobre el
microambiente celular y sus componentes, esta poblacion es modificada,
observando un aumento en el perfil hacia un fenotipo M2°%, Por otro lado, los
macréfagos MO son una poblacion significativa en todo momento, ya que la tasa de
recambio es rapida y constante®2. En las fases iniciales de la inflamacién, el nimero
de células efectoras incrementa para aumentar la respuesta de defensa, lo cual
incluye a los macréfagos MO y, ademas, estas células también muestran una mejora
en su habilidad de autorrenovacién®®. Este aumento constante en la poblacién de
macrofagos MO permite pensar que su papel en la sefializacién durante el desarrollo
tumoral desde las etapas tempranas no es indiferente, ya que la comunicacion que
tiene con los componentes celulares puede ser critico para el desarrollo de la
enfermedad. Ademas, es importante considerar que la influencia de las sefiales a
las que se enfrentan estas células proviene desde su etapa de infiltracion como
monocitos, ya que se ha observado que, durante ciertos contextos como la
inflamacion aguda o cronica, el tipo de respuestas que los macréfagos MO muestran
es diferente®, haciendo de este un eje de investigacion interesante. Adicional a
esto, se tiene el antecedente que la comunicacion celular es dinamica entre las
células a partir del tipo de sefales que son requeridas, lo cual influye también en el
grado en el que estas son producidas. Por lo tanto, la posibilidad que en el contexto
tumoral exista un incremento en la expresion de miRNA-21 por algun tipo de
molécula efectora durante esta infiltracién, podria ser una de las justificaciones
sobre el aumento de la capacidad de invasion de las células tumorales gracias a las

sefiales de los macréfagos MO.

La biogénesis de los exosomas involucra el empaquetamiento de moléculas durante
este proceso celular. Como parte de esto, se ha reportado la compartimentalizacién
de miRNAs, los cuales estan involucrados en la regulacion de diferentes
mecanismos celulares’®. El miRNA-21 se ha descrito como un elemento
particularmente relacionado en los procesos de inflamacion y desarrollo tumoral.
Asi, en este trabajo se identificé la expresion de miRNA-21 en exosomas derivados

de macréfagos MO (Figura 4), y en concordancia con lo que se ha descrito en la
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literatura®-°7, asumimos que este miRNA promueve la capacidad de invasion de las
células de meduloblastoma. Desde esta perspectiva, los resultados brindan un
panorama nuevo dentro de la relacién de los macrofagos y el meduloblastoma ya
que, en su mayoria, la descripcion de las interacciones que estos dos sistemas
celulares llevan a cabo ocurre durante o posterior al fendmeno de diferenciacion
hacia el perfil M2. Sin embargo, para este caso, el uso de macrofagos naive o MO
ofrecio a las células un incremento de sus capacidades invasivas. Los macrofagos
MO son células en constante renovacion y la dindmica de cambio es un eje
importante en la alta densidad que estas células presentan, por ello, la sefializacion
previa a su infiltracién puede brindar un panorama interesante de estudio dentro del
tema de la comunicacion celular que existe entre estos sistemas. La infiltracién de
monocitos desde la periferia es un proceso que involucra la transicién de diferentes
marcadores y moléculas en las células, ya que de manera dependiente al contexto
gue enfrentan estos pueden modificar su perfil, esto observado en diferentes
modelos donde, dependiendo de sus caracteristicas, estas células pueden ofrecer
desde respuestas inflamatorias rapidas o tardias®?. Adicional a esto, la
programacién de las células cambia de manera constante conforme el
microambiente celular se va involucrando en la promocion de las respuestas, por
ello, se considera que este conjunto de etapas influye de manera significativa en
que los macréfagos efectian sus sefiales, explicando asi el tipo de procesos que

son promovidos.

Por otro lado, diferentes antecedentes han presentado al miRNA-21 como un
regulador en los procesos de proliferacion celular, apoptosis y migracion en diversas
lineas de céancer, por lo que el comportamiento de este segmento en los exosomas
puede esperarse ser el mismo. La estimulacion con miRNA-21 sintético se realizé
con la finalidad de determinar su efecto como promotor de la invasion celular,
resultando en un aumento en el nimero de células que fueron contadas al realizar
la toma de fotografias. De manera inicial, la idea que se presenta es que las células
estan adquiriendo una mayor capacidad de degradaciéon de la matriz extracelular
debido a que es la variable que podemos asumir esta viéndose modificada en las

células por efecto del miRNA-21, sin embargo, esto es algo que requiere de mayor
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revision ya que el miRNA-21 es conocido por estar involucrado en la regulaciéon de
diferentes moléculas y procesos, lo que se requiere de un estudio mas detallado
para que se pueda responder con total certeza a la interrogante de las razones o
elementos que especificamente estan involucrados en el incremento de la
capacidad de invasion de las células de meduloblastoma. Por otro lado, para estos
experimentos se utilizd una concentracion de 100 nM debido a que esta cifra se ha
identificado en otros trabajos realizados en el laboratorio que ofrece una respuesta
celular viable. Particularmente, la cuantificacion de las moléculas que son
encapsuladas en los exosomas esta reportada como un valor relativo con respecto
a un control’®, esto debido a que es importante recordar que el empaquetamiento
de las moléculas en estas vesiculas no es un proceso que pueda considerarse como
constante o estandarizable, ya que son diferentes las variables que estan
involucradas en la biogénesis de los exosomas, sin embargo, como parte de este
trabajo, se identifico la expresion en particular del miRNA-21 en las vesiculas,
reforzando la idea de que este elemento esta teniendo una funcién o actividad en la
promocion de respuestas y que, de estudiarse a mayor detalle, se puede obtener
informacion interesante que pueda responder sobre interrogantes como cual es la
influencia del tiempo en la expresion de este miRNA o de los estimulos de citocinas
o ligandos en particular que estan participando en el desarrollo tumoral y/o el

montaje de las respuestas de inflamacién en estas vesiculas secretadas.

Ademas, se agregd un antagonista para corroborar que este efecto sobre las
células ocurrié por la adicion de miRNA-21, observando que el bloqueo de su
funcién provoco una disminucién en el nimero de células invasivas (Figura 5). Es
sabido que el mecanismo de los miRNA se basa en la unién de regiones especificas
en los genes blanco, afectando la expresion de estos o modificando la traduccién
de proteinas, afectando la regulacién de diferentes procesos en el cancer’>. Como
oncomiRNA, se ha descrito que entre los diferentes blancos de miRNA-21 esta
TPM1° o PDCD4°, el primero encargado de la regulacion de la expresion de E-
cadherina asi como metaloproteasas, mientras que el segundo esta involucrado con
la via P3K/Akt, una via de sefializacidén que se encarga de procesos celulares como

el rearreglo del citoesqueleto y la produccion de proteasas, siendo asi genes que
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son clave en el desarrollo celular, por lo que la internalizacion de miRNA-21 a estas
células puede disminuir la expresion de estas proteinas y traducirse en el efecto
observado en estos experimentos. Ademas, la evaluacion del efecto en la capacidad
de invasion de las células al usar inicamente el antagonista como estimulo, reduce
la capacidad de invasion de las células con respecto al control, un fenémeno que
ocurre debido a que se ha documentado la capacidad de expresar este miRNA por
parte de los meduloblastomas®®, mostrando la relacién de esta secuencia con las
células tumorales para la promocion de este tipo de respuestas asi como su

incremento al recibir mayor cantidad de estimulo por medio de los exosomas.

Estos resultados no sélo brindan un panorama nuevo sobre la relacién entre los
macréfagos y las células tumorales, sino que provee de nuevas perspectivas en el
tépico, ya que diversos trabajos en el tema han presentado un enfoque bajo el
contexto de macréfagos con una polarizacion hacia un fenotipo tanto M1 como M2,
sin embargo, nosotros aqui evidenciamos la relevancia de los macréfagos MO como
parte de la dindmica tumoral al tener un papel importante dentro de los procesos de
comunicacion que le confieren caracteristicas benéficas a estas células como lo es
el incremento de la capacidad invasiva de las células a través miRNA-21 derivado
de exosomas de macréfagos MO. Esto adicionalmente brinda una opcién mas para
la implementacion del conocimiento en la clinica al ser un tema importante dentro
del desarrollo de terapias ya que es bien sabido que uno de los atractivos actuales
en el combate a los tumores es el control de la comunicacién celular por exosomas,

asi como la regulacion de su contenido.

Es importante mencionar que a futuro en el laboratorio donde se realiz6 este trabajo
se pretende determinar los efectos que la polarizacion de los macréfagos puede
brindar tanto al contenido exosomal como a la promocién de respuestas sobre las
células de meduloblastomas, sin embargo, estos resultados son un pilar importante
para la comprension de la relacion estas células, ofreciendo asi la oportunidad de
expandir estos conocimientos y brindar mas opciones al tratamiento de esta
enfermedad que es critica dentro de la poblacion infantil no sélo en México sino en

todo el mundo.
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9. Conclusiones

Los macroéfagos son capaces de producir y secretar al microambiente exosomas
que, de entre los diferentes elementos de su contenido, se encuentra el miRNA-21.
Estos exosomas, al encontrarse con células de meduloblastoma son capaces de
ingresar a estas y, al depositar su contenido, se promueve su capacidad invasiva,
siendo una situacion que es revertida cuando la sefializacion de esta secuencia de
nucleétidos es bloqueada haciendo uso de un antagonista especifico. El estudio de
este tema requiere de experimentar con otras variables como el tiempo o estimulos
a las células involucradas, sin embargo, es un tema interesante que responde
diferentes preguntas con respecto a la interaccion entre las células de
meduloblastomas y los macro6fagos MO, ofreciendo informacion que puede ser
utilizada como parte de la mejora de la terapia actual para el padecimiento.
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