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1. INTRODUCCION

1.1 Comunicacion intercelular en el sistema nervioso.
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1.1.1 Comunicacion neurona-neurona
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Figura 1. Células neuronales y sus interacciones.
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Figura 2. Comunicacion sinaptica puede ser quimica o electrica.
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1.1.2 Comunicaion bidireccional entre neuronales y células gliales.
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Figura 3. Comunicaion cruzada entre células neuronales en el sistema nerviso
central.
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1.2 Mecanismos no convencionales de comunicacion intercelular
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1.2.1. Mecanismos de comunicacidn por contacto célula-célula
1.2.1.1. Nanotubos

M*)$(2)$,%=(2) #CR2EH#) "2.1%, (J'2,18., 8 1#2)*(,828$#1"2)\8") 2" 1%: %6 J*
")*(0()™*,1").1  $BSH2)HY%=HS"26)12,#2) 2(*) Yo PRSI BH2=("2=#,#2)0"" #$"26)B)
2").1")\8") <#1,%.96<#+) $¥) , 1#+2-"F1%6#) ™) (L:#'$(26) .(=<(*"*,"2) ") ="=21#*#)
<$#2=R %.#) B) =($1.8#2) .%,(<$H#2=RARHPEY, 87(2) -8"1(* ) #1#.,"1%E&H (2<(1)
<1%="1#) 0"&) .8$,%00(2) "} .I$8$#2) ™) $#) $@*"#) ."$8%#1) #8DKE6) U#--1%.5) ",) #$C)
HQQUYIS#=",1()")"2,#2)"2,18.,81#2) 0#1%#)"*, 1") RIDB) *=) B) 28) $05.8') #$ #+&H)
$(2) SQQ) ) #$:8%(2) .#2(2C) U") 5#) "2.1%,(6) \8") $#) 0%'#) ="%#) ") $(2) <8"*,"2)
*4%(,878$#1"2) "2) O#1%##C) +(1) "]"=<$(6) "*)I$8%}t2) 6) 28) 0%'#) ="%#) O#) "2")
#$:8%(2) 2":8%( 2 5#2,#) *() =R2) ") OQ) =%*8,(2V(g%*2h%6) i($$B) ", 1IEBC) HY%*)
"=74#1:(6) ") .1$8$#2) +3DBI) 5#) 1"<(1,#(2)\8") <8""*)'81#1) 0#1%#2) 5(1#B2,(=6)
U#--1%.5)" }#$C)I§QQL"

+(1)(, 1) <#1,"6) $#2) 8*%(*"2) %o*,"1."$8SH#1"2) =" %o#*, ") *#*|<BIIZ) "+ " 1#1)

$H) (5 %*8%'H) "* 1") P ="=21##2) <$H2=R %6j2%:81#) N#H##6) #2@) H#=7%1*6) "2 #2)
<1(B"..%(*"2).%, (<$#2=R,%.#2) <8""*) <1('8.%1) 8*#) %6*0#: 06*#.%4*) "*) 8*H#) ") $#2) .|$8$#26)
#$).(=02")%$82,1#)"$) $#)-%:8LHBINSIT?, “%'# )<(1)=%.1(2.(8#)"), 1#*2=9%2%4%)

"$"., 14*% #L)



M$) <1(."2() ") -(1=#.%4%) ™) *#+(,82(2 ) *() "2) 8%) "0"*,() \8") 2") 1"2,1%*:")
2($H="") #) $H) <#1,%.%<#.%4%) ") '(2) IEDEFZ"S( ) 2") F1#Y) 1M2) )
(58%06.4#.9%4%) #3) .(=() 2") 5#*) (22"10#() "*) .8$,%0(2) ") #2,1(.%,(F386) P#*) ") #$C)
HQB)B)(,1(2)),%<(2)."$8$#1"2)"26)98h(1"25,$%"0)" ) #$CXHQQW

A(2)2%2,"=#2)").(=8*%.#.%4*)%*,"1."$BSHL Y 2P#*(,82(2 )<1(=8"0"*)$#)
#2-"1 %#) ™) '%0"12(2) #1:(28)8'%(2) 28:%"1") \8") "2 #1@#*) %=<892()
=(,(1"2) <1(,"%.(2) "'$) ,%<() =%(2%*#) ZEJ),1#) <#1,"6) (,1#2) %*0"2,%.:#. Y6 D)
M=(2,1#'()  SHILH2-"1 %H) ") D6, (.(F1%H2)#), 1#012) ") #+(,82(R") #1'%(. %, (2)"™)
L1 #2)*" (1 #2)#).1$8$12) " (,"$YoHERIH #2)1'8%$,#2) K(BH#*#:%6)91#+2)" JH$C) HD)QF"
Y2%=%2=(6)2")5#)"'=(2,1# () $#)=(0%$%&#.%4*) $#,"1#3$) B), 1#+2-"1"* %tt) ) "$"="* (2)") $#)
="=P1HH) <SH2=H% 1) #$"2)). (O <L(," @*H2)#* #$H2)H) $@<%' (2)#) SO SHL:()")*#*(,82(2)
-(1=#'(2)"*,1").1$8$#2) e*-"$,6)+8125(()",)#$SC)HQRF

Y)$#)-".5#6)$H)-(1=#.%4%) ") #*(,82(2) 2($()2")5#)""2.1%, ()"*).8$,%0(2)."$8$#1"2) B)
22, (*(.") 296) ) "2,") -"H(="*() 2") =#*06-96"2, #)in vivo.) U%*)"=2# 1[G (2) #*,". "+ "2)
%% #48" ) $(2) *#+(,82(2) <(L@#*) ,"*"1) S*KHL,%.%<H)UBHO") "*) $(2) <1(."2(2)
~06296($4:%. (RXE8*%.#.964%)%* "1."$8$#1C

)

)



Figura 4. Mecanismos de formacion de nanotubos.
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1.2.2. Mecanismos de comunicacién mediados por vectores vesiculares.
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1.2.2.1. Microvesiculas
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1.2.2.2. Exosomas

A(2)"N(2E#2)-8"1(*)"2.1%,(2) <(1) <1%="1#)0"&)"*) "2,8'%(2) ") =#'8 1#.%64*) ")
1",%.8$(.%, (2)#)"1%, 1(.%,()"™*) (D"H2)#+)i(5*2, (*") DIXS AY%:8%"*()"$)1"."<,(1)")
1#42-"11%4) %) "$) 1",%.8$(.%, (2) ""2.821"%)\8") "1#) $%2"1#() ") <"\8"c#2) 0"2@.8$#2) ")
FQ)*=)"1%0##2) ") $#) 18 #)"* (2(=H$)\8") "1#*) H<HE)- 8206 (*#12").(*) $#) ="=21#*#)

"$8$#1) B) 2" V) $H2)#$) " 2<#.%() "N, 1#."$8$#1) B))B (%6 ##2 ).(=( )p"N(2(=#29
_i(5%2,(*"6) Y'#=) ")) #$C) DIXQY A(2) "N(2(=#2.(11"2<(*"*) #) $#2) 0"2@.8%$#2)

0%, 1#$8=06*#$"2)") $(2).8"1<(2) =8%$,%0"2%.8$#1"2)_KZ92 6)B)<1"2"* #*)8%)'%R=",1()")LQ
#) DQQ) *=) U%=(*2) #*) 1#<(2() HQQD) A(2) "N(2(=#2) 2(*) $%?"1#'(2) #3$) "2<#.%()

"N, 1#."$8SH1) ="%6H*,") -82064%) ™) $(2) KZO2) .(¥) $#) ="=21#*#) <$H2=RB6#[*2) #*)
1#<(2()HQQJb) P5"1B6) e2,1(g2h%)",) #$C) BIER2, "*,") .(*) 28) (1966) $(2) "N(2(=#2)

(590" <1(,"@*#2) 1"$#.%6(*#'#2) #) $#) 0@#) "~ (.@,%.#) .(=() #?) TP+#2#26) #*"NY%*#26)
-$(,%$%*#26) Y$%N) B)PUTDQDD) %*,": 1%*#2) B),", 1#2<#*%*#2).(=()3;0S6) 3;J) B)3;XH6)B)
"2 R¥)"*106\8".96'(2)"*).($"2,"1($6)."1#=%'#2) B) "2-%*: (S @L%£RI2)#*) #<(2()HQQJb)
e2,1(g2h%6)3#1=()",J#$C)IPDQ’

'(2) <1(,"@*#2) #?SF)I286) K(1(5#25%) ",) #$C) HE)BQHWe2, 1(g2h%6) 3#1=()",) #$C)
HQD®)28)%*5%7?%.%4*)<1('8.")$#)#.8=8$#.%64%)")$(2).8"1<(2)=8%$,%0"2%.8$#1"2)"* 1()")
$#).138$#)B) 2")%*5%2")$#)$%2" 1#.%64%) " )'N(2(=#2C

MN%2,") .(*,1(0"12%#) 2(?1") "$) ="#*%2=() ") %*, "1HANEH) $#) .I$8$H)
1"."<,(1#C) Y$:8%(2) #8,(1"26) ") -(1=H) %*'%1". #) 5#*) =(2,1#() \8") $#) %*," 1*#$%&H#.%64%)
(.811%1@#)<(1)-82%4*)")$#)="=21#*#)"N(24=%.#).(*)$#) ="=21#*#)."$8$#1)B) 0"1,%=%"*, ()
") 28).(*,"*%'() #$5) .%, (<SH2=H)#1($%6*%66) 7""1%.%) ") S B X(2,854#)\8") $(2)
"N(2(=#2) 2(¥) %+, "1*#$%&H' (2) #) , 1#012) ") $#) 0@H) "' (.@,%.#6)\8") "2) "<"*'%"* ") ") $#)
<($%="1%8&#.%4%)")$(2)=%.1(-%S$H="* (2) "HTH&)5#()",) #$C) HQD QIE)R%H)" )
#$C)HQDQ

M*) 1"$#.964%) #) $#) -8%.964%) ") $(2) "N(2(=#26) 2") 5#) "2.1%, () \8") $#) .(=8*%.#.%4*)
06*,"1."$8$H#1)="06#* ")"2,#2)0"2@.8$#2)"2, R) %*0($8. 1##) ") 0#1%(2)<1(."2(2)-%2%($4:%.(
<#,($4:9%.(2) #$"2) .(=() 1":8$#.964%) "'$) 2%62,"=#) %*=82)1 (g2h%6) 3#1=()",) #$C) HODQb)
U&#]*%h6) 3&B2,(g2h#)",) #$®) HBEXYL"* %#) 5(1%&(* #$) ™) =#,"1%#$) :"*1,%.() .(=()

! " &



=I1>Y) B) =%.1(!>Y) _Z#$#'%6) Mh2,1(=) ",) #$C) HQQWb) Uh(:6) m81'%*:"16)) BEC) HQQ
<L(<H:A.%4%)"$)-"4(,%<().H#*." 1@ ()#$), 1#+2-"1%1)MT 7I0VVV)#) .| SSMER 245%4B)
K™5#%)" J#$C)HQ@Y

M*) "$) 2962,"=#) *"10%(2() "N%2,"*) "2.#2(2) #*,".""* "2) 2(?1") $#) .(=8*%.#.%4*)
0%, "1."$8SH#1) ="t #) J(L.,(1"2) 0"2%.8$#1"2C) U") 5¢#) "=(2, 1#'()\8") $#) , L#*2-"1"* %H#)
") "N(2(=#2) "1%0#(2) ™) #2,1(.%,(=#) "*) "$) "*'(,"$%() =%.1(0#2.8$#1) %*8.")
#9%(:1*"2%2) Uh(:6) m81'%+*:"1) ",) #$C) HQYQK'=R2) '%-"1"%"2) ,%<(2) ."$8$#1"2)
<81 @%*8.$"%*#)\8") "2) 2".1" #'#) "¥) "N(2(=#2) B) <1(8.") '%2=9%*8.9%64*) "*) $#)
2(?1"0%'#) *"81(*#$6) #=<$%-%.#*() B) <L(<H:#*() $#2) <H,($(:@#2) 1"$#.%(*##2) .(*) $#)
=) HH1hO0*2(F)  M==H4(8%$%(86)U,"-#+%2)" YBRC) R=2%61%)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 $&5"VEB% (*%6)
+#,"1$%*9%)", J#$CIHQQI

OH2#'(2) "¥) $(2) #*,"."" "2) #*,"2) "2.1%,(26) "$) (?]",%60() ") "2,") ,1#2#]() -8")
"O#11(SSHL) 8*H) 5" 1 1H=0"* #)<H1#)"$)"2,8'%() ") $H).(28*%.#.%4%)%* "1 "$SBSH L) PH2H #)"¥)
$H#) (2,"%.%4%) ") 0"2@.8$#2) -$8(L1"2." 2 2Yott* ") $#) "F"1#.9%4%) ") 8*#) | 1#+2-"..%4%)

"2 #2$)").1$85#2) ") ($%: (" 1(:$%(=#)P30OHQ).(*)"$) <$R2=%'() PEBIGBIT7+)B) $#)
" =0bHE.064%) ™) 28) | 1#*2-"1" OGHA(2) 1"28$.#(2) M) "2,") \1H?H]() <1",")

"2 H2$" "1) $(2) <1%="1(2) #**,"2) <#1#) <(2,"1%(1"2) "2,8'%(2) ") $#) .(=8*%.#.%64*)
PH2HH) ") $H), 1 2-"1"* 96#) ") "N (2(=#2)"*)"$) 2962, "=#)*"10¥6(2(C

)



Mlcrove5|cle O

Early
endosome
Exosomes

O
24 090 080@

Secretowo Multweswular O

vesicle b°d< K )

Carrier @ m

vesice——@ [e) Multivesicular O
Golgi endosome O
apparatus

Cytoplasm

Figura 5. Modelo de secrecidon de microvesiculas y exosomas.
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R D)) $(2) (S<H,%0=",(2) %%, " 1¥(2) <8™"*)-(1=#1) 0"2 @ .8$#2) "*) 28) %*,"1%(1)\8")
#$)2"1)2" 1" HH#2)HS)="%()"N, 1#."$8SH1) <#2#*)#) $$#=#12")"NEE425)e2,1(g2h%)",)
#$C)HQRI

)



2. HIPOTESIS

“Vesiculas 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) ") $#) ,1#+2-"..%4*) "3, R3DHR@;0SG
MT7+)B)","1=06*#1)28)%*,"1*#$%&H.%4*)"*).I$8%}t2)P30OHQC



4. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

4.1 Generar una transfeccidn estable de la linea celular TC620 que exprese la

proteina CD63-EGFP.

K"6d*,") , 1#52-". %4%) "'$) <$R2=%'() 3;GIMT7&S) "*) .I$8%2) P3OHQ) 2")

1 4)$H) S@*'H)."$8$#1) PECDEBIT7+6) $#) .84#$) "N<1"2#) $#) <1(,"@&) 3;0S
MT7+) ™) -(1=H) "2,#7$"6) "2,() <"1=9%,%4) $#) (?,"*.%4*) ") 0"2@.8$#2)
-$8(1"2."%,"2)_0"2@.8$#2)3DE7 ¥

) )

4.2 Aislar vesiculas fluorescentes del sobrenadante de la linea celular TC620-

CD63-EGFP mediante centrifugaciones y confirmar mediante fluorometria.

Y)<#1,%1)"$)2(21 HH*, ") ") $#2).1$854#2) "$H), 1#+2-"..%4*)"2 #2$")")B3OHQ
3;0SBIT7+6) 2") 1'#$%&4) "$) #%2$H=%"*() ") 0"2@.8$#2) ="%#*"))
% 106-81#.%(*"2) '%-"1"% %6#$"2) #) 0"8(2’ 1".%"*,"C) AB":() 2") 1"#$%&4) $#)

BH* %0-%.#.%4%)=""%%H* ") $H)=""%.%4*)")-$8(1"2."*.%6H)"*)"$)2(? 1" H#*,"C

4.3 Determinar la internalizacion de vesiculas CD63-EGFP* en células TC620.

U") 1"H#S%&H1(¥) %*.82#.%(*"2) ") 0"2@. ST O I*) .1$8$#2) P3OHQ6) #)
' 06-"1" "2),%"=<(2)#)SWs3C



5. MATERILES Y METODOS

) 5.1 Cultivo de células TC620.

A#2) 1$8$#2) P3OHQB) :"*,%$"&#) '$) :1C) K%:8"$) 91(*-=#*6) -8"1(*) 2"=?1##2) B)
=#* "0p'H#2) ") ="%() VK;K) .(=<$",(6) .(=<8"2,() ™)  Iscove's Modified Dulbecco's
Medium) VK;K) 28<$"="*#'() .(*) 28"1() -" #$) 2(0%*() _U79") %*#.,%0# () #$) DQt) =R2)
<"*0b.%$%*#) DQQ/U=A) B)"2,1"<,(=%.%*#) DQQ)f:u=A)_YP9")")%*.82##2)#) SIBJs3)"*) Ft) 3e
8<% (*H$="*,")2")8,%$%&4)="%()VK;K).(*)28"1(6).(=<8"2,()")="%() VK;K).(*)U79)
2%*)YPYC))

)

) 5.2 Transfeccion de células TC620 con el plasmido CD63-pEGFP-N3.

U")2"=21#1(*)H) N) B @B8$#2) P3OHQ) "*) 8*#) <$#.#) +",1%) ") OQ) ==).(*) 0) .8?1")
(2]",(2) ") DH) ==) "*) 28) %*,"1%(1) B) 2") %*.82#1(*) '81#*,") HL) 5(1#2) .(*) ="%() VK;K)
(=<$",(6)$8™:()#) $#2).1$8$#2) 2")$"2) .#=2%4)"$) =""%() ") BH YUK :K).(*) 28"1() B)
2")%*.82#1(*)<(1)'(2) 5(1#2C) +#1#) $#) , 1#*2-"..%4*6) 2") NHBB1 P Y) <$#2=%'V#$)
3;0SEMT7&S6) ", %$"&#) "'$) ;1C) i8#*) THSM*&6) "*) FAA) ") ="%() VK;K) B) 2")
="&.$#1(*) 28#0"="*"C) Y"=R2) 2") '%$8B"1(*) HQ))fA) A%<(-".#=%*"") HQQQ)
_V*0%,1(:") ") FB) ") =""%() VK;K6) 2")="&.$#1(*) 28#0"="* ") B) 2") %*.82#1(*)<(1)F
=%%8,(2) #) ,"=<"1#,81#) #=?%"*)'F) .(*%*8#.%4*) 2") ="&.$#1(*) 28#0"="*") $#2)
'%%$8.%(*"2) ") ;>Y) B) A%<(-".##=YB)R") %*.82#1(*) <(1) HQ) =%*8,(2) #) ,"=<"1#,81#)
#=7%"*,"C)A8":() 2")#:1":#1(*)$(2) DQQ)A) ") %$8.9%04*)#) $#) <$#.#)+",1%).(*).1$8$#2) PIOHC
B)2")%*.82#1)81#*,") LX) 5(1#2¥3) #2()")H) @#26)2") 1",%1#1(*)H).821") (?]",(2) ") $#)
<$H#H) .(*) I1$8$#26) 2") -%JHL(*) .(*) <#HL1#-(1=#$"5%'() #3$) Lt6) 2") =(*#1(*) .(*)

Z". #2.5%"$) 0"1,(1A#?2(*)d(".52,)DaSQQQ)_U%:=#")B)2")(?2"10#1(*)<(1)=%.1(2.(<%#)
")-$8(1"2."* . 9btt) <t1#)""1=%*#1)"$) <(L."* #]") ™), 1#*2-"..%4*) 8,%$%&H#*'()"$) 2(-,g#1")
ImageJQ

)



) 5.3 Transfeccion estable TC620-CD63-EGFP

L) LHL) $H), 1#42-". %4%) "2 #2$") PEOBISIM T7+6) 2")#:1":4)"$)#* %2%4,%. ()
T"*" %.9%*#) _TDX") _V*0%,1(:"*) #$) ="%() ™) .8$,2%0() VK;K) .(3<814*,") '(2)
2"=HH2C)V*00.96HS="* "V#)$#).(*."*, 1#.%4*)")H)=:u=A) B)$8":)#) QCF)=:u=AC) Y$).#2()")
(2) 2"=#H2) 2") 1"%I1#1(*) $(2) L) .871") (?]".(2) 1"2.#%"2B) -%JH#1(*) .(*)
<H1#-(1=H$"5%' () #$) Lt6) 2") =(* #1(*).(*) Z"., #2.5%"$")..(*)d(".52,C) H) .821") (?]",(2)

2") (22'10#1(*) <(1) =%.1(2.(<%H) ") -$8(1"2."*.%6H) <H#1#) " "1=%*#1) "$) <(L."*#]") ")
1#72-". %A4¥ 8,%$%8&#*() "$) 2(-,gHEiNges6)B) '(2) 2") (?2"10#1(*) <(1) =%.1(2.(<%H#)

MSH), 1H 2" ) "2, #2$")-8" 1 (%) "N<H#H*%'#26)8,%$%8#* ()="% () VK;K).(=<$",().(8T
LDXB)<#1#)$(2)"*2#B(2)2%:8%"*,"2C

)

5.4 Purificacion de vesiculas secretadas por células de la transfeccidn estable

TC620-CD63-EGFP.

U") 2"=21#1(*) S) <(.%$$(2) ") 8*#) <$#.#) ") HL) <(.%$$DCRQQ) .1$8$#2) ™) $#)
1#42-". %4%) "2, #7$") B) S) <(.%$$(2) .(*) LOCQQQ) .I$8$#2) 206%) , 1#+2-". #16) 2") %*.87#1
'81#*,") HL) 5(1#2) ") ="%() VK;K) .(=<$",() .() T GDXC) A8":() #) $#2) .1$8%$#2) 2") $"2)
H#=29%()"$) ="%() ") .8$,%60() <(1) ?8--"1) k1"226) SQQ) VA) "*) ##) <(.%ISHEBBF2(f)

'81#*,") HL) 5(1#2C) Y) .(*,%*8#.%64%) 2") .($". #1(*) HFQ) VA) ™) 2(21"*#'#*,") ."$8%#1) ™)

H#H) <(%$$() B) 2") <81%-9%.#1(*) ="%#*,") "$) <1(,(.($0) ™) ."*,1%-8:#.%(*"2) '%-"1"* %#$"2)
<H#H1#) $#) (2,"*.%4%) ") =%.1(0"2@.8$#2) B) "N(2(Z#$}'%6) Mh2,1(=) ",) #$SCIHRASY"

(21" HH,") "$8$H#1) -8") ."*, 1%-8:#'() #) SQQ) ) <(1) DGH*8,(26) "$) <"$$",) _+SQQ")-8")
"$%=06*#()B)"$)2(?1"##* ")_USQQ")-8")."* 1%-8:#'()#)SQQQ):)<(1)DQ)=%*8,(26)"$)<"$$",
_+SQQQ") -8") "$%=%*#() B) "$) 2(?1"##*,") _USQQQ") -8") :B#1'#() #) Ls3) <#1#) 28)
BH#* %-%.#.%4%)="%#* ")-$8(1(=",) @#C

) )
)
) )



5.5 Fluorometria del S3000 de las células de la transfeccion estable.

A(2) 2(21"##*,"2) USQQQ) ™) $#2) .I$8$#2) ™) $#) , 1#+2-"..%4*%) "2 #7$") B) ") $#2)
I$8SH2) 206%) | 1#42-" #1) -8"1(*) .8#*,%-%.#(2) <(1) ,1%<$%.#() ="%#*") -$8(1(=",1@#)
82#*() "$) "\8%<() A9) JLQ) K%,51#26) 9"1,5(3') P".%$CC) Y"=R26) 2") .8#* %-%.4) <(1)
1%<$%.# ()$H)-$8(1"2."*.%#)"$) 28--"1)k 1"?2)\8")-8")8, % $%6&H'#). (3 () 2$#*.(C

)

5.6 Internalizacion de vesiculas fluorescentes en células TC620.

U")2"=21#1(*)LQCQQQ).1$8$#2) PIOHQ)<(1)<(.%$$() ™)' (2)<$#.#2)")HL)<(.%$$(2).(°
821" (?]",(2) ") DH) ==) "*) 28) %*,"1%(16) B) 2") %*.82#1(*) <(1) HL) 5(1#2) .(*) FQQ) fA) ")
="9%()VK;K).(=<$",(C) Y$).#2()")8*)' @#) ") %*.82#.%4*)2") 1", %1#1(*)HFQ)FA) "$)=""%!()
").8$,%0()B)2")#:1":#1(*)HFQ)fA)"$)USQQQ)")$#), 1#*2-"..%4%) "2, #7$"6) ") $#2).1$8$#2) 2%’
1#52". #16) B) 28--"1) k1"?26) B) 2") %*.82#1(*) #) '%-"1"*,"2) ,%"=<(2b) Q6) D6) S6) F6) DH) B)
5(1#2) #) SWs36) <(1) ,1%<$%.#(C) Y$) ,"1=%*() ") .##) ,%"=<() ") %*.82#.%4*) $#2) .I$8%$#:
-8"1(*) $HO##2) '(2) 0"."2) .(*) +9U6) $8":() -8"1(*) -%J##2) <(1) DQ) =%*8,(2) .(*)
<#1#-(1=#$"5@' ) HBt)#) ,"=<"1#,81#)#=2%"*,"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(*)
(22"10##2)#3$)=%.1(2.(<%()")-$8(1"2."*.%#) B)$#2) %=R:"*"2)-8"1 (*)#* HEYoSUEH*' ()
"$)2(-,g#1")mage)Q

)

) 5.7 Cuantificacidn de la internalizacion de vesiculas fluorescentes.

A(2) <(1."* #]"2) ™) %o, "1*#SY6&H Yod*) #) H#H) %6"=<() 2") ", "1=06*#1(*) HHS%&H ()
$(2)<#1R=",1(2)")-$8(1"2."*.%%#) B) 8,%$%&#*'()"$) 2 (n@EIC) +1%="1() 2").(* #1(*)
DQQ).I$8$#2) .(*) $#) ,.%*. %4119 8" 52,C) A8":() 2") ##$%&H#1(*) ,1"2) <#1R=",1(2)"")
“$8(1"2."%.%#) ™) T7+a) _V KBE"%() ") <8*,(2) -$8(1"2."*,"2) <(1) .I$8%#6) _VV') "$)
<1(="%()") %*,"*2%'#) ") -$8(1"2."*.%#) <(1) .I1$8$#6) B)_VVV")"$)<1(="%()").I$8$#2).(*)
<8*,(2C)/,%$%&#* ()$#)2%:8%"* BPih=

)
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5.8 Analisis estadistico
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OC  RESULTADOS)

)

6.1. Generacion de la transfeccion estable TC620-CD63-EGFP.

V00, 96H$="* ") 2") 1"#$%&4) $#) , 1#*2-"..%4*)"'$) <SR 2BMBESP ) .I$8$#2)
P30HQ)8, %RUB&E(-". #=Y%*#C)M*)$#) T9¥g 2BYQ2"10#)"$)<#, 14*)") "N<1"2%4*)") $#)
<1(,"@*#) 3;0B1T7+6) "$) .8#%) 1"28%$,4) 2%=%$#1) #) $() "2.1%,() "*) $£BE96, G, 81#)
Z#* "$$26) 1('1%:SEIBH1"&) ") #BIQQK) +(1) (,1#) <#1,"6) "*) $#) 7% B1¥) (P2"10#) $#)
"0b.9"* Yott)"), 1#*2-"..%4*)\8")-8" < L(NYo=HH#="* ")")8*)XIC

Y) (¥, %*8#.%4%6) <#1#) $#) "<"1#.%4%) ") $H#) , 1#2-"..%4%) "2, #2$") 2") #:1":4) "$)
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Figura 6. Transfeccion de células TC620 con el plasmido CD63-pEGFP-N3.
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Figura 7. Transfeccion estable TC620-CD63-EGFP.
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6.2. Cuantificacidn de la fluorescencia de vesiculas secretadas por las células

da la transfeccion estable.

)+HELH).(11(2(1#1)\8")$#2)0"2@.8$#2) 2". 1" ##2)#$) 221" ##*, " <(1)$#2).1$8$#2) ™)
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582()'%6-"1"*.9%#)2%:*%-%.#,%60#)"*, 1") USQQQ>P)B)K1"?2)_t<p)REXBIBYS BLEIX

Y) .(*,%*8#.%4%6) 8,%$%&#*() USQQORPYBM)18*#) .810#) ,"=<(1#$) ™)
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Figura 8. Fluorescencia de vesiculas CD63-EGFP™.))
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6.3. Vesiculas CD63-EGFP" son internalizados por células TC620.

7Y% H$="* "6)2") 1"#$%&4)8*H#).810#),"=<(1#$)") %* "1 *#$%&H.%4%) ") 0"2@.8$#2) 3;0¢
MT746) " 19604##2) ™). I$8$#2) ") $#), 1#+2-"..%64*) "2, #7$"6)"*).I$8$#2) PSOHQC) U") 1"#$%&H#1
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Figura 9. Curva temporal de la internalizacién de vesiculas CD63-EGFP* en células
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