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-@2%.#)\8")"N%2,")"*,1")$#2)*"81(*#2)B)$#2).I$8$#2):$%#$"2)5#*):"*"1#'()8*#)%*,"1#..%4*)
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1. INTRODUCCION	
  

	
  

1.1	
  Comunicación	
  intercelular	
  en	
  el	
  sistema	
  nervioso.	
  

A#) .(=8*%.#.%4*) %*,"1."$8$#1) "2) 8*) "0"*,() -8*'#="*,#$) "*) $#) 1":8$#.%4*) '")

0#1%#'(2) <1(."2(2) ."$8$#1"2) ,#$"2) .(=() '%-"1"*.%#.%4*6) 2(?1"0%'#6) 1":"*"1#.%4*) B)

=8"1,"C) M2,#) .(=8*%.#.%4*) 1"28$,#) <#1,%.8$#1="*,") "2"*.%#$) "*) "$) 2%2,"=#) *"10%(2()

'#'#) $#) "2,1".5#) 1"$#.%4*)"*,1") $#2).I$8$#2) *"81(*#$"2C)M$) 2%2,"=#) *"10%(2() "2) "$)

"*.#1:#'() '")%*,":1#1)=^$,%<$"2)<1(."2(2 )#8,4*(=(2)B) .(*,1($#1)$#)1"2<8"2,#) \8")"$)

#*%=#$)"$#?(1#)#*,")'%0"12(2)"2,@=8$(2)'"$ )"$)="'%()"N,"1*(C)+(1)$(),#*,(6)$(2)<1(."2(2)

'") .(=8*%.#.%4*) %*,"1."$8$#1) 2(*) 8*#) .$#0") <#1#) "$) -8*.%(*#=%"*,() '"$) 2%2,"=#)

*"10%(2(),#$).(=()2")%$82,1#)"*))$#)7%:81#)DC)))

)

1.1.1 Comunicación	
  neurona-­‐neurona	
  

A#2) *"81(*#2) 2") .(=8*%.#*) "*,1") 2%) ="'%#*,") 8*%(*"2) %*,"1."$8$#1"2)

"2<".%#$%&#'#2)$$#=#'#2)2%*#<2%2C)M2,#2).(*'8."*)"$)%=<8$2()*"10%(2()'"2'")"$),"1=%*#$)

<1"2%*R<,%.()5#2,#)"$),"1=%*#$)<(2,2%*R<,%.(C)MN%2,"*)'(2),%<(2)'")2%*#<2%26)$#2)"$I.,1%.#2)

B)$#2)\8@=%.#26)$#2).8#$"2)'%-%"1"*)"*)28)"2,18.,81#)B)"*)$#)-(1=#)"*)\8"),1#*2=%,"*)"$)

%=<8$2()*"10%(2(C)

Sinapsis	
   eléctricas,) .(11"2<(*'"*) #) 8*%(*"2) '") .(=8*%.#.%4*) "*,1") $#2)

="=?1#*#2) <$#2=R,%.#2) '") $(2) ,"1=%*#$"2) <1"2%*R<,%.()B) <(2,2%*R<,%.(26) ="'%#*,")

8*%(*"2) '") 5"*'%'81#) _Gap	
   junctions`C) A#2) .8#$"2) <"1=%,"*) "$) -$8]() '%1".,() '") %(*"2)

'"2'") "$) .%,(<$#2=#) '"$) ,"1=%*#$) <1"2%*R,%.() 5#.%#) "$) .%,(<$#2=#) '"$) ,"1=%*#$)

<(2,2%*R<,%.(C)7%:81#)HYC)

Sinapsis	
  química,)2")$$"0#)#) .#?() "*) "$) "2<#.%()2%*#<,%.() "*,1")$(2) ,"1=%*#$"2)

<1"2%*R<,%.()B)<(2,2%*R<,%.(C)M$),"1=%*#$)<1"2%*R<,%.()<(2"")#?8*'#*,"2)=%,(.(*'1%#2)

B) 0"2@.8$#2) 2%*R<,%.#26) \8") 2(*) (1:#*"$(2) 1"0"2,%'(2) '") ="=?1#*#) \8") .(*,%"*"*)

*"81(,1#*2=%2(1"2C)
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Y$) $$":#1) "$) %=<8$2() *"10%(2() #$) ,"1=%*#$) <1"2%*R<,%.() (.811"*) "0"*,(2) ,#$"2)

.(=() $#) #<"1,81#) '") .#*#$"2) '") 3#[H) 2"*2%?$"2) #) 0($,#]") B) "$) #8="*,() '") $#)

.(*."*,1#.%4*) '"$)3#[H)%*,1#."$8$#1)\8")#.,%0#)$#)"N(.%,(2%2) '")$#2)0"2@.8$#2)2%*R<,%.#2)

\8")$%?"1#*)#$)*"81(,1#*2=%2(1)5#.%#)$#)5"*'%'81#)2%*R<,%.#C)

Y$) -82%(*#12") $#2) 0"2@.8$#2) 2%*R<,%.#2) .(*) $#) ="=?1#*#) ."$8$#16) 2") $%?"1#*) $(2)

*"81(,1#2=%2(1"2) #$) "2<#.%() 2%*#<,%.(6) .(*) "$) (?]",%0() '") #$.#*&#1) $(2) 1"."<,(1"2)

"2<".@-%.(2)$(.#$%&#'(2)"*)$#)="=?1#*#)<(2,2%*R<,%.#C)

)A#) 8*%4*) '"$) *"81(,1#2=%2(1).(*) 28) 1"."<,(1) %*'8.") "*) $#) ="=?1#*#)

<(2,2%*R,%.#) $#) #<"1,81#) '") $(2) .#*#$"2) <#1#) .#,%(*"2) #.,%0#'(2) <(1) $%:#*'(2)

'","1=%*#*'() .#=?%(2) "*)$#)<"1="#?%$%'#') '") $#)="=?1#*#) \8")<8"'"*a)%*'8.%1)$#)

'"<($#1%&#.%4*)'")$#)="=?1#*#)<(2,2%*R,%.#a)2%*R<2%2)"N5%,#,(1%#2b)()5%<"1<($#1%&#1)#)$#)

="=?1#*#)<(2,2%*R,%.#2a)2%*#<2%2)%*5%?%,(1%#2C)7%:81#)H9C)

A#)28=#,(1%#)'")$(2)%=<8$2(2)"N%,#,(1%(2)")%*5%?%,(1%(2)\8")$$":#*)<(1),('#2)$#2)

2%*#<2%2) \8") 2") 1"$#.%(*#*) .(*) #) .#'#) *"81(*#) _DQQQ) #) HQQCQQQ`) '","1=%*#) 2%) 2")

<1('8.")()* ()$#)'"2.#1:#)'"$)<(,"*.%#$)'")#..%4*)<(1)"$)#N4*)'")"2#)*"81(*#C)

)

)

)

)

)
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Figura	
  1.	
  Células	
  neuronales	
  y	
  sus	
  interacciones.	
  

; %-"1"*,"2) ,%<(2) '") .I$8$#2) :$%#$"26) ,#$"2) .(=() ( $%:('"*'1(.%,(26) #2,1(.%,(2) B)
=%.1(:$%#2)%*,"1#.,8#*).(*)*"81(*#2)B).(*)0#2(2)2#*:8%*"(2C)A(2)($%:('"*'(1.%,(2)2")
.#1#.,"1%&#*) <(1) <1('8.%1) $#) 0#%*#) '") =%"$%*#) #$1"'"'(1) '") $(2) #N(*"26) <"1=%,%"*'()
#8="*,#1) $#) 0"$(.%'#') '") $#) ,1#2=%2%4*) *"81(*#$C) +(1) (,1#) <#1,"6) $(2) #2,(.%,(2) 2")
"N,%"*'"*)"*)<1(."2(2) '") (?,"*.%4*) '") "*"1:%#)#)<#1,%1) '")$(2)0#2(2)2#*:^%*"(2)B)$#)
=('8$#.%4*) '")$#)2%*#<2%2)*"81(*#$)B)$#)=%.1(:$%#)=#*,%"*")"$)."1"?1()?#]()0%:%$#*.%#)
#*,")<1(."2(2)%*-"..%(2(2)")%*-$#=#,(1%(2C)_Y$$"*)#*')9#11"2)HQQJ`)

)

)
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Figura	
  2.	
  Comunicación	
  sinaptica	
  puede	
  ser	
  química	
  o	
  electrica.	
  

(A)	
  M*)$#)2%*#<2%2)\8@=%.#)8*)<(,"*.%#$)'")#..%4*)$$":#)#$),"1=%*#$)<1"2%*#<,%.()
'"2"*.#'"*#'() $#) "N(2%,(2%2) '") $#2) 0"2@.8$#2) .#1:#'#2) .(*) *"81(,1#*2=%2(1"2) _:1%2`C)
A(2).8#$"2)2(*)$%?"1'(2)$8":()#$)"2<#.%()2%*#<,%.()B)2")8*"*)#)282)1"."<,(1")"2<".%-%.(2)
"*)$#).I$8$#)<(2,2%*#<,%.#)'(*'")<8"'")#?1%1)()."11#1)$(2).#*"$2)%(*%.(26)'#),#$)=('()'")
#-".,#1)#)28).(*'8.,#*.%#)"*)$#)="=?1#*#C)M*)"2,")"]"=<$(6)$#)<#1,81#)'")$(2).#*#$"2)
%(*%.(2) '"<"*'%"*,") '") $%:#*'() _0"1'"`) '"2"*.#'"*#) 8*) %*-$8]() '") %(*"2) _.%1.8$(2)
*":1(2`)"*)$#).I$8$#)<(2,2%*#<,%.#C)(B))M*)$#)2%*#<2%2)"$".,1%.#)$#2)8*%(*"2)'")5"*'%'81#)
_gap	
   junction`) <"1=%,"*) 8*#) .(=8*%.#.%4*) '%1".,#) "*,1") "$) .%,(<$#=#) '") '(2) .I$8$#2)
#.(<$#'#2C) Y'"=R2) '") $(2) %(*"2) _.%1.8$(2) *":1(2`6) B) =",#?($%,(2) _#&8$`6) <"\8"c#2)
=($".8$#2)'")2":8*'()="*2#]"1()_*#1#*](`),#=?%I*)<8"'")'%-8*'%1)#),1#0I2)'")$(2):#<)
]8.,%(*C) K%"*,#2) \8") $#) 2%*#<2%2) \8@=%.#) "2) 8*%'%1"..%(*#$6) $#) 2%*#<2%2) "$".,1%.#)
828#$="*,")(.811")"*)#=?#2)'%1"..%(*"2C)_d(1=8&'%6)7%$%<<(0)",)#$C)HQQL`))))

)

)

)

)



! ) !

1.1.2 Comunicaión	
  bidireccional	
  entre	
  neuronales	
  y	
  células	
  gliales.	
  

A#) .(=8*%.#.%4*) ?%'%1"..%(*#$) "*,1") $#2) *"81(*#2) B) $#2) .I$8$#2) *() *"81(*#$"2)

$$#=#'#2) :$%#$"2)"2) "2"*.%#$) <#1#) "$) -8*.%(*#=%"*,() *(1=#$) '"$) 2%2,"=#) *"10%(2(6)

'"?%'() #) \8") <#1,%.%<#) "*) $#) .(*'8..%(*) #N(*#$6) $#) ,1#*2=%2%4*) 2%*R<,%.#6) B) "$)

<1(."2#=%"*,() '") $#) %*-(1=#.%4*C) A#) .(=8*%.#.%4*) "*,1") $#2) *"81(*#2) B) $#2) .I$8$#2)

:$%#$"2)2")1"#$%&#)="'%#*,") -$8]() '")%(*"26)*"81(,1#*2=%2(1"26)=($".8$#2) '")#'5"2%4*)

."$8$#16)B)=($".8$#2)'")2"c#$%&#.%4*)"2<".%#$%&#'#26)$%?"1#'#2)'"2'")$#)1":%(*)2%*#<,%.#)

B)*()2%*#<,%.#)'")$#)*"81(*#C)

M*).(*,1#2,").(*)"$)-$8]()"*)2"1%")'")$#)%*-(1=#.%4*)#)$()$#1:()'")$#2).#'"*#2)'")

* "81(*#26)$#2).I$8$#2):$%#$"2)2") .(=8*%.#*).(*) (,1#2).I$8$#2):$%#$"2)#),1#0I2) '") (*'#2))

'") .#$.%() %*,1"1."$8$#1"2) B) ="'%#*,") $#) '%-82%4*) '") ="* 2#]"1(2) \8@=%.(26) .(=()

*"81(,1#*2=%2(1"2C))A#)$%?"1#.%4*)'")*"81(,1#*2=%2(1"2)B)(,1#2)2"c#$"2)"N,1#."$8$#1"26)

<8"' ")=('8$#1)$#)"N.%,#?%$%'#')*"81(*#$)B)$#),1#*2=%2%4*)2%*R<,%.#)B),#$)0"&).((1'%*#1)

$#))#.,%0%'#')#),1#0I2)'")$#2)1"'"2)*"81(*#$"2C))

)

)
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Figura	
   3.	
   Comunicaión	
   cruzada	
   entre	
   células	
   neuronales	
   en	
   el	
   sistema	
   nerviso	
  
central.	
  

Y2,1(.%,(2)2%*#<,%.(2)_#=#1%$$(`)1":8$#*)$#),1#*2=%2%4*)2%*#<,%.#)"*)1"2<8",#)#)2"c#$"2)
=($".8$#1"26).(=()YP+)B):$8,#=#,(6)$%?"1#'(2)'"2'")$#)*"81(*#)<1"2%*#<,%.#)'81#*,")
$#),1#*2=%2%4*)2%#<,%.#C)Y2,1(.%,(2)2").(=8*%.#).(*)#2,(.%,(2)#']#."*,"2)="'%#*,"):#<)
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1.2 	
  Mecanismos	
  no	
  convencionales	
  de	
  comunicación	
  intercelular	
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1.2.1. Mecanismos	
  de	
  comunicación	
  por	
  contacto	
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1.2.1.1. Nanotubos	
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Figura	
  4.	
  Mecanismos	
  de	
  formación	
  de	
  nanotubos.	
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1.2.2. Mecanismos	
  de	
  comunicación	
  mediados	
  por	
  vectores	
  vesiculares.	
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1.2.2.1. Microvesículas	
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HQDQ`6)28)%*5%?%.%4*)<1('8.")$#)#.8=8$#.%4*)'")$(2).8"1<(2)=8$,%0"2%.8$#1"2)'"*,1()'")

$#).I$8$#)B)2")%*5%?")$#)$%?"1#.%4*)'")"N(2(=#2C)

MN%2,") .(*,1(0"12%#) 2(?1") "$) =".#*%2=() '") %*,"1*#$%&#.%4*) "*) $#) .I$8$#)

1"."<,(1#C) Y$:8*(2) #8,(1"26) '") -(1=#) %*'%1".,#) 5#*) =(2,1#'() \8") $#) %*,"1*#$%&#.%4*)

(.811%1@#)<(1)-82%4*)'")$#)="=?1#*#)"N(24=%.#).(*)$#)="=?1#*#)."$8$#1)B)0"1,%=%"*,()

'")28) .(*,"*%'()#$) .%,(<$#2=#)_+#1($%*%6)7"'"1%.%)",)#$C)HQQJ`C)e,1(2)<(2,8$#*) \8")$(2)

"N(2(=#2)2(*)%*,"1*#$%&#'(2)#) ,1#0I2) '")$#)0@#)"*'(.@,%.#6) \8") "2) '"<"*'%"*,") '")$#)

<($%="1%&#.%4*)'")$(2)=%.1(-%$#="*,(2)'")#.,%*#)_7"*:6)j5#()",)#$C)HQDQb)P%#*6)m#*:)",)

#$C)HQDQ`C))

M*)1"$#.%4*)#)$#)-8*.%4*) '")$(2)"N(2(=#26)2")5#) '"2.1%,() \8")$#) .(=8*%.#.%4*)

%*,"1."$8$#1)="'%#*,")"2,#2)0"2@.8$#2)"2,R)%*0($8.1#'#)"*)0#1%(2)<1(."2(2)-%2%($4:%.(2)B)

<#,($4:%.(2),#$"2).(=()1":8$#.%4*)'"$)2%2,"=#)%*=8*")_e2,1(g2h%6)3#1=()",)#$C)HQDQb)

U&#]*%h6)3&B2,(g2h#) ",) #$C)HQDQ`b) ,1#*2-"1"*.%#)5(1%&(*,#$) '")=#,"1%#$) :"*I,%.() .(=()
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=!>Y) B) =%.1(!>Y)_Z#$#'%6) Mh2,1(=) ",) #$C) HQQWb) Uh(:6) m81'%*:"1) ",) #$C) HQQX 6̀) B)

<1(<#:#.%4*)'"$)-"*(,%<().#*."1@:"*()#$),1#*2-"1%1)MT7!0VVV)#).I$8$#2)2#*#2)_Y$G>"'#g%6)

K""5#*)",)#$C)HQQX`C))

M*) "$) 2%2,"=#) *"10%(2() "N%2,"*) "2.#2(2) #*,"."'"*,"2) 2(?1") $#) .(=8*%.#.%4*)

%*,"1."$8$#1)="'%#'#)<(1)0".,(1"2)0"2%.8$#1"2C)U")5#)'"=(2,1#'()\8")$#),1#*2-"1"*.%#)

'") "N(2(=#2) '"1%0#'(2) '") #2,1(.%,(=#) "*) "$) "*'(,"$%() =%.1(0#2.8$#1) %*'8.")

#*:%(:I*"2%2)_Uh(:6) m81'%*:"1) ",) #$C) HQQX`C) Y'"=R2) '%-"1"*,"2) ,%<(2) ."$8$#1"2)

<1('8."*) r G2%*8.$"%*#) \8") "2) 2".1",#'#) "*) "N(2(=#2) B) <1('8.") '%2=%*8.%4*) "*) $#)

2(?1"0%'#) *"81(*#$6) #=<$%-%.#*'() B) <1(<#:#*'() $#2) <#,($(:@#2) 1"$#.%(*#'#2) .(*) $#)

"*-"1="'#')'")+#1h%*2(*) _M==#*(8%$%'(86)U,"-#*%2)",)#$C)HQDQC̀)P#=?%I*)2")'"=(2,14)

\8")$#2)*"81(*#2)2".1",#*)"N(2(=#2)\8").(*,%"*"*).%2,#,%*#)3)B)2")28:%"1")\8")"2,(2)

<('1@#) "2,#1) %*0($8.1#'#) "*) $#) <1(:1"2%4*) '") $#) "*-"1="'#') '") Y$&5"%="1)_T5%'(*%6)

+#,"1$%*%)",)#$C)HQQJ`C))

9#2#'(2) "*) $(2) #*,"."'"*,"2) #*,"2) '"2.1%,(26) "$) (?]",%0() '") "2,") ,1#?#]() -8")

'"2#11($$#1)8*#)5"11#=%"*,#)<#1#)"$)"2,8'%()'")$#).(=8*%.#.%4*)%*,"1."$8$#1)?#2#'#)"*)

$#) (?,"*.%4*) '") 0"2@.8$#2) -$8(1"2."*,"2)="'%#*,") $#) :"*"1#.%4*) '") 8*#) ,1#*2-"..%4*)

"2,#?$")'").I$8$#2)'")($%:('"*'1(:$%(=#)P3OHQ).(*)"$)<$R2=%'()P3OHQG3;OSGMT7+)B)$#)

'","1=%*#.%4*) '") 28) ,1#*2-"1"*.%#C) A(2) 1"28$,#'(2) '") "2,") ,1#?#]() <1","*'"*)

"2,#?$"."1) $(2) <1%="1(2) #*,"."'"*,"2) <#1#) <(2,"1%(1"2) "2,8'%(2) '") $#) .(=8*%.#.%4*)

?#2#'#)"*)$#),1#*2-"1"*.%#)'")"N(2(=#2)"*)"$)2%2,"=#)*"10%(2(C)

)
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Figura	
  5.	
  	
  	
  Modelo	
  de	
  secreción	
  de	
  microvesículas	
  y	
  exosomas.	
  

M$),1R-%.()%*,1#."$8$#16)B#)2"#)"*,1")$(2).(=<#1,%="*,(2)28?."$8$#1"2)()5#.%#)$#)
="=?1#*#) <$#2=R,%.#) 2") <1('8.") #) ,1#0I2) '") 0"2@.8$#2) \8") .(*,%"*") .(=<(*"*,"2)
%*,1#$8=%*#$"2C)U%*)"=?#1:(6),#=?%I*)"2)<(2%?$")$#)-(1=#.%4*)'")0"2@.8$#)'%1".,#="*,")
'")$#)="=?1#*#)<$#2=#,%.#)B)28)$%?"1#.%4*)#$)"N,1#."$8$#1C)+(1)(,1#)<#1,"6)$#2)0"2@.8$#2)
:"*"1#'#2)"*)$(2).(=<#,%="*,(2)%*,"1*(2)<8"'"*)-(1=#1)0"2@.8$#2)"*)28)%*,"1%(1)\8")
#$)2"1)2".1",#'#2)#$)="'%()"N,1#."$8$#1)<#2#*)#)$$#=#12")"N(2(=#2)_P5"1B6)e2,1(g2h%)",)
#$C)HQQJ`C)

)

	
  

	
  

	
  



! ") !

2. HIPOTESIS	
  

	
  

“Vesículas	
   obtenidos	
   de	
   células	
   de	
   oligodendroglioma	
   TC620	
   son	
   internalizados	
   en	
  

células	
  TC620”	
  

	
  

))

3. OBJETIVO	
  GENERAL	
  

	
  

e?,"*"1) 0"2@.8$#2) -$8(1"2."*,"2) '") .I$8$#2) '") $#) ,1#*2-"..%4*) "2,#?$") P3OHQG3;OSG

MT7+)B)'","1=%*#1)28)%*,"1*#$%&#.%4*)"*).I$8$#2)P3OHQC)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)
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4. OBJETIVOS	
  ESPECIFICOS	
  	
  

	
  

4.1 	
  Generar	
   una	
   transfección	
   estable	
   de	
   la	
   línea	
   celular	
   TC620	
   que	
   exprese	
   la	
  

proteína	
  	
  CD63-­‐EGFP.	
  

K"'%#*,") ,1#*2-"..%4*) '"$) <$R2=%'() 3;OSG<MT7+G>S) "*) .I$8$#2) P3OHQ) 2")

:"*"14)$#)$@*"#)."$8$#1)P3OHQG3;OSGMT7+6)$#).8#$)"N<1"2#)$#)<1(,"@*#)3;OSG

MT7+) '") -(1=#) "2,#?$"6) "2,() <"1=%,%4) $#) (?,"*.%4*) '") 0"2@.8$#2)

-$8(1"2."*,"2)_0"2@.8$#2)3;OSGMT7++`C)

) )

4.2 	
  Aislar	
   vesículas	
   fluorescentes	
   del	
   sobrenadante	
   de	
   la	
   línea	
   celular	
   TC620-­‐

CD63-­‐EGFP	
  mediante	
  centrifugaciones	
  y	
  confirmar	
  mediante	
  fluorometría.	
  

Y)<#1,%1)'"$)2(?1"*#'#*,")'")$#2).I$8$#2)'")$#),1#*2-"..%4*)"2,#?$")'")P3OHQG

3;OSGMT7+6) 2") 1"#$%&4) "$) #%2$#=%"*,() '") 0"2@.8$#2) ="'%#*,"))

."*,1%-8:#.%(*"2) '%-"1"*.%#$"2) #) 0"$(.%'#'"2) .1".%"*,"C) A8":() 2") 1"#$%&4) $#)

.8#*,%-%.#.%4*)="'%#*,")$#)="'%.%4*)'")-$8(1"2."*.%#)"*)"$)2(?1"*#'#*,"C)

)

4.3 	
  Determinar	
  la	
  internalización	
  de	
  vesículas	
  CD63-­‐EGFP+	
  en	
  células	
  TC620.	
  

U") 1"#$%&#1(*) %*.8?#.%(*"2) '") 0"2@.8$#2) 3;OSGMT7+[ ) .(*) .I$8$#2) P3OHQ6) #)

' %-"1"*,"2),%"=<(2)#)SWs3C)

)

)

)

)

)
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5. MATERILES	
  Y	
  METODOS	
  

	
  

) 5.1	
  	
  Cultivo	
  de	
  células	
  TC620.	
  

A#2) .I$8$#2) P3OHQ6) :"*,%$"&#) '"$) ;1C) K%:8"$) 91(*-=#*6) -8"1(*) 2"=?1#'#2) B)

=#*,"*%'#2) "*) ="'%() VK;K) .(=<$",(6) .(=<8"2,() '") Iscove's	
   Modified	
   Dulbecco's	
  

Medium) _VK;K`) 28<$"="*,#'() .(*) 28"1() -",#$) ?(0%*() _U79`) %*#.,%0#'() #$) DQt) =R2)

<"*%.%$%*#)DQQ/u=A)B)"2,1"<,(=%.%*#)DQQ)f:u=A)_YP9`)")%*.8?#'#2)#)SWs3)"*)Ft)3eHC)

e<.%(*#$="*,")2")8,%$%&4)="'%()VK;K).(*)28"1(6).(=<8"2,()'")="'%()VK;K).(*)U79)

2%*)YP9C)))

)

) 5.2	
  	
  Transfección	
  de	
  células	
  TC620	
  con	
  el	
  plásmido	
  CD63-­‐pEGFP-­‐N3.	
  

U")2"=?1#1(*)H)N)DQW).I$8$#2)P3OHQ)"*)8*#)<$#.#)+",1%)'")OQ)==).(*)O).8?1")

(?]",(2) '")DH)==)"*)28)%*,"1%(1)B)2")%*.8?#1(*) '81#*,")HL)5(1#2) .(*)="'%()VK;K)

.(=<$",(6)$8":()#)$#2).I$8$#2)2")$"2).#=?%4)"$)="'%()'").8$,%0()<(1)VK;K).(*)28"1()B)

2")%*.8?#1(*)<(1)'(2)5(1#2C)+#1#)$#),1#*2-"..%4*6)2")'%$8B"1(*)X)f:)'" );>Y)<$#2=%'%#$)

3;OSG<MT7+G>S6) :"*,%$"&#) '"$) ;1C) i8#*)7#$.4*G+I1"&6) "*)FQ)fA) '")="'%()VK;K)B)2")

="&.$#1(*) 28#0"="*,"C) Y'"=R2) 2") '%$8B"1(*) HQ) fA) '") A%<(-".,#=%*"PK) HQQQ)

_V*0%,1(:"*`)"*)FQ)fA)'")="'%()VK;K6)2")="&.$#1(*)28#0"="*,")B)2")%*.8?#1(*)<(1)F)

=%*8,(2) #) ,"=<"1#,81#) #=?%"*,"C) Y) .(*,%*8#.%4*) 2") ="&.$#1(*) 28#0"="*,") $#2)

'%$8.%(*"2) '") ;>Y) B) A%<(-".#,#=%*")B) 2") %*.8?#1(*) <(1) HQ) =%*8,(2) #) ,"=<"1#,81#)

#=?%"*,"C)A8":()2")#:1":#1(*)$(2)DQQ)fA)'")'%$8.%4*)#)$#)<$#.#)+",1%).(*).I$8$#2)P3OHQ)

B)2")%*.8?#1(*)'81#*,")LX)5(1#2C)Y$).#?()'")H)'@#26)2")1",%1#1(*)H).8?1")(?]",(2)'")$#)

<$#.#) .(*) .I$8$#26) 2") -%]#1(*) .(*) <#1#-(1=#$'"5%'() #$) Lt6) 2") =(*,#1(*) .(*)

Z".,#2.5%"$')_0"1,(1A#?2`).(*)d(".52,)DaSQQQ)_U%:=#`)B)2")(?2"10#1(*)<(1)=%.1(2.(<%#)

'")-$8(1"2."*.%#)<#1#)'","1=%*#1)"$)<(1."*,#]") '"),1#*2-"..%4*)8,%$%&#*'()"$)2(-,g#1")

ImageJC)

)
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) 5.3	
  	
  Transfección	
  estable	
  TC620-­‐CD63-­‐EGFP	
  

+#1#):"*"1#1)$#),1#*2-"..%4*)"2,#?$")P3OHQG3;OSGMT7+6)2")#:1":4)"$)#*,%?%4,%.()

T"*",%.%*#) _TDX`) _V*0%,1(:"*`) #$) ="'%() '") .8$,%0() VK;K) .(=<$",() '81#*,") '(2)

2"=#*#2C)V*%.%#$="*,")#)$#).(*."*,1#.%4*)'")H)=:u=A)B)$8":()#)QCF)=:u=AC)Y$).#?()'")

'(2) 2"=#*#2) 2") 1",%1#1(*) $(2) L) .8?1") (?]",(2) 1"2,#*,"26)2") -%]#1(*) .(*)

<#1#-(1=#$'"5%'()#$)Lt6)2")=(*,#1(*).(*)Z".,#2.5%"$').(*)d(".52,C)H).8?1")(?]",(2)

2") (?2"10#1(*) <(1) =%.1(2.(<%#) '") -$8(1"2."*.%#) <#1#) '","1=%*#1) "$) <(1."*,#]") '")

,1#*2-"..%4*) 8,%$%&#*'() "$) 2(-,g#1")ImageJ6)B) '(2) 2") (?2"10#1(*) <(1) =%.1(2.(<%#)

.(*-(.#$)<#1#)'","1=%*#1)"$)<#,14*)'")"N<1"2%4*)'")$#)<1(,"@*#);3OSGMT7+C)A#2).I$8$#2)

'")$#),1#*2-"..%4*)"2,#?$")-8"1(*)"N<#*'%'#26)8,%$%&#*'()="'%()VK;K).(=<$",().(*)TG

LDX6)<#1#)$(2)"*2#B(2)2%:8%"*,"2C)

)

5.4	
  	
  Purificación	
  de	
  vesículas	
  secretadas	
  por	
  células	
  de	
  la	
  transfección	
  estable	
  

TC620-­‐CD63-­‐EGFP.	
  

U")2"=?1#1(*)S)<(.%$$(2) '")8*#)<$#.#) '")HL)<(.%$$(2) .(*)LQCQQQ).I$8$#2) '")$#)

,1#*2-"..%4*) "2,#?$") B) S) <(.%$$(2) .(*) LQCQQQ) .I$8$#2) 2%*) ,1#*2-".,#16) 2") %*.8?#1(*)

'81#*,") HL) 5(1#2) "*) ="'%() VK;K) .(=<$",() .(*) T GLDXC) A8":() #) $#2) .I$8$#2) 2") $"2)

.#=?%()"$)="'%() '") .8$,%0()<(1)?8--"1)k1"?26)SQQ)vA)"*) .#'#)<(.%$$(6)B)2")%*.8?#1(*)

'81#*,") HL) 5(1#2C) Y) .(*,%*8#.%4*) 2") .($".,#1(*) HFQ) vA) '") 2(?1"*#'#*,") ."$8$#1) '")

.#'#)<(.%$$()B)2")<81%-%.#1(*)="'%#*,") "$)<1(,(.($() '") ."*,1%-8:#.%(*"2) '%-"1"*.%#$"2)

<#1#) $#) (?,"*.%4*) '") =%.1(0"2@.8$#2) B) "N(2(=#2)_Z#$#'%6) Mh2,1(=) ",) #$C) HQQW`C) ) M$)

2(?1"*#'#*,") ."$8$#1) -8") ."*,1%-8:#'() #) SQQ) :) <(1) DQ) =%*8,(26) "$) <"$$",) _+SQQ`) -8")

"$%=%*#'()B)"$)2(?1"*#'#*,")_USQQ`)-8")."*,1%-8:#'()#)SQQQ):)<(1)DQ)=%*8,(26)"$)<"$$",)

_+SQQQ`) -8") "$%=%*#'() B) "$) 2(?1"*#'#*,") _USQQQ`) -8") :8#1'#'() #) Ls3) <#1#) 28)

.8#*,%-%.#.%4*)="'%#*,")-$8(1(=",1@#C)

) )

)

) )
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5.5	
  	
  Fluorometría	
  del	
  S3000	
  de	
  las	
  células	
  de	
  la	
  transfección	
  estable.	
  

A(2) 2(?1"*#'#*,"2) USQQQ) '") $#2) .I$8$#2) '") $#) ,1#*2-"..%4*) "2,#?$") B) '") $#2)

.I$8$#2) 2%*) ,1#*2-".,#1) -8"1(*) .8#*,%-%.#'(2) <(1) ,1%<$%.#'() ="'%#*,") -$8(1(=",1@#)

82#*'() "$) "\8%<() A9) JLQ) K%,51#26) 9"1,5($') P".*($(:%"2C) Y'"=R26) 2") .8#*,%-%.4) <(1)

,1%<$%.#'()$#)-$8(1"2."*.%#)'"$)?8--"1)k1"?2)\8")-8")8,%$%&#'#).(=()?$#*.(C)

)

5.6	
  	
  Internalización	
  de	
  vesículas	
  fluorescentes	
  en	
  células	
  TC620.	
  

U")2"=?1#1(*)LQCQQQ).I$8$#2)P3OHQ)<(1)<(.%$$()"*)'(2)<$#.#2)'")HL)<(.%$$(2).(*)

.8?1") (?]",(2) '")DH)==) "*)28)%*,"1%(16)B)2")%*.8?#1(*)<(1)HL)5(1#2) .(*)FQQ) fA) '")

="'%()VK;K).(=<$",(C)Y$).#?()'")8*)'@#)'")%*.8?#.%4*)2")1",%1#1(*)HFQ)fA)'"$)="'%()

'").8$,%0()B)2")#:1":#1(*)HFQ)fA)'"$)USQQQ)'")$#),1#*2-"..%4*)"2,#?$"6)'")$#2).I$8$#2)2%*)

,1#*2-".,#16) B) ?8--"1) k1"?26) B) 2") %*.8?#1(*) #) '%-"1"*,"2) ,%"=<(2b) Q6) D6) S6) F6) DH) B) HL)

5(1#2) #) SWs36) <(1) ,1%<$%.#'(C) Y$) ,"1=%*() '") .#'#) ,%"=<() '") %*.8?#.%4*) $#2) .I$8$#2)

-8"1(*) $#0#'#2) '(2) 0"."2) .(*) +9U6) $8":() -8"1(*) -%]#'#2) <(1) DQ) =%*8,(2) .(*)

<#1#-(1=#$'"5@'()#$)Lt)#),"=<"1#,81#)#=?%"*,"6)$8":()-8"1(*)$#0#'#2)'(2)0"."2).(*)

+9U) B) =(*,#'#2) 82#*'() Z".,#25%"$') .(*) d(".52,C) 7%*#$="*,") $#2) .I$8$#2) -8"1(*)

(?2"10#'#2)#$)=%.1(2.(<%()'")-$8(1"2."*.%#)B)$#2)%=R:"*"2)-8"1(*)#*#$%&#'#2)8,%$%&#*'()

"$)2(-,g#1")ImageJC)

)

) 5.7	
  	
  Cuantificación	
  de	
  la	
  internalización	
  de	
  vesículas	
  fluorescentes.	
  

A(2)<(1."*,#]"2) '")%*,"1*#$%&#.%4*)#) .#'#) ,%"=<()2") '","1=%*#1(*)#*#$%&#*'()

$(2)<#1R=",1(2)'")-$8(1"2."*.%#)B)8,%$%&#*'()"$)2(-,g#1")ImageJC)+1%="1()2").(*,#1(*)

DQQ) .I$8$#2) .(*) $#) ,%*.%4*) *8.$"#1) d(".52,C) A8":() 2") #*#$%&#1(*) ,1"2) <#1R=",1(2) '")

-$8(1"2."*.%#) '") T7+a) _V`) "$)<1(="'%() '") <8*,(2) -$8(1"2."*,"2) <(1) .I$8$#6) _VV`) "$)

<1(="'%()'")%*,"*2%'#')'")-$8(1"2."*.%#)<(1).I$8$#6)B)_VVV`)"$)<1(="'%()'").I$8$#2).(*)

<8*,(2C)/,%$%&#*'()$#)2%:8%"*,")-(1=8$#a)

)
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%	
  internalizacióna)<1(="'%()'")<8*,(2)-$8(1"2."*,"2)<(1).I$8$#))N))<1(="'%()'")%*,"*2%'#')'")-$8(1"2."*.%#)<(1).I$8$#)))N)))DQQ)
)))))))))))))))))))))))))))))))))))))<1(="'%()'").I$8$#2).(*)<8*,(2 	
  

	
  

	
  

5.8	
  	
  Análisis	
  estadístico	
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6.1.	
  	
  Generación	
  de	
  la	
  transfección	
  estable	
  TC620-­‐CD63-­‐EGFP.	
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Figura	
  6.	
  Transfección	
  de	
  células	
  TC620	
  con	
  el	
  plásmido	
  CD63-­‐pEGFP-­‐N3.	
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Figura	
  7.	
  Transfección	
  estable	
  TC620-­‐CD63-­‐EGFP.	
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6.2.	
  	
  	
  Cuantificación	
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Figura	
  8.	
  Fluorescencia	
  de	
  vesículas	
  CD63-­‐EGFP+.))
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6.3.	
  	
  	
  	
  Vesículas	
  CD63-­‐EGFP+	
  son	
  internalizados	
  por	
  células	
  TC620.	
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Figura	
   9.	
   Curva	
   temporal	
   de	
   la	
   internalización	
   de	
   vesículas	
   CD63-­‐EGFP+	
   en	
   células	
  
TC620.))
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