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ABREVIATURAS
ALK: quinasa del linfoma anaplasico
BCP: buenas practicas clinicas
BMI: indice de masa corporal
BPL: buenas practicas de laboratorio
cDNA: DNA complementario
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium
EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico
EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica
FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo
FVC: capacidad vital forzada
GWAS: Genome-wide association study
HRP: Horseradish Peroxidase
HUMS: Hospital Universitario Miguel Servet
ILV: vesiculas intraluminales
KRAS: Kirsten sarcoma rat virus
lincRNA: RNA largo intergénico no codificante
IncRNA: RNA largo no codificante
MHC I: complejo mayor de histocompatibilidad de clase |
MHC II: complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il
miRNA: microRNA
mRNA: RNA mensajero
MVB: cuerpos multivesiculares
NCCN: National Comprehensive Cancer Network
NGS: Next Generation Sequencing
NSCLC: carcinoma pulmonar no microcitico o de células no pequefias
NTA: andlisis de rastreo de nanoparticulas
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PBS: Phosphate Buffered Saline, tampdn fosfato salino



RNA-seq: RNA sequencing

rRNA: RNA ribosémico

SBI: System Bioscience

SCLC: carcinoma pulmonar microcitico o de células pequeias
SD: desviacion estandar

SE: error estandar

SEC: cromatografia de exclusion por tamafio
TA: temperatura ambiente

TEM: microscopia electrénica de transmision
TMB: Tetramethylbenzidine

tRNA: RNA de transferencia

tRNA-like: estructuras similares al tRNA
TTF-1: Factor de transcripcion tiroideo
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RESUMEN

El cancer de pulmdn es la primera causa de muerte por cancer a nivel mundial y el
segundo en incidencia, debido principalmente a la baja tasa de supervivencia y a la poca
eficacia de los tratamientos actuales. Por ello, se han comenzado a estudiar nuevos
biomarcadores que proporcionen informacién sobre la evoluciéon del cancer y la
respuesta a las distintas terapias. Los exosomas son vesiculas extracelulares, de entre
40 y 150 nm, cuyas funciones principales son la comunicaciéon célula-célula y el
intercambio de material. Estas vesiculas estan relacionadas con el cdncer de pulmén por
su participacién en funciones como la transicién epitelial-mesenquimal o la metdstasis.
En este estudio se ha investigado el aislamiento de exosomas de tejido pulmonar por
primera vez y de plasma, y su correspondiente carga, utilizando dos kits comerciales de
precipitacion. En la primera parte del estudio, se caracterizaron los exosomas mediante
microscopia electrénica de transmision (TEM), ELISA y andlisis de rastreo de
nanoparticulas (NTA). Las técnicas TEM y ELISA permitieron confirmar que se aislaron
exosomas de ambas muestras mediante el analisis de la morfologia y el contenido
proteico, respectivamente, mientras que el NTA proporciond datos precisos sobre la
concentracion. El contenido en exosomas fue mayor en el tejido pulmonar en pacientes
con cancer de pulmén, confirmando que las células tumorales liberan un mayor nimero
de vesiculas. En la segunda parte, se realizé un analisis del RNA mediante RNA-seq, lo
gue permitié conocer los tipos de RNAs, observdndose una expresion alterada
principalmente en pacientes con cancer, con un mayor contenido en tRNAs en el tejido
pulmonar. Todo esto ha permitido demostrar el aislamiento con éxito por primera vez
de exosomas de tejido sélido y sugerir que los exosomas de pulmén y plasma pueden
tener un papel importante en el cancer de pulmdn y ser potenciales fuentes de

biomarcadores.



ABSTRACT

Worldwide, lung cancer is the leading cause of cancer death and the second most
common cancer, mainly due to the low survival rate and the low efficacy of current
treatments. For this reason, new biomarkers have been studied to provide information
on the evolution of the cancer and the response to different therapies. Exosomes are
40-150 nm extracellular vesicles, whose main functions are cell-cell communication and
material exchange. These vesicles are related to lung cancer because of their
participation in functions such as epitelial-mesenchymal transition or metastasis. In this
study, we investigated the isolation of exosomes from lung tissue for the first time and
from plasma, and their corresponding cargo, using two commercial precipitation kits. In
the first part of the study, exosomes were characterized by transmission electron
microscopy (TEM), ELISA and nanoparticle tracking analysis (NTA). Exosome isolation
was confirmed by TEM and ELISA, by analyzing morphology and protein content,
respectively, while NTA provided accurate concentration data. The exosome content
was higher in lung tissue from lung cancer patients, confirming that tumor cells release
a higher number of vesicles. In the second part, RNA analysis was performed by RNA-
seq, observing an altered expression mainly in patients with cancer, with a higher
expression of tRNAs in lung tissue. We have demonstrated the isolation of exosomes
from lung tissue for the first time and suggested that lung and plasma exosomes may

play a crucial role in lung cancer and be potential biomarkers.



1. INTRODUCCION

1.1. CANCER DE PULMON

El cancer de pulmdn es uno de los canceres mas diagnosticados a nivel mundial, siendo
la primera causa de muerte por cancer, con aproximadamente 1,8 millones de fallecidos
en 2020 (18% del total de canceres detectados). Su incidencia es la segunda mas alta
tras el cancer de mama, con alrededor de 2,2 millones de nuevos casos en el afio 2020
(1,2). En Espafia el cancer de pulmodn es el cuarto cdncer mas diagnosticado y también
el primero como causa de mortalidad por céncer, reportdndose en el afio 2020 casi

30000 casos nuevos y 23000 defunciones (3).

Esta alta mortalidad se debe a varios motivos, entre los que se encuentran una tasa de
supervivencia a 5 afios de entre un 10 y 20%, pacientes inicialmente asintomaticos y
posteriormente diagnosticados en estadios avanzados y que los tratamientos actuales,
a pesar de haber mejorado, no han supuesto un gran incremento en la supervivencia.
Por ello, es necesario un mayor estudio a nivel molecular que abra las puertas a una
posible medicina personalizada, desarrollando nuevos marcadores de diagndstico

temprano y terapias especificas para cada sujeto (4-6).
1.1.1. Factores de riesgo del cancer de pulmén

A continuacion, se describen los factores de riesgo mas importantes del cancer de
pulmén, como son el tabaco, las patologias previas, los factores genéticos y la
contaminacién. Comprender como afectan los distintos factores podria ayudar a

desarrollar estrategias de prevencién para este tipo de cancer (7).
1.1.1.1. Tabaco

El tabaco es el principal factor de riesgo del cancer de pulmdn, es decir, la primera causa
de la prevalencia mundial (8). El tabaco contiene numerosos carcindgenos asociados con
el desarrollo de distintos tipos de cancer, por ello los fumadores tienen un riesgo 20
veces mayor de padecer cancer de pulmén. Alrededor del 80% de los diagndsticos de
cancer pulmén tienen antecedentes de tabaquismo, aunque solo el 15% de los

fumadores desarrollara uno (9).



La asociacidon entre cédncer de pulmén y tabaquismo se ha observado de manera
preferente en hombres, con una mayor incidencia y mortalidad en este sexo a lo largo
de los afios (2). Esto se debe a que el tabaguismo era una actividad propia de hombres
hasta la mitad del siglo XX, tendencia que ha comenzado a cambiar ya que el tabaco se
ha establecido por igual en ambos sexos. Por ello, esta tendencia se estd revirtiendo y
se espera que, conforme pasen los afios, la incidencia y la mortalidad en mujeres

aumenten e incluso superen las del hombre (3,10).

Los fumadores pasivos también presentan mayor riesgo de padecer cancer de pulmodn,
ya que se ven expuestos a los mismos componentes carcindgenos, pero en menor
medida que un fumador activo. EI metaanalisis realizado por Kim et al. asoci6 el
tabaquismo pasivo con un 25% mas de probabilidades de desarrollar cdncer de pulmén

(112).
1.1.1.2. Patologias previas

Las enfermedades respiratorias representan un mayor riesgo de padecer cancer de
pulmdn ya que aumentan el nimero de mutaciones, inhiben la apoptosis e incrementan
la angiogénesis (12). La enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC) es una de las
enfermedades respiratorias que mas impacto tienen en el cancer de pulmdn. La
inflamacidén en los bronquios, seguida de una continua destruccién y regeneracion, y el
enfisema juegan un papel importante en la carcinogénesis (9). Puesto que la EPOC
guarda relacion con el tabaco, es dificil determinar si son factores de riesgo

independientes (13).

Otras patologias como el asma y las enfermedades infecciosas (la tuberculosis, la
neumonia o el virus de la inmunodeficiencia humana) también aumentan la aparicién

del cancer de pulmon (9).
1.1.1.3. Factores genéticos

El hecho de que solo el 15% de los fumadores desarrollen cancer de pulmén puede
indicar que hay susceptibilidad genética (8). Mediante el estudio de asociacion del
genoma completo (Genome-wide association study, GWAS) se han identificado
multiples polimorfismos relacionados con el cancer de pulmén, sobre todo aquellos que
codifican proteinas involucradas en el metabolismo de los carcindégenos del tabaco,
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genes relacionados con la reparacién y replicacién del DNA, con la apoptosis o con los

receptores nicotinicos (12).
1.1.1.4. Contaminacién atmosférica y exposicion ocupacional

La contaminacidon atmosférica ha aumentado a consecuencia del cambio climatico y
algunas de las particulas en suspensidn se asocian con un incremento del cancer de
pulmén (14). El 50% de los canceres de pulmén ocurren en areas urbanas, debido
principalmente a una mayor exposicion a la contaminacién producida por los vehiculos,

por los sistemas de calefacciéon y por los gases producidos por las industrias (8).

La exposicion a determinados carcindégenos, como asbesto, cadmio, berilio, cromo o
niquel, en los puestos de trabajo también aumenta las posibilidades de padecer cancer
de pulmén. Se calcula que del 5 al 10% de las muertes de cancer de pulmdn producidas

cada afio se deben a la exposicidn ocupacional (8,10).
1.1.2. Tipos de cancer de pulmén

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecié en 2015 una clasificacién del
cancer de pulmén, dividiéndolo en carcinoma pulmonar no microcitico o de células no
pequefias (NSCLC) y en carcinoma pulmonar microcitico o de células pequefias (SCLC)

(15). EI NSCLC representa el 85% de los diagndsticos de cancer de pulmén (16).
1.1.2.1. Carcinoma no microcitico o de células no pequenas

EI NSCLC se clasifica principalmente en tres tipos: adenocarcinoma, carcinoma de células

escamosas y carcinoma de células grandes (16).

El adenocarcinoma representa el 40% de los canceres de pulmon y el 60% de los NSCLC
(15). Es una neoplasia epitelial maligna con diferenciacién glandular y produccién de
moco, y se sitla en las zonas periféricas del pulmdn, por lo que frecuentemente afecta
ala pleuray la pared tordcica. Se caracteriza por la expresion del Factor de transcripciéon
tiroideo (TTF-1) y la Napsina, que aparecen en el 85% de los adenocarcinomas (15,17).
El adenocarcinoma se clasifica segun el grado de invasion y tamano (Figura 1) (5,16) y
segln su perfil histoldgico, pudiendo ser lepidico, acinar, papilar, micropapilar o sdlido,

siendo el lepidico el que se asocia con una mejor prognosis (17).
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Figura 1. Comparacion histolégica entre un pulmén sano y las distintas evoluciones del

adenocarcinoma. Adaptado de Duruisseaux et al., 2018 (5).

El carcinoma de células escamosas representa el 25% de los cdnceres de pulmoén y se
localiza en la zona central del pulmdén y en el epitelio de la via aérea (16). Este tipo
muestra queratinizacion y uniones intercelulares, y se detecta con marcadores propios
de la diferenciacion de células escamosas, como el p40, el p63 o citoqueratinas. La

supervivencia de este tipo de carcinoma es superior a la del adenocarcinoma (15).

El carcinoma de células grandes es menos comun y se manifiesta solo en el 5-10% de los
casos de cancer de pulmén (16). Se localiza en la periferia pulmonar, presenta aspecto
necrdtico y consta de células alargadas que forman redes sdlidas. Se diagnostica por

exclusioén de los otros dos tipos y por su apariencia macro y microscépica (15).
1.1.2.2. Carcinoma microcitico o de células pequenas

El SCLC es la forma mas agresiva y metastasica del cancer de pulmén, con una
supervivencia reducida y menor que en el caso del NSCLC. Su diagndstico es complicado
ya que no muestra sintomas inicialmente y crece rapidamente hasta alcanzar un grado

de metdastasis alto y dificil de tratar (18).

Este tipo de carcinoma pulmonar es propio de pacientes que han fumado excesivamente
a lo largo de los afios, siendo esta la causa en el 95% de los casos (19). Esto se combina
con mutaciones en el gen TP53, que producen una alteracidon en la proteina p53,
modificando su funcién como supresor de tumores y generando un carcinoma muy

agresivo (20).

El origen de este tumor son las células neuroendocrinas presentes en el epitelio

pulmonar y su proliferacién descontrolada. Este tumor inicialmente limitado a la zona



pulmonar acaba extendiéndose y produciendo metdastasis en sitios como el higado, las

glandulas adrenales, el hueso, la médula dsea y el cerebro (21).
1.1.3. Fisiopatologia

La fisiopatologia del cdncer de pulmdn es compleja y todavia sigue estudiandose, pero
se considera que la exposicion a carcinégenos, especialmente los del tabaco, y la
susceptibilidad genética llevan a displasia del tejido pulmonar, mutaciones genéticas y
alteracion de la sintesis de proteinas, produciendo finalmente carcinogénesis. Las
alteraciones de los ciclos celulares y el aumento de células cancerigenas llevan a la

invasion de varias estructuras del pulmén (22).
1.1.3.1. Mutaciones genéticas

Algunas de las mutaciones mas frecuentes en el NSCLC son el Kirsten sarcoma rat virus
(KRAS), el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y la quinasa del linfoma
anaplasico (ALK), mientras que en el SCLC son los factores de transcripcién MYC y p53

(21).

KRAS es una proteina GTPasa que regula la division celular, la reorganizacion del
citoesqueleto y la autofagia (23), EGFR es una proteina transmembrana que participa en
las vias de sefializacion intracelular que regulan la multiplicacién de las células (17) y ALK
es un receptor de tirosina quinasa que participa en la multiplicacion celular y se
relaciona con la formacion de moco (23,24). Las mutaciones en los genes que regulan
estas proteinas aumentan la produccién y la actividad de estas, lo que hace que las
células se multipliquen mds y con mayor rapidez, produciendo metdstasis e inhibicién
de la apoptosis.

Las mutaciones en el oncogén KRAS son las mas comunes, en un 25-35% de los NSCLC,
sobre todo en adenocarcinomas (17). Seguidas de estas son las producidas en el gen
EGFR, presentes en un 10-20% de los pacientes diagnosticados con NSCLC, sobre todo
en mujeres sin historial de tabaquismo (25). Por ultimo, las mutaciones génicas de ALK
son las menos frecuentes, entre un 2-7% de los NSCLC, sobre todo en pacientes jovenes

y poco fumadores (26).

La proteina p53 y la proteina MYC son factores de transcripcion, con la misma funcion
de supresion de tumores, ampliamente estudiada en la primera y menos en la segunda.
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Regulan la expresién de genes involucrados en el ciclo celular, el metabolismo, la
apoptosis y la reparacion del DNA (27,28). Las mutaciones en ambas proteinas propician
la activacién de genes oncogénicos y la inhibicion de la apoptosis, ademas de las

alteraciones en el ciclo celular (29).
1.1.3.2. Microambiente tumoral

El microambiente que rodea al tumor suprime la respuesta inmune y altera la actividad
de las células inmunitarias, en concreto la de macroéfagos, células dendriticas, linfocitos
T, células natural killer y células mieloides supresoras. La funcién supresora de tumores
de estas células se ve modificada y comienzan a inactivar al resto de células inmunitarias
y a producir especies reactivas de oxigeno (30). Ademds, se empiezan a secretar factores

de crecimiento, se crea una inflamacién crénica y pueden aparecer zonas hipodxicas (31).

El tumor inicialmente localizado en la periferia o en la parte central del pulmdén puede
acabar extendiéndose por toda la zona pulmonar e invadir distintas localizaciones. Las
células cancerosas pueden migrar de la zona tumoral a los alveolos del parénquima
pulmonar, comenzando poco a poco a sustituir los espacios aéreos por masas de células
tumorales. También se puede producir invasién de la pleura visceral y parietal, esta
ultima sobre todo si el tumor estd en una zona cercana al musculo esquelético. Por
ultimo, los bronquios también pueden verse afectados y en menor medida los vasos

sanguineos o linfaticos (32).
1.1.4. Manifestaciones clinicas y diagnodstico

A pesar de las pautas descritas por la organizacién National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) sobre el screening de cancer de pulmén, los posibles costes derivados
de esto han dificultado su implantacion (33), por lo que paises como Espafia no han
desarrollado todavia un programa de screening (3). La mayoria de los pacientes son
detectados de manera accidental en pruebas complementarias que se les efectian tras
evaluar el historial clinico y encontrar diversos indicios, realizandose posteriormente un
diagndstico mas completo para confirmar el cadncer de pulmdn. Por lo tanto, se suele
diagnosticar mayormente en estadios avanzados ya que no hay una sintomatologia clara

(33,34).



El sintoma mds comun, y que se presenta aproximadamente en la mitad de los
afectados, es la tos (34), seguido de hemoptisis, dolores en el pecho y disnea. Estos dos
ultimos estan causados por la obstruccion de las vias aéreas debido a la localizacién
central del tumor en el pulmén. Los pacientes también tienen neumonias frecuentes o
exacerbaciones de la EPOC, y un mayor riesgo de tener embolia pulmonar, neumotdrax
y derrames pleurales (34,35). Hay otros sintomas que estdn relacionados con la
metastasis del cdncer, y pueden ser pérdida de peso o apetito, fatiga, dolor en los huesos

o secuelas neuroldgicas (4,36).

Actualmente el diagndstico del cancer de pulmén se basa principalmente en varias
pruebas de imagen distintas: radiografia de térax, tomografia computarizada, imagen
por resonancia magnética y tomografia por emisién de positrones, siendo la tomografia
computarizada la que mas efectividad tiene y la que mas informacién proporciona sobre

el tamafio y localizacién del tumor (37).

Para determinar la anatomia patoldgica del cancer y en que estadio estd, se necesitan
pruebas citoldgicas para el analisis molecular. Se utilizan pruebas invasivas como la
broncoscopia o la biopsia por aspiracidn con aguja fina, y otras menos invasivas como el

esputo inducido, el lavado o cepillado bronquial y el lavado broncoalveolar (38).
1.1.5. Tratamiento

El tratamiento indicado para cada paciente es complejo y depende del estadio de cancer
diagnosticado, pudiendo ser cirugia, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia o

cuidados paliativos (39).

Para los estadios tempranos del cancer, | y Il, el tratamiento de eleccidn es la cirugia, en
concreto reseccién tumoral, en la que la extraccion dependera del tamaiio del tumory
la localizacién. Acompafiado a esta cirugia se recomienda quimioterapia, sobre todo
para el estadio Il (4). En el estadio Il del cancer los tratamientos se basan en
guimioterapia y radioterapia (40), aunque en gran parte de los casos la quimioterapia
no resulta efectiva (31). El estadio IV se trata en algunos casos con quimioterapia, pero
mayormente se usan cuidados paliativos ya que la supervivencia es muy baja (4,40).

En los ultimos afios se han intentado desarrollar otra clase de terapias como la

inmunoterapia, que se basa en ayudar al sistema inmunitario a combatir el cancer,



activando o inhibiendo ligandos o receptores para evitar que el tumor suprima la accién

de las células inmunitarias (16,25).

A pesar de estos tratamientos, la supervivencia del cancer del pulmdn a 5 anos se ha
mantenido bastante baja. Debieuvre et al. compard la supervivencia a 5 afios en los afios
2000y 2010, y aunque se aprecid una ligera subida, la supervivencia solo mejoré del 10
al 12%, y era mas alta en pacientes con NSCLC (41). Wao et al. indicé que la supervivencia
a 5 afos sin tratamiento era del 2 al 4%, por lo que los tratamientos actuales no suponen
un gran descenso de la mortalidad del cancer de pulmdn (42). Por ello, es importante
gue se sigan investigando biomarcadores que sean predictivos de las respuestas del
paciente ante las distintas terapias y que puedan dar informacidn sobre la evoluciéon de
la enfermedad, ademas de poder personalizar los planes de tratamiento minimizando

efectos adversos y mejorando la calidad de vida (9).
1.2. VESICULAS EXTRACELULARES: EXOSOMAS
1.2.1. Aspectos generales

Las vesiculas extracelulares (VE) son un conjunto heterogéneo de estructuras
membranosas secretadas por las células, diferentes en tamafio, biogénesis, moléculas
de carga y funcion (43). Entre ellas encontramos los exosomas, estructuras compuestas
de una bicapa lipidica, de un didmetro de entre 40 y 150 nm (44) y que pueden contener
numerosos constituyentes celulares como proteinas (receptores, factores de

transcripcién, enzimas), lipidos y dcidos nucleicos (RNA y DNA) (45).

Aunque al principio se consideraba que el papel de los exosomas era la eliminacion de
los desperdicios celulares, se descubrié que su funcion mas importante es la
comunicacidn célula-célula y el intercambio de material. Con los afios se han ido
describiendo otras funciones como la estimulacion de la respuesta inmunitaria,
promover la reparacién de los tejidos (43), o intervenir en la muerte celular, la

angiogénesis o la inflamacién (46).
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1.2.2. Biogénesis

Los exosomas se generan a partir de dos invaginaciones de la membrana plasmatica de
la célula y de la formacion de los cuerpos multivesiculares (MVB) que contienen

vesiculas intraluminales (ILV) (Figura 2) (47).
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Figura 2. Biogénesis de los exosomas. Adaptado de Kalluri et al., 2020 (47).

Primero se forman por endocitosis los endosomas tempranos, que se fusionan con
vesiculas endociticas, adquiriendo su contenido y formando ILV en su interior.
Posteriormente los endosomas son marcados o bien para ser reciclados por medio de
vesiculas de reciclaje o bien para transformarse en endosomas tardios. Estos endosomas
tardios acumulan proteinas citosolicas, acidos nucleicos vy lipidos, transformandose en
MVB. Finalmente los MVB son o marcados para ser degradados por los lisosomas o se
fusionan con la membrana plasmatica liberando su contenido, es decir, liberando esas

ILV que son llamados exosomas cuando abandonan la célula (45,47,48).
1.2.3. Composicion de los exosomas

Una vez liberados al espacio extracelular, los exosomas tienen especificidad para unirse

a sus células diana gracias a los receptores que tienen en su membrana y al contenido
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que poseen. Pueden unirse a células dendriticas, al epitelio del intestino, a neuronas y
también a células presentes en el higado, en los nodos linfaticos o en el pulmén, entre

otras (49).

La composicidn de los exosomas es variada e incluye proteinas, lipidos, dcidos nucleicos

y distintos metabolitos (Figura 3) (47,50).
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Figura 3. Composicién de los exosomas. Gurung et al., 2021 (50).

La mayoria de las proteinas se encuentran en la membrana y pueden ser tetraspaninas,
el complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC 1) y clase Il (MHC 1) (48),
lectinas e integrinas que participan mayormente en los mecanismos de adhesién de los
exosomas a las células diana (49). Los lipidos presentes son de membrana y pueden ser
el colesterol, las esfingomielinas o las ceramidas, y se relacionan con la excrecion de los

exosomas al medio extracelular, la estructura y la sefializacion (50).

En cuanto a los dcidos nucleicos podemos encontrar DNA de cadena sencilla o de cadena
doble (44) y distintos tipos de RNA, como el RNA mensajero (mRNA), el RNA ribosémico
(rRNA), el RNA de tranferencia (tRNA), el microRNA (miRNA) y otros RNA no codificantes
(50,51). Sin embargo, el que mas importancia estda ganando es el miRNA por su

funcionalidad y participacién en distintos procesos (51). EIl miRNA es un tipo de RNA no
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codificante de aproximadamente 22 nucleétidos que actia como regulador
post-transcripcional de la expresién génica (52). Los exosomas incorporan los miRNAs a
través de proteinas como la hnRNPA2B1 y la hnRNPA1, que reconocen ciertos dominios
de los miRNAs y los dirigen a los exosomas, de esta forma pueden ser liberados al medio
extracelular y ser llevados a la célula diana para llevar a cabo su funcién (52). En los
ultimos afios se han utilizado los miRNAs como marcadores de distintas enfermedades
por su papel dentro de la diferenciacién y proliferacién celular en los tejidos, sobre todo
en el cancer, y por su relacién con la metastasis, la carcinogénesis y la resistencia a los

farmacos (53).

Ademas de estos miRNAs, el contenido de los exosomas ha sido ampliamente estudiado
por las multiples funciones con las que estan relacionados en las células diana: procesos
fisioldgicos (homeostasis, estrés, envejecimiento, etc), inmunosupresion, enfermedades
no infecciosas (cancer, procesos neurodegenerativos, EPOC, etc) e infecciosas, entre
otras (54). También se esta investigando el uso terapéutico de los exosomas como
vehiculos de biomoléculas dirigidos a células dianas para tratar distintas enfermedades

(55) o su posible uso en vacunas (Figura 4) (56).
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Figura 4. Aplicaciones potenciales de los exosomas en el cancer de pulmdn. Vanni et al.,

2017 (56).
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1.2.4. Aislamiento de exosomas

Los exosomas se han encontrado en varios fluidos corporales como el plasma, la orina,
el semen, la saliva, el fluido bronquial, el liquido cefalorraquideo (LCR), la leche materna,
el suero sanguineo, el fluido amniético, la bilis o el acido gastrico (43). Puesto que en
estos biofluidos hay una gran cantidad de moléculas que interfieren con el aislamiento
de los exosomas, es importarte encontrar una técnica que permita aislarlo de cualquier
fluido, por lo que se han desarrollado algunas basadas en el tamafio, la densidad o las

proteinas de superficie de los exosomas (57).

Las técnicas mds conocidas son la ultracentrifugacion, las técnicas basadas en el tamafio,
la precipitacion y la inmunoafinidad (58). La mas ampliamente utilizada ha sido la
ultracentrifugacion (59), que consiste en la separacion de los exosomas del resto de
moléculas a través de fuerzas centrifugas de alta velocidad (alrededor de los 100000 g)
y en el uso de tampdn fosfato salino (PBS) para su conservacion (57). Esta técnica
también puede combinarse con una centrifugacion en un gradiente de densidad de
sacarosa, lo que permite una mejor purificacién de los exosomas (60), pero que produce
problemas de aislamiento en muestras procedentes de plasma (59). La
ultracentrifugacion es una técnica costosa en cuanto a tiempo y manejo y requiere de
material caro, por ello han ido ganando fuerza otras técnicas (61). El aislamiento por
tamafio, como la cromatografia de exclusidon por tamafio (SEC), es una técnica rdpida y
facil, pudiendo alcanzar purificaciones mayores, ya que esta sometida a fuerzas mucho
mas débiles que la ultracentrifugacion, aunque en ocasiones se forman agregados entre
los exosomas vy las distintas moléculas (57-59), y la tasa de aislamiento no es muy
elevada, por lo que complica su uso en técnicas de andlisis posteriores (43).

Otra de las técnicas prometedoras es la precipitacion seguida de centrifugacion a baja
velocidad, que usa polimeros para facilitar la precipitacién de los exosomas y después
una centrifugacion para eliminar cualquier otra molécula no deseada. Es una técnica
rapiday simple, que dispone de varios kits comerciales como Total Exosome Isolation Kit
(43), Exo-Spin (57) o ExoQuick, siendo este ultimo kit tan bueno como la
ultracentrifugacion y prometedor en el contexto del andlisis de RNA en los exosomas
(61). Sin embargo, este método causa la precipitacidn de otras VE y proteinas, por lo que

dificulta su uso en otras técnicas como la protedmica (43).
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Para comprobar que la muestra aislada contiene exosomas, se requiere una
combinacion de varios métodos que lo confirmen, como la microscopia electrénica de
transmisién (TEM) (62) o el analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA) (63). También se
pueden caracterizar los exosomas cuantificando la presencia de proteinas exosomales,
como las tetraspaninas, mediante Western Blot (62). Por ultimo, se cuantifican los
exosomas presentes en una muestra por NTA, citometria de flujo u otras técnicas que

basen la cuantificacidn en la relacién entre el antigeno CD63 y su anticuerpo (64).
1.3. EXOSOMAS Y miRNAs EN EL CANCER DE PULMON

Los exosomas son liberados por todo tipo de células, pero se secretan en alta
abundancia por las células tumorales, por lo que los exosomas aislados de los fluidos
corporales pueden ser un potente biomarcador en el cdncer de pulmdn (65) y su
obtencién representa una técnica menos invasiva que las actuales (66). Como muestra
la Figura 5, los exosomas estan relacionados con varias funciones del cancer de pulmén,
como la formaciéon de células cancerosas, el crecimiento del tumor, la metastasis, la

angiogénesis y la transicion epitelial-mesenquimal (67).
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Figura 5. Funciones de los exosomas en el cancer de pulmén. Xu et al., 2021 (67).
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De todas las moléculas que contienen los exosomas, las que mds se han estudiado en el
cancer de pulmdn son los miRNAs, ya que estos acidos nucleicos se han relacionado con
el inicio y la progresién del cancer de pulmén (68,69), tanto de forma positiva como
negativa, es decir, suprimiendo los tumores o favoreciendo la oncogénesis (70,71).
Aunque aun se encuentra en estudio, segin el biofluido utilizado para aislar los
exosomas, se puede encontrar distinto perfil de miRNAs, como demostroé el estudio de

Rodriguez et al. (72).
1.3.1. miRNAs oncogénicos

Uno de los miRNAs mas estudiados, respecto a su papel como miRNA oncogénico, es el
miR-21, siendo uno de los primeros descritos en relaciéon con distintos tipos de cancer.
Este miRNA estd sobreexpresado en el cancer de pulmén e implicado en la transicién
epitelial-mesenquimal, por lo tanto su aparicién se relaciona con un mal prondstico de
la enfermedad (73), incluso se ha descubierto como biomarcador de la metastasis en el
cerebro de este tipo cancer (74). En otro estudio realizado por Liu et al., se analizaron
un total de 84 miRNAs procedentes de exosomas, y se comprobaron que tres de ellos,
miR-23b-3p, miR-10b-5p y miR-21-5p, podrian ser biomarcadores de la mala progresion
del cancer (75). Otro de los miRNAs asociados a un mal prondstico es el miR-4257, cuya

deteccidon da, ademas, informacidn sobre la histologia del tumor y su estadio (65).

Otro de los miRNAs en estudio es el miR-125b, que tiene la funcion de favorecer la
metastasis, inhibiendo la proteina p53 y beneficiando entonces el crecimiento del tumor
al detener la actividad de ese tipo de proteinas supresoras de tumores (76). El estudio
de Hsu et al. indicd que algunas zonas hipdxicas del cancer de pulmén secretaban
mediante exosomas el miR-23a, que aumentaba la angiogénesis y la permeabilidad

vascular, permitiendo la migracion del cancer (77).

Hay algunos miRNAs que estan relacionados con una larga exposicion al tabaco como el
miR-124, miR-125, miR-140 o el miR-146, que provocan la activacion de oncogenesy la
inhibicién de los genes supresores de tumores (78). Otros estdn implicados en la

resistencia a los farmacos usados en la quimioterapia, como el miR-96 (68).
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1.3.2. miRNAs supresores de tumores

La familia /let-7 es un conjunto de miRNAs cuya funcién es la supresién de tumores y que
a menudo se encuentra inhibida en el cancer de pulmén (70). En un estudio llevado a
cabo por Hong et al., se comprobd que la expresion del let-7 en el NSCLC se encontraba
disminuida y que los pacientes que mostraban unos altos niveles de este tipo de miRNA

tenian mejor prondstico (79).

Otra familia importante es la de los miR-34, que participa en el ciclo celular y la
apoptosis, y cuya inhibicién causa la sobreexpresion de oncogenes. Son prometedores
biomarcadores de la prognosis en varios tipos de canceres ademas del cancer de pulmén

(80).

Finalmente, otros miRNAs también eran indicadores de un buen prondstico, como el
miR-146a-5p que facilitaba el tratamiento con farmacos, o el miR-512 y el miR-373 que
retrasaban el crecimiento del tumor en pacientes que estaban siendo tratados con

diferentes terapias (81).

17



2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es optimizar el aislamiento de exosomas, tanto de tejido
pulmonar como de muestras de sangre de pacientes con cancer de pulmon y evaluar su
potencial uso para la determinacion de nuevos biomarcadores en el cancer de pulmdn.
Para llevar a cabo este objetivo general, el planteamiento de trabajo y los objetivos

especificos que se proponen para ambos tipos de muestra son los siguientes:

1. Optimizar la obtencidn, el procesamiento y la homogeneizacion de las muestras para
su criopreservacion.
2. Aislar exosomas a partir del homogeneizado pulmonar y el plasma mediante kits
comerciales.
3. Caracterizar los exosomas aislados mediante tres métodos:
3.1. Andlisis de la morfologia mediante microscopia electrénica de transmisién
(TEM).
3.2. Caracterizacién proteica de exosomas mediante ELISA.
3.3. Cuantificacién y estudio del tamafio mediante analisis de rastreo de
nanoparticulas (NTA).
4. Evaluar el contenido de RNA en las muestras de exosomas aislados mediante

RNA-seq.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. SUJETOS DE ESTUDIO

Las muestras de este subestudio fueron seleccionadas a partir del estudio ExVelP
(Extracellular vesicles from lung parenchyma). Se analizaron un total de 10 muestras, 6
pertenecientes a pacientes con adenocarcinoma y 4 pertenecientes a pacientes
intervenidos por otras patologias pulmonares y sin lesiones cancerosas. La eleccidn de
pacientes con adenocarcinoma se basd en que es el subtipo de cancer de pulmdn mas

comun, con la frecuencia mas alta y en aumento a lo largo de los afios (82).

Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Etico de
Investigacion Clinica de Aragén (CEICA 10/2020). De acuerdo con las recomendaciones
de la Declaracién de los Derechos Humanos, la Conferencia de Helsinki, la regulacion
institucional local, las buenas practicas clinicas (BPC) y las buenas practicas de
laboratorio (BPL), todos los participantes en el estudio cumplimentaron el

correspondiente consentimiento informado antes de comenzar.
3.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PRIMARIAS Y CRIOPRESERVACION

Las muestras de tejido pulmonar fueron obtenidas a partir del Servicio de Cirugia
Torécica del Hospital Universitario Miguel Servet (HUMS), con un tamafio de 2 cm? y
extraidas a partir de la zona pulmonar mas alejada de la zona cancerosa. Estas muestras

fueron llevadas inmediatamente al laboratorio para comenzar su procesamiento.

Las muestras de sangre fueron recogidas en tubos BD Vacutainer K2E (EDTA; 367525) y
BD Vacutainer SST™ Il Advance (367953).

3.2.1. Tejido pulmonar

El fragmento de tejido pulmonar de cada sujeto se dispuso sobre una placa Petri y se
corté en pequenos trozos con la ayuda de unas tijeras y pinzas, previamente
esterilizadas. Los pequefios segmentos se dividieron e introdujeron en dos eppendorf

de 5 ml y fueron criopreservados a -80 °C.
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3.2.2. Plasma

Las muestras de sangre recogidas de cada sujeto se centrifugaron a 3000 g durante 15
minutos y posteriormente se tomaron alicuotas de las tres fases separadas: 4 alicuotas
de 600 ul de plasma, 2 alicuotas de 600 pl de la capa de células roja y 1 alicuota de

volumen similar de la capa leucocitaria. Las muestras fueron criopreservadas a -80 °C.
3.3. HOMOGENEIZADO DEL TEJIDO PULMONAR

Para poder obtener un medio liquido a partir del tejido sélido fue necesario realizar el

homogeneizado mediante enzimas digestivas.

Para cada sujeto, se descongeld la muestra de tejido pulmonar y posteriormente se pesd
en una bdascula para obtener el peso en gramos y asi calcular el volumen de digestion,
compuesto por el medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium high
glucose, Gibco® Thermo Scientific™) y tres enzimas digestivas: colagenasa, dispasa y

DNAsa.

Una vez preparado, se comenzé a manipular la muestra de tejido sélido, empezando por
un lavado con PBS (Phosphate Buffered Saline pH 7.4 (1x), Gibco® Thermo Scientific™)
para eliminar la sangre adherida a la superficie del tejido. Posteriormente, en una placa
Petri, se sumergio la muestra de tejido pulmonar en medio DMEM junto con la mitad
del volumen de digestion preparado y se cortd con unas tijeras esterilizadas hasta
conseguir fragmentos muy pequenos que faciliten la digestién. El volumen resultante se
recogid con una pipeta y se transfirié a un tubo Falcon de 50 ml. Sobre la placa Petri se
afadié el resto de volumen de digestidn restante para recoger todos los posibles restos
de tejido sdlido y finalmente se recogid con la pipeta y se trasvasé al tubo Falcon llenado
anteriormente. El volumen final se homogeneizdé con la pipeta dos o tres veces, se
mezcld por inversidn y se llevd a incubar en agitacion a 37 °C durante 1 hora para dejar

gue las enzimas lleven a cabo su funcién.

Tras la primera incubacidn, se volvié a mezclar por inversidon el contenido del Falcon y
se dejo de nuevo incubar durante 1 hora a 37 °C. Transcurrido este tiempo, se neutralizé
la reacciéon enzimatica con medio DMEM suplementado con B27 (1%) (DMEM high
glucose, Gibco® Thermo Scientific™; B-27 Supplement (50X), Gibco® Thermo
Scientific™), con el mismo volumen utilizado en la mezcla de digestién. Se paso el
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volumen resultante por un tamiz celular (Tamiz celular 100 um, Labbox Labware) para
eliminar cualquier resto sélido no digerido (normalmente partes fibrosas del fragmento
pulmonar) y se centrifugd a 210 g durante 5 minutos a 4 °C, tras lo cual se descarté el
pellet y el sobrenadante se alicuoté en volumenes de 1.5 ml para su criopreservacion a

-80 °C.
3.4. AISLAMIENTO DE EXOSOMAS MEDIANTE KITS COMERCIALES

Se seleccionaron dos kits comerciales para el aislamiento de exosomas, ExoQuick-TC®
Exosome Precipitation Solution (System Biosciences) para el aislamiento en tejido
pulmonar y miRCURY Exosome Serum/Plasma (QIAGEN) para el aislamiento en plasma.
Para cada sujeto se prepararon varios viales de aislamiento de exosomas para tenerlos

disponibles para usos como los descritos en el apartado 3.5.

3.4.1. Aislamiento de exosomas de tejido pulmonar mediante el kit comercial

ExoQuick-TC® Exosome Precipitation Solution

Se descongelaron las muestras criopreservadas del apartado 3.3y se centrifugd a 2000 g
durante 20 minutos y a 20 °C. Se descarté el pellet y se trasvaso el sobrenadante a un
nuevo eppendorf de 1.5 ml, el cual se centrifugd a 10000 g durante 20 minutos y a 20 °C.
El pellet se descarté de nuevo y 1 ml del sobrenadante se trasvasé a un nuevo eppendorf

de 1.5 ml.

Las sucesivas centrifugaciones permitieron descartar otras células y quedarnos con las
vesiculas extracelulares y otros contenidos celulares. Para hacer precipitar los exosomas
se uso el kit ExoQuick-TC® Exosome Precipitation Solution que contiene un reactivo de
precipitacion. Se afiadieron 200 pl del reactivo a 1 ml de sobrenadante recogido
anteriormente, y, como el reactivo es denso, se agregd lentamente para que ambos se
mezclasen correctamente, ademds de vortearlo durante 5 segundos. La mezcla se
introdujo inmediatamente en hielo y fue llevada a refrigeracién a 4 °C durante toda la

noche, ya que el reactivo necesita una incubacién de al menos 12 horas.

Pasado el periodo de incubacidn, se centrifugd a 10000 g durante 75 minutos a 4 °C. El
reactivo permite que los exosomas precipiten y queden en el pellet, por lo que se retird
el sobrenadante con cuidado de no remover el pellet depositado sobre el fondo del
eppendorf. En caso de que quedasen gotas adheridas en la pared o cercanas al pellet,
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se centrifugd a 1000 g durante 5 minutos y se eliminaron después. Para resuspender el
pellet se usaron 200 pl de PBS 1x previamente filtrado través de unidades de filtracién
Millex®-GV de 0,22 um PVDF (Merck Millipore) para eliminar fragmentos cristalizados
de las sales y evitar la aparicién de precipitados finales. La mezcla final se congeld

a-20 °C.

3.4.2. Aislamiento de exosomas de plasma mediante el kit comercial miRCURY

Exosome Serum/Plasma

De acuerdo con los pasos indicados en el kit miRCURY Exosome Serum/Plasma, se
prepard primero la trombina que se usd en este mismo. Para preparar 500 U/ml de la
solucion de trombina, se afadieron 400 ul del buffer para trombina a la trombina
liofilizada. Tras su incubacién a temperatura ambiente (TA) durante 1 minuto, se mezclé
por inversién suavemente y se alicuotd y congelé a -20 °C para evitar procesos de
congelacion y descongelacién. Estos viales se pueden mantener durante

aproximadamente 6 meses.

Para cada sujeto, se descongelé una de las muestras de plasma preparadas segun se ha
indicado en el apartado 3.2.2. Se centrifugd a 2000 g durante 5 minutos a TA, se descarté
el pellet y el sobrenadante se pasé a un nuevo eppendorf. Se volvié a centrifugar a
10000 g durante 20 minutos a TA, tras lo cual se trasvaso el sobrenadante a un nuevo
eppendorf. Con esto se eliminaron restos celulares no deseados y se mantuvieron los

exosomas entre otros contenidos celulares.

Posteriormente, se adiciond 6 pl de la solucidon de trombina a los 600 pl de plasma
resultantes tras las centrifugaciones, se mezcld e incubd durante 5 minutos a TA.
Después de la incubacidn, se centrifugd a 10000 g durante 5 minutos a TA, tras lo cual
se descarté el pellet y 500 ul de sobrenadante se transfirieron a un nuevo eppendorf de
1.5 ml. A este nuevo vial se le afladieron 200 pl de buffer de precipitacién A (almacenado
en nevera a 4 °C), se mezclé el contenido y se vorted durante 5 segundos, para guardarlo
inmediatamente en hielo y mantenerlo en refrigeracién a 4 °C durante 1 hora,

manteniendo de esta forma la temperatura a la que inicialmente estaba el buffer usado.

Tras la incubacion, se centrifugd a 500 g durante 5 minutos a TA y se descarté el

sobrenadante, y, si fuera necesario, se repitié la centrifugacion para eliminar cualquier
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gota restante de sobrenadante, dejando el pellet completamente libre de liquido. Por
ultimo, se afiadieron 270 ul de PBS 1x previamente filtrado para eliminar sales

cristalizadas, se vorted la solucién y se congeld a -20 °C.
3.5. CARACTERIZACION DE LOS EXOSOMAS

La caracterizacion de exosomas de tejido pulmonar o plasma se realiz6 mediante
técnicas para analizar su morfologia, tamafio, y concentracion. Las muestras utilizadas

fueron las preparadas segun los apartados 3.4.1y 3.4.2.
3.5.1. Anadlisis de la morfologia por microscopia electronica de transmision (TEM)

La morfologia de los exosomas aislados de ambos tipos de muestra fue analizada
mediante TEM, segun la metodologia descrita por Lasser et al. (62). Los exosomas fueron
fijados sobre una capa de Parafilm con glutaraldehido al 2.5% y lavados con agua
desionizada, se tifieron con acetato de uranilo al 2% y fueron adsorbidos en
metilcelulosa al 0.13% y acetato de uranilo al 0.4%. Para la visualizacién de los exosomas
se utilizd el microscopio electrénico de transmisién con un filamento de LaBs Tecnai T20
(FEI Company) del Instituto Universitario de Nanociencia de Aragdn (INA). El voltaje de

trabajo fue de 200 KV y se utilizé una cdmara CCD 2K x 2K Veleta (Olympus).
3.5.2. Caracterizacion proteica de exosomas mediante ELISA

Se realizd un ensayo ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) para cuantificar los
exosomas presentes en las muestras procesadas de tejido pulmonar y plasma. Esto se

llevé a cabo mediante el kit comercial ExoELISA-ULTRA CD63 (System Biosciences).

Para comenzar el ensayo, se realizé la curva estdndar del experimento, para lo cual fue
necesario hacer diluciones seriadas de la proteina ExoELISA-ULTRA protein standard.
Primero se prepard una diluciéon 1:1000 de la proteina ExoELISA-ULTRA protein standard
(1 ul en 1 ml de Coating Buffer) y a partir de ella las seis diluciones siguientes como se
indica en la Tabla A.1 del Anexo . Se escogi6 el blanco y tres diluciones de las sugeridas
en el protocolo (2, 4y 6) (Tabla A.1 del Anexo |) para obtener la recta de calibrado (Figura

A.1 del Anexo 1).

Previamente a la carga de las muestras de aislamiento de exosomas de tejido pulmonar

o plasma, se midio6 la cantidad de proteina presente mediante el espectrofotémetro de
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microvoliumenes NANODROP 2000c (Thermo Fisher Scientific) para preparar 100 ug de
proteina total. El volumen de muestra total preparada fue de 60 ul, para lo cual se
calcularon los pl necesarios de las muestras del aislamiento y se completd el volumen
con Coating Buffer. Sobre cada pocillo de la placa microtituladora se cargaron 50 ul de
las muestras preparadas y de las diluciones indicadas anteriormente, se cubrid la placa
y se mantuvo en incubacion durante 1 hora a 37 °C para que los exosomas quedasen
fijados en el fondo de los pocillos. Posteriormente se vaciaron los pocillos por inversién,
se lavo la placa con Wash Buffer 3 veces durante 5 minutos cada una, y se afadié a cada
pocillo 50 ul del Anti-CD63 Primary Antibody (previamente diluido 1:100). La placa se
incubd durante 1 hora con agitacion a TA y se lavd de nuevo con Wash Buffer 3 veces
durante 5 minutos cada una, tras lo cual se afiadieron 50 pl a cada pocillo del anticuerpo
secundario Horseradish Peroxidase (HRP)-conjugated Secondary Antibody, repitiendo el
lavado con Wash Buffer. Finalmente se afiadieron 50 pl del sustrato colorimétrico Super-
sensitive Tetramethylbenzidine (TMB) ELISA y tras una incubacién de 10 minutos, se
afiadieron 50 pl del tampdn de parada de la reaccidn o Stop buffer. La placa se leyo

inmediatamente en el lector de placas Synergy™ HT (Biotek) a 450 nm.

3.5.3. Cuantificacion y andlisis del tamafo de los exosomas mediante analisis de

rastreo de nanoparticulas (NTA)

Para una cuantificacién especifica de los exosomas aislados y una determinacién del
tamafio, se utilizé el analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA). Se basa en las
propiedades de la dispersion de la luz mediante la incidencia de un rayo laser (405 nm)
y en el movimiento browniano. El instrumento utilizado fue NanoSight NS300 (Malvern

Panalytical).

Las muestras de plasma o tejido pulmonar fueron diluidas 1:1000 en una solucién de
PBS y EDTA para evitar la agregacion de las particulas y garantizar una mejor
visualizacién. Con una jeringa se inyectaron 1000 ul de la disolucion en la placa del
analizador. Por cada muestra, se tomaron cinco videos de 1 minuto, en los que se realizo
el seguimiento de muchas particulas individualmente. Esto permitié obtener varias
mediciones del tamafio, el movimiento de las particulas y su concentracidn, generando
graficos representativos y calculos matemadticos (media, moda, desviaciéon y error

estandar). Las mediciones se realizaron a 25 °C y con una velocidad de flujo de 50 pl/s,
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fueron captadas por la camara sCMOS y analizadas por el software NanoSight NTA 3.4
Build 3.4.003, con un umbral de deteccién de 3 que permitié diferenciar entre el ruido

de fondo y los exosomas.
3.6. EXTRACCION DE RNA

Se realizé una extraccion del RNA presente en las muestras de exosomas aislados de
tejido pulmonar y plasma mediante el kit comercial miRNeasy Serum/Plasma Advanced
Kit (QIAGEN). Antes de llevar a cabo el protocolo, se limpid la superficie de trabajo y los

materiales con etanol para evitar la degradacidn de los acidos nucleicos de las muestras.

Primero, 200 ul de las muestras de exosomas aislados se mezclaron con 60 ul de buffer
RPL, se vorted el tubo y se incubd durante 3 minutos a TA. Después, se afiadieron 20 pl
de buffer RPP, se vorted durante 30 segundos y se incubd durante 3 minutos a TA.
Inmediatamente, se centrifugd a 12000 g durante 3 minutos a TAy se descarté el pellet,
transfiriendo el sobrenadante a un nuevo tubo y afiadiéndole 250 ul de isopropanol.
Tras mezclarlo vigorosamente, el contenido de este se pasé a una columna RNeasy UCP
MinElute, previamente colocada sobre un tubo colector. Se centrifugd a 8000 g durante
15 segundos y se descartd el eluido, para posteriormente adicionar 700 pl de buffer
RWT, volver a centrifugar y descartar el eluido, y finalizar afladiendo 700 pl de buffer
RPE y repitiendo los pasos de centrifugado y descarte del eluido. A continuacién, se
adicionaron 500 pl de etanol al 80%, se centrifugd a 8000 g durante 2 minutos y se
descarté el eluido y el tubo colector. La columna se colocé en un nuevo tubo colector y
se realizd una centrifugacién a 10000 g durante 5 minutos, tras lo cual se descarté el
eluido y se transfirié la columna a otro nuevo tubo colector para evitar la mezcla del
eluido final con eluidos anteriores. Finalmente se afiadieron 20 pl de agua libre de
RNAsas sobre la columna, se incubd durante 1 minuto y se centrifugd a 10000 g durante
1 minuto. El RNA aislado quedd finalmente en el tubo colector y este se almacend

a-80°C.
3.7. ANALISIS DEL RNA

El RNA aislado en el apartado 3.6 fue mandado al Servicio de Secuenciacién de RNA
exosomal de System Bioscience (SBI), en Palo Alto, EEUU, para realizar el analisis de

secuenciacion RNA sequencing (RNA-seq). El RNA-seq es una técnica de secuenciacién
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de segunda generacién (Next Generation Sequencing, NGS) que permitid detectar y
cuantificar los distintos tipos de RNA presentes en las muestras de tejido pulmonar y
plasma, pudiendo observar las diferencias entre pacientes con cdncer y sin cancer, y

entre el tejido sélido y el biofluido.

La técnica de RNA-seq para RNA exosomal llevada a cabo en SBI consta de varios pasos.
Primero se prepard una libreria, en la que los diferentes RNAs aislados fueron
convertidos a DNAs complementario (cDNAs) mediante una transcriptasa reversa
usando cebadores o primers al azar. Después, se afiadieron adaptadores a los cDNAs,
que contienen regiones conocidas para permitir la amplificacion mediante PCR vy la
secuenciacion masiva. El andlisis de los datos permitié alinear las secuencias obtenidas
a transcriptomas de referencia, identificando y cuantificando los distintos tipos de RNA.
La técnica empleada por SBI introduce unas modificaciones para minimizar los posibles
artefactos, es decir, aquellas secuencias, como los adaptadores introducidos, que
puedan alterar el andlisis e identificacion de RNA de muestras que contienen pequefias

cantidades de RNA.
3.8. ANALISIS ESTADISTICO

El tamafio de los exosomas se representd como moda, media y sus correspondientes
errores estandar, aunque la moda fue el parametro elegido para explicar los resultados
por las pocas variables de estudio (cinco). Para la comparacién de las concentraciones
de exosomas en pacientes con y sin cancer se utilizaron las pruebas t de Student
(paramétrica, t Student; no paramétrica, Mann-Whitney test) para estudiar la existencia
de diferencias significativas en ambos grupos. El valor de probabilidad o p-valor inferior

a 0.05 se considerd estadisticamente significativo (p < 0.05).

Para los calculos estadisticos y la generacidn de graficos se utilizé el programa GraphPad
Prism 8.4.3, y para el analisis y la comprensidon de datos gendmicos de alto rendimiento

se utilizé el programa Bioconductor de R statistical analysis software.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. SUJETOS DE ESTUDIO

Se seleccionaron 6 pacientes con adenocarcinoma y 4 pacientes control con otras
patologias pulmonares no cancerosas. En cada paciente, se analizaron 2 muestras, una
perteneciente al plasma vy otra al tejido pulmonar, haciendo un total de 20 muestras. En
la Tabla A.2 del Anexo Il se recogen algunas de las variables clinicas de interés de los
sujetos participantes en este subestudio. Todos los sujetos tenian valores del indice de
masa corporal (BMI) dentro de los fisioldgicos (peso normal y sobrepeso) (83) y tenian
una funcién pulmonar normal, con valores en la espirometria de 280% en la capacidad
vital forzada (FVC) y el volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1), y 270%

en el ratio FEV1/FVC en casi todos los casos (84).
4.2. CARACTERIZACION DE LOS EXOSOMAS

Los exosomas fueron caracterizados mediante tres métodos distintos para comprobar
que de las muestras de tejido pulmonar y plasma se estaban aislando estas vesiculas

extracelulares.
4.2.1. Analisis de la morfologia por microscopia electrénica de transmision (TEM)

Se visualizaron exosomas en las muestras analizadas, y puesto que, en las muestras se
observaron morfologias y tamafio similares, se escogieron dos imagenes representativas

de la TEM (Figura 6).

Se encontraron exosomas de diferentes tamanos en todas las muestras, desde 40 nm a
150 nm aproximadamente. La morfologia que adoptaron los exosomas fue céncava, ya
gue su forma esférica caracteristica desaparecid por la deshidratacion intensa a la que
se vieron sometidos durante la tincidn negativa. Para evitar la modificacién de la
morfologia se podria recurrir a la criomicroscopia electrénica (46). Tanto el rango de
tamafios como la morfologia descritos son similares a los encontrados en otros estudios

de aislamiento de exosomas en plasma (85) o en lineas celulares (86).

En todas las imagenes se observaron restos en el fondo o background, probablemente

por los residuos de los reactivos precipitantes de los kits comerciales ExoQuick-TC®
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Exosome Precipitation Solution y miRCURY Exosome Serum/Plasma, quedando estos en

la muestra final.

LN

[— 100 n.m ]

Figura 6. Morfologia y tamafio de los exosomas visualizados mediante TEM. La escala aparece

en el margen inferior de cada imagen.
4.2.2. Caracterizacion proteica de exosomas mediante ELISA

Para determinar la presencia de exosomas, se analizé mediante ELISA la presencia de la
tetraspanina CD63, una proteina localizada en la superficie de los exosomas que es
considerada uno de los marcadores exosomales mas usados (61). Por ello, se asume que
la cuantificaciéon de la proteina CD63 se correlaciona con la abundacia de exosomas
presentes en las muestras de tejido pulmonar o plasma. Se analizaron 8 muestras de
pacientes con cancer, 4 muestras de exosomas aislados de tejido pulmonar y 4 muestras

de exosomas aislados de plasma.

Las absorbancias de las muestras medidas a 450 nm se interpolaron en la recta de
calibrado del ensayo (Figura A.1 del Anexo |) para conocer la abundancia de exosomas

en estas (Tabla 1).

Tabla 1. Cuantificacién de exosomas en las muestras de tejido pulmonar y plasma analizadas

mediante ELISA. Se muestra la absorbancia y la abundancia de exosomas de cada muestra.

Tejido pulmonar Plasma
Absorbancia
0.144 0.140 0.127 0.105 0.142 0.143 0.182 0.162
a 450 nm
Abundancia
1.79-10° | 1.74-10° | 1.57-10° | 1.28-10° | 1.77-10° | 1.78-10° | 2.29-10° | 2.03-10°
de exosomas
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En todas las muestras analizadas se pudo detectar una abundancia de exosomas
cuantificable, entre 1.57-10° y 2.29-10°. las concentraciones de las muestras

procedentes de tejido pulmonar y plasma no fueron muy diferentes entre si.

Sin embargo, aunque esta técnica es cuantitativa, en este estudio se ha utilizado como
técnica cualitativa para comprobar si las muestras de aislamiento presentan exosomas
0 no, ya que la técnica de analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA) es una técnica
mas sensible para medir la concentracién en muestras biologicas complejas (87), como
el plasma o el tejido pulmonar usados en este estudio. Por lo tanto, con la técnica ELISA
se ha demostrado la presencia de exosomas a partir de los protocolos de aislamiento de

exosomas.

4.2.3. Cuantificacion y analisis del tamaiio de los exosomas mediante analisis de

rastreo de nanoparticulas (NTA)

Mediante NTA se analizé el tamaio y la cuantificacidon de los exosomas aislados. Esta
técnica se selecciond porque es de los métodos mas usados para obtener ambos andlisis,
ya que otras metodologias como la dispersion dinamica de luz (Dynamic light scattering)
utiliza también el movimiento browniano para calcular los datos pero presenta la
limitacion de generar solo un analisis del tamafio de los exosomas y no de su
concentracion (88). Ademds, el NTA es capaz de medir particulas de hasta 30 nm,
evitando las limitaciones de otras técnicas como la citometria de flujo, que no mide
particulas de menos de 300 nm (89). Se analizaron 10 muestras procedentes de tejido

pulmonar.

En la Figura A.2 del Anexo lll se muestra una imagen de los videos capturados por el
software NanoSight NTA 3.4 Build 3.4.003, a partir de los cuales el programa calculé el
tamafio de las distintas particulas que visualizd y la concentracién de la muestra

introducida.
4.2.3.1. Tamano de los exosomas

Respecto al tamafio, todas las muestras tenian resultados parecidos, por lo que se
escogid una de las muestras como representativa de las demds. En la Tabla 2, se
especifican la media, la moda, la desviacion estandar (SD) y los percentiles D10, D50 y
D90, con sus correspondientes errores estandar (SE).
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Tabla 2. Parametros matematicos del calculo del tamafio de las particulas de las muestras.
Realizado mediante el software NanoSight NTA 3.4 Build 3.4.003. Se representa cada parametro

y los correspondientes errores estandar (SE).

Media 164.9+1.2 nm

Moda 119.3+9.3 nm

Desviacion estandar (SD) | 82.0+ 1.4 nm

D10 99.0+£0.7 nm
D50 140.3+ 2.2 nm
D90 262.8+ 1.8 nm

Como se pudo ver en la Figura A.2 del Anexo lll, las muestras presentan vesiculas
extracelulares de diversos tamanos, visible también en las Figuras A.3, A.4 y A.5 del
Anexo lll. Dado que se realizaban solo cinco mediciones por cada muestra, se escogié la
moda y no la media como medida representativa del conjunto de datos. La moda de
119.3 nm esta dentro del rango de medida de los exosomas descrito en la bibliografia
(90), y ademas coincidié con las mediciones obtenidas en la técnica TEM, descritas en el
apartado 4.2.1. Segun la Figura A.4 y A5 del Anexo lll, se vieron picos y puntos
correspondientes a varias medidas, respectivamente, predominando el rango entre 90
y 120 nm. Los puntos o picos observados fuera de este rango y superiores a 200 nm se
debieron seguramente a otras vesiculas extracelulares de mayor tamano o a restos de
reactivos de los kits comerciales utilizados en el aislamiento de los exosomas. Los
percentiles de la Tabla 2 también indicaron un rango de medidas similar a las

representadas en las Figuras A.4 y A.5 del Anexo llI.
4.2.3.2. Concentracion de los exosomas

En relacidén con la concentracidon de exosomas, por cada muestra se obtuvo un valor
expresado en VE/ml (Tabla A.3 del Anexo Ill), a partir del cual se generd la Figura 7 para
observar la diferencia entre las muestras de tejido pulmonar en pacientes con cancery

pacientes control.
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Concentracion de vesiculas extracelulares (VEs)

12
*

10

M no cancer
M cancer

1078 VE/ml

Figura 7. Concentracidn de las vesiculas extracelulares en pacientes con cancer de pulmdn vy
pacientes control sin cdncer. Las concentraciones fueron generadas a partir del software

NanoSight NTA 3.4 Build 3.4.003 de NanoSight NS300. *p < 0.05

Las concentraciones de exosomas en pacientes control se situaron entre 1.07-10% y
4.51-10% VE/ml, mientras que en pacientes con cancer de pulmén fueron de entre
4.67-108 y 10.3-108 VE/ml. Las concentraciones medidas estaban practicamente dentro
del rango sugerido como éptimo para las mediciones mediante NTA, que va desde 2-102
a 20-10% particulas/ml, ya que concentraciones mayores pueden indicar que sea
necesario diluir mds la muestra (91). Dragovic et al. demostré que la técnica NTA era
mas precisa en las mediciones de concentracidn por ser capaz de detectar vesiculas mas

pequefias (30-50 nm) que otros métodos (87).

Se pudo observar que en los pacientes con cancer de pulmén la cantidad de exosomas
gue habia en el tejido pulmonar era mayor, con cifras superiores a las encontradas en
los pacientes sin cancer (Figura 7). Se ha visto que los exosomas son liberados en mayor
numero por las células tumorales (92,93), por la necesidad que tienen este tipo de
células de cambiar el microambiente que les rodea y hacerlo mas apto para la progresion
tumoral (94). Se espera que la cantidad de exosomas aislados en los pacientes con
cancer sea el doble (44) o incluso diez veces mas que en pacientes sanos (95), algo que

en este estudio se comprobd, ya que las concentraciones de exosomas alcanzadas por
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los pacientes con cancer de pulmén fueron mayores, e incluso esas 10 veces mas
(1.07-108 VE/ml en un paciente sin cancer frente a 10.3-108 VE/ml en otro paciente con
cancer de pulmén). Por ello, los exosomas representan un potencial biomarcador en el
cancer de pulmén, ya que su mayor concentracién implica su posible uso como
herramienta para detectar la progresién del cancer (96) e incluso han comenzado a
estudiarse terapias para reducir la liberacién excesiva de exosomas y de esta forma

limitar el avance del cancer (97).
4.3. ANALISIS DEL RNA

El RNA aislado de las muestras de exosomas de tejido pulmonar y plasma, y analizado
mediante RNA-seq, permitié conocer la concentracién y los perfiles de los distintos tipos
de RNAs de cada muestra. Se utilizaron 20 muestras para el analisis, 10 muestras de
tejido pulmonar y 10 muestras de plasma, de pacientes con y sin cancer. Todas las
muestras pasaron los controles de calidad del RNA llevados a cabo mediante

Bioanalyzer.
4.3.1. Cantidad total de RNA

En la Tabla A.4 del Anexo IV se indican las concentraciones obtenidas de cada paciente
y tipo de muestra. El RNA aislado de las muestras de tejido pulmonar fue muy superior
al aislado en las muestras de plasma (3.1-7.9 ng de RNA en plasma frente a 5.4-37.7 ng
de RNA en tejido pulmonar). En las muestras de plasma, los pacientes con cancer tenian
concentraciones ligeramente superiores de RNA respecto a los pacientes control, sin
embargo, la mayor diferencia se observé en las muestras de tejido pulmonar, donde las
concentraciones de RNA en pacientes con cancer eran notablemente mayores. Esto
podria implicar que en el tejido pulmonar haya mayor cantidad de unos determinados
tipos de RNAs que estén sobreexpresados y puedan servir de biomarcadores de la

enfermedad.
4.3.2. Tipos de RNA

Del analisis del RNA-seq se obtuvieron los distintos tipos de RNAs por cada muestra de
tejido pulmonar y plasma (Figura A.6 y A.7 del Anexo IV). Los porcentajes de lecturas

con éxito de todas las muestras rondaron el 60-85%, por lo que el porcentaje de lecturas
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fallidas fue bajo y se comprobd la apta calidad de las muestras (Figuras A.8 y A.9 del

Anexo V).

Las principales diferencias se encontraron en los tipos de RNAs y secuencias no
codificantes entre el tejido pulmonar y el plasma (Figura A.6 y A.7 del Anexo V). En las
muestras de tejido pulmonar se vio una clara predominancia, de aproximadamente el
50-70%, del RNA de transferencia (tRNA) o estructuras similares a este (tRNA-like),
mientras que en las muestras de plasma predominé el microRNA (miRNA) con un
25-50%. En otros estudios también se observd que en el aislamiento de RNA exosomal
de plasma el contenido de miRNAs era uno de los mayoritarios en pacientes sanos y con
distintos tipos de cancer. El analisis llevado a cabo por Huang et al. indicé que el
contenido de miRNAs en pacientes sanos era del 76% (98), Zhu et al. mostré que el
contenido en miRNAs de células procedentes de cédncer de higado era del 22% (99),
mientras que Yuan et al. observé un 40% de miRNAs en distintos tipos de cancer y

pacientes sanos (100).

En un analisis mas detallado de los tipos de RNAs obtenidos y sus copias, se
comprobaron las diferencias entre el pulmdn y plasma en pacientes con y sin cancer

(Tabla 3).

Tabla 3. Subtipos diferenciales de RNA pequefios (miRNA, tRNA y lincRNA) en pulmén y plasma

en pacientes con cancer pulmonar y en pacientes control sin cancer. *p < 0.05

Subtipo diferencial de RNA pequeio *

Subtipo de RNA pequeiio

Pulmén
Cancer vs control

Plasma
Cancer vs control

miRNA 0 0
tRNA 34 0
lincRNA 1 16

Se esperaba que hubiera diferencias significativas en la expresidén de los miRNAs tanto
de plasma como pulmodn, ya que se han estudiado gran cantidad de estos en el cancer
de pulmdn por su relacion con la progresion y el diagnéstico, como el miR-21 o miR-34
(80), pero el numero reducido de muestras analizadas podria haber complicado la
obtencidn de estas diferencias significativas. Lo que se observé fueron diferencias entre

los tRNAs y los RNAs largos intergénicos no codificantes (lincRNA), ampliamente descrito
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el primero y menos el segundo. Los lincRNAs son RNAs no codificantes de 200
nucledtidos o mas que estan relacionados con el plegamiento de proteinas o regulacién
de genes, entre otros, y que se han relacionado con el cancer de pulmén (101). Mientras
que el tRNA estaba sobreexpresado en pulmdn en los pacientes con cancer, el lincRNA

lo estaba en plasma también en los pacientes con cancer.
4.3.2.1. RNA de transferencia (tRNA)

El estudio mas detallado de cada tipo de tRNA mediante un diagrama de Venn permitié
conocer que tRNAs eran exclusivos de cada tipo de muestra y paciente y cuales eran
comunes (Figura 8). Casi el 87% de los tRNAs eran comunes a todos los tipos, aunque en
las muestras de pulmoén habia mas tRNAs que en las de plasma. Esto podria significar
gue solo algunos tRNAs sirvan como marcadores de la enfermedad y den informacion

sobre el progreso del cancer.

Pulmoén-No cancer Plasma-Cancer

Figura 8. Diagrama de Venn de los tipos de tRNA comunes y exclusivos de cada muestra,
expresados en numero y porcentaje. Cada conjunto representa el tipo de muestra de la que
proceden (tejido pulmonar o plasma) y el tipo de sujeto (paciente con cancer pulmonar o

paciente sin cancer).
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Mediante un agrupamiento jerarquico (hierarchical clustering) se observé ademds que
en tejido pulmonar los tRNAs estaban mas expresados que en plasma tanto en pacientes

con cancer como en pacientes control (Figura A.10 del Anexo V).

Como los tRNAs eran mayoritarios en tejido pulmonar, se vieron con mas detalle
mediante otro agrupamiento jerarquico, en el que se observd que en los sujetos con
cancer pulmonar estaban mas expresados que en los sujetos control (Figura A.11 del
Anexo V), lo que coincide con lo descrito en la Tabla 3, en la que solo algunos tRNAs
estaban sobreexpresados en cdncer. Aunque no hay estudios sobre tRNAs procedentes
de tejido pulmonar, no se encontraron los tRNAs detallados en la Figura A.11 del Anexo
IV en plasma en otros estudios, ya que Zhu et al. indicé que los tRNA-GIn y tRNA-Asp
representaban el 3% de los aislados de muestras de RNA exosomal en cancer (99), por
lo que todavia no existen articulos detallados sobre estos ni se encuentran en la

ExoCarta, una base de datos sobre la carga exosomal (http://www.exocarta.org/).

4.3.2.2. RNA largo intergénico no codificante (lincRNA)

Los lincRNAs exclusivos y comunes para los cuatro tipos de muestras distintas (tejido
pulmonar o plasma en sujetos control o con cancer) se representaron mediante un

diagrama de Venn (Figura 9).

En este caso el 57% de lincRNAs eran comunes, y se encontraron mas en plasma que en
tejido pulmonar, a diferencia de lo visto en el tRNA del apartado 4.3.2.1, donde
predominaba la presencia en tejido pulmonar. Ademas, los distintos tipos de lincRNAs

eran mayores en pacientes con cancer que en pacientes control.

En el agrupamiento jerarquico se observaron que solo en algunos tipos de lincRNAs
habia mas expresidn en plasma tanto en pacientes con cancer y sin cancer (Figura A.12
del Anexo IV). La mayoria de los lincRNAs tuvieron menos expresién que los tRNA vistos
en la Figura A.10 del Anexo IV, sin embargo, se observd que algunos lincRNA tienen

actividad funcional incluso con un bajo niumero de copias (102).
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Pulmoén-No cancer Plasma-Cancer

4
(0.1%)

Figura 9. Diagrama de Venn de los tipos de lincRNA comunes y exclusivos de cada muestra,
expresados en numero y porcentaje. Cada conjunto representa el tipo de muestra de la que
proceden (tejido pulmonar o plasma) y el tipo de sujeto (paciente con cancer pulmonar o

paciente sin cancer).

Respecto a algunos tipos de lincRNAs estudiados en plasma, se observo que la expresién
era mayor en pacientes control (Figura A.13 del Anexo V), tendencia que también se vio
en el unico lincRNA estudiado en tejido pulmonar (Figura A.14 del Anexo IV). Esto se
deba probablemente a que los tipos de lincRNAs analizados en este estudio estén
relacionados con funciones beneficiosas y su sobreexpresién indique una buena

regulacion génica o proteica en relacién con el cancer.

Los lincRNAs estudiados en las Figuras A.13 y A.14 del Anexo IV suelen estar relacionados
con la regulacidon de genes, de ahi el nombre que se les da. Sin embargo, el estudio de
los lincRNAs es un tema reciente y la nomenclatura de estos varia segun cada estudio,
lo que dificulta la busqueda bibliografica de los encontrados en este estudio. Por ello se
ha desarrollado LNCipedia, una base de datos humana de RNAs largos no codificantes

(IncRNA), entre los que se encuentran distintos tipos de lincRNAs, y que pretende
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solventar los problemas anteriores (103). Esto permitiria un futuro analisis mas

especifico de los lincRNAs encontrados en los pacientes del presente estudio.
4.4. FUTURAS DIRECCIONES

Este subestudio sienta las bases para el estudio ExVelLP (Extracellular vesicles from lung
parenchyma), donde se espera estudiar una poblacién mas extensa e incluir mas tipos
de cédncer de pulmdn, como el carcinoma de células escamosas o el carcinoma de células
grandes. Un estudio con una muestra mas grande permitira hacer mejores validaciones
y conocer mas datos sobre los exosomas y su carga, descubriendo nuevos
biomarcadores que proporcionen informacidn del diagndstico y la progresién del cancer

de pulmén.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio y su correspondiente andlisis permitieron

extraer las siguientes conclusiones:

Se han aislado con éxito exosomas de muestras procedentes de tejido pulmonar
y plasma mediante kits comerciales de precipitacidn.

La concentracidon de exosomas es mayor en tejido pulmonar en pacientes con
cancer de pulmdn que en pacientes sin cancer, lo que indica que pueden tener
un papel en la fisiopatologia del cancer de pulmén.

La composicion de RNA entre el tejido pulmonar y el plasma es distinta, siendo
predominante el tRNA en el primero y el miRNA en el segundo.

La carga de RNA exosomal estd alterada mayormente en pacientes con cancer

de pulmén, lo que supone un gran potencial como biomarcador futuro.

CONCLUSIONS

The results obtained from the study and their corresponding analysis allowed to draw

the following conclusions:

Exosomes have been successfully isolated from lung tissue and plasma samples
using commercial precipitation kits.

The concentration of exosomes is higher in lung tissue in patients with lung
cancer than in patients without cancer, indicating that they may play a role in
the pathophysiology of lung cancer.

The RNA composition of lung tissue and plasma is different, with tRNA being
predominant in the former and miRNA in the latter.

Exosomal RNA load is mostly altered in lung cancer patients, which holds great

potential as future biomarker.
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ANEXOS
ANEXO |

Tabla A.1. Preparacion del blanco y las diluciones seriadas de la proteina ExoELISA-
ULTRA protein standard segun el kit ExoELISA-ULTRA CD63 para la caracterizacién
proteica de los exosomas. En negrita y marcados en gris aparecen los tubos utilizados

para la recta de calibrado.

Tubo Abundancia de Factor de ExoELISA- Coating
exosomas dilucion ULTRA protein buffer (ul)
standard (ul)
0 (Blanco) 0 - - 60
1 4.56 x 10%° 1 1000 -
2 2.28 x 10%° 1:2 60 60
3 1.14 x 10%° 1:4 60 60
4 5.7 x 10° 1:8 60 60
5 2.9x10° 1:16 60 60
6 1.4 x 10° 1:32 60 60
7 7 x 108 1:64 60 60
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Recta de calibrado ExoELISA-ULTRA CD63
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Figura A.1. Recta de calibrado del ensayo ELISA para la caracterizacién proteica de
exosomas mediante el kit ExoELISA-ULTRA CD63. Para el calculo de la recta de calibrado,
se seleccionaron tres diluciones sugeridas del protocolo y el blanco. La absorbancia

medida para cada una de las diluciones se correlaciona con un valor de abundancia de

exosomas estandarizado e indicado por el fabricante.
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ANEXO Il

Tabla A.2. Caracteristicas clinicas de los sujetos participantes en el estudio. Los sujetos
con “A” en el Id representan los pacientes con adenocarcinoma, los sujetos con “C” en
el Id representan los pacientes control sin patologias pulmonares cancerosas. BMI:
indice de masa corporal. FVC: Capacidad vital forzada en la espirometria. FEV1: Volumen
espiratorio forzado en el primer segundo en la espirometria. FEV1/FVC: Fraccién o

porcentaje de la FVC que es espirada en el primer segundo en la espirometria.

Id. sujetos | Edad Sexo BMI FVC (%) FEV1(%) | FEV1/FVC
A42 60 Hombre 30,8 121 84 81,84
Ad4 66 Hombre 28,1 99,2 101 66,27
A46 67 Hombre 27,4 108 171 83
A4T7 61 Mujer 23,3 75 98 79,7
A53 72 Hombre 24,53 99 109 72,69
A67 61 Mujer 18,9 118,8 86,4 67,86
ca5 55 Mujer 26 86 106 73,18
c49 68 Hombre 30,5 118 72 72
C56 74 Mujer - 167 75 58,37
C64 76 Mujer 25,43 95 107 -
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ANEXO Il

Figura A.2. Particulas visualizadas mediante NanoSight NS300. Imagen capturada a

partir del video generado por el software NanoSight NTA 3.4 Build 3.4.003.
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Figura A.3. Tamafio de las particulas (nm) y su concentracion correspondiente

(particulas/ml). Se representan 5 lineas por cada uno de los videos tomados por el

software NanoSight NTA 3.4 Build 3.4.003.
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Figura A.4. Tamaiio de las particulas y concentracién media de las cinco mediciones

tomadas por el software NanoSight NTA 3.4 Build 3.4.003.
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Figura A.5. Tamafio de las particulas y su intensidad correspondiente. Se representan 5
puntos distintos por cada uno de los videos tomados por el software NanoSight NTA 3.4

Build 3.4.003.
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Tabla A.3. Concentraciones de las vesiculas extracelulares en muestras de tejido
pulmonar en pacientes con y sin cancer de pulmdn. Calculadas a partir del software

NanoSight NTA 3.4 Build 3.4.003.

Concentracion de vesiculas extracelulares (102 VE/ml)

Pacientes con adenocarcinoma Pacientes control

5.11 4.67 5.49 7.98 5.59 10.3 3.13 1.07 451 2.08
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ANEXO IV

Tabla A.4. Concentraciones del RNA aislado por cada muestra (tejido pulmonar o
plasma) y paciente (cancer de pulmdén o control). Los sujetos con “A” en el Id
representan los pacientes con adenocarcinoma, los sujetos con “C” en el Id representan

los pacientes control sin patologias pulmonares cancerosas.

Id. Sujeto | Tipo de muestra | Concentracién (ng/ul) | Cantidad total (ng)
A42 Plasma 0.04 0.8
Ad4 Plasma 0.32 6.4
A46 Plasma 0.39 7.9
AA47 Plasma 0.25 5.1
A53 Plasma 0.26 5.1
AB7 Plasma 0.20 4.0
C45 Plasma 0.19 3.8
C49 Plasma 0.20 39
C56 Plasma 0.33 6.6
C64 Plasma 0.16 3.1
A42 Tejido pulmonar 1.88 37.7
AdA Tejido pulmonar 0.64 12.7
A46 Tejido pulmonar 1.30 26.0
AA7 Tejido pulmonar 0.27 5.4
A53 Tejido pulmonar 0.95 19.0
A67 Tejido pulmonar 0.46 9.2
C45 Tejido pulmonar 0.83 16.6
C49 Tejido pulmonar 0.39 7.9
C56 Tejido pulmonar 0.29 5.8
C64 Tejido pulmonar 0.33 6.6
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Summary of Reads Mapping to Annotation Types
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Figura A.6. Tipos de RNAs en muestras de tejido pulmonar en pacientes con cancer de

pulmén (Lung_cancer) y pacientes control (Lung_No_Cancer), obtenido a partir del
andlisis RNA-seq. A la derecha se muestra la leyenda de los distintos tipos de RNA y

secuencias no codificantes.
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Summary of Reads Mapping to Annotation Types
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Figura A.7. Tipos de RNAs en muestras de plasma en pacientes con cancer de pulmén
(Lung_cancer) y pacientes control (Lung_No_Cancer), obtenido a partir del analisis RNA-
seq. A la derecha se muestra la leyenda de los distintos tipos de RNA y secuencias no
codificantes.
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Sequencing Read Mapping Rate

<

(=]

0k

. Unmapped Reads
— [—

Reads

5L 05 Sz
speay s|qeddepy jo abejussiad

o

_+ejeondas usouen on Bun

_zZeeoidel 1eouen oN~Bun

_gejeoldal 1eouen oN~Bun

_¥erealdas usouey o BunT

| eyeoldas Jeoues Bun

_ zZeeoydar usouen Bun

_geeoydas 1souey  Bun

_ peeodes 1souen  Bun

_ gaeo|das usouen Bun

. gejeoidei isouen Bun

B

‘L0+eg'|

Reads
. Unmapped Reads
. Mapped Reads

Figura A.8. Lecturas realizadas de las muestras de RNA de tejido pulmonar de pacientes

Z0+e0' 90+80'G
speay s|qeddepy Jo Jaquiny

_Leeoydas usouen o Bund

_zgeeolder 1eouen oN~Bun

_geeoldal 1eouen oN~Bun

_veleoldai 1souen oN Bund

| ejealdel 1aoues BunT

_ geweoydsl 1souen Bunn

_eaeoydai Jsouey Bun

_ pepeoydss 1souey Bun

_ Geeoydal 1soue) Bun

. gejeoydes usouey Bun

'00+20°0

RNA-seq. Porcentajes de las lecturas de

écnica

diante la té

on me

7

de pulm

7

con y sin cancer

cada muestra (A) y cantidad de lecturas por cada muestra (B). Unmapped Reads: lecturas

fallidas. Mapped Reads: lecturas correctas.

55



A

Sequencing Read Mapping Rate

o

0k

. Unmapped Reads
. Mapped Reads

Reads

52 0g sz
speay s|qeddeyy jo abejusaiag

o

_Lejeoldai usoues  ON~ BWSEld

_zojeoldas usoues ON~ BWSE|ld

_gejeol|dal Jeoued ON EBlWSE|d

_Ppejealdes 1eoued oN elWsE|ld

_ |eeodai JeouR)  BWSE|d

_ c¢eleoldal Jeouen  euwseld

_ gejeoldai leouen elwse|d

_ veeoydaiTieoue)” elWSE|d

_ gejeoldas leouen elwse|d

_ gajeoldal Jsoue)” euwseld

(an]

Reads
. Unmapped Reads
. Mapped Reads

Figura A.9. Lecturas realizadas de las muestras de RNA de plasma de pacientes con y sin

‘10+a1 '90+8G
speay e|qeddeyy jo Jaquinp

_Leeoldas 1eoueo ON T BwWSEld

_geleoldas 1eoues ON BwWSEld

_cejeoldal 1soued ON~ ewse|d

_vejeoldal 1eoued oN~ ewse|d

_ Lejeodas Jeoue)  BWSEld

_ Zeeoldai leouey” ewseld

_ gejeoldasiIeouen ewse|d

_ pereoydaiTlaoue)” BWwsE|d

_ gejeoydasleouen ewse|d

_ gojeoldai"1souen” ewseld

bo+a0

RNA-seq. Porcentajes de las lecturas de cada

écnica

diante la té

on me

7

de pulm

7

cancer

muestra (A) y cantidad de lecturas por cada muestra (B). Unmapped Reads: lecturas

fallidas. Mapped Reads: lecturas correctas.

56



O =

A

e_location

Lung
Plasma

20 sampl
15 I

10

e e sample:_location

_l

|
al

Sample_Lung_Cancer_replicate6
7 Sample_Lung_Cancer_replicate1
Sample_Lung_Cancer_replicate4
Sample_Lung_Cancer_replicate
Sample_Lung_Cancer_replicate2
Sample_Lung_Cancer_replicate3
Sample_Plasma__Cancer_replicate6
Sample_Plasma__Cancer_replicate4
Sample_Plasma__Cancer_replicate3
Sample_Plasma__Cancer_replicate2
Sample_Plasma__Cancer_replicatet

Sample_Plasma__Cancer_replicate5

ﬁ

(a8}

ample_location

s

]

2

]

g ¢

228

mmm

sl
[=] wn
o —
| .

J___

10

Sample_Plasma__No_cancer_replicate2

Sample_Plasma__No_cancer_replicate1

Sample_Plasma__No_cancer_replicate3

Sample_Plasma__No_cancer_replicate4

Sample_Lung_No_Cancer_replicated

Sample_Lung_No_Cancer_replicate2

Sample_Lung_No_Cancer_replicate3

Sample_Lung_No_Cancer_replicate1

de

icos (hierarchical clustering) sobre la expresién

jerarqu

Figura A.10. Agrupamientos

los tipos de tRNAs en tejido pulmonar y en plasma en sujetos con cancer de pulmon (A)

y sujetos control (B).

57



T =,

P disease:status disease_status
9 normal
tRNA-GIn-CAG_copy57 cancer
8
tRNA-GIn-CAG_copy58
7
tRNA-GIn-CAG_copy59

tRNA-GIn-CAG_copy60 5

tRNA-GIn-CAG_copy61 I 4

tRNA-GIn-CAA_copy16

tRNA-Asp-GAY_copy14

tRNA-Asp-GAY_copy15

tRNA-Asp-GAY_copy20

gajeondal Jsoue) bunT sidwes
Zaleaydal Jaouen Buni o|dwes
geleoldal 1soue) BunT ejdwes
1areoydal Joouen” BunT ojdwes
yajeddal Jeoue) BunT odwes
gareoydal Jeoue) BunT ejdwes

zejeaydas seoue) oN Bunq sidwes
pojeaidal ssoue) oN Bunq gidwes
Loreaydal saouen oN BunT 9dweg
gareondas Jaoue) oN BunT sidwes

Figura A.11. Agrupamiento jerarquico (hierarchical clustering) sobre la expresién de tres
tipos de tRNAs y sus copias, obtenidos a partir del RNA exosomal de tejido pulmonar de

pacientes control y pacientes con cancer de pulmédn.
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Figura A.12. Agrupamientos
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Figura A.13. Agrupamiento jerdrquico (hierarchical clustering) sobre la expresidon de

doce tipos de lincRNAs y sus determinadas copias, obtenidos a partir del RNA exosomal

de plasma en pacientes control y pacientes con cancer de pulmon.
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