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La plaqueta

Las plaguetas, o trombocitos, son fragmentos citoplasmaticos de alrededor de
2-5 um de diametro, con forma discoidal y carentes de ndcleo (Gerrard & White, 1980;
White, 2007). Se originan en la médula 6sea a través de la fragmentacion de finas
extensiones citoplasmaticas similares a pseudépodos (proplaquetas) que despliegan los
megacariocitos, en un proceso conocido como trombopoyesis (Becker & De Bruyn, 1976).
Una vez formadas, las plaquetas tienen un tiempo de vida medio de 7-10 dias en el
torrente sanguineo hasta que son eliminadas por el sistema reticuloendotelial, también
conocido como sistema fagocitico mononuclear, principalmente en higado y bazo (Harker,
1977; Nayak et al., 2013). Como regla general, el promedio de plaquetas circulantes en
humanos es de 150-400 x 10%/L (Schmitt et al., 2001).

En el raton, las plaquetas tienen un tamafio menor (0,5 pm de diametro), al igual
que un tiempo menor de vida media en el torrente sanguineo (3-4 dias). En contraste,
tienen un mayor namero de plaquetas circulantes, encontrandose un valor promedio de
1000-1500 x 10%/L (Schmitt et al., 2001).

Estructura plaguetaria

Las plaquetas presentan en su citoplasma diferentes organulos secretorios que
contienen sustancias con actividad bioldgica (Figura 11). Entre ellos se encuentran los
granulos-a, los granulos densos y los lisosomas. Otros organulos que también pueden ser
encontrados en las plaguetas son las mitocondrias y los glicosomas, los cuales estan
principalmente involucrados en funciones del metabolismo energético (White, 2007).

Los granulos-a son los mas abundantes, ya que se encuentran entre 50 y 80 de
ellos por plaqueta (Frojmovic & Milton, 1982). Estos granulos contienen una amplia
variedad de péptidos y proteinas entre las que se incluyen alrededor de 300 moléculas
diferentes. Entre estas proteinas, se encuentran factores procoagulantes, reguladores de
la fibrindlisis, factores de crecimiento, quimiocinas, moduladores inmunitarios y moléculas
de adhesion (Maynard et al., 2007; Zufferey et al., 2014).

Los granulos densos son casi 10 veces menos abundantes que los granulos-a,
ademas de ser mas pequefios. Se encuentran en promedio de 1 a 1,4 granulos densos
por seccion de micrografia (White, 1969; Berger et al., 1996). Estos granulos estan
caracterizados por contener fundamentalmente diferentes metabolitos como serotonina,
histamina, ADP, ATP, pirofosfato, Ca*" y Mg?* (Fukami, 1992; McNicol & Israels, 1999).
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Los lisosomas son los menos abundantes de los granulos secretorios,
encontrdndose entre 0y 1 por plaqueta. Su contenido consiste basicamente en hidrolasas
acidas, catepsinas y proteinas de membrana lisosomal (Dangelmaier & Holmsen, 1980).

Otro aspecto importante de la estructura plaquetaria es el sistema canalicular
abierto (OCS — open canalicular system), el cual consiste en una serie de invaginaciones
sinuosas de la membrana externa que se internan en el citoplasma de manera
serpenteante (White, 2007). EI OCS incrementa significativamente el area total de
membrana externa de la plaqueta, proporcionando un medio para la captacion de
sustancias a partir del plasma, asi como para la secrecion de los productos almacenados
en los organulos secretorios durante la activacion plaquetaria (White & Escolar, 1991). El
OCS también tiene una participacion importante en la extension plaquetaria durante la
adhesion a una pared vascular dafiada. En este proceso, las plaquetas pueden aumentar
hasta un 420% el area de superficie expuesta, siendo el OCS, junto con los granulos
plaguetarios, las principales fuentes de suministro de membrana (Escolar et al., 1989;
Peters et al., 2012; Koseoglu et al., 2015).

A B

Open
Canalicular

a-Granule
_—

Dense

Lysosome
Granule

Mitochondria

Figura I1. Ultraestructura plaquetaria. Dibujo esquematico (A) y micrografia con magnificacion x25000 (B)
de la ultraestructura plaquetaria. Se representan los diferentes organulos secretorios, mitocondrias,
glicosomas y el sistema canalicular abierto. G: granulo-a, DB: granulo denso, M: mitocondria, GL: glicosoma,
OCS: sistema canalicular abierto. Tomado de Fitch-Tewfik and Flaumenhaft (2013) (A) y modificado de White
(2007) (B).



INTRODUCCION

Funcion plaquetaria

Las plaquetas tienen su funcion principal en la hemostasia donde son activadas
ante un dafo del endotelio vascular, generandose un tapén plaquetario que inicia la
detencion de la hemorragia. Las plaquetas también estéan involucradas en otros procesos
como reacciones inmunitarias, inflamacién, enfermedades neuroldgicas, enfermedades
cardiovasculares, angiogénesis y cancer (Broos et al., 2011; Leslie, 2010; Ware et al.,
2013). En las secciones siguientes, se profundiza en el papel que tienen las plaquetas en

la hemostasia, la angiogénesis, y en el desarrollo tumoral y la metastasis.

Hemostasia

En condiciones fisiolégicas, la plaqueta circula en sangre sin interaccionar con el
endotelio. Las células endoteliales producen moléculas como prostaciclina (PGl,) y éxido
nitrico que liberan localmente y previenen la activacion plaquetaria. Cuando se produce
un dafio que altera la integridad de la pared endotelial, las plaguetas quedan expuestas a
proteinas como el coldgeno y el factor de Von Willebrand (VWF). Estas moléculas
producen la captura de las plaquetas en la regién del dafio, promueven su activacion
inicial y estimulan la reorganizacién del citoesqueleto, lo que resulta en su extension sobre
la pared vascular expuesta, adhiriéndose mas estrechamente a ésta (Figura 12A) (Brass et
al., 2007). Del mismo modo, esta activacion inicial promueve la liberacion del contenido de
los granulos plaquetarios. Por otra parte, el dafio en la pared endotelial ocasiona la
exposicion del factor tisular, produciéndose la activacion de la trombina, que actua
también como un potente agonista plaquetario (Broos et al., 2011; Clemetson, 2012).

Entre las moléculas que son liberadas tras la activacion plaquetaria inicial, se
encuentran el ADP y el tromboxano A, (TXA,). Estas moléculas actian como agonistas
plaquetarios y producen la transduccion de sefiales a través de sus receptores
respectivos, estimulandose la agregacion de un mayor numero de plaquetas, a través de
un ciclo de retroalimentacion positivo, lo cual amplifica la sefial de activacion (Figura 12B).
La activacion de los receptores de los principales agonistas plaquetarios solubles (ADP,
TXA, y trombina) converge en eventos de sefializacion comunes que concluyen en la
activacion de la integrina allbB3 (glicoproteina GPIlIb/Illa). La activacion de esta integrina
genera un aumento de la afinidad por su ligando, el fibrindbgeno, el cual puede unirse al
mismo tiempo a dos receptores de este tipo, actuando como enlace entre diferentes
plaquetas, lo que constituye la base fundamental de la agregacion plaquetaria (Li et al.,
2011; Broos et al., 2011; Clemetson, 2012).
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A. Inicio de la activacioén plaquetaria.

Figura I12. Funcion plaquetaria en la hemostasia. (A) En condiciones fisiolégicas normales, el endotelio
produce PGIl, y NO, que inhiben la activacion plaquetaria. Ante un dafio en el endotelio, se exponen proteinas
como colageno y VWF que interaccionan con las plaquetas y son los principales responsables del inicio de su
activacion. (B) Tras la activacion inicial, las plaquetas liberan moléculas como ADP y TXA; que actian como
amplificadores de la sefial de activaciéon a través de un ciclo de retroalimentacién positivo. Estos agonistas
solubles, junto con la trombina, producen la activacién de la integrina allbB3, incrementandose su afinidad por
el fibrinégeno, el cual puede unirse al mismo tiempo a dos receptores de este tipo, actuando como enlace
entre diferentes plaquetas. (C) La activacién de la cascada de coagulacion por la trombina, produce una malla
de fibrina (lineas rojas) que interacciona con las plaquetas agregadas y contribuye a reforzar y establecer el
tapon hemostatico. VWF: factor de Von Willebrand. NO: 06xido nitrico. PGl,: prostaciclina. TXAj:
tromboxano A,. Modificado de Brass et al. (2007).

La activacion de la trombina durante la hemostasia también produce la activacion
en paralelo de la cascada de coagulacion, que finaliza con la transformacion del
fibrinégeno en fibrina. La fibrina se estructura en una malla que interacciona con las
plaguetas agregadas, y contribuye a reforzar y establecer el tapén hemostatico (Figura
I12C) (Brass et al., 2007).
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Angiogénesis

La angiogénesis es la generacién de nuevos capilares sanguineos a partir de
vasos preexistentes, y estd involucrada en procesos como organogénesis, reparacion
tisular o progresion tumoral (Lyden et al., 2001; Grunewald et al., 2006). Durante el inicio
del proceso de angiogénesis, un microambiente pro-angiogénico en la matriz extracelular
(ECM) de un capilar sanguineo, genera la seleccion de algunas células endoteliales (EC)
que llevaran a cabo el sprouting o brote. Estas células se conocen como células tip, y
dirigen el crecimiento del nuevo capilar (Figura I3A). Durante este paso, las células tip
inhiben la adquisicion de este fenotipo por parte de las EC adyacentes. La adquisicion del
fenotipo de célula tip involucra la pérdida de la polaridad apical-basal de la EC y la
adquisicion de una capacidad migratoria e invasiva. En este paso inicial de la
angiogénesis también se eliminan los contactos de células murales, como pericitos, y se
degrada la matriz extracelular (ECM) de la pared vascular en la regién donde se ha
seleccionado la célula tip. Posteriormente, gradientes de factores de crecimiento como
VEGF y bFGF, asi como otras moléculas quimiotacticas, promueven la migracién e
invasion de las células tip en la ECM a favor del gradiente de concentracion de los
diferentes factores pro-angiogénicos (Figura 13B). A medida que la célula tip migra a lo
largo de la ECM, las EC adyacentes proliferan y se genera progresivamente el cuerpo del
nuevo capilar, rodeandose de nueva ECM y promoviéndose el reclutamiento de pericitos a
la pared vascular formada (Figuras I3B y I3C). Por ultimo, durante la maduracion del
nuevo vaso sanguineo, se forma el lumen del capilar, se completa la deposicion de la
ECM a su alrededor, se estabilizan los contactos EC-EC, y se estabiliza la adhesion de
los pericitos a la pared vascular (Figuras I3C y 13D). La restauracion del flujo sanguineo
restituye el suministro de nutrientes y oxigeno al tejido adyacente, por lo que disminuyen
las sefiales pro-angiogénicas, mediadas principalmente por la hipoxia de las células del
tejido en cuestion (Adams & Alitalo, 2007; Clapp et al., 2009; Potente et al., 2011).

Otro proceso que media la generacion de nuevos capilares sanguineos es la
vasculogénesis. En este caso, la formacion del nuevo capilar involucra el reclutamiento de
células progenitoras endoteliales (EPC) de la médula 6sea, que son incorporadas a la
pared vascular en crecimiento. Ademas, también pueden contribuir al crecimiento del
nuevo vaso sanguineo, a través de la promocion del brote y la proliferacion de otras EC
adyacentes (Figura 14) (Urbich & Dimmeler, 2004; Adams & Alitalo, 2007).
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A. Seleccion de la célula tip B. Invasion y migracion de la célula tip

Maintenance | | Deposition
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Figura 13. Crecimiento de vasos sanguineos mediante angiogénesis. (A) Un microambiente pro-
angiogénico en la matriz extracelular (ECM) de un vaso sanguineo determina la adquisicion del fenotipo de
célula tip (verde) por parte de una célula endotelial (EC) (gris). En este paso inicial, también se eliminan los
contactos entre pericitos (amarillo) y la pared vascular, y se degrada la ECM que la delimita. (B) La célula tip
invade la ECM y migra a favor de un gradiente de concentracién de factores pro-angiogénicos. (C) Las EC
adyacentes a la célula tip proliferan y forman el cuerpo del nuevo capilar. (D) La formacion del lumen y la
perfusion del capilar formado, la deposicion de la ECM a su alrededor, la estabilizacion de contactos EC-EC y
la adhesion de pericitos a la pared vascular determinan la maduracion del nuevo vaso sanguineo. Modificado

de Adams & Alitalo (2007).
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Figura I4. Crecimiento de vasos sanguineos mediante vasculogénesis. Células progenitoras endoteliales
(EPC) (azul) son reclutadas desde la médula 6sea y se incorporan a la pared vascular del capilar en
formacion. Las EPC también contribuyen al crecimiento del vaso sanguineo mediante la promocion del brote y
la proliferacién de otras células endoteliales. Modificado de Adams & Alitalo (2007).
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La participacion de las plaquetas en la angiogénesis ha sido descrita en diferentes
modelos in vivo (Rhee et al., 2004; Kisucka et al., 2006; Feng et al., 2011). Las plaquetas
son reclutadas a zonas donde ha ocurrido un dafio vascular, y alli son activadas por
diferentes agonistas solubles y componentes de la matriz extracelular. Esto produce la
secrecion de numerosas proteinas de sus granulos-a entre las que se incluyen hasta 30
factores, tanto pro-angiogénicos como anti-angiogénicos. Otros productos de secrecion
incluyen factores de crecimiento y citoquinas que actian sobre diferentes células,
incluyendo células endoteliales, y regulan su actividad (Coppinger et al., 2004; 2007;
Piersma et al., 2009; Battinelli et al., 2011; Etulain et al., 2013).

Entre los factores pro-angiogénicos contenidos en los granulos-a se encuentran:
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), PDGF (Platelet Derived Growth Factor),
bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor), EGF (Epidermal Growth Factor), HGF
(Hepatocyte Growth Factor), IGF (Insuline-like Growth Factor), angiopoyetina, vy
metaloproteinasas de matriz (MMP-1, -2 y -9), entre otros (Nurden et al., 2008; Blair &
Flaumenhaft, 2009; Patzelt & Langer, 2012). Estos factores promueven la proliferacion,
migracién e invasion de las células endoteliales durante la angiogénesis (Adams & Alitalo,
2007; Clapp et al., 2009; Potente et al., 2011; Patzelt & Langer, 2012). Las plaquetas
también contienen CXCL12 (SDF-1-a) en sus granulos-a, el cual esta involucrado en el
reclutamiento de EPC desde la médula 6sea y su adhesion al endotelio vascular,
contribuyendo a la generacién de nuevos vasos sanguineos por vasculogénesis (Urbich &
Dimmeler, 2004; Massberg et al., 2006; Feng et al., 2011).

Los granulos-a plaquetarios también incluyen numerosos factores anti-
angiogénicos. Entre ellos se encuentra la trombospondina-1 (TSP-1), que representa
hasta el 20% del contenido de proteinas en los granulos y es un potente inhibidor de la
proliferacién de las células endoteliales, ademas de promover su apoptosis (Jiménez et
al., 2000; Lawler, 2002). Otros factores anti-angiogénicos encontrados en los granulos-a
incluyen al PF4 (Platelet factor 4), la angiostatina y la endostatina (Bikfalvi, 2004; Italiano
et al., 2008; Patzelt & Langer, 2012). También se encuentran diferentes inhibidores de
metaloproteinasas de matriz como TIMP-1 y -4, que regulan negativamente la migracion
de las células endoteliales en la ECM y por tanto tienen un efecto anti-angiogénico (Blair
& Flaumenhaft, 2009).

Existen evidencias que indican que los factores pro- y anti-angiogénicos se
encuentran segregados en subpoblaciones diferentes de granulos-a, y que su liberacion

puede ser especifica dependiendo del agonista, regulandose la angiogénesis en el sitio de



INTRODUCCION

activacion de las plaquetas (ltaliano et al., 2008; Battinelli et al., 2011; Chatterjee et al.,
2011). En estudios realizados por Italiano y col. (2008) en plaguetas humanas, se
encontr6 que el VEGF y la endostatina se encuentran almacenados en granulos-a
diferentes, ya que evidenciaron la ausencia de co-localizacion de las sefiales de
inmunofluorescencia correspondientes a cada factor (Figura I5A). Adicionalmente,
hallaron que estas diferencias en el empaquetamiento de ambos factores angiogénicos se
encuentran desde el origen de la plaqueta, ya que observaron su segregacion diferencial
en las extensiones citoplasméaticas de los megacariocitos que dan lugar a las plaquetas
(proplaquetas) (Figura 15B). Del mismo modo, hallaron que el bFGF y la TSP-1 se

encuentran almacenados de manera diferencial tanto en plaguetas como en proplaquetas.

A

VEGF/endo
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Figura I5. El VEGF y la endostatina se encuentran empaquetados de manera diferencial en plaquetas y
proplaguetas humanas. Imagenes de microscopia confocal de inmunofluorescencia de la distribucion
subcelular de VEGF (verde), endostatina (rojo) y su superposicion en plaquetas (A) y proplaquetas (B)
humanas. Tomado de Italiano et al. (2008).

Estudios previos también indican que los factores pro- y anti-angiogénicos podrian
ser liberados de manera diferencial tras la activacion plaquetaria. En este sentido, se ha
encontrado que la activacion por PAR1, ADP, e incluso células tumorales MCF-7,
promueven la liberacion de factores pro-angiogénicos como el VEGF. Ademas, el

secretoma generado exhibe un caracter pro-angiogénico in vitro. En contraste, la
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activacion por PAR4 y TXA, promueve la liberacion de factores anti-angiogénicos como la
endostatina, y los secretomas generados inhiben la angiogénesis in vitro (Figura 16)
(Italiano et al., 2008; Battinelli et al., 2011; Chatterjee et al., 2011). Sin embargo,
resultados de otros autores sugieren que, tanto el almacenamiento de las proteinas en los
granulos-a, como su liberacidn son procesos estocasticos, encontrandose que las
proteinas pro- y anti-angiogénicas muestran poca segregacion funcional en diferentes
subpoblaciones de granulos (Kamykowski et al., 2011; Jonnalagadda et al., 2012).

@
o
PAR1 ® o
o
ADP
Células MCF-7
PAR4
o
Py Promocion del
L crecimiento
[ ] ® vascular
Inhibicion del
crecimiento @ Factores anti-angiogénicos
vascular

@ Factores pro-angiogénicos

Figura 16. La activacion plaquetaria inducida por agonistas especificos determina el balance de
factores pro- y anti-angiogénicos en el secretoma a través de su liberacién diferencial. La activacion
plaquetaria por PAR4 y TXA, produce un secretoma con caracter general anti-angiogénico, mientras que la
activacion por PAR1, ADP y células tumorales MCF-7 induce la liberacidon de un secretoma que promueve la
angiogénesis.

Desarrollo tumoral y metastasis

La relacion entre plaquetas y cancer fue documentada por primera vez a mediados
del siglo XIX por Trousseau, quien observé un cuadro de coagulacién sanguinea excesiva
en pacientes, ocasionado por la presencia de un carcinoma (Khorana, 2003).
Actualmente, se conoce que pacientes con cancer presentan un estado de
hipercoagulacion sanguinea, anormalidades plaquetarias y un incremento del riesgo de
enfermedad tromboembdlica (Khorana & Connolly, 2009). Existen numerosos estudios
gue demuestran que la activacion plaquetaria se encuentra amplificada en diversos tipos

de cancer y que las plaquetas pueden detectarse en la vasculatura tumoral (Verheul et al.,
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2000; Sierko & Woijtukiewicz, 2004). De hecho, en la mayoria de malignidades, el grado
de trombocitosis en el paciente se encuentra inversamente correlacionado con su
supervivencia, lo que le convierte en un marcador de mal prondstico (Monreal et al., 1998;
Symbas et al., 2000; Ikeda et al., 2002). Ademas, se conoce que los tumores pueden
secretar citoquinas como IL-1, IL-6, GM-CSF y GCS-F, que estimulan la trombopoyesis y
contribuyen al desarrollo de la trombocitosis (Suzuki et al., 1992; Estrov et al., 1995; Kaser
et al., 2001).

La activacion plaguetaria por células tumorales puede ocurrir tanto a nivel local en
la vasculatura tumoral, como a nivel sistémico (Sierko & Wojtukiewicz, 2007). Entre los
mecanismos mediante los cuales las células tumorales pueden activar a las plaquetas se
encuentran la secrecion de agonistas plaquetarios y la interaccion directa a través de
contactos célula-célula (Bambace & Holmes, 2011; Gay & Felding-Habermann, 2011). En
este sentido, diferentes estudios demuestran la presencia de trombina in situ en distintos
tipos de tumores, incluyendo melanoma, cancer de ovario y carcinoma de células renales
(Wojtukiewicz et al., 1990a; 1990b; Zacharski et al., 1993). Por otra parte, se ha detectado
que pacientes con cancer presentan un incremento en la activacion de diferentes
componentes de la cascada de coagulacion como el factor VIl y el factor tisular (Kakkar et
al., 1995). El factor tisular expresado por numerosos tipos de células tumorales
interacciona con el factor VII, y juntos activan al factor X, que a su vez produce la
activacion de la trombina, lo que contribuye a la progresion tumoral (Nierodzik &
Karpatkin, 2006; Jain et al., 2010).

En otros estudios, se ha encontrado que el ADP también produce la activacion
plaquetaria por diferentes lineas de células tumorales como neuroblastoma, melanoma y
carcinoma de mama (Bastida et al., 1986; Boukerche et al., 1994; Alonso-Escolano et al.,
2004). Ademas, el TXA; liberado por la plaqueta al ser activada por diferentes lineas de
células tumorales, tiene igualmente un papel fundamental en la amplificacion de la
activacion y la agregacion plaquetaria en el contexto del desarrollo tumoral (Pacchiarini et
al., 1991).

Por ultimo, algunos receptores plaquetarios involucrados en adhesién celular como
la integrina allbB3 y la P-selectina, pueden interaccionar con células tumorales en la
circulacion sanguinea y contribuir a su metéstasis (Borsig et al., 2002; Trikha et al., 2002).
De hecho, el bloqueo de la integrina allbB3 con anticuerpos neutralizantes o la delecion
de P-selectina en plaquetas, disminuye el nUmero de metéstasis detectadas en pulmon,

en modelos experimentales de raton (Erpenbeck & Schén, 2010).

12



INTRODUCCION

La activacion de las plaquetas por parte de las células tumorales puede contribuir
a la promocion del desarrollo del tumor y a las metéstasis hematdgenas, a través de
diferentes mecanismos. En cuanto a las metéstasis, las plaquetas pueden favorecer la
migracion e invasion de la célula tumoral durante su intravasacion, la proteccion durante
su transito en la circulacion sanguinea, y su adhesion a la vasculatura de los tejidos diana
en los cuales se extravasa y establece (Figuras I7A e 17B) (Nierodzik & Karpatkin, 2006;
Bambace & Holmes, 2011; Gay & Felding-Habermann, 2011, Li, 2016). La participacion
de las plaquetas en este proceso se ha demostrado en diferentes modelos de ratdn, en
los cuales la deplecion de las plaquetas produce una inhibicibn de las metastasis,
mientras que su reconstitucion recupera la actividad metastasica (Gasic et al., 1968;
Karpatkin et al., 1988; Camerer et al., 2004; Erpenbeck & Schén, 2010).

| tumoral |

Trombo

Microambiente
tumoral

Figura I7. Participacion de las plaquetas en el desarrollo tumoral y la metéastasis. Las plaquetas pueden
ser activadas por células tumorales en el torrente sanguineo y formar una cobertura que las protege del
sistema inmunitario y del estrés fisico de la circulaciéon sanguinea (A). También contribuyen a la adhesion de
las células tumorales al endotelio vascular, y a su extravasacion y establecimiento de las metastasis en tejidos
distantes (B). En el sitio en que se encuentra establecido el tumor, las plaquetas pueden ser activadas y
liberar numerosos factores de crecimiento, moléculas pro-angiogénicas y moléculas pro-inflamatorias que
contribuyen a la generaciéon de un microambiente pro-tumorigénico y al desarrollo de la angiogénesis tumoral
(Cy D). Modificado de Bambace & Holmes (2011).

En relacion a los eventos de intravasacion y extravasacion de la célula tumoral, las
plaguetas activadas promueven su capacidad de migraciéon e invasion a través de la
secrecion de numerosas metaloproteinasas de matriz que colaboran en la degradacién de

la matriz extracelular (Rolli et al., 2003; Deryugina & Quigley, 2006). Ademas, se conoce
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que las plaguetas promueven la transicién epitelial-mesenquimal (EMT) de las células
tumorales, a través de la liberacion de TGF-B (Transforming Growth Factor-8), lo cual
incrementa su capacidad migratoria e invasiva (Labelle et al., 2011).

Por otra parte, la agregacion de las plaquetas alrededor de la célula tumoral
durante su transito en sangre, la protege del estrés fisico y del ataque de elementos del
sistema inmunitario como células NK (Natural killer T cell) (Kopp et al., 2009; Gay &
Felding-Habermann, 2011). Durante este evento, la integrina plaquetaria allbB3 y la
P-selectina tienen un papel fundamental en la interaccién entre plaquetas y células
tumorales (Karpatkin et al., 1988; Erpenbeck & Schon, 2010). Ademas, se conoce que la
capacidad de inducir la agregacién plaquetaria estd correlacionada con el potencial
metastasico de las células tumorales en diferentes modelos in vitro e in vivo (Karpatkin et
al., 1988; Nierodzik & Karpatkin, 2006; Gay & Felding-Habermann, 2011).

Por ultimo, también se conoce que las plaquetas facilitan la adhesion de las
células tumorales al endotelio de tejidos diana. Por una parte, estudios en modelos de
ratén indican que los agregados de plaquetas y células tumorales tienen la habilidad de
diseminarse y embolizar en la microvasculatura pulmonar (Malik, 1983). Por otra parte,
diferentes estudios demuestran la participacion de las selectinas plaguetarias en la
interaccion inicial de los agregados de plaquetas y células tumorales con el endotelio de
los tejidos diana. Este evento precede la adhesién firme de la célula tumoral, tras lo cual
ocurre su extravasacion de la circulacién sanguinea (Kim et al., 1998; 1999; McCarty et
al., 2000; Laubli & Borsig, 2010).

La activacion plaquetaria en el sitio del tumor, produce la liberacion de numerosos
factores de crecimiento, moléculas pro-angiogénicas y moléculas pro-inflamatorias que
contribuyen a la generacion de un microambiente pro-tumorigénico y al desarrollo de la
angiogénesis tumoral (Figuras I7C e 17D) (Hanahan & Weinberg, 2011; Weis & Cheresh,
2011; Li, 2016). En el caso de la inflamacion, las plaquetas activadas pueden liberar
moléculas como IL-8, IL-18, CCL5, CD40L e histamina que estimulan la expresion de
receptores de adhesion en la superficie de las células endoteliales, la liberacion de
quimiocinas, y el reclutamiento e infiltracion de leucocitos en el tejido durante la respuesta
inflamatoria (Davi & Patrono, 2007; von Hundelshausen & Weber, 2007). En la ultima
década se ha demostrado que la reaccion inflamatoria asociada a un tumor tiene como
resultado el incremento de la tumorigénesis y la promocién del desarrollo del cancer,
principalmente por efectos mediados por células del sistema inmunitario innato. Estas

células liberan diferentes moléculas en el microambiente tumoral incluyendo factores de
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crecimiento, de supervivencia y pro-angiogénicos; ademas de MMPs, y moléculas que
promueven la EMT de las células tumorales, lo cual contribuye a su proliferacion,
desarrollo y capacidad migratoria e invasiva (DeNardo et al., 2010; Grivennikov et al.,
2010; Hanahan & Weinberg, 2011). Adicionalmente, las células del sistema inmunitario
innato pueden liberar sustancias como especies reactivas de oxigeno que son altamente
mutagénicas y aceleran la evolucion del tumor hacia estados de mayor malignidad
(Grivennikov et al., 2010).

En relacion al papel de las plaquetas en la angiogénesis tumoral, se conoce que
tienen un efecto promotor de la generacibn de nuevos vasos sanguineos, lo que
contribuye al desarrollo de los tumores soélidos (Weis & Cheresh, 2011; Li, 2016). La
formacion de nuevos vasos sanguineos es un evento fundamental en el crecimiento de
los tumores y en la formacion de las metastasis, ya que se conoce que un tumor no puede
crecer mas de 0,5-1 mm de didmetro sin generar una nueva red vascular (Folkman,
2002). Los diferentes mecanismos mediante los cuales las células tumorales pueden
activar a las plaquetas, promueven su adhesién y acumulacién en la vasculatura tumoral,
produciéndose agregados plaquetarios y micro-trombos en los capilares del tumor
(Verheul et al.,, 2000; Sabrkhany et al., 2011). Ademas, tal como se ha explicado
previamente, las plaquetas contienen diversos factores pro- y anti-angiogénicos que
liberan de manera diferencial al ser activadas por las células tumorales, y que pueden
promover la angiogénesis en este contexto mediante los mismos mecanismos que actian
en un entorno fisiolégico (Battinelli et al., 2011; Kuznetsov et al., 2012; Li, 2016). En este
sentido, tanto la promocion de la liberacién de factores pro-angiogénicos (VEGF, bFGF,
PDGF y MMPs), como la regulacion negativa de la liberacion de factores anti-
angiogénicos (TSP-1, PF4, endostatina, angiostatina) pueden contribuir a la estimulacién
de la angiogénesis tumoral (Sabrkhany et al., 2011; Weis & Cheresh, 2011; Li, 2016). Por
ejemplo, se conoce que la carencia de TSP-1 en plaquetas acelera el crecimiento y la
vascularizacion de tumores heterotopicos implantados en ratones (Feng et al., 2011). Por
altimo, las plaquetas también pueden contribuir a la formaciébn de nuevos vasos
sanguineos en el tumor mediante vasculogénesis, al estimular el reclutamiento de EPCs
de la médula ésea, en una funcién que depende de la liberacion del contenido de sus

granulos-a (Feng et al., 2011; Kuznetsov et al., 2012).
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Mecanismos de liberacion de granulos-a

Durante la activacion plaquetaria, las diferentes moléculas contenidas en los
granulos-a son liberadas al medio extracelular, donde desencadenan diferentes funciones
de acuerdo al contexto fisiologico en el cual se produzca la activacién. Los granulos-a
liberan su contenido mediante la fusion a membranas conectadas con la superficie de la
plaqueta, como el OCS o la membrana extracelular (Flaumenhaft, 2003). La maquinaria
molecular principal responsable de esta fusion est& constituida por las proteinas SNARE
(soluble NSF attachment protein receptors). Las SNAREs son proteinas asociadas a
membranas, y se encuentran orientadas hacia el citosol. Las SNAREs asociadas a los
granulos se denominan v-SNARESs (vesicular SNARES), mientras que aguellas asociadas
a las membranas diana (OCS y la membrana extracelular) se conocen como t-SNAREsS
(target SNARES). La asociacion de las v-SNAREs con las t-SNAREs produce la energia
requerida para la fusion de las membranas y la liberacién del contenido de los granulos al
medio extracelular (Figura 18) (Studhof & Rothman, 2009).

S~ V-SNARE
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Figura 18. Mecanismo de fusion de los granulos-a plaquetarios a la membrana del OCS y a la
membrana extracelular. Los granulos-a plaquetarios contienen en su superficie proteinas v-SNARE (azul)
gue se asocian a proteinas t-SNARE encontradas en las membranas diana (rojo), tras la activacion
plaquetaria. La asociacion entre proteinas SNARE produce la fusion de las membranas y la posterior
liberacion del contenido de los granulos al medio extracelular. Modificado de Blair & Flaumenhaft (2009).

Entre las v-SNARE conocidas en plaquetas se encuentran VAMP2, 3, 7 y §;
mientras que entre las t-SNARE se incluyen sintaxina-2, -4, -7y -11, y SNAP-23, -25y -29
(Blair & Flaumenhaft, 2009). Estudios en ratones indican que VAMP8 es la VSNARE
dominante involucrada en la exocitosis de los granulos-a, mientras que VAMP3 y VAMP2
tienen un papel compensatorio (Schraw et al., 2003; Ren et al., 2007). En cuanto a las

sintaxinas, se ha demostrado que ratones carentes de sintaxina-2, -4, 0 ambas, tienen
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una secrecion plaquetaria esencialmente normal (Ye et al., 2012). Por otra parte, en
plaquetas humanas se ha encontrado que la falta de sintaxina-11 produce un defecto
importante en la exocitosis de los granulos plaquetarios (Ye et al., 2012). En relacién a las
proteinas SNAP, no existen evidencias de que SNAP-25 o SNAP-29 participen en la
liberacion de los granulos-a plaquetarios, mientras que el papel de SNAP-23 en esta
funcion ha sido plenamente establecido (Flaumenhaft et al., 1999; Lemons et al., 2000;
Lai & Flaumenhaft, 2003).

En la regulacion de la actividad de las SNAREs participan proteinas de la familia
Secl/Munc. Estas proteinas actian como cepos moleculares, uniéndose a las SNAREs e
inhibiendo su funcion (Koseoglu & Flaumenhaft, 2013; Fitch-Tewfik & Flaumenhaft, 2013) .
En plaguetas se ha detectado Muncl8a, b y c, y Munc13-4 (Blair & Flaumenhaft, 2009).
En el caso de Muncl8c, se encontrd que esta directamente involucrada en la regulacion
de la liberacién de los granulos-a, ya que el uso de un anticuerpo que bloquea su unién
con la sintaxina-4 aumenta la exocitosis de este tipo de granulos plaquetarios (Houng et
al., 2003). Por otra parte, pacientes con deficiencia de Muncl8b, la cual se une a la
sintaxina-11, presentan niveles disminuidos de esta sintaxina en las plaquetas y un
defecto significativo en la exocitosis de los granulos plaquetarios (Al Hawas et al., 2012).
En el caso de Muncl3-4, se ha encontrado que estd involucrada en la regulacion de la
liberacion de los granulos densos (Shirakawa et al., 2004). Ademas de las proteinas
Secl/Munc mencionadas, se ha detectado CDCrel-1, la cual es una proteina que también
se une a sintaxinas, y su deficiencia produce la amplificacion de la secrecion en plaquetas
de ratdn tras la activacion con colageno (Dent et al., 2002).

Las proteinas de la familia Rab, pertenecientes a la superfamilia de GTPasas
pequefias Ras, también participan en la regulacion de la actividad de las proteinas
SNARE (Fitch-Tewfik & Flaumenhaft, 2013; Koseoglu & Flaumenhaft, 2013; Bhuin & Roy,
2014). La expresion de las proteinas Rab es ubicua, y se conoce que mediante la
activacion de sus efectores, participan en los procesos de formacion de vesiculas,
transporte de las vesiculas a través de elementos del citoesqueleto, y su reclutamiento y
fusion a las membranas diana (Bhuin & Roy, 2014). En células nucleadas se ha
demostrado que las proteinas Rab pueden interaccionar, a través de sus efectores, con
moléculas como Muncl8c (Zerial & McBride, 2001). En plaquetas, se conoce que la
activacion por trombina genera la fosforilacion de las proteinas Rab3b, 6 y 8; siendo la
fosforilacion de Rab6 un mecanismo dependiente de PKC (Karniguian et al., 1993;

Fitzgerald & Reed, 1999). Por otra parte, se ha encontrado que Rab4 esta involucrada en
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la liberacién de granulos-a dependiente de Ca®* (Shirakawa et al., 2000). También hay
evidencias que apuntan a que RabGDI, un inhibidor general de GTPasas Rab, inhibe la
liberacion de granulos-a, pero no de granulos densos (Shirakawa et al., 2000).
Adicionalmente, diferentes estudios demuestran que la actividad de Rab27a/b es
importante en la formacién de los granulos plaquetarios, la produccion de proplaquetas
por los megacariocitos, y la interaccion entre proteinas SNARE durante la fusion de los
grdnulos a la membrana extracelular (Blair & Flaumenhaft, 2009; Fitch-Tewfik &
Flaumenhaft, 2013).

Papel de VAMP7 en la liberacion de granulos-a

Las proteinas VAMP pueden ser clasificadas segun su longitud en VAMPs cortas o
“brevinas” y VAMPs largas o “longinas”, dependiendo del dominio encontrado en su regién
N-terminal. En este sentido, las brevinas (VAMP2, 3y 8, en plaguetas) poseen una region
corta y variable de 10-20 aminoacidos mientras que las longinas (VAMP7 en plaquetas)
contienen un dominio conservado de 120-140 aminoacidos (dominio longina) (Figura 19)
(Rossi et al., 2004).

N-terminal SNARE ™

Figura 19. Esquema de la estructura de las proteinas VAMP plaquetarias. En el extremo N-terminal
VAMP?2, 3y 8 contienen una region corta variable (naranja), mientras que VAMP7 contiene un dominio longina
conservado de 120-140 amino&cidos. En el extremo C-terminal, todas las proteinas VAMP poseen un dominio
SNARE conservado (verde) mediante el cual interaccionan con las t-SNARE, y un dominio transmembrana
(TM - rojo) que funciona como anclaje a la membrana de los granulos o vesiculas.

VAMP7, también conocida como TI-VAMP (tetanus neurotoxin-insensitive vessicle
associated protein), es una proteina de 25 kD que es relativamente abundante en
plaguetas humanas y de raton, y es la Unica VAMP plaquetaria que posee un dominio
longina similar a profilina (profilin-like) en su extremo N-terminal (Rossi et al., 2004;
Graham et al., 2009). VAMP7 se encuentra involucrada en los eventos de fusion
requeridos durante el remodelado de las membranas en diferentes tipos celulares.
Numerosos estudios demuestran su participacion en funciones como el crecimiento de
neuritas (Martinez-Arca et al., 2000; 2001; Alberts et al., 2006), el remodelado de
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membranas asociado a la actividad fagocitica de los macréfagos (Braun et al., 2004), la
secrecion de lisosomas durante la migracion celular (Bretscher, 1996), el transporte de
vesiculas hacia la membrana apical en células epiteliales (Pocard et al., 2007), y la
liberacion de vesiculas autofagicas al espacio extracelular (Fader et al., 2012).

Las funciones de las proteinas VAMP en plaquetas han sido recientemente
estudiadas por diferentes grupos y se conoce que tienen un papel fundamental en la
secrecidn de los granulos plagquetarios tras la activacion (Schraw et al., 2003; Ren et al.,
2007; Koseoglu et al., 2015). En secciones anteriores, se ha expuesto la existencia de
distintas subpoblaciones de granulos-a que almacenan de forma diferencial factores pro- y
anti-angiogénicos, que son liberados de manera especifica dependiendo del agonista
plaquetario (Italiano et al., 2008; Battinelli et al., 2011; Chatterjee et al., 2011). Estudios
recientes sugieren que las proteinas VAMP plaquetarias participan en los diferentes
mecanismos moleculares involucrados en este fenémeno. En este sentido, se ha
encontrado en plaquetas humanas que los granulos-a que almacenan factores pro-
angiogénicos expresan en su superficie moléculas de VAMP7 como v-SNARE principal,
mientras que los granulos-a que contienen factores anti-angiogénicos poseen VAMPS8 en
su superficie (Peters et al., 2012). Ademas, los granulos-a VAMP7+ se mueven a la
periferia de las plaquetas durante la extension sobre sustrato, sugiriendo un posible rol en
esta funcion plaquetaria (Peters et al., 2012). Del mismo modo, se ha demostrado que la
deleciébn de VAMP7 afecta negativamente diferentes funciones plaquetarias como la
agregacion, la secrecion de granulos-a y granulos densos, o la extension sobre sustrato
(Koseoglu et al.,, 2015). En cuanto a VAMPS8, se conoce que es fundamental en la
liberacion de los granulos-a, granulos densos y lisosomas, tras la activacion plaquetaria,
ya gue su delecion ocasiona un defecto significativo en estas funciones (Ren et al., 2007).
En el caso de VAMP2 y VAMP3, estas parecen tener un papel redundante y secundario a
la funcién de VAMPS8, y no son esenciales en la funcion secretoria de los granulos

plaguetarios (Schraw et al., 2003; Ren et al., 2007).

La regulacion especifica de la actividad de VAMP7 puede ocurrir mediante una
interaccion autoinhibitoria que involucra al dominio longina. Por ejemplo, se conoce que la
sobreexpresion de este dominio produce la inhibicion del crecimiento de neuritas, axones
y dendritas en células neuroendocrinas PC12 y en neuronas del hipocampo. En contraste,
la sobreexpresion de un mutante de VAMP7 con una delecion del dominio longina,

produce una estimulacion significativa en el desarrollo de las neuritas y en la formacion de
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los complejos SNARE (Martinez-Arca et al., 2000; 2001). Por otra parte, se conoce que
VAMP7 interacciona con una pequefia region de 67 aminoacidos, denominada dominio 1D
(interacting domain) de la proteina VARP (Vps9 domain and ankyrin-repeat-containing
protein), la cual es un activador GEF (Guanine nucleotide exchange factor) de Rab21
(Burgo et al., 2009; Schéfer et al., 2012; Koseoglu et al., 2015). Existen evidencias que
sugieren que VARP actlia como regulador positivo de VAMP7 mediante mecanismos que
dependen tanto de su actividad GEF de Rab21 como de su interaccion directa, ya que el
silenciamiento de VARP produce un defecto en el crecimiento de neuritas en neuronas del
hipocampo (Burgo et al., 2009). En otro estudio, se evalud estructuralmente la interaccion
entre VAMP7 y VARP, hallandose que tanto VARP como el dominio longina de VAMP7
atrapan a su dominio SNARE en una conformacion inactiva, por lo que la interaccién
directa de VARP constituiria una regulacion negativa (Schafer et al., 2012). En plaquetas,
también se ha demostrado una interaccion entre VAMP7, VARP y Arp2/3, dependiente de
la activacién plaquetaria. En este sentido, la activacion promoveria la liberacién de
VAMP7 y Arp2/3 de VARP. Posteriormente, VAMP?7 interaccionaria con las t-SNARE en la
membrana extracelular y Arp2/3 actuaria en la reorganizacion del citoesqueleto de actina
durante la secrecion de los granulos y la extensiébn de la plaqueta sobre sustrato
(Koseoglu et al., 2015).

C3G

C3G (Crk-SH3-domain-binding guanine nucleotide-releasing factor) es un
activador GEF de las proteinas Rapl1/2, R-Ras y TC21 de la familia Ras, y de la proteina
TC10 de la familia Rho (Gotoh et al., 1995; 1997; Ohba et al., 2000; Chiang et al., 2001).
Las proteinas Ras y Rho pertenecen a la superfamilia de GTPasas pequefias Ras, las
cuales son moléculas que operan como interruptores en rutas de sefializacion, al alternar
entre un estado inactivo (unidas a GDP) y un estado activo (unidas a GTP) (Figura 110). El
intercambio de GDP por GTP est& determinado por la accion de GEFs, mientras que la
hidrolisis del GTP a GDP, por parte de las GTPasas, requiere de la accion de proteinas
activadoras de la actividad GTPasa (GAP — GTPase-activating proteins) (Bos et al., 2007).
Mediante la activacion de GEFs determinados, por diferentes estimulos extracelulares, las
GTPasas acoplan la sefial de activacion de receptores de membrana con diversas
respuestas celulares, a través de la estimulacion de rutas de sefializacion especificas
(Takai et al., 2001; Raaijmakers & Bos, 2009). De este modo, las GTPasas pequefias

estan involucradas en el control de procesos celulares como expresion génica,
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reorganizacion del citoesqueleto y trafico vesicular; regulando respuestas biolégicas como

proliferacién, supervivencia, diferenciacion, motilidad, apoptosis, entre otros (Takai et al.,

EC Da

Figura 110. Ciclo de activacién de las proteinas GTPasas pequefias. Las GTPasas operan como
interruptores moleculares en rutas de sefializacion, alternando entre un estado activo unidas a GTP y un
estado inactivo unidas a GDP. El intercambio de GDP por GTP en la GTPasa (activacion) esta catalizado por
GEFs. El incremento de la actividad GTPasa de estas proteinas, que genera la hidrélisis de GTP y produce
GDP (inactivacién), esta catalizado por GAPs. GEF: factor intercambiador de nucleétidos de guanina. GAP:
proteina activadora de la actividad GTPasa.

GTPasa

l

Efectores

Estructura y funciéon de C3G

La proteina C3G, también conocida como RapGEF1, tiene un tamafio de
~140 kDa y muestra una expresion ubicua (Tanaka et al., 1994). Su estructura presenta
varios dominios modulares bien diferenciados entre si, tanto estructural como
funcionalmente (Figura 111). En la regidon N-terminal, se encuentra un segmento que
interacciona con E-cadherina (residuos 144-230) durante la formacion de las uniones
adherentes (Hogan et al., 2004). En la regioén central, se encuentra un dominio SH3-b
(SH3-binding) que contiene cinco motivos ricos en prolinas (Pro-x-x-Pro) caracteristicos
de sitios de unién a dominios SH3. Los cuatro motivos ricos en prolina mas proximos a la
region C-terminal interaccionan con el dominio SH3 de Crk, mientras que el motivo mas
proximo a la region N-terminal interacciona con el dominio SH3 de p130Cas (Knudsen et
al., 1994; Kirsch et al., 1998). Ademas, se conoce que la region central de C3G
interacciona con otras proteinas efectoras que presentan dominios SH3 en su estructura
como Grb2, Hck, c-Abl y Ber-Abl (Tanaka et al., 1994; Shivakrupa et al., 2003; Gutiérrez-
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Berzal et al., 2006; Radha et al., 2007; Maia et al., 2013). Por ultimo, la regién C-terminal
de C3G contiene al dominio REM (Ras Exchange Motif) y al dominio catalitico CDC25-H
(de homologia con CDC25) que son los responsables de la actividad GEF de la molécula
(Boriack-Sjodin et al., 1998; Quilliam et al., 2002).

N-terminal SH3-b REM CDC25-H
PiP P P P
Interaccion Interaccién Dominio con actividad
con E-cadherina con dominios SH3 RapGEF

Figura I11. Esquema de la estructura de C3G. La proteina C3G contiene diferentes dominios estructurales
con funciones especificas. El extremo N-terminal contiene un dominio de interaccién con E-cadherina. El
dominio central se denomina SH3-b (SH3-binding) y contiene regiones ricas en poli-prolinas (P). Este dominio
puede interaccionar con dominios SH3 contenidos en proteinas adaptadoras como Crk o p130Cas, entre
otras. El extremo C-terminal contiene al dominio REM y al dominio catalitico CDC25-H, responsables de la
actividad GEF de C3G.

La inactivacién en ratén del gen RAPGEF1 que codifica C3G es letal embrionaria,
debido a la ausencia de actividad de Rapl. Esto sugiere que su funcién no puede ser
compensada por otros RapGEFs en estadios tempranos del desarrollo (Ohba et al.,
2001). C3G participa a través de la activacion de Rapl en procesos de adhesion y
migracion mediados por integrinas (de Jong et al., 1998; Arai et al., 1999; Oh et al., 2004).
En este sentido, se conoce que su sobreexpresion estimula la extension de células HelLa
y de neuritas en células PC12 (Tsukamoto et al.,, 1999; Schoénherr et al., 2010).
Adicionalmente, numerosos estudios indican la participacion de C3G en otras funciones
celulares como proliferacion, diferenciacién, apoptosis y mantenimiento de los contactos
célula-célula, ademas de tener importantes papeles en procesos fisioldgicos como el
metabolismo de la glucosa en adipocitos y masculo esquelético, la regulacién del tamafio
de la corteza cerebral, la regulacion de las funciones de los linfocitos B 'y T, y la
maduracion de vasos sanguineos (revisado en Radha et al., 2011; Dayma & Radha,
2016).

La sefializacion mediada por C3G en diferentes tipos celulares puede ser activada
por diversos estimulos extracelulares que incluyen la activacion de receptores de células
T (TCR) (Reedquist et al., 1996), HGF (Sakkab et al., 2000), GH (Growth Hormone) (Ling
et al., 2003), PDGF (Yokote et al.,, 1998), EGF (Okada & Pessin, 1997), NGF (Nerve
Growth Factor) (York et al., 1998), interferon-y (IFN-y) (Alsayed et al., 2000),
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eritropoyetina e IL-3 (Arai et al., 2001; Ling et al., 2003), y sefiales de adhesion a través
de integrinas (Buensuceso & O’'Toole, 2000).

La activacién de C3G puede ser regulada mediante su fosforilacion en el residuo
Tyr504 por quinasas de la familia Src (c-Src y Hck), por c-Abl (Radha et al., 2004;
Shivakrupa et al., 2003; Mitra & Radha, 2010) y por la oncoproteina Bcr-Abl (Gutiérrez-
Berzal et al., 2006). Esta fosforilacién es necesaria para la activacion dependiente de Crk
(Ichiba et al., 1999). Adicionalmente, C3G puede ser fosforilada en otros residuos de
tirosina, pero su contribucién a la regulacién no ha sido estudiada (Mitra & Radha, 2010).
Recientemente, se ha descrito que C3G también puede ser fosforilada en residuos de
serina por Cdk5/p35 y que esta modificacion esta relacionada con la activacion de Rapl
(Utreras et al., 2013).

La actividad de C3G también puede estar regulada por la autoinhibicién de la
molécula. En este sentido, se conoce que la delecion de los aminoacidos 1-579, que
incluye la region N-terminal y parte de la regién SH3-b, resulta en una actividad catalitica
constitutiva, lo que sugiere que esta regidén constituye un elemento regulador negativo en
cis (Ichiba et al., 1999). Ademas, el efecto inhibitorio de la region N-terminal de C3G sobre
su actividad catalitica podria estar ligado a interacciones intramoleculares entre esta
region y el dominio REM, que darian lugar a la conformacién autoinhibida de la molécula
(G6émez, 2014).

Ruta de C3G-Rap1 en plaquetas

Rapl es una GTPasa pequefia de la familia Ras que se expresa ubicuamente
(Bos, 1998). La subfamilia Rap esta compuesta por las proteinas Rapla, Raplb, Rap2a,
Rap2b y Rap2c (Bokoch, 1993; Takai et al., 2001; Paganini et al., 2006). Raplb se
expresa abundantemente en megacariocitos maduros y plaquetas, constituyendo
aproximadamente el 0.1% del total de las proteinas plaquetarias, lo que permite inferir su
relevancia en este tipo celular (Torti & Lapetina, 1994). Las plaquetas contienen Rap2b en
una abundancia cerca de diez veces menor que Raplb, mientras que Rapla y Rap2a
también han sido detectadas, pero en niveles muy bajos (Torti & Lapetina, 1994; Klinz et
al., 1992). Rap2c no se encuentra presente en las plaquetas (Paganini et al., 2006).

En plaquetas, el intercambio de GDP por GTP en Raplb esta catalizado por varias
proteinas GEF, de las cuales la mas relevante a nivel funcional es CaIDAG-GEFI (Eto et
al., 2002; Crittenden et al., 2004; Cifuni et al., 2008; Stefanini et al., 2009).

Adicionalmente, diferentes estudios han demostrado la participacion de otros GEFs en la
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activacion de Rapl, incluyendo CalDAG-GEFIIl y PDZ-GEF1 en humanos, y C3G en ratén
(Schultess et al., 2005; Gutiérrez-Herrero et al., 2012; Benz et al., 2016).

Raplb participa en la respuesta desencadenada por la mayoria de los agonistas
solubles plaquetarios como ADP, epinefrina y trombina, tras la activacion de sus
correspondientes receptores acoplados a proteinas G (GPCR) (Figura 112)
(Chrzanowska-Wodnicka et al., 2005; Li et al., 2010).

Activacion de la
XA, integrina allbf3

ADP Trombina

Y N Y N

P2Y12 P2Y1 PAR1 PAR4

Sintesis de TXA, Secrecion de granulos

Figura 112. Rutas de activacion de Rapl en plaquetas. El tratamiento de las plaquetas con diferentes
agonistas como ADP, trombina o TXA,, puede producir la activacion de Rapl (verde) mediante rutas
dependientes de ca® y de la activacion de CalDAG-GEFI (azul). Paralelamente, Rapl también puede ser
activado a través de rutas independiente de Ca?®', mediadas por PKC y C3G (naranja), o por PI3K (rojo). La
activacion de Rapl desencadena diferentes funciones plaquetarias como la sintesis de TXA; y la secrecion de
los granulos (rojo), o la activacion de la integrina allbB3 (morado).
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La mayoria de los agonistas plaquetarios producen la activacion de Raplb a
través de rutas que involucran a CalDAG-GEFI, que es dependiente tanto del incremento
en el Ca®" intracelular, como de la produccion de diacilglicerol (DAG), generados por la
activacion de la fosfolipasa C (PLC) (Shattii & Newman, 2004; Li et al., 2010). No
obstante, Raplb también puede ser activada por trombina a través de mecanismos
independientes de Ca®* que implican la activaciéon de las rutas de PKC-C3G y PI3K
(Crittenden et al., 2004; Cifuni et al., 2008; Stefanini et al., 2009; Gutiérrez-Herrero et al.,
2012; Benz et al., 2016).

La activacion de Raplb desencadena diferentes funciones en la plaqueta. Por una
parte, estimula la sintesis y liberacion de TXA, (Stefanini et al., 2009), lo cual promueve la
amplificacién de la sefal de activacion plaquetaria. Por otra parte, promueve la secrecion
de los granulos plaquetarios (Stefanini et al., 2009; 2012), lo cual amplifica la activaciéon
de las plaquetas en un proceso mediado por ADP, ademas de producir la liberacion
concomitante de cientos de moléculas con funciones muy diferentes. Adicionalmente,
Raplb tiene un papel importante en las funciones de adhesion, agregacién y extension
plaguetaria, a través de la activaciéon de la integrina allbB3 (Crittenden et al., 2004,
Chrzanowska-Wodnicka et al., 2005; Cifuni et al., 2008; Stefanini et al., 2009; Gutiérrez-
Herrero et al., 2012), en un proceso mediado por su interaccion con RIAM (Rap-1
interacting adaptor molecule), talina y kindlina (Lafuente et al., 2004; Watanabe et al.,
2008; Harburger et al., 2009).

La expresion de C3G ha sido detectada a nivel de RNA y proteina tanto en
plaquetas humanas (Rowley et al., 2011; Burkhart et al., 2012) como de raton (Rowley et
al., 2011; Zeiler et al.,, 2014). Ademas, nuestro grupo ha descrito, por primera vez, la
participacion de esta molécula en las rutas de activacion plaquetaria independientes de
Ca®* (Gutiérrez-Herrero et al., 2012). Para ello hemos utilizado ratones transgénicos en
los cuales el gen C3G humano, asi como el mutante C3GACat (con una delecion del
dominio catalitico GEF), se expresan bajo el control del promotor del gen PF4, especifico
de megacariocitos y plaguetas. Nuestros resultados muestran un papel relevante de C3G
en la hemostasia. Asi, los ratones transgénicos para C3G (TgC3G) muestran tiempos de
sangrado significativamente menores que los de sus hermanos silvestres (WtC3G). Por el
contrario, los ratones transgénicos para C3GACat (TgC3GACat), mostraron tiempos de
sangrado significativamente mayores que los de sus controles (WtC3GACat). Estos
resultados estan apoyados por estudios, tanto de activacion plaquetaria como de

agregacion, que muestran una mayor activacion de las plaquetas TgC3G, en comparacion
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con plaquetas silvestres, en respuesta a trombina, PMA, ADP y colageno. Por el contrario,
las plaquetas procedentes de animales TQC3GACat mostraron una menor activacion que
las de hermanos silvestres, lo que implica que el efecto de C3G esta mediado por Rapl.
Esta misma tendencia se encontré al evaluar el porcentaje de plaquetas con exposicion
de P-selectina en su superficie (marcador de secrecion granular), tras la activacion,
sugiriendo un papel de C3G en la regulacién de la liberacion de los granulos plaquetarios.
Finalmente, también determinamos que C3G es el GEF de Rapl responsable de su
activacion a través de PKC, una de las rutas plaquetarias inducidas por trombina
(Gutiérrez-Herrero et al., 2012).

Basandonos en las evidencias descritas anteriormente, como la mayor activacion
de las plaquetas TgC3G y la mayor expresion de P-selectina en su superficie, C3G podria

tener un papel modulador de la secrecion plaquetaria.
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OBIJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el papel de C3G en la regulacion de la liberacion de factores plaguetarios, con
énfasis en los factores que regulan la angiogénesis, y su implicacién en el crecimiento y la
metastasis tumoral.

Objetivos especificos

Evaluar in vitro el papel regulador de C3G en la liberacién de factores angiogénicos por
plaguetas activadas.

Analizar in vivo el papel regulador del C3G plaquetario en la angiogénesis y la metastasis
tumoral.

Profundizar en los mecanismos moleculares involucrados en la regulacion mediada por
C3G de la secrecion plaquetaria de factores angiogénicos.
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Modelos animales

Las lineas de ratones transgénicos utilizadas fueron generadas como se describe
en Gutiérrez-Herrero et al., (2012). Se utilizaron dos lineas de ratones transgénicos para
el gen humano C3G (2C1 y 6A6) y una linea de transgénicos para C3GACat (8A3). La
expresion de ambos transgenes es exclusiva de megacariocitos y plaguetas, ya que su
transcripcion esta regulada por el promotor del gen PF4. En todos los experimentos se
utilizaron ratones machos de 12-16 semanas de edad.

Lineas celulares y condiciones de cultivo
En la Tabla M1 se especifican las lineas celulares utilizadas en este trabajo, asi

como las condiciones de cultivo usadas para cada una de ellas.

Tabla M1. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Linea celular Organismo Tejido Medio de cultivo
HUVEC Homo sapiens Vena umbilical (endotelio vascular) EGM™-2 BulletKit™ (Lonza)
3LL Mus musculus Pulmén (carcinoma de Lewis) DMEM
B16F10 Mus musculus Piel (melanoma) RPMI
K562 Homo sapiens Médula 6sea ([eqcemla mieloide DMEM
cronica)
HEK293T Homo sapiens Rifion (embrionario) DMEM

El medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) fue suplementado con
FBS (suero fetal bovino) al 10%, penicilina/estreptomicina 100 U/mL y L-glutamina 2 mM.
Las células fueron cultivadas en un incubador a 37°C en atmdésfera himeda de 95% aire y
5% CO,. Las células adherentes (HUVEC, 3LL y B16F10) fueron despegadas mediante el
uso de Tripsina-EDTA. El nimero de células a utilizar en cada experimento fue
determinado mediante tincibn con azul de tripan en una cadmara de Neubauer. El
congelamiento y almacenamiento de las células en nitrégeno liquido, se realiz6 en medio

completo suplementado con DMSO al 5%.

Anticuerpos
En la Tabla M2 se detallan los anticuerpos primarios empleados en los diferentes
métodos de este trabajo, asi como sus caracteristicas principales y las diluciones de

trabajo utilizadas en cada caso.
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Tabla M2. Anticuerpos primarios utilizados en inmunofluorescencia (IF), Western blot (WB), inmunoprecipitacion

(IP) e inmunohistoquimica (IHC)

Anticuerpo Isotipo Casa Comercial Dilucién
B-actin (AC-15) Ratoén Sigma-Aldrich (A5441) 1:1500 (WB)
bFGF Conejo Abcam (ab8880) 1:100 (IF)
B-tubulin (2-28-33) Ratoén Sigma-Aldrich (T5293) 1:1000 (WB)
C3G (1008-4) Conejo Guerrero et al. (1998) 1:50 (IF)
C3G (C-19) Conejo Santa Cruz Biotechnology (sc-869) 1:1000 (WB), 1:50 (IP)
C3G (H-300) Conejo Santa Cruz Biotechnology (sc-15359) 1:1000 (WB), 1:50 (IP)
CD31 Conejo Abcam (ab28364) 1:25 (IHC)
CD31 Rata BD Pharmingen (550274) 1:20 (IF)
Endostatin Conejo Thermo Scientific (PA1-601) 1:100 (IF)
GFP (B-2) Raton Santa Cruz Biotechnology (sc-9996) 1:1000 (WB)
HA.11 (16B12) Raton Covance (MMS-101R) 1:150 (IP)
Integrin allb Raton  Santa Cruz Biotechnology (sc-166599) 1:1000 (WB)
Oregon Green® 514 Phalloidin — Thermo Scientific (O7465) 1:150 (IF)
P-selectin (C-20) Cabra Santa Cruz Biotechnology (sc-6941) 1:100 (IHC)
SYBL1 (158.2) (VAMP7) Ratén Abcam (ab36195) 1:25 (IF)
Thrombospondin (A6.1) Raton Thermo Scientific (MA5-13398) 1:200 (IF), 1:1000 (WB)
TI-VAMP (H-55) Conejo Santa Cruz Biotechnology (sc-67060) 1:500 (WB), 1:50 (IP)
VEGF (VG-1) Ratén Abcam (ab1316) 1:200 (IF), 1:500 (WB)

La Tabla M3 muestra los diferentes anticuerpos secundarios empleados, asi como

sus caracteristicas principales y las diluciones de trabajo utilizadas en cada caso.

Tabla M3. Anticuerpos secundarios utilizados en inmunofluorescencia (IF) y Western blot (WB)

Anticuerpo Isotipo Casa Comercial Dilucion
Goat anti-mouse IgG, DyLight 680  Cabra Thermo Scientific (35518) 1:5000 (WB)
Goat anti-rabbit IgG, DyLight 680 Cabra Thermo Scientific (35568) 1:5000 (WB)
Anti-rabbit Cy3 IgG (H+L) Cabra Abcam (ab6939) 1:50 (IF)
Anti-mouse Cy5 IgG (H+L) Burro  Jackson Immunoresearch (715-175-150) 1:50 (IF)
Anti-rat Cy5 1gG (H+L) Burro  Jackson Immunoresearch (712-175-150) 1:100 (IF)

Aislamiento de plaquetas de ratdn

Los ratones fueron anestesiados utilizando Isoflurano al 2% y se extrajeron 600-

1000 pL de sangre de cada uno, a través de puncion cardiaca. La sangre fue recolectada
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en tubos conteniendo una solucién de citrato trisédico como anticoagulante (Sarstedt®) y
centrifugada a 150g durante 8 min. Los sobrenadantes se trasvasaron a nuevos tubos
Eppendorf y se centrifugaron a 150g durante 8 min. Los sobrenadantes conteniendo las
plaguetas fueron trasvasados a un tubo nuevo y centrifugados a 1400g durante 10 min.
Tras esta centrifugacion, los sobrenadantes fueron aspirados y descartados, mientras que
los botones plaquetarios fueron resuspendidos en 400 uL de tampo6n Tyrode’s (NaCl 130
mM, citrato trisédico 10 mM, NaHCO3; 9 mM, dextrosa 6 mM, MgCl, 0,9 mM, KH,PO,
0,81 mM, Tris 10 mM, pH 7,4) antes de centrifugar una Ultima vez a 1400g durante 10
min. Finalmente, los sobrenadantes fueron descartados y los botones plaquetarios
resuspendidos en tampon Tyrode’s.

Activacion plaquetaria

Las plaquetas aisladas de ratones del mismo genotipo (6 ratones para analisis del
secretoma y del contenido plaquetario; 4 ratones para inmunofluorescencia y co-
inmunoprecipitacion) fueron recolectadas en una Unica suspension ajustada a 400 uL con
tampdn Tyrode’s. La suspension fue suplementada con cloruro de calcio 2 mM y separada
en dos tubos conteniendo 200 uL cada uno. Las plaguetas fueron activadas en
condiciones de agitacién (1100 rpm) con trombina 0,2 U/mL o ADP 25 uM, durante 5 min
a 37°C, en un Eppendorf ThermoMixer®. La reaccion fue detenida colocando los tubos en
hielo, o por la adicién de un volumen de formaldehido 4% en el caso de los analisis de

microscopia confocal.

Aislamiento del secretoma, restos citosolicos y membranas plaquetarias

Las plaguetas activadas fueron centrifugadas a 2500g durante 10 min a 4°C para
aislar el secretoma plaquetario, el cual fue almacenado a -80°C hasta su uso posterior.
Por otra parte, el pellet de plaguetas fue destinado al andlisis por Western blot del
contenido citosélico y de la fraccibn de membranas. Para ello, se realizé una lisis con
tampdn RIPA modificado (2X: Tris 100 mM pH= 7.5, NaCl 400 mM, MgCl, 5 mM, Igepal
2%, Glicerol 20%, PMSF 1mM y cOmplete® (Roche) diluido 1/25 a partir del stock).
Posteriormente, se centrifugaron los lisados a 16000g durante 10 min a 4°C. Los
sobrenadantes fueron separados y considerados como el contenido citosolico remanente
tras la activacion. Los pellets fueron considerados como la fraccion de membrana de las
plaquetas activadas y se prepararon agregando directamente tampon Laemmli (2X: Tris-
HCI 125mM, pH 6,8, SDS 4%, glicerol 55%, B-mercaptoetanol 2%, azul de bromofenol
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0,02%; 4X: Tris-HCI 250mM, pH 6,8, SDS 8%, glicerol 40%, 3-mercaptoetanol 4%, azul de
bromofenol 0,04%) para su analisis posterior por Western blot.

Analisis proteémico del secretoma plaquetario

Para la evaluacién del perfil proteico general del secretoma plaquetario por SDS-
PAGE, los secretomas aislados fueron ultracentrifugados a 50000 r.p.m. durante 1 hora a
4°C utilizando un rotor 100.3 TLA (Beckman Optima®), con la finalidad de remover las
microvesiculas. La pureza del secretoma fue confirmada por la ausencia de la integrina
allb, especifica de membranas plaquetarias. Las proteinas en el secretoma purificado
fueron concentradas mediante la utilizacion de filtros Amicon-Ultracel®-3K, los cuales
permiten concentrar todas aquellas proteinas con un tamafio mayor a 3 kDa. Para ello, las
muestras fueron colocadas en los filtros y se centrifugaron a 3200g por 50 min a 4°C. En
todos los casos, el volumen final de muestra concentrada fue de 100 pL
aproximadamente. Posteriormente, se separaron electroforéticamente 20 pug de proteina
de cada secretoma concentrado en un gel de poliacrilamida preparativo (16 x 14 cm) en
gradiente de 6 a 15%. Las bandas resultantes fueron visualizadas mediante tincion de

plata compatible con andlisis de espectrometria de masas (Chevallet et al., 2006).

Paralelamente, se realizé un analisis protedmico de muestra completa en el cual
los secretomas plaquetarios aislados fueron analizados de manera integra, sin haberlos
concentrado previamente. Las proteinas en la muestra completa fueron digeridas con
tripsina de acuerdo a procedimientos estandar y analizadas por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/MS), utilizando un sistema nano-
UPLC (nanoAcquity, Waters Corp., Milford/MA, USA) acoplado a un espectrometro de
masas LTQ-Velos-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, San Jose/CA, USA). El algoritmo de
busqueda MASCOT fue utilizado para el analisis de los espectros adquiridos, mediante el
uso del software Proteome Discoverer (Thermo Scientific — v.1.4.1.14) contra una base de
datos protedmicos de raton (AUP000000589) descargada de UniProt en Diciembre del
2015. La validacion de los péptidos se realizo a través del uso del algoritmo Percolator
(Kall et al., 2007). Se consideraron solo las proteinas con mas de dos péptidos diferentes
detectados. La suma del numero de péptidos detectado para cada proteina (PSM —
Peptide Spectrum Matches) fue utilizada como medida cuantitativa de la abundancia de

cada una de ellas (Liu et al., 2012).
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La tincién con plata y el andlisis de las proteinas por LC-MS/MS fueron realizados

en el Servicio de Proteémica del Centro de Investigacion del Cancer, Salamanca.

Microscopia electrénica de transmision

Las plaquetas fueron aisladas y fijadas con una mezcla de glutaraldehido 2% y
paraformaldehido 1,6%, en tampon fosfato 0,1M pH 7,4, durante 30 minutos.
Posteriormente, se lavaron y fueron incluidas en agarosa 2% preparada en H,Od. Los
bloques fueron seccionados en cuatro pedazos, incubados en la solucién de fijacion
durante 30 minutos y lavados, antes de ser procesados para su andlisis por microscopia
electronica. Este analisis se llevd a cabo en el Servicio de Microscopia de la Universidad
de Salamanca, mediante el uso de un microscopio electronico de transmisién Tecnai Spirit

Twin 120 kv, de acuerdo a procedimientos estandar.

Microscopia confocal de inmunofluorescencia

Andlisis de la secrecidon plaquetaria:

Las plaquetas fueron aisladas y activadas con trombina o ADP, como se describe
anteriormente. Tras detener la reaccion de activacion mediante la adicion de un volumen
de paraformaldehido 4%, las plaquetas se fijaron incubando 15 minutos en esta solucion a
temperatura ambiente. Las suspensiones de plaquetas fijadas se aplicaron a cubreobjetos
redondos de 12 mm de didmetro recubiertos con poli-L-lisina, y se dejaron asentar
durante 50 minutos. Posteriormente, se retiraron las plaquetas no adheridas mediante

aspiracion y se lavaron los cubreobjetos con PBS.

Andlisis de la extensién plaguetaria sobre sustrato:

Las plaquetas fueron aisladas como se describe anteriormente, y se
resuspendieron en 500 L de tampdn Tyrode’s. Posteriormente, se activaron 150 pL de
esta suspension con trombina 0,2 U/mL y se aplicaron inmediatamente a cubreobjetos
redondos de 12 mm de didmetro recubiertos con poli-L-lisina. Las plaquetas fueron
incubadas a 37°C durante 30 minutos para permitir su adhesion y extensién sobre el
sustrato. Las plaquetas no adheridas fueron retiradas mediante aspiracion, y las plaguetas
extendidas se fijaron con paraformaldehido 4% durante 15 minutos. Tras la fijacién, los

cubreobjetos fueron lavados con PBS.
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En ambos casos, las plaquetas adheridas a los cubreobjetos fueron
permeabilizadas, mediante la incubacion con Triton-X-100 0,2% durante 5 minutos. Las
plaquetas permeabilizadas se lavaron con PBS y se bloquearon con albumina sérica
bovina (BSA) al 1% en PBS durante toda la noche. Posteriormente, se incubaron con los
anticuerpos primarios o con Phalloidin-Oregon Green® 514 (Tabla M2) durante dos horas
en la misma solucion. Las plaguetas incubadas con anticuerpos primarios fueron lavadas
con PBS e incubadas con los anticuerpos secundarios (Tabla M3) durante una hora.
Finalmente, todos los cubreobjetos fueron lavados con PBS y agua destilada antes de ser
montados con una solucion de Mowiol (Sigma) para su visualizacién. Esta fue realizada
mediante un sistema de microscopia confocal Zeiss LSM515 utilizando el objetivo de
inmersién 100x/1,4 Oil Plan-ApoChromat Phl y un zoom 6ptico adicional de 2,5x. La
cuantificacién de las sefales de fluorescencia y la determinacién del area de las plaguetas
extendidas se realiz6 utilizando el software para analisis de imagenes ImageJ 1.48v
(National Institutes of Health, USA). Del mismo modo, este software fue utilizado para el
calculo del coeficiente de correlacion de Manders entre las sefales de fluorescencia,
mediante el plugin JACoP (Bolte and Cordeliéres, 2006; Dunn et al., 2011; Peters et al.,
2012).

Ensayo de formacién de capilares in vitro

La capacidad angiogénica de los secretomas se estudié mediante el andlisis de la
induccién de la formacién de capilares sobre una matriz de Matrigel® in vitro. Para ello, se
combinaron 33.000 células endoteliales humanas (HUVEC) resuspendidas en medio
suplementado diluido (1:5 con PBS en un volumen total de 37,5 pL), con 15 pL de cada
secretoma diluido con PBS en un volumen final de 37,5 pL. Los 75 pL totales de la mezcla
fueron sembrados sobre la matriz gelificada en placas de 96 pocillos. Las células fueron
incubadas a 37°C y CO, 5% para permitir la formacion de capilares. La determinacion de
los parametros indicadores de angiogénesis se realiz6 cada media hora entre las 2 y 5
horas mediante el uso de un microscopio invertido de contraste de fases Zeiss Axiovert.
Los parametros determinados fueron: el nimero de ramificaciones (punto de interseccion
de tres 0 mas capilares), largo medio de cada segmento maestro (segmentos delimitados
por dos ramificaciones) y el area media de cada malla interna (espacios cerrados
delimitados por segmentos maestros). El andlisis de los parametros mencionados se

realizo a través del software para analisis de imagenes ImageJ 1.48v (National Institutes
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of Health, USA). Los datos se representan como el promedio de cada parametro a lo largo

de la duracién del experimento.

Modelos singénicos de desarrollo tumoral

La induccién del crecimiento de tumores heterotopicos de carcinoma de pulmén de
Lewis fue realizada mediante la inyeccion de 10° células 3LL en el lomo de los ratones,
dejandose crecer por 11 dias. En el caso de los tumores heterotopicos de melanoma, se
inyectaron 3,3x10° células B16F10 y se dejaron crecer por 15 dias. El tamafio de los
tumores (largo y ancho) fue medido de manera interdiaria mediante el uso de un calibre.
Al final del experimento, se sacrificaron los ratones y se pesaron los tumores luego de su
extraccion. Los tumores fueron fijados mediante la incubacién en paraformaldehido 4%
durante toda la noche a temperatura ambiente, antes de ser procesados para su inclusion
en bloques de parafina. Los estudios histologicos fueron realizados a partir de cortes
tefiidos con hematoxilina/eosina o de cortes analizados mediante inmunohistoquimica. En
este Ultimo caso, se evaluaron los marcadores CD31 (células endoteliales) y P-selectina
(plaguetas), incubando con los anticuerpos primarios segun se describe en la Tabla M2.
Las tinciones de la inmunohistoquimica fueron realizadas con el sistema automatizado
Discovery (Roche). Los revelados se realizaron mediante el uso del Chromo Map Kit
(Roche) o del Chromo Map Kit + Purple (Roche).

La inclusion en bloques de parafina de los tejidos fijados, asi como los cortes y
tinciones histoquimicas se realizaron en el Servicio de Patologia Molecular Comparada

del Centro de Investigacion del Cancer, Salamanca.

Modelo de metastasis pulmonar

El establecimiento de metastasis pulmonares de células B16F10 fue inducido
mediante la inyeccién de 2,5 x 10° células en 100 pL de PBS, a través de la vena lateral
de la cola de los ratones (Erpenbeck et al.,, 2010). A los 15 dias, se extrajeron los
pulmones y se cuantificaron las metastasis superficiales. Posteriormente, los pulmones
fueron fijados en paraformaldehido 4% para su posterior analisis histoquimico mediante

tinciones de hematoxilina/eosina de cortes del tejido incluido en parafina.

39



MATERIALES Y METODOS

Modelo de angiogénesis in vivo por induccién con oxazolona

Los ratones fueron afeitados en su region abdominal y se pre-sensibilizaron
mediante la aplicacion tépica de oxazolona (Sigma) al 2% en una mezcla de acetona y
aceite de mdiz (4:1). Tras seis dias, se indujo la hipersensibilidad por contacto mediante la
aplicacion tépica de oxazolona 1% en la mezcla descrita, en una oreja de cada animal. El
grosor de la oreja tratada fue cuantificado utilizando un calibre milimetrado a las 0, 24 y 48
horas posteriores al tratamiento. Los animales se procesaron a las 48 horas y las orejas
tratadas fueron disecadas y fijadas en paraformaldehido 4% para su posterior analisis
histoquimico mediante tinciones de hematoxilina/eosina de cortes del tejido incluido en

parafina.

Ensayo de angiogénesis in vivo en botones de Matrigel

El Matrigel utilizado fue suplementado con bFGF (Peprotech #450-33) 1 mg/mL y
se inyectaron 300 uL en la region abdominal de los ratones. Tras 7 dias, los ratones se
sacrificaron y se extrajeron los botones de Matrigel. Estos fueron fijados en
pararformaldehido 4% durante 4 horas, para luego ser lavados en PBS, crioprotegidos en
soluciones de sacarosa 15% y 30%, embebidos en OCT (medio para cortes congelados) y
congelados en isopentano enfriado con nitrégeno liquido. Se realizaron criosecciones del
tejido de 10 um de grosor y se almacenaron a -20°C hasta su uso. Las criosecciones
fueron rehidratadas con Tris-PBS (TPBS) y bloquedas con una solucién de suero de oveja
16%, BSA 1% y Triton-X-100 0,1% en TPBS (SBT). El analisis por inmunofluorescencia
se realiz6 incubando las secciones con el anticuerpo primario contra CD31 (Tabla M2) en
SBT toda la noche a 4°C, lavando con PBS, e incubando con el anticuerpo secundario
(Tabla M3) durante 1 hora a temperatura ambiente. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI

(Sigma). Las imégenes se capturaron en un microscopio confocal Leica SP5.

Construcciones de VAMP7 y clonacion

El cDNA de la region citosélica completa del VAMP7 humano (aa 1-188) y de sus
dominios longina (aa 1-120) y SNARE (aa 121-188) fueron obtenidos a partir del clon
PEGF-VAMP7 (1-220) (Addgene #42316). Cada region fue definida segun lo reportado
previamente por Martinez-Arca y col. (2000). Los primers utilizados para la amplificacion
de cada fragmento se especifican en la Tabla M4 y estan basados en (Schéfer et al.,
2012).
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Tabla M4. Primers utilizados para la clonacién de las construcciones de VAMP-7

hVAMP7 — FOO1 — EcoRlI 5 —-TGA GAA TTC ATG GCG ATT CTT TTT GCT GTT G- 3’
EcoRl

hVAMP7 — F121 — EcoRl 5 -TGA GAA TTC ATG AAG GGC CTA GAC AAA GTG ATG- ¥
EcoRl

hVAMP7 — R120 — Xbal 5 —-GC GGC CGC TCT AGA CTA ATT CTC AGA GTG ATG CTT CAG- 3
Notl Xbal STOP

hVAMP7 — R188 — Xbal 5 —GC GGC CGC TCT AGA CTA CTT GAG GTT CTT CAT ACA CAT G- 3
Notl Xbal STOP

Las construcciones fueron clonadas en un plasmido derivado del vector de
expresion mamifero pcDNA3, proporcionado por el Dr. J.M. Pereda (IBMCC, Salamanca),
y denominado pcDNA3-CFP-C4 (Figura M1). Este vector incluye la secuencia para la
proteina fluorescente cian (CFP — cyan fluorescent protein) y permite crear proteinas de
fusion etiquetadas en su extremo N-terminal. Ademas, incluye un linker flexible compuesto
por cinco repeticiones de glicina-serina entre la CFP y la proteina fusionada, lo que
permite la disminucién de interferencias estéricas no deseadas. La clonacién dentro de
este plasmido se realiz6 mediante el uso de los sitios EcoRI y Xbal, que fueron insertados
en las secuencias de nuestras construcciones a través de los primers indicados
anteriormente.

La construccion de C3G etiquetada con HA en su extremo N-terminal, contenida
en el vector de expresion derivado de pCEFL-HA (Chiariello et al.,, 2000), fue
proporcionada por el Dr. J.M. Pereda (IBMCC, Salamanca). El disefio y construccion de
esta proteina de fusién ha sido descrito previamente (Gomez, 2014). Por otra parte, el
disefio y construccion de C3GACat clonada en el vector de expresion pLTR2, se ha
descrito previamente (Guerrero et al., 1998).

El DNA recombinante fue mantenido en la cepa DH5a de E. coli. Las bacterias se
cultivaron en placas de agar LB (Luria Bertani) o en medio liquido LB 0 2xYT. En todos los
casos, la seleccion por antibidticos fue mantenida afiadiendo ampicilina (100 mg/L) al
medio. El DNA recombinante fue purificado de los cultivos bacterianos mediante el uso de
los kits GeneJET® Plasmid Miniprep o Maxiprep, de acuerdo a las especificaciones del

fabricante.
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Figura M1. Vector de expresion mamifero pcDNA3-CFP-C4. Esquema representativo de la disposicion de
las secuencias de la proteina CFP, del linker flexible y del sitio de clonacion multiple en el vector.

Transfeccidn transitoria

Las transfecciones se realizaron en células HEK293T al 50% de confluencia, en
placas de 10 cm de diametro. Estas co-transfecciones consistieron en la introduccién de
la construccién de C3G o C3GACat, en conjunto con cada una de las construcciones de
VAMP7 indicadas anteriormente. Para ello, se incorporaron al medio de cultivo 500 pL de
NaCl 150 mM conteniendo 10 uL de polietilenimina (PEI) y 2,5 pg de cDNA de cada una
de las dos construcciones co-transfectadas. Las células se dejaron incubar por 48 horas,

y posteriormente fueron lisadas para llevar a cabo la co-inmunoprecipitaciéon, tal como se
describe en la siguiente seccion.

Co-inmunoprecipitacion

Plaguetas activadas:

Las plaquetas fueron aisladas y activadas como se describié anteriormente.
Posteriormente, las plaquetas fueron centrifugadas a 1400g durante 10 min a 4°C. Los
pellets de plaquetas fueron lisados en 500 pL de tampdon RIPA (1X: Tris 20 mM pH= 7.5,
NaCl 150 mM, Triton-X-100 1%, deoxicolato de sodio 0,1%, SDS 0,1%, PMSF 1mM, NaF
5 mM, NazvVO, 1 mM y cOmplete® (Roche) 1X). Los lisados fueron aclarados
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centrifugando a 16000g durante 10 min a 4°C, y posteriormente se incubaron con el

anticuerpo primario (Tabla M2) durante 2 horas a 4°C en rotacion.

Lineas celulares:

Las células K562 fueron activadas con PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate)
20 nM durante 10 min. Posteriormente, fueron lavadas con PBS vy lisadas en 500 pL de
tampén RIPA. Las células HEK293T fueron transfectadas como se describe
anteriormente, y a las 48 horas fueron lavadas con PBS vy lisadas en 500 uL de tampén
RIPA. La proteina fue cuantificada (ver a continuacion) y se incubaron 300-500 g (K562)
0 1000 pg (HEK293T) de proteina de cada lisado con el anticuerpo primario (Tabla M2)

durante 2 horas a 4°C en rotacion.

En todos los casos, una vez finalizada la incubacién con el anticuerpo primario, se
afiadieron 100 pL de resina proteina G-agarosa 4 RapidRun® (ABT) (40 pL originales
lavados con tampon RIPA 3 veces y resuspendidos en 100 pL finales) y se dej6 incubar 1
hora adicional bajo las mismas condiciones. Posteriormente, se purificaron los complejos
mediante una centrifugacion a 250g durante 1,5 minutos a 4°C, y realizando 3 lavados con
tampén RIPA mediante centrifugaciones adicionales bajo las mismas condiciones.
Finalmente, las proteinas inmunoprecipitadas se prepararon para su analisis posterior por

Western blot, agregando directamente 20 pL de tampdn Laemmli 2X a la resina lavada.

Cuantificacion de proteinas, SDS-PAGE y Western blot

La concentracion de proteina en los secretomas fue cuantificada mediante el uso
del protocolo de cuantificacion de proteinas (absorbancia a 280 nm) del sistema
NanoDrop2000 (Thermo Scientific). La concentracion de proteinas en los lisados celulares
y en los secretomas concentrados fue cuantificada utilizando el método de Bradford
(1976). Cantidades especificas de proteinas fueron mezcladas con tampén Laemmli y
hervidas a 95°C durante 5 minutos. La separacion de las proteinas fue realizada mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), para luego ser transferidas a
membranas Immobilon-P (Millipore) y analizadas por Western blot, de acuerdo a
procedimientos estandar. Los anticuerpos primarios utilizados se muestran en la Tabla
M2, mientras que los anticuerpos secundarios se pueden observar en la Tabla M3. La

inmunoreactividad fue detectada mediante el sistema de imagen Oddysey (Li-COR, Inc.).
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Andlisis estadistico

Los analisis fueron realizados en el programa IBM SPSS Statistics 23.0.0.0v (IBM
Corporation, USA). La normalidad de los conjuntos de datos fue verificada mediante la
prueba Kolmogorov-Smirnov. La homogeneidad de las varianzas fue verificada mediante
la prueba de Levene. Las diferencias entre las medias de diferentes grupos se
determinaron mediante la prueba t de student. Los resultados estan representados como
la media + s.e.m. (error estdndar de la media). En todos los casos, se consideraron que

las diferencias fueron estadisticamente significativas cuando la p<0,05.
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Funciéon reguladora de C3G en la liberacion de factores angiogénicos por
plaguetas activadas

En la seccion inicial de este trabajo, evaluamos la funcion de C3G en la regulacion
de la secrecion de factores por plaquetas activadas, con especial énfasis en las proteinas
moduladoras de la angiogénesis. Con esta finalidad, realizamos un andlisis prote6mico y
evaluamos los cambios a nivel general en la secrecibn de diferentes factores.
Posteriormente, estudiamos de manera especifica, a través de microscopia confocal de
inmunofluorescencia, la liberacion de factores pro- y anti-angiogénicos especificos.
Finalmente, analizamos la capacidad angiogénica general de los secretomas plaquetarios

aislados mediante un ensayo de angiogénesis in vitro.

La liberacién de factores anti-angiogénicos se encuentra disminuida en plaquetas
TgC3G y TgC3GACat activadas con trombina o ADP

Previamente, se ha demostrado que C3G tiene un papel importante en la funcién
plaguetaria, a través de su funcién en la ruta PKC-C3G-Raplb. Entre los efectos del C3G
plaguetario se encuentra que promueve la liberacibn de los granulos-a, segun se ha
evidenciado por el incremento de P-selectina en la superficie plaquetaria tras su
activacion (Gutiérrez-Herrero et al., 2012). Para profundizar en el estudio sobre el efecto
que el C3G plaquetario tiene en la secrecion de los granulos-a y la liberacién de su
contenido, realizamos un andlisis proteémico de secretomas aislados de plaguetas de
nuestros ratones transgénicos (TgC3G y TgC3GACat) y sus respectivos controles
silvestres (WtC3G y WtC3GACat), activadas con trombina o ADP.

En primer lugar, se estandariz6 el método para el aislamiento del secretoma de las
plaguetas de ratén, basandonos en el trabajo realizado por Coppinger et al. (2004). En la
Figura R1 se puede apreciar que los secretomas purificados se encuentran aislados de
restos plaquetarios y otros fragmentos de membrana, segun se evidencia por la ausencia
de la subunidad allb de la integrina plaquetaria, que es utilizada como marcador de

membranas de plaguetas.

Las concentraciones de proteina determinadas en los secretomas se muestran en
la Tabla R1. En todos los casos, la concentracion se encontré en el mismo orden de
magnitud, y no se observaron grandes diferencias entre genotipos. Sin embargo, se

encontraron diferencias en la cantidad de proteina secretada en respuesta a los distintos
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agonistas, donde la trombina promovi6 la liberacion de una mayor cantidad de proteina en

todos los genotipos, con respecto al ADP.
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Figura R1. Andlisis de la pureza de los secretomas plaquetarios aislados. Determinacidon por Western
blot de la expresion de la subunidad allb de la integrina plaquetaria en lisados y en los secretomas aislados de
plaquetas activadas con trombina 0,2 U/mL (Th+). La expresion de B-actina fue utilizada como control de
carga.

El andlisis por microscopia electrénica de transmision de plaquetas de cada
genotipo en reposo demostrd la existencia de variaciones en la cantidad de los granulos
contenidos en ellas. En este sentido, se encontré que la abundancia de plaquetas con un
contenido de granulos mayor que tres por secciéon fue menor en el genotipo TgC3G, con
respecto al control WtC3G. En contraste, el genotipo TgC3GACat presentdé un namero
mayor de plaquetas con mas de tres granulos por seccidon, con respecto a su control

silvestre (Tabla R1 y Figura R2).

Tabla R1. Concentracion de proteina secretada por plaquetas activadas y abundancia de granulos
en plaquetas de ratdn en reposo.

Abundancia de granulos por

Proteina secretada (ug/uL) plaqueta (%)

Genotipo
Activacion con trombina Activacién con ADP 0 - 3 granulos > 3 granulos
WLC3G 0,50 0,24 47,32 52,68
TgC3G 0,43 0,19 63,82 36,18
WIC3GACat 0,47 0,25 64,29 35,71
TgC3GACat 0,45 0,28 53,22 46,78

La concentracidn de proteina fue determinada en los secretomas de plaquetas aisladas a partir de 6 ratones
de cada genotipo, activadas con trombina 0,2 U/mL o ADP 25 uM durante 5 min en condiciones de agitacion.
La abundancia de los granulos en las plaquetas se determind mediante su cuantificacion en 90 - 300
plaquetas por grupo, a partir de imagenes de microscopia electrénica de transmision.
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Figura R2. Abundancia de granulos en plaquetas de ratén en reposo. Imagenes representativas de
microscopia electrénica de transmision mostrando la abundancia de granulos en plaquetas en reposo,
correspondientes a cada genotipo de ratén (n=3). Barra: 500 nm.

Para la evaluacion del perfil proteico general, se realizé una separacion en SDS-
PAGE de las proteinas contenidas en los secretomas de plaquetas de cada genotipo
activadas con trombina. Los secretomas se concentraron previamente, por lo que las
proteinas con masa molecular menor a 3 kDa no fueron detectadas. En la Figura R3, se
muestran los diferentes perfiles proteicos, observandose que existen diferencias
cualitativas (diferente numero de bandas) y cuantitativas (diferente intensidad de las
bandas) entre los diferentes genotipos. Las diferencias mas evidentes las presenta el
secretoma de las plaquetas TgC3G, en el cual se aprecia un mayor nimero de bandas,
asi como bandas mas intensas, en comparacion con el resto de los grupos. En el
secretoma de plaguetas TgC3GACat también se aprecian diferencias, aunque mas
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discretas, en numero de bandas e intensidad de éstas, con respecto al control
WtC3GACat. Estos resultados nos condujeron a realizar un estudio méas detallado, para lo
cual llevamos a cabo un analisis proteémico de muestra completa por cromatografia
liquida de alto rendimiento acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS).
Este método no requeria una concentracion previa de los secretomas, por lo que ofrecia
la oportunidad de evaluar el rango completo de proteinas, y ademas, obtener datos
cuantitativos de la abundancia relativa de cada proteina en la muestra (#PSM — peptide
spectrum matches — Liu et al., 2012).
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Figura R3. Perfil proteico general del secretoma de plaquetas activadas con trombina. SDS-PAGE en
gradiente (6-15%) de 20 pg del secretoma plaquetario de los diferentes genotipos de ratén, producido por la
activacion con trombina 0,2 U/mL. Las proteinas fueron visualizadas por tincion de plata. MM: masa
molecular.

Las Tablas R2 y R3 detallan las 20 proteinas mas abundantes encontradas en el
secretoma de las plaquetas activadas con trombina o ADP, respectivamente. En ambos
casos, se encontraron proteinas secretadas involucradas en diferentes procesos
fisiolégicos a nivel cardiovascular. Entre ellas destacan proteinas como el fibrindgeno,
involucrado en la coagulacién sanguinea, el plasminégeno en la fibrinolisis, la

apolipoproteina A-1 implicada en el transporte de lipidos en sangre, el factor de von

50



RESULTADOS

Willebrand (VWF) y la trombospondina-1 (TSP-1) en agregacion plaquetaria y
angiogénesis, y proteinas inhibidoras de proteasas como la a-2-macroglobulina o la a-1-
antitripsina 1-3. Por otra parte, la mayoria de las proteinas detectadas en el secretoma
tras la activacion con ambos agonistas, han sido detectadas previamente en estudios
realizados sobre el secretoma de plaguetas humanas activadas con trombina (Coppinger
et al., 2004) o TRAP (thrombin receptor activating peptide) (Piersma et al., 2009).

Tabla R2. Proteinas mas abundantes presentes en el secretoma de plaquetas activadas con trombina.

_ ) MM #PSM Deteccién en
Ne Uniprot Proteina [kDa]  wgc3G TgC3G WtC3GACat TgC3GACat Sﬁﬁiﬁ;"n“;a

P0O7724 AlbUmina sérica 68.6 603 635 650 790 Tt
Q80YQ1 Trombospondina-1 129.6 194 151 163 99 R
Q92111 Serotransferrina 76.6 129 111 127 158 S
Q97126 Factor plaquetario 4 11.2 99 85 71 65 * ot
Q61838 a-2-macroglobulina 165.7 68 41 67 89 *
Q00623 Apolipoproteina A-1 30.5 47 34 42 71 * ot
A8DUKA4 B-globina 15.7 37 - 54 66 * t
P60710 Actina, citoplasmatica 1 41.7 48 37 59 29 .
P63260 Actina, citoplasmética 2 41.7 a7 36 57 29 * 1t
P26039 Talina-1 269.6 47 21 55 31 * Tt
AOAOR4J0I1 MCG1051009 46.6 24 20 54 56 —

P01942 Hemoglobina a 15.0 42 26 - 60 * Tt
E9PV24 Fibrinbgeno cadena a 87.3 39 18 31 - * 1t
Q91X72 Hemopexina 51.2 28 17 25 23 * Tt
P21614 Proteina de union a 53.5 21 14 26 26 * ot

vitamina D

P01027 Complemento C3 186.3 25 6 28 22 *

E9QPU1 Factor de von Willebrand  308.9 25 12 29 19 R
P20918 Plasmin6geno 90.7 22 2 30 22 R
P28665 Murinoglobulina-1 165.1 14 7 26 12 —

Q00896 a-1-antitripsina 1-3 45.7 13 14 14 22 R

El #PSM (peptide spectrum matches) fue utilizado como medida cuantitativa de la abundancia relativa de cada
proteina en el secretoma (Liu et al., 2012). (*) Ort6logos detectados en secretoma de plaquetas humanas
activadas con trombina (Coppinger et al.,, 2004) o (1) activadas con TRAP (thrombin receptor activating
peptide) (Piersma et al., 2009). (-) Indica que el ortélogo humano no ha sido detectado en secretomas
plaquetarios hasta la fecha. El analisis fue realizado con 15 pL a partir de 200 pL de secretoma aislados de
plaquetas de 3 ratones de cada genotipo. MM: masa molecular.

51



RESULTADOS

Tabla R3. Proteinas mas abundantes presentes en el secretoma de plaquetas activadas con ADP.

. . MM #PSM Deteccién en
Ne Uniprot Proteina [kDal  wgc3c TgC3G WtC3GACat TgC3GACat Sﬁﬁrn?fnrga

P07724 AlbUmina sérica 68,6 501 684 616 685 *
Q92111 Serotransferrina 76,7 110 117 115 120 A
Q61838 a-2-macroglobulina 165,7 81 51 73 58 R
Q80YQ1 Trombospondina-1 129,6 72 62 84 44 S
Q00623 Apolipoproteina A-I 30,6 29 30 a7 66 A
P60710 Actina, citoplasmatica 1 41,7 48 24 45 29 A
AOAOR4J0I1 MCG1051009 46,6 43 20 43 39 —

P63260 Actina, citoplasmatica 2 41,8 46 22 43 26 S
P26039 Talina-1 269,7 50 19 37 16 .
P01027 Complemento C3 186,4 42 25 23 19 *

Q91X72 Hemopexina 51,3 41 24 23 15 .
P21614 Proteina de union a 53,6 33 26 22 19 * ot
Q8VvDD5 Miosina-9 226,2 38 17 25 7 t

B7FAU9 Filamina, a 280,3 21 18 18 13 .
Q8KOES8 Fibrinbgeno cadena 3 54,7 40 7 14 7 A
P20918 Plasmin6geno 90,7 30 10 16 11 .
Q00896 a-l-antitripsina 1-3 45,8 14 14 19 16 A
P28665 Murinoglobulina-1 165,2 24 7 17 13 —

P17742 Pepti_dil-prolil cis-trans 18,0 19 16 17 8 .

isomerasa A
Q97126 Factor plaquetario 4 11,2 12 10 21 17 A

El #PSM (peptide spectrum matches) fue utilizado como medida cuantitativa de la abundancia relativa de cada
proteina en el secretoma (Liu et al., 2012). (*) Ort6logos detectados en secretoma de plaquetas humanas
activadas con trombina (Coppinger et al.,, 2004) o (1) activadas con TRAP (thrombin receptor activating
peptide) (Piersma et al., 2009). (-) Indica que el ortélogo humano no ha sido detectado en secretomas
plaquetarios hasta la fecha. El analisis fue realizado con 15 pL a partir de 200 pL de secretoma aislados de
plaquetas de 3 ratones de cada genotipo. MM: masa molecular.

En cuanto a las diferencias halladas en la abundancia de las proteinas secretadas,
resultd interesante encontrar una disminucion en la liberacion de los factores anti-
angiogénicos TSP-1, VWF y el factor plaquetario 4 (PF4) en los secretomas de las
plaquetas de ratones TgC3G y TgC3GACat, respecto a sus controles, tras la activacion
con trombina (Tabla R2). Resultados similares fueron encontrados en los secretomas de
plaquetas activadas con ADP, aunque en este caso sblo TSP-1 y PF4 se encontraron
entre las 20 proteinas mas abundantes (Tabla R3). En las tablas suplementarias que se
encuentran como anexo de este trabajo se pueden observar las 100 proteinas mas

abundantes contenidas en los secretomas de las plaguetas de ratones de cada genotipo,
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al ser activadas con trombina (Tablas A1y A2) o ADP (Tablas A3y A4). En la Tabla A4 se
observa que la liberacién del VWF también se encuentra disminuida en las plaquetas
TgC3G y TgC3GACat tras la activacion con ADP. Otros factores anti-angiogénicos como
la a-1-antitripsina 1-5 y el inhibidor de metaloproteinasa 3, se encontraron también
disminuidos en el secretoma de plaquetas TgC3G y TgC3GACat activadas con trombina,
en comparacion con sus respectivos controles silvestres. Ademas, también se observaron
menores niveles de la a-2-macroglobulina en secretomas del genotipo TgC3G. En cuanto
a los secretomas de plaquetas activadas con ADP, se encontré una menor secrecion de
a-2-macroglobulina, a-1-antitripsina 1-2, a-1-antitripsina 1-4 y a-l-antitripsina 1-5 en
ambos genotipos transgénicos.

En conjunto, los resultados indican que ambos transgenes de C3G parecen estar
involucrados en la regulacién de la secrecion diferencial de proteinas de plaquetas de
raton activadas con trombina o ADP, incluyendo la disminucién de la liberacién de
diferentes factores anti-angiogénicos.

Los factores pro- y anti-angiogénicos se encuentran almacenados de manera
diferencial en plaquetas de raton

En los dltimos afios, se ha reportado la existencia de mecanismos de secrecion
diferencial de los factores angiogénicos de plaquetas humanas al ser activadas con
agonistas especificos (ltaliano et al., 2008; Battinelli et al., 2011; Chatterjee et al., 2011).
Parte de estos mecanismos de secrecion diferencial parecen estar fundamentados en la
segregacion de factores pro- y anti-angiogénicos en diferentes subpoblaciones de
granulos-a (Italiano et al., 2008). Sin embargo, resultados de otros autores sugieren que,
tanto el almacenamiento de las proteinas en los granulos-a, como su secrecion son
procesos estocasticos, encontrandose que las proteinas pro- y anti-angiogénicas
muestran poca segregacion funcional en diferentes subpoblaciones de granulos
(Kamykowski et al., 2011; Jonnalagadda et al., 2012).

Estos antecedentes, nos llevaron a evaluar si las plaquetas de ratén presentan
una segregacion diferencial de factores angiogénicos en distintos granulos-a. Para ello,
analizamos mediante microscopia confocal de inmunofluorescencia la localizacion
subcelular de dos factores pro-angiogénicos: VEGF y bFGF, y de dos factores anti-
angiogénicos: endostatina y TSP-1, en plaquetas en reposo de cada uno de los genotipos
de nuestros modelos de ratdon. La Figura R4 muestra la ausencia de co-localizacion entre

las sefiales de VEGF (verde) y endostatina (rojo) en todos los genotipos, lo cual indica
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gue estos dos factores estarian siendo almacenados de manera diferencial, de forma
similar a lo reportado por Italiano et al. (2008) en plaquetas humanas. Por otra parte, se
encontré una segregacion diferencial similar al evaluar la distribucion de bFGF y TSP-1
(Figura R5), reforzando los datos anteriores y proporcionando una base sobre la cual
hipotetizar la posible secrecion diferencial de ambos tipos de factores angiogénicos en

plaquetas de ratén.
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Figura R4. Los factores angiogénicos VEGF y endostatina se distribuyen de manera diferencial en los
granulos-a de plaquetas de ratén en reposo. Analisis por microscopia confocal de inmunofluorescencia de
la distribucién subcelular de VEGF (verde), endostatina (rojo) y su superposicién en plaquetas de raton en
reposo. Se muestran 3 plaquetas representativas de cada genotipo. Barra: 0,4 pm.
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Figura R5. Los factores angiogénicos bFGF y TSP-1 se distribuyen de manera diferencial en granulos-
a de plaquetas de raton en reposo. Analisis por microscopia confocal de inmunofluorescencia de la
distribucién subcelular de bFGF (verde), trombospondina-1 (TSP-1) (rojo) y su superposicién en plaquetas en
reposo de cada genotipo de raton. Barra: 2 um.

C3G regulalaliberacion de VEGF, bFGF, endostatinay TSP-1 de plaquetas de ratén
activadas con ADP o trombina

En estudios previos realizados en plaguetas humanas, se ha encontrado que
factores pro-angiogénicos como el VEGF son liberados de manera diferencial al activar el
receptor de trombina PAR1 o al estimular con ADP. Por otra parte, factores anti-
angiogénicos como la endostatina son liberados tras la activacién del receptor de
trombina PAR4 o al estimular con agonistas como el tromboxano A, (Italiano et al., 2008;
Battinelli et al., 2011; Chatterjee et al., 2011). A partir de los resultados del analisis

protedmico inicial, y sobre la base de que factores pro- y anti-angiogénicos especificos
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parecen almacenarse de manera discreta en las plaquetas de nuestros ratones,
decidimos evaluar si C3G tiene un papel en la secrecion diferencial de estos factores en
plaquetas activadas. Para ello, analizamos la liberacion de VEGF o bFGF (pro-
angiogénicos) y endostatina o TSP-1 (anti-angiogénicos) mediante microscopia confocal
de inmunofluorescencia en plaquetas de nuestros modelos de ratones transgénicos

activadas con ADP o trombina (Figuras R6-R9).

La Figura R6A muestra la secrecion de VEGF y endostatina en plaquetas
activadas con ADP. En ella se observa que el ADP promueve la liberacion diferencial de
VEGF en las plaguetas de raton de ambos genotipos silvestres, mientras que la
endostatina se mantiene en el interior de las plaquetas, en concordancia con referencias
previas en plaquetas humanas (Battinelli et al., 2011). En las plaquetas transgénicas
tampoco se detect6 una liberacion evidente de endostatina. No obstante, en contraste con
los controles silvestres, el VEGF fue retenido de manera significativa en las plaquetas
TgC3G, lo cual sugiere un papel inhibidor de C3G en la liberacion de este factor. Por otra
parte, las plaquetas TgC3GACat también mostraron un grado de retencion de VEGF
significativamente mayor, en comparacion con los controles silvestres, segun se evidencio
al cuantificar la sefial de fluorescencia correspondiente a este factor en plaquetas de
todos los genotipos tras la activacion (Figura R6B). Este resultado sugiere un papel de
C3G, independiente de su actividad GEF, en la regulacién de la liberacion del VEGF en

plaguetas activadas con ADP.

La Figura R7A muestra la secrecion de VEGF y endostatina en plaguetas
activadas con trombina. En ella se observa que este agonista promueve la liberacion
diferencial de endostatina en las plaquetas de ratbn de ambos genotipos silvestres,
mientras que el VEGF se mantiene principalmente retenido, en concordancia con estudios
previos en plaguetas humanas (Italiano et al., 2008; Battinelli et al., 2011). En las
plaquetas transgénicas tampoco se observo que el VEGF fuera liberado de manera
evidente tras la activacion. Curiosamente, las plaquetas TgC3G presentaron niveles de
secrecion de endostatina significativamente mayores que su control silvestre. En cambio,
las plaguetas TgC3GACat presentaron niveles de secrecibn de endostatina
significativamente menores que los de su control, segin se evidencio al cuantificar la
sefal de fluorescencia correspondiente a este factor en plaquetas de todos los genotipos
tras la activacion (Figura R7B). Este resultado sugiere un papel de la actividad GEF de

C3G en la regulacién de la liberacién de endostatina en plaquetas activadas con trombina.
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Figura R6. C3G y C3GACat inhiben la liberacién de VEGF en plaquetas activadas con ADP. (A) Andlisis
por microscopia confocal de inmunofluorescencia de la distribucidn subcelular de VEGF (verde), endostatina
(rojo) y su superposicion en plaquetas de raton activadas con ADP 25 uM durante 5 min. Se muestran 3
plaguetas representativas de cada genotipo. Barra: 0,4 um. (B) Intensidad de la sefal de fluorescencia para
VEGF en plaquetas de cada genotipo (n=3). *p<0,05; **p<0,01.
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Figura R7. C3G promueve la liberacion de endostatina en plaquetas activadas con trombina. (A)
Analisis por microscopia confocal de inmunofluorescencia de la distribucion subcelular de VEGF (verde),
endostatina (rojo) y su superposicion en plaquetas de raton activadas con trombina 0,2 U/mL durante 5 min.
Se muestran 3 plaquetas representativas de cada genotipo. Barra: 0,4 pm. (B) Intensidad de la sefial de
fluorescencia para endostatina en plaquetas de cada genotipo (n=3). *p<0,05.
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La Figura R8A muestra la secrecién de bFGF y TSP-1 en plaquetas de ratén de
los diferentes genotipos activadas con trombina, encontrandose que este agonista produjo
la liberacién diferencial de TSP-1 en las plaquetas de todos los genotipos, mientras que el
bFGF fue principalmente retenido. Es interesante resaltar que la cuantificacion de las
sefiales correspondientes a cada factor (Figuras R8B y R8C) demostrdé que la liberacion
de TSP-1 fue significativamente menor por parte de las plaquetas TgC3G en comparacion
con su control silvestre, mientras que esta misma tendencia se observé en las plaquetas
TgC3GACat, con respecto a las plaquetas WtC3GACat, sin llegar a ser significativa. Por
otra parte, la inhibicién de la liberacion del bFGF fue de mayor magnitud en las plaquetas
de ratones de ambos genotipos transgénicos, en comparacion con sus respectivos
controles silvestres. Los resultados relativos a la liberacion de la TSP-1 concuerdan con
los encontrados en el analisis protebmico (Tabla R2), mientras que la inhibicion de
liberacion de bFGF en las plaquetas activadas de ambos genotipos transgénicos mostré
las mismas diferencias observadas para el factor pro-angiogénico VEGF al activar las

plaguetas con ADP (Figura R6).

Para corroborar la inhibicién de la liberacion de los factores pro-angiogénicos por
parte de C3G, se realiz6 un analisis por inmunofluorescencia detectando de manera
conjunta VEGF y bFGF en plagquetas activadas con trombina o ADP. En la Figura R9A se
observa que, en efecto, VEGF y bFGF parecen ser retenidos en plaguetas TgC3G y
TgC3GACat, con respecto a sus controles silvestres, tanto al activar con trombina como
con ADP. La cuantificacion de las sefiales de fluorescencia correspondientes a cada
factor (Figuras R9B y R9C) demostré que la retencion de VEGF en las plaguetas
activadas de ambos genotipos transgénicos fue significativa, en comparacion con sus
respectivos controles. En el caso del bFGF, se encontré que su retencién en plaquetas
TgC3G activadas fue significativa con respecto a las plaquetas WtC3G, mientras que en
plaquetas TgC3GACat se observo la misma tendencia sin llegar a ser estadisticamente
significativa. Estos resultados apoyan los datos anteriores en relacién a la funcion de
C3G, independiente de su actividad GEF, en la retencibn de ambos factores pro-
angiogénicos, VEGF (Figura R6) y bFGF (Figura R8), en plaquetas de ratén activadas con
trombina o ADP.
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Figura R8. C3G y C3GACat inhiben la liberacion de bFGF y TSP-1 en plaquetas activadas con trombina.
(A) Andlisis por microscopia confocal de inmunofluorescencia de la distribucion subcelular de bFGF (verde),
trombospondina-1 (TSP-1) (rojo) y su superposiciéon en plaquetas de raton activadas con trombina 0,2 U/mL
durante 5 min. Barra: 2 um. Los graficos muestran la intensidad de fluorescencia para bFGF (B) o TSP-1 (C)
en plaquetas de cada genotipo (n=3). *p<0,05; **p<0,01.
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Figura R9. Los factores pro-angiogénicos VEGF y bFGF son retenidos en plaquetas TgC3G y
TgC3GACat, tras la activaciéon con trombina o ADP. (A) Andlisis por microscopia confocal de
inmunofluorescencia de la distribucion subcelular de VEGF (verde), bFGF (rojo) y su superposicion en
plaquetas de cada genotipo de raton en estado de reposo, o tras ser activadas con trombina 0,2 U/mL o ADP
25 uM durante 5 min. Barra: 2 um. Los graficos muestran la intensidad de fluorescencia para VEGF (B) o
bFGF (C) en plaguetas de cada genotipo y condicion experimental: reposo (R), activadas con ADP (A) o
trombina (T). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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La retencion de VEGF y TSP-1 en plaguetas de ratén activadas por trombina o
ADP fue también evaluada por Western blot (Figura R10). El andlisis se realiz6 mediante
la deteccion de los niveles remanentes de estos factores en el interior de las plaquetas
tras su activacion. En este caso, se encontr6 que el VEGF parecia ser secretado en
mayor proporcion por las plaquetas de ambos genotipos transgénicos al ser activadas con
trombina, ya que el contenido citosélico de VEGF fue menor en comparacion con los
controles (Figura R10A). Este resultado estaria en contradiccion, en principio, con los
resultados del andlisis por inmunofluorescencia (Figura R6 y Figura R9). Sin embargo, se
detectd que la mayor parte del VEGF se encontraba en la fraccion de membrana (Figura
R10B), por lo que no estaria siendo liberado en el secretoma tras la activacion, y se
corroboraria su retencién en las plaquetas transgénicas activadas. En cuanto a la
liberacion de TSP-1 en plaquetas activadas con trombina, también se observé un menor
contenido de este factor en los lisados de las plaquetas transgénicas, indicando que
estaria siendo secretado en mayor proporcién por parte de ambas plaguetas transgénicas
tras la activacion (Figura R10A). No obstante, en este caso se encontré igualmente una
retencién de TSP-1 en la fraccion de membrana (Figura R10B), que reduciria la cantidad
de este factor efectivamente liberada. Por esta razén, estos datos estarian en
concordancia con los resultados del analisis cuantitativo del secretoma plaquetario en el
cual se encontré menor liberacion de este factor por parte de plaquetas transgénicas tras
la activacion (Tablas R2 y R3). De igual forma, la retenciébn de VEGF en membranas
estaria también de acuerdo con la retencién de VEGF observada por inmunofluorescencia
(Figuras R7 y R9). La retencién de VEGF y TSP-1 en la fraccion de membrana de
plaquetas TgC3G y TgC3GACat, podria sugerir una posible funcion regulatoria de C3G,
independiente de su actividad GEF, en la liberacion de los granulos-a que contienen a
estos factores angiogénicos, lo cual podria ocurrir, por ejemplo, a través de interacciones

especificas con proteinas de trafico vesicular.

En el caso de la activacién con ADP, no se encontraron diferencias evidentes en la
liberacion de VEGF o TSP-1 entre los diferentes genotipos (Figura R10A), probablemente
debido a la menor potencia de este agonista y a la menor sensibilidad de este método con

respecto al analisis proteébmico de muestra completa.
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Figura R10. VEGF y TSP-1 se encuentran retenidos en la fracciéon de membrana de plaquetas TgC3G y
TgC3GACat activadas con trombina o ADP. (A) Analisis por Western blot del contenido citosoélico de
plaquetas en reposo y del contenido citosélico remanente en plaquetas activadas con trombina o ADP. Se
determinaron los niveles de B-actina y tubulina para su utilizacidn como controles de carga. Se muestran las
relaciones VEGF/B-actina y TSP-1/tubulina normalizadas al control silvestre correspondiente a cada genotipo
y condicion. (B) Analisis por Western blot de los niveles de VEGF y trombospondina-1 (TSP-1) retenidos en
fracciones de membrana, aisladas en conjunto con la fraccidn citosélica analizada en A, a partir de los restos
de plaquetas activadas con trombina.

En conjunto, todos los resultados mostrados sugieren la existencia de diferentes
mecanismos, tanto GEF-dependientes como GEF-independientes, a través de los cuales
C3G podria estar controlando la liberacion diferencial de los factores pro-/anti-
angiogénicos de las plaquetas de raton tras la activacion con diferentes agonistas como
trombina o ADP.
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El secretoma de plaquetas TgC3G y TgC3GACat activadas con trombina o ADP
promueve la angiogénesis in vitro

Para profundizar en la relevancia fisiolégica que pueden tener los hallazgos
anteriores, analizamos el efecto de los secretomas de los ratones de los diferentes
genotipos en un modelo de angiogénesis in vitro. Esto se realiz0, evaluando la formacion
de redes de pseudocapilares en células HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
expuestas al secretoma plaquetario aislado de cada genotipo tras la activacion con
trombina o0 ADP. Se cuantificaron 3 parametros: nimero de uniones, largo promedio del
segmento maestro y tamafio promedio de la malla, como indicadores de angiogénesis

segun se ha descrito previamente (DeCicco-Skinner et al., 2014).

Los secretomas de plaquetas transgénicas activadas con trombina promovieron la
formacion de redes de pseudocapilares con un mayor nimero de uniones, largo promedio
del segmento maestro y tamafio medio de la malla, en comparacion con las plaquetas de
ratones silvestres (siendo estadisticamente significativos al menos dos de los pardmetros)
(Figura R11A). De igual manera, los secretomas de plaquetas TgC3G y TgC3GACat
activadas con ADP promovieron la formacién de redes de pseudocapilares mas
desarrolladas que los secretomas de plaquetas silvestres (Figura R11B). En este caso,
s6lo el numero de uniones en la condicion con secretoma TgC3GACat, y el tamafio medio
de la malla en TgC3G presentaron significancia estadistica, probablemente debido a que
el ADP es un agonista plaquetario mas débil que la trombina y, por tanto, promueve la

secrecién de una menor cantidad de proteina (Tabla R1) (Coppinger et al., 2007).

En general, estos resultados apoyan la existencia de una funcion pro-angiogénica
para el C3G plaquetario en respuesta a la activacion por trombina o ADP, y esta en
concordancia con la disminucion en la secrecion de TSP-1, uno de los principales factores
anti-angiogénicos, por parte de ambos genotipos de plaquetas transgénicas, segun lo
observado en el andlisis protedmico (Tablas R2 y R3) y en el andlisis por microscopia

confocal de inmunofluorescencia de plaquetas activadas con trombina (Figura R8).
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Figura R11. El secretoma de plaquetas TgC3G y TgC3GACat activadas con trombina o ADP promueve
in vitro la formacion de redes de pseudocapilares méas desarrolladas. Se muestran imagenes
representativas de pseudocapilares formados por células HUVEC, 2:30 horas después de ser sembradas
sobre Matrigel y suplementadas con los secretomas de plaquetas de ratén estimuladas con trombina (A) o
ADP (B). Barra: 100 um. Los graficos muestran los valores medios de diferentes caracteristicas de la red
evaluadas entre las 2 y 5 horas (ver Materiales y Métodos). Los segmentos maestros consisten en piezas de
la red delimitadas por dos uniones no limitrofes. Los datos corresponden a tres experimentos independientes
con cada condicién por cuadruplicado. *p<0,05.
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Funcién del C3G plaquetario en la regulacion de la angiogénesis in vivo y la
metastasis tumoral

Con la finalidad de conocer si la funcién pro-angiogénica del C3G plaquetario
observada en los modelos experimentales in vitro, también se manifiesta en un contexto
fisiol6gico in vivo, estudiamos tres modelos experimentales utilizando nuestros ratones
transgénicos para C3G y C3GACat: (i) la angiogénesis producida en tumores singénicos
de carcinoma de pulmén y de melanoma de raton, (ii) la angiogénesis inducida en orejas
de ratones tras el tratamiento con oxazolona, y (iii) la infiltracion de células endoteliales en
botones de Matrigel implantados en los ratones de cada genotipo. Adicionalmente,
evaluamos la participacion del C3G plaquetario en la facilitaciéon de la metastasis tumoral

de células de melanoma de ratén.

Las plaquetas TgC3G y TgC3GACat promueven la angiogénesis in vivo:
vascularizacidon y crecimiento de tumores heterotépicos de ratén

El crecimiento y progresion tumoral es dependiente del desarrollo de una nueva
red vascular mediante angiogénesis (Folkman, 2002). En este sentido, se conoce que
tanto las células tumorales como las células del microambiente tumoral pueden inducir la
activacion y agregacion plaquetaria en el espacio peritumoral y la consecuente secrecion
de factores de crecimiento y factores proangiogénicos que pueden promover la progresion
del tumor (Battinelli et al., 2011; Bambace & Holmes, 2011; Kuznetsov et al., 2012). Sobre
esta base, decidimos evaluar si C3G regula la capacidad angiogénica del secretoma
plaquetario en un contexto in vivo, mediante la utilizacion de dos modelos heterotdpicos
de crecimiento tumoral en raton. Para ello, utilizamos células de carcinoma de pulmoén de
Lewis (3LL) y células de melanoma B16F10, cuyos origenes son de ratdn, inyectadas

subcutdneamente en el lomo de ratones de cada genotipo.

Los tumores 3LL que se desarrollaron no presentaron diferencias significativas en
su tamario en el punto final del experimento (Figura R12A), aunque los de ratones TgC3G
presentaron cierta tendencia a tener una masa mayor que aquellos desarrollados en
ratones WtC3G. El analisis histoquimico revelé que los tumores de ratones TgC3G
presentaban una mayor extension de muerte celular en su interior (Figura R12B), que al
ser cuantificada resulté estadisticamente significativa, en comparacion con sus controles
silvestres (Figura R12C). La extension de muerte celular también presenté la misma
tendencia en los tumores desarrollados en ratones TgC3GACat, con respecto a sus

controles silvestres. Sin embargo, esta diferencia no llegé a tener significancia estadistica.
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La mayor extensién de muerte tumoral presente en los tumores de ratones TgC3G podria
deberse a una mayor tasa de crecimiento y tumorigenicidad que podria estar
correlacionada con diferencias en el potencial angiogénico del microambiente tumoral de
estos ratones. Para profundizar en esta posibilidad, evaluamos directamente Ila
vascularizacion de estos tumores, a través de una inmunohistoquimica contra el marcador
de células endoteliales CD31. La Figuras R13A y R13B muestran que los tumores
desarrollados en ratones TgC3G presentaron un nuamero de vasos significativamente
mayor que los tumores de ratones WtC3G. El nUmero de vasos presente en los tumores
de ratones TgC3GACat no mostré diferencias significativas con respecto a los tumores de
sus controles silvestres. Sin embargo, se encontrd6 que los vasos de los tumores
desarrollados en ratones TgC3GACat tenian un grosor significativamente mayor que los
de sus controles silvestres, segun se evidencio al cuantificar el area de éstos en relacion
al area total (Figuras R13A y R13C). El area relativa de los vasos presentes en los
tumores de ratones TgC3G también fue significativamente mayor que la de los tumores
desarrollados en ratones WtC3G, principalmente debido a la presencia de un mayor

namero de vasos por campo.

Para corroborar estos resultados, se utilizé6 un segundo modelo tumoral singénico,
la linea de melanoma B16F10. Los tumores heterotépicos inducidos por las células
B16F10 en ratones TgC3G exhibieron una masa significativamente mayor al final del
experimento, con respecto a los tumores de ratones WtC3G (Figura R14A). Del mismo
modo, se evalué la vascularizacibn en tinciones de hematoxilina/eosina y en
inmunohistoquimica contra CD31 de secciones de los tumores. Al igual que en el caso de
los tumores producidos por las células 3LL, los ratones TgC3G desarrollaron tumores
B16F10 con un mayor niumero de vasos que los ratones WtC3G (Figura R14B y R14C).
Por otra parte, se realizé un analisis inmunohistoquimico contra P-selectina (Figura R14C)
en el que se encontr6 una mayor tincion de este marcador en los tumores de ratones
TgC3G, con respecto a los de ratones WtC3G, indicando un mayor reclutamiento y
activacion de plaquetas en la vasculatura tumoral. Las células B16F10 inyectadas en
ratones de la linea 8A3 (WtC3GACat y TgC3GACat) no se desarrollaron en tumores
visibles, probablemente debido a diferencias del fondo genético. En este sentido, las
células B16F10 estan originadas en ratones black, al igual que la linea de ratones 2C1
(WtC3G y TgC3G), mientras que los ratones de la linea 8A3 tienen un fondo genético

agoulti.
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En conjunto, los resultados sugieren que C3G proporciona a las plaguetas una
capacidad pro-angiogénica in vivo que promueve el crecimiento y la vascularizacion
tumoral, asi como también un mayor reclutamiento y activacion de las plaquetas en el sitio
del tumor.

A B

800 -
TgC3G
WtC3G e W
E . J_ &m. \
©
o 4
g 400 2 °
bt 2 e
2 200 - A
s — — -
0
o o & >
& & & & WtC3GACat ToG3GACat
& é;b -
&« &
§ 40 - o ‘ *
k: R
-§ 30 - > 3
[
t
S 20
E
3
c 10 1
S
Nl
£ o
B & F F &
&8 <3 o,,,cav o,,p“
& <%

Figura R12. Las plaquetas TgC3G y TgC3GACat promueven el desarrollo de tumores heterotépicos de
células 3LL con una mayor extension de muerte celular. (A) Cuantificacion de la masa final de tumores
3LL desarrollados en ratones de los diferentes genotipos (n=5 para WtC3G, n=13 para TgC3G, n=8 para
WIC3GACat y n=12 para TgC3GACat). (B) Imagenes representativas de microscopia de luz de secciones de
cada tumor. La tincion corresponde a hematoxilina/eosina y se indica la extension de muerte celular (*). Barra:
2,5 mm. (C) Cuantificacion de la extension de muerte celular representada como el porcentaje de area
ocupada por células muertas con respecto al area total del tumor (n=4 para WtC3G y TgC3G, n=3 para
WtC3GACat y TgC3GACat). **p<0,01.
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Figura R13. Las plaguetas TgC3G y TgC3GACat promueven una mayor magnitud de angiogénesis en
tumores heterotépicos de células 3LL. (A) Imagenes representativas de microscopia de luz de secciones
de tumores 3LL desarrollados en ratones de los diferentes genotipos. La tincién corresponde a la
inmunohistoquimica contra CD31. Los capilares sanguineos aparecen indicados (*). Barra: 20 pm. Los
graficos muestran la cuantificacion del nimero de vasos sanguineos (B) o de la superficie ocupada por los
vasos en relacion al area total (C), en tres campos representativos de cada seccién de tumor. *p<0,05;
**p<0,01; p<0,001.
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Figura R14. Las plaquetas TgC3G y TgC3GACat promueven el crecimiento y la angiogénesis de
tumores heterotépicos de células de melanoma B16F10. (A) Cuantificacion de la masa final de tumores
B16F10 desarrollados en ratones WtC3G y TgC3G (n=8 para WtC3G, n=7 para TgC3G). (B) Cuantificacion
del ndmero de vasos sanguineos en tres campos representativos por cada tumor. (C) Imagenes
representativas de microscopia de luz de secciones de cada tumor. Las tinciones corresponden a
hematoxilina/eosina (H/E) y a inmunohistoquimica contra CD31 o P-selectina (IHQ:CD31 o IHQ: P-selectina).
Los capilares sanguineos aparecen indicados (*). Barra: 20 um. *p<0,05. Recuadro ampliado: detalle de un
vaso sanguineo (sefalado por una flecha) tefiido mediante IHQ contra CD31. IHQ: inmunohistoquimica.
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El C3G plaquetario facilita la metastasis de células de melanoma

Con la finalidad de conocer si el C3G plaquetario también se encuentra
involucrado en la facilitacion de las metastasis tumorales, utilizamos un modelo de
metastasis pulmonar de células de melanoma B16F10. El promedio de metastasis
superficiales encontradas en los pulmones de ratones TgC3G fue significativamente
mayor que las encontradas en los pulmones de ratones silvestres. En concordancia con
este dato, el analisis histolégico de secciones de los pulmones de cada genotipo de ratén
demostrod la presencia de un nimero significativamente mayor de focos metastasicos en

los ratones TgC3G, con respecto a los ratones WtC3G (Figura R15).

Las plaquetas TgC3G y TgC3GACat promueven la angiogénesis in vivo:
vascularizacion en orejas de raton inflamadas por tratamiento con oxazolona

Con la finalidad de confirmar la capacidad pro-angiogénica del C3G plaquetario in
vivo, se evalu6 un modelo de angiogénesis en orejas de ratéon, en un contexto de
inflamacién inducida por oxazolona. La aplicacion topica de la oxazolona indujo un
incremento significativo del grosor de las orejas de los ratones en todos los genotipos.
Esta inflamaciéon fue evidenciada a las 24 horas tras el tratamiento, manteniéndose
inalterada a las 48 horas (Figura R16). Ademas, se encontré que ambas lineas de ratones
transgénicos presentaron un grado de inflamacién estadisticamente similar al hallado en
los ratones silvestres respectivos. Por lo tanto, el C3G plaquetario no parece influir en el

proceso de inflamacién inducida por la oxazolona.

Sin embargo, el analisis histoquimico de las orejas inflamadas mostré que los
ratones TgC3G presentaban un nimero de vasos significativamente mayor con respecto a
las orejas inflamadas de los ratones WtC3G (Figuras R17A y R17B). El nUmero de vasos
presente en orejas de ratones TgC3GACat no mostré diferencias significativas con
respecto a las orejas de sus controles silvestres. Sin embargo, se encontrd que los vasos
tenian un grosor significativamente mayor (Figuras R17A y R17C). El &rea relativa de los
vasos presentes en las orejas de ratones TgC3G también fue significativamente mayor
gue la de las orejas de ratones WtC3G, principalmente debido a la presencia de un mayor
namero de vasos por campo. En conjunto, estos resultados muestran la misma tendencia,
en cuanto a la capacidad pro-angiogénica de las plaguetas de ambos genotipos
transgénicos, observada en los modelos de tumor heterotépico, lo cual apoyaria el papel

del C3G plaquetario en angiogénesis.
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Figura R15. El C3G plaquetario favorece la metastasis de células de melanoma B16F10. (A) Imagenes
representativas de las metastasis superficiales en pulmones de ratones WtC3G y TgC3G. (B) Cuantificacion
del promedio de metastasis superficiales en pulmones de ratones de cada genotipo (n=4). (C) Imagenes
representativas de microscopia de luz de secciones de pulmones de ratones WtC3G y TgC3G. La tincién
corresponde a hematoxilina/eosina. Las metastasis pulmonares aparecen indicadas (flechas). Barra: 10 pm.
(D) Cuantificacion del numero de metastasis por campo (n=12) en secciones de pulmones de ratones WtC3G
y TgC3G *p<0,05.
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Figura R16. El C3G plaquetario no influye en la inflamacion de las orejas de los ratones tras el
tratamiento con oxazolona. Cuantificacién del grosor promedio de orejas de tres ratones de cada genotipo
tratadas con oxazolona. La medicion se realiz6 al inicio del experimento (t0) y a las 24 y 48 horas posteriores
al tratamiento (t24 y t48). **p<0,01; p<0,001.

El C3G plaquetario regula la angiogénesis in vivo: infiltracibn de células
endoteliales en botones de Matrigel implantados subcutaneamente en ratones

Para ampliar la caracterizacion de la funcion del C3G plaguetario en la
angiogénesis in vivo, se implantaron botones de Matrigel enriquecidos con bFGF en
ratones de los diferentes genotipos, y se evalué la infiltracién de células endoteliales
CD31 positivas. En este modelo, se encontr6 que los ratones TgC3GACat presentaron
una mayor vascularizacion en los botones de Matrigel, con respecto a sus controles
silvestres, aunque esta diferencia no resulté ser estadisticamente significativa (p = 0,06)
(Figuras R18A y R18B). En el caso de los ratones TgC3G, no se encontraron diferencias
aparentes en relacion a los ratones WtC3G.

Estos resultados no estdn necesariamente en contradiccion con los encontrados
en el modelo de angiogénesis tumoral y en el modelo de angiogénesis inducida por
inflamacién, ya que los mecanismos involucrados en cada contexto fisiologico son

diferentes, al igual que el grado de participacion de las plaquetas en cada uno de ellos.
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Figura R17. Las plaquetas TgC3G y TgC3GACat promueven una mayor magnitud de angiogénesis en
orejas de ratén inflamadas por aplicacién de oxazolona. (A) Imagenes representativas de microscopia de
luz de secciones de orejas de ratones de los diferentes genotipos, tras 48 horas de la aplicacion tépica de
oxazolona. La tincién corresponde a hematoxilina/eosina. Los capilares sanguineos aparecen indicados (*).
Barra: 20 um. Los graficos muestran la cuantificacién del nUmero de vasos sanguineos (B) o de la superficie
ocupada por los vasos en relacion al area total (C), en secciones de orejas de tres ratones de cada genotipo.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura R18. Infiltracion de células endoteliales CD31+ en botones de Matrigel enriquecidos con bFGF.
(A) Iméagenes representativas de microscopia confocal de inmunofluorescencia mostrando la infiltracién de
células endoteliales CD31+ (rojo) en botones de Matrigel, 7 dias después de ser inyectados subcutdneamente
en ratones de los diferentes genotipos. Barra: 50 um. (B) Cuantificacién de la infiltracion de células CD31+
expresada como el porcentaje de area ocupada por la sefial de CD31 en relacién al area ocupada por la sefial
de DAPI (n=4 ratones por cada genotipo, 3-4 mediciones por ratén).

Mecanismos moleculares involucrados en la regulacion mediada por C3G de
la secrecién plaguetaria de factores angiogénicos

En la seccién final de este trabajo, nos propusimos profundizar en los posibles
mecanismos moleculares mediante los cuales C3G lleva a cabo las funciones reguladoras
de la secrecion de factores angiogénicos por plaquetas activadas. Para ello, evaluamos
especificamente la interaccion funcional entre C3G y la proteina VAMP7. Se conoce que
VAMP7, una proteina de trafico intracelular asociada a vesiculas (v-SNARE), se
encuentra asociada a granulos-a que contienen VEGF (Peters et al., 2012). Ademas, se
ha descrito que esta proteina es necesaria para la exocitosis normal de los granulos-a

plaguetarios (Koseoglu et al., 2015).

C3G interacciona con VAMP7 en plaquetas TgC3G y TgC3GACat
Debido a que el VEGF es retenido en las plaguetas de ratones TgC3G vy
TgC3GACat, tras la activacion con ADP (Figura R6), decidimos profundizar en el estudio

de los mecanismos moleculares involucrados y evaluar si C3G podria estar regulando la
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exocitosis de los granulos que lo contienen, a través de la interaccion con VAMP7. En
primer lugar, se analizd por microscopia confocal de inmunofluorescencia si C3G co-
localizaba con los granulos que contienen VEGF. Las Figuras R19A y R19B muestran
que, en efecto, existe una co-localizacion significativamente mayor entre C3G y VEGF en
las plaguetas TgC3G, con respecto a las plaguetas WtC3G, al ser activadas con ADP. En
las plaquetas TgC3GACat también se observé un mayor grado de co-localizacién entre
VEGF y C3G, que en las plaquetas WtC3GACat, aunque no fue estadisticamente
significativo.

Habiendo confirmado la co-localizacion entre C3G y VEGF en las plaquetas
transgénicas activadas, procedimos a evaluar directamente la interaccion entre C3G y
VAMP7, a través de co-inmunoprecipitaciones. La Figura R20A muestra que VAMP7 es
detectado al inmunoprecipitar C3G en lisados de plaquetas TgC3G y TgC3GACat, tanto
en reposo como activadas con trombina. Esta interaccion también fue detectada en
células K562 con sobreexpresion de C3G al inmunoprecipitar cualquiera de las dos
proteinas (Figuras R20B y R20C). Ademas, los niveles de VAMP7 detectados al
inmunoprecipitar C3G fueron mayores al activar las células K562 con PMA, el cual es un

estimulador de la megacariopoyesis en esta linea celular.

Para profundizar en el estudio de la interaccion entre C3G y VAMP7, se realizaron
inmunoprecipitaciones de lisados de células HEK293T co-transfectadas con CFP-VAMP7
(CFP-VAMP7-NT: dominio longina, CFP-VAMP7-CT: dominio SNARE, o CFP-VAMP7-
cyto: regién citoplasmatica completa), en conjunto con la construccion HA-C3G o
pLTR2C3GACat (ver Materiales y Métodos). Los resultados mostraron que tanto el
dominio longina como el dominio SNARE de VAMP7 contribuyen a la interaccién con C3G
(Figura R21A) y con C3GACat (Figura R21B).

Estos resultados apoyan la hipétesis de que la interaccién entre C3G y VAMP7 es
uno de los mecanismos responsables de la regulacion de la exocitosis de los granulos-a,
y de los factores angiogénicos contenidos en ellos, en las plaquetas transgénicas
activadas. Ademas, el hecho de que VAMP7 interaccione tanto con C3G como con
C3GACat esta en concordancia con la retencion de VEGF observada en las plaquetas de

ambos genotipos transgénicos.
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Figura R19. C3G y VEGF co-localizan en plaquetas TgC3G activadas con ADP. (A) Andlisis por
microscopia confocal de inmunofluorescencia de la distribucidon subcelular de VEGF (verde), C3G (rojo) y su
superposicion (amarillo) en plaquetas de ratén activadas con ADP 25 pM durante 5 min. Se muestran 3
plaquetas representativas de cada genotipo. Barra: 0,4 um. (B) Andlisis cuantitativo del grado de
co-localizacion de ambas sefiales a través del coeficiente de correlacion de Manders en plaquetas de cada
genotipo (n=3). *p<0,05.
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Figura R20. C3G interacciona con VAMP7 en plaquetas TgC3G y TgC3GACat, y en células K562 con
sobreexpresion de C3G. (A) Inmunoprecipitacion de C3G (IP: C3G) en plaquetas transgénicas en reposo (R)
0 activadas con trombina 0,2 U/mL durante 5 min (TH). Se utilizaron lisados celulares de plaquetas de 4
ratones por genotipo. b: lisado incubado sélo con bolas de agarosa. Inmunoprecipitacion de C3G (B) o de
VAMP7 (C) en células de la linea de eritroleucemia humana K562 con sobreexpresion estable de C3G, en
condiciones basales (Basal) o activadas con PMA 20 nM durante 10 min. L: lisado total (50 pg). En todos los
casos, la deteccion de VAMP7 y de C3G en los inmunocomplejos se realiz6 mediante Western blot (WB).
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Figura R21. C3G y C3GACat interaccionan con VAMP7 en sistemas de co-transfeccién en células
HEK?293T. (A) Transfeccion transiente en células HEK293T de una construccion de C3G etiquetada con HA,
en conjunto con las proteinas de fusion CFP-VAMP? indicadas o el plasmido pCDNA3-CFP-C4 vacio (CFP).
El C3G ectopico fue inmunoprecipitado utilizando un anticuerpo contra HA (IP: HA). Las diferentes
construcciones de VAMP7 en los inmunocomplejos fueron detectadas mediante Western blot (WB). b: lisado
de células no transfectadas incubado sélo con bolas de agarosa. L: lisado total (50 pg). (B) Transfeccion
transiente en células HEK293T de la construccion pLTR2C3GACat o el vector pLTR2 vacio, en conjunto con
las proteinas de fusion CFP-VAMP7 indicadas. C3G fue inmunoprecipitado con un anticuerpo anti-C3G
(IP: C3G), y C3G y VAMP7 fueron detectados mediante Western blot utilizando anticuerpos anti-C3G y anti-
GFP, respectivamente. L: lisados totales. VAMP7-LD: dominio longina de VAMP7 (aminoacidos 1-120);
VAMP7-SD: dominio SNARE de VAMP7 (aminoacidos 121-188); VAMP7-cyto: region citosolica de VAMP7
(aminoacidos 1-188). Las flechas indican las diferentes construcciones de VAMP?7.
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C3G y C3GACat promueven la extension plaquetaria sobre sustrato

Se conoce que VAMP7 esta involucrado en la extension plaquetaria sobre
sustrato, a través de su interaccion con proteinas como VARP y Arp2/3 (Koseoglu et al.,
2015). En este fendmeno, los granulos-a recubiertos con VAMP7 son reclutados a la
periferia de la plaqueta donde se fusionan a la membrana celular y contribuyen al
incremento de su superficie durante la extension plaquetaria (Peters et al., 2012). Con la
finalidad de comprobar que la interaccion C3G-VAMP7 tiene un efecto a nivel funcional,
decidimos evaluar la extension de las plaquetas sobre poli-L-lisina, tras ser activadas con

trombina.

Las Figuras R22A y R22B muestran que la extension plaquetaria, cuantificada
como el area media de las plaquetas extendidas, fue significativamente mayor en
plaquetas TgC3G y TgC3GACat, en comparacion con sus respectivos controles silvestres.
Para verificar que esta observacion a nivel funcional esté relacionada con la asociacion
entre C3G y VAMP7, evaluamos su co-localizaciéon en plaquetas extendidas, a través de
microscopia confocal de inmunofluorescencia. Las figuras R22C y R22D muestran que el
grado de co-localizacion, segun el coeficiente de correlacion de Manders, fue
significativamente mayor en plaquetas TgC3G en comparacién con las plagquetas WtC3G.
En el caso de las plaquetas TgC3GACat, también se encontré una mayor co-localizacion
entre ambas proteinas, con respecto al control silvestre, pero sin llegar a ser
estadisticamente significativa. La localizacion de VAMP7 en la periferia de las plaguetas
extendidas esta en concordancia con estudios publicados previamente (Peters et al.,
2012). Estos resultados sugieren que C3G regula la extension plaquetaria sobre sustrato,
a través de mecanismos independientes de su actividad GEF, y que involucran su

interaccion con VAMP?7.

Los resultados presentados en este trabajo proporcionan diferentes evidencias
que apoyan una novedosa funcion de C3G en plaquetas. C3G regula la secrecion de
factores angiogénicos tras la activacion, la produccion de un secretoma plaquetario con
efecto neto pro-angiogénico, tanto in vitro como en diferentes contextos fisioldgicos in
vivo, y la facilitacion de las metéstasis tumorales. C3G parece llevar a cabo estas
funciones a través de mecanismos dependientes e independientes de su actividad GEF,
entre los que se incluye su interaccion funcional con la proteina VAMP7, la cual esta
asociada a una sub-poblacién de granulos-a, y participa tanto en la exocitosis de los

granulos plaquetarios tras la activacion, como en la extension plaguetaria sobre sustrato.
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Figura R22. Las plaquetas TgC3G y TgC3GACat presentan una mayor area de extension sobre
sustrato, junto con un mayor grado de co-localizacion entre C3G y VAMP7. (A) Im&genes representativas
de microscopia confocal de inmunofluorescencia de plaquetas de ratdén extendidas sobre poli-L-lisina tras ser
activadas con trombina 0,2 U/mL. Barra: 5 um. (B) Cuantificacién del area media de extension plaguetaria en
relacién al control silvestre correspondiente. Se analizaron un promedio de 48 plaquetas por cada genotipo.
(C) Analisis por microscopia confocal de inmunofluorescencia de la distribuciéon subcelular de C3G (verde) y
VAMP?7 (rojo) en plaguetas de ratén extendidas sobre poli-L-lisina. Se muestran 3 plaguetas representativas
de cada genotipo. Barra: 0,5 pm. (D) Analisis cuantitativo del grado de co-localizacion de ambas sefiales a
través del coeficiente de correlacién de Manders en plaquetas de cada genotipo (n=3). *p<0,05. Se utiliz6 la
linea 6A6 de ratones WtC3G y TgC3G para ambos experimentos.
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En este trabajo se ha demostrado, por primera vez, que el C3G plaquetario tiene un papel
en la regulacion de la liberacién del contenido de los granulos-a, incluyendo factores pro-
y anti-angiogénicos. Este hecho, modifica positivamente la capacidad angiogénica de la
secrecion plaquetaria, tanto in vitro como in vivo, afectando procesos como el desarrollo

tumoral y las metastasis.

Funcién reguladora de C3G en la liberacion de factores angiogénicos por
plaguetas activadas

Para llevar a cabo este estudio, hemos utilizado ratones transgénicos para el gen
C3G humano, y para el mutante C3GACat (carente de actividad catalitica GEF), cuya
expresion estd regulada por el promotor del gen PF4, especifico de plaguetas y
megacariocitos, y en los cuales ya se ha descrito el papel fundamental que tiene C3G en
la agregacién plaquetaria, tanto in vitro como in vivo, a través de la activaciéon de Raplb
(Gutiérrez-Herrero et al., 2012).

La cantidad de proteina secretada por las plaguetas de cada genotipo, tras la
activacion con trombina o ADP, fue similar entre ratones transgénicos y sus respectivos
controles. Previamente se ha reportado que las plaquetas TgC3G presentan mayores
niveles de activacién y de expresion de P-selectina en superficie que las plaquetas
WIC3G, mientras que las plaquetas TgC3GACat presentan la tendencia contraria con
respecto a sus controles silvestres (Gutiérrez-Herrero et al., 2012). Por esta razon, se
esperaban diferencias en la secrecion de proteina que siguieran la misma tendencia. No
obstante, el andlisis de la ultraestructura de las plaquetas de cada genotipo revel6 que los
ratones TgC3G presentaban una menor proporcion de plaquetas con mas de 3
granulos-a, en comparaciéon con los ratones WtC3G, mientras que los ratones
TgC3GACat presentaron una mayor abundancia de plaquetas con mas de 3 granulos-q,
con respecto a sus controles. Tomado en conjunto, la mayor activacion de plaquetas
TgC3G o WtC3GACat, combinado con una menor proporcién de plaguetas con gran
abundancia de granulos-a, podria explicar la ausencia de diferencias cuantitativas en
cuanto a la secrecion, con respecto a plaquetas WtC3G o TgC3GACat, respectivamente.
Las diferencias encontradas en cuanto a la abundancia de granulos-a en las plaquetas de
los diferentes genotipos, sugiere que C3G también podria estar involucrado en la

biogénesis de las plaquetas. De hecho, resultados recientes de nuestro grupo han
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demostrado que C3G promueve la maduracidon megacariocitica y la formacién de las
proplaquetas (Ortiz, 2017).

Por otra parte, los niveles de secrecion de proteina al activar las plaquetas con
ADP, fueron aproximadamente la mitad de los encontrados al activar con trombina, en
todos los genotipos. En este sentido, se conoce que el ADP es un agonista plaquetario de
menor potencia que la trombina y que promueve la liberacion de niveles de proteina
considerablemente menores, en plaguetas humanas (Coppinger et al., 2004).

El estudio por SDS-PAGE de los secretomas plaquetarios, reveld diferencias
cualitativas significativas entre los genotipos transgénicos y sus controles, siendo
especialmente evidentes en el caso del genotipo TgC3G. Para poder determinar el perfil
proteico de los secretomas plaquetarios, se llevé a cabo un analisis proteémico de
muestra completa. Este analisis, permitié también evaluar diferencias en la secrecion de
las diferentes proteinas entre los genotipos, a través del uso del #PSM (peptide spectrum
matches) como medida cuantitativa de la abundancia de cada proteina en el secretoma,
segun se ha reportado previamente (Liu et al., 2012). Cabe destacar que nuestro estudio
es el primero realizado sobre la identificacion del perfil proteico del secretoma de
plaguetas de ratones activadas con trombina o ADP. Por ello, hemos comparado los
resultados de este trabajo con estudios previos realizados sobre el secretoma de
plaguetas humanas activadas con trombina (Coppinger et al., 2004) o TRAP (thrombin
receptor activating peptide) (Piersma et al.,, 2009). En esta comparacion se evalud la
presencia de ortdlogos, en el secretoma de plaguetas humanas, de las proteinas que
fueron identificadas en los secretomas de nuestros modelos animales, encontrandose que
la gran mayoria de las proteinas detectadas en el secretoma de las plaquetas de los
ratones han sido previamente detectadas en el secretoma de plaquetas humanas. Es
interesante destacar el caso especifico de la actina, que también ha sido detectada en el
secretoma de plaquetas humanas, lo cual nos permite descartar que la integridad de las
plaquetas se haya visto comprometida durante el aislamiento de esta fraccion. Ademas,
proteinas citosoélicas abundantes en plaquetas, tal como Rapl (Torti & Lapetina, 1994), no
fueron detectadas en los secretomas, lo cual apoya este hecho.

Entre los factores secretados de manera diferencial, se encontraron proteinas
involucradas en numerosas funciones como coagulacién sanguinea, fibrinolisis, transporte
de lipidos en sangre, agregacion plaquetaria y angiogénesis. En este Ultimo caso, se
encontré especificamente que factores anti-angiogénicos como TSP-1, PF4, VWF e

inhibidores de metaloproteinasas, fueron secretados en menor cantidad por las plaquetas
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activadas de ambos genotipos transgénicos en comparacién con las plaquetas de
controles silvestres, lo que sugiere una regulacién por parte de C3G que es independiente
de su actividad catalitica GEF.

En el analisis protedbmico no se detectaron los principales factores pro-
angiogénicos contenidos en las plaquetas como VEGF, bFGF o PDGF, lo cual puede
deberse a efectos de la sensibilidad del método. Por esta razén, evaluamos directamente
la liberacion de dos de ellos (VEGF y bFGF), en conjunto con factores anti-angiogénicos
como endostatina y TSP-1, a través de microscopia confocal de inmunofluorescencia. En
primer lugar, los resultados mostraron que los factores pro- (VEGF y bFGF) y anti-
angiogénicos (endostatina y TSP-1) parecen almacenarse de manera diferencial en las
plaguetas de todos los genotipos de ratones. En plaguetas humanas, este hecho ha sido
previamente reportado y ha constituido la base de estudios subsiguientes que han
demostrado una secrecion diferencial de factores pro- y anti-angiogénicos en respuesta a
agonistas plaquetarios especificos (ltaliano et al., 2008). En este sentido, factores pro-
angiogénicos como el VEGF son liberados de manera diferencial al activar el receptor de
trombina PAR1 o al estimular con ADP, mientras que factores anti-angiogénicos como la
endostatina son liberados tras la activacién del receptor de trombina PAR4 o al estimular
con agonistas como el tromboxano A, (ltaliano et al.,, 2008; Battinelli et al., 2011;
Chatterjee et al., 2011). Las plaquetas humanas poseen los receptores de trombina PAR1
y PAR4, ambos ligados a rutas de sefalizacion independientes, mientras que las
plaquetas de ratdn poseen los receptores de trombina PAR3 y PAR4, siendo PAR3 un
coactivador de este ultimo (Coughlin, 2000; Nakanishi-Matsui et al., 2000). Por esta razon,
en nuestro estudio evaluamos la secrecion de los factores por plaquetas de ratén
activadas directamente con trombina. Al igual que en plaguetas humanas activadas por
agonistas de PARA4, la activacion por trombina de las plaquetas de los ratones silvestres
mostrd la liberacion diferencial de factores anti-angiogénicos como endostatina y TSP-1.
Del mismo modo, la activacion con ADP de las plaquetas de los ratones silvestres produjo
la secrecién diferencial de factores pro-angiogénicos como VEGF y bFGF. En contraste,
la sobreexpresion de ambos transgenes produjo la retencién de ambos factores pro-
angiogénicos en plaquetas activadas por ADP, lo que apoya una funcion de C3G en la
regulacion de la secrecion plaquetaria que es independiente de su actividad catalitica
GEF, y en la que probablemente esté involucrada alguno de los dominios estructurales
comunes a ambos transgenes. Igualmente, se encontr6 que ambos transgenes

produjeron la retencibn de TSP-1, tras la activacion con trombina, apoyando los
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resultados del andlisis protedmico y la hipotesis de una funcion reguladora para C3G
GEF-independiente en la secrecion plaquetaria.

Por otra parte, la sobreexpresion de C3G produjo un aumento en la secrecion de
endostatina en plaquetas activadas con trombina, mientras que la sobreexpresion de
C3GACat produjo el efecto contrario. Este resultado pareceria contradictorio con el mayor
potencial pro-angiogénico de las plaquetas TgC3G observado; sin embargo, la
endostatina es un factor anti-angiogénico de menor potencia que la TSP-1, que se
encontro retenida en gran medida en las plaquetas activadas. Ademas, la expresion de la
endostatina en plaquetas es mucho menor que la de TSP-1, de acuerdo a los datos del
andlisis protedmico, y a estudios previos en plaquetas humanas y de raton (Burkhart et
al., 2012; Zeiler et al., 2014). De hecho, la endostatina no fue detectada en el analisis
proteémico del secretoma, sino Unicamente mediante inmunofluorescencia de las
plaguetas activadas. Esto apunta a un papel de menor relevancia para la endostatina, con
respecto a la TSP-1, en nuestros modelos de angiogénesis. En conjunto, todos estos
resultados sugieren gue la regulacién de la secrecion de factores anti-angiogénicos podria
ocurrir a través de mecanismos diferentes, que en determinados casos dependeria de la
actividad catalitica GEF de C3G.

La activacion de las plaquetas de los ratones transgénicos, tanto por trombina
como ADP, produjo una secrecién con capacidad neta pro-angiogénica in vitro, segin se
determiné por la cuantificacion de diferentes parametros de desarrollo de la red de
pseudocapilares formados por las células HUVEC. El mayor efecto pro-angiogénico de los
secretomas de plaquetas transgénicas contrastaria con la mayor retencion de VEGF
observada en ellas. Sin embargo, se ha reportado que el efecto pro-angiogénico de la
secrecion producida por la activacion con trombina de plaguetas humanas es
principalmente independiente de VEGF (Etulain et al., 2013), lo que resalta la importancia
del balance general del conjunto de factores angiogénicos en la promocién de este efecto.
En este sentido, la mayor capacidad pro-angiogénica in vitro de los secretomas de
plaquetas transgénicas podria estar también influenciada por los menores niveles de

factores anti-angiogénicos, como TSP-1, PF4 y vVWF, encontrados en estos secretomas.
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Funcion del C3G plaquetario en la regulacion de la angiogénesis in vivo y la
metastasis tumoral

La mayor capacidad pro-angiogénica de los secretomas de las plaquetas de
ratones transgénicos fue confirmada mediante diferentes modelos in vivo. En el modelo
de tumor heterotépico de células de carcinoma de pulmon de Lewis (carcinoma de pulmén
originado en ratdn), ambas lineas de ratones transgénicos presentaron una tendencia a
desarrollar tumores de mayor tamafo. Ademas, el mayor porcentaje de muerte celular
encontrado en estos tumores podria estar dado por una tasa de proliferacion mas
elevada, que produciria la formacion de necrosis en las regiones internas del tumor si la
funcionalidad de la vascularizacién formada no es Optima, tal como es el caso de la
angiogénesis tumoral (Potente et al.,, 2011; Weis & Cheresh, 2011). Por otra parte, el
analisis histolégico del marcador de células endoteliales CD31, reveldé un mayor grado de
angiogénesis en los tumores de ambas lineas transgénicas de raton, en comparacion con
sus respectivos controles. En el caso de los ratones TgC3G, el aumento en el nimero de
vasos podria estar dado por un incremento en el sprouting de las células endoteliales,
mientras que el mayor grosor de los vasos encontrados en los tumores de ratones
TgC3GACat podria deberse a una formacion mas eficiente del lumen de los vasos
formados, asi como de su estabilizacion y maduracion (Adams & Alitalo, 2007; Potente et
al., 2011). Paralelamente, se confirmé el incremento en el desarrollo de tumores en
ratones TgC3G, al utilizar un modelo de tumor heterotdpico de células de melanoma de
raton B16F10. En este caso, el desarrollo de los tumores de los ratones transgénicos
también se correlaciona con un mayor grado de angiogénesis encontrada en ellos. Este
modelo no se pudo evaluar en ratones de las lineas WiC3GACat ni TgC3GACat, debido a
que el fondo genético de estos ratones es Agouti y no Black, tal como es el caso de las
lineas WtC3G y TgC3G, y de la propia linea de células B16F10 (Green, 1968).

En los modelos tumorales evaluados, la produccion de secretomas pro-
angiogénicos por parte de las plaquetas transgénicas activadas en la zona del tumor
podria explicar en gran medida el mayor desarrollo tumoral observado. De hecho, se
conoce que ratones deficientes en TSP-1 muestran una revascularizacion acelerada en
un modelo de isquemia de extremidad posterior (Kopp et al., 2006), en concordancia con
los menores niveles de este factor que fueron detectados en dichos secretomas, y con su
conocido rol negativo en tumorigénesis (Feng et al., 2011; Zaslavsky et al., 2010). No
obstante, el desarrollo tumoral es un proceso que involucra numerosas variables y que

puede depender de otros elementos que se conoce que lo promueven, tales como el
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incremento en el reclutamiento de plaguetas y su activacion en el tumor, el aumento en la
secrecion de factores de crecimiento con efecto pro-tumorigénico directo, o inclusive la
generacion de un mayor numero de mediadores inflamatorios por parte de las plaquetas
activadas (Hanahan and Weinberg, 2011; Weis and Cheresh, 2011; Kuznetsov et al.,
2012; Li, 2016). Por otra parte, el mayor grado de angiogénesis encontrado en los ratones
transgénicos puede estar también influenciado por la participacion de las plaguetas en el
incremento de la vasculogénesis dependiente del reclutamiento de progenitores de
células endoteliales, ya que se ha reportado que el tratamiento de ratones con aspirina
produce una disminucion del nimero de células de la médula ésea que son reclutadas a
tumores en desarrollo (Kuznetsov et al., 2012).

Estudios realizados en diferentes modelos in vitro e in vivo, han demostrado la
existencia de una correlacion entre la capacidad que tienen las células tumorales de
inducir la agregaciéon plaquetaria, y su potencial metastasico in vivo (Karpatkin et al.,
1988; Nierodzik and Karpatkin, 2006; Gay & Felding-Habermann, 2011). En este sentido,
el incremento en el numero de metastasis en pulmén que fueron observadas en los
ratones TgC3G, con respecto a ratones control, se correlaciona con estudios previos de
nuestro grupo que demuestran un incremento en la activacion y agregacion plaquetaria,
tanto in vitro como in vivo, para este genotipo transgénico (Gutiérrez-Herrero et al., 2012).
Asimismo, el mayor nimero de metastasis encontradas en los pulmones de ratones
TgC3G concuerda con el reclutamiento y la activacion (expresion de P-selectina) de un
mayor nimero de plaquetas, que fueron observados en los tumores inducidos por células
B16F10 en ratones de este genotipo.

En el contexto fisiologico del modelo de angiogénesis por induccion con
oxazolona, se encontr6 que el C3G plaquetario no parece influir en el desarrollo de la
inflamacién, aunque se encontraron los mismos efectos que en los modelos tumorales,
con respecto al incremento de la angiogénesis en ambas lineas de ratones transgénicos.
Asi, en este modelo, también se encontr6 un aumento en el nimero de vasos en las
orejas de ratones TgC3G, con respecto a los ratones WtC3G, mientras que las orejas de
ratones TgC3GACat mostraron vasos de mayor grosor que los encontrados en los
respectivos ratones control, lo cual apoya los resultados previos.

En los modelos experimentales previos, las plaquetas TgC3G y TgC3GACat
mostraron efectos similares en la angiogénesis in vivo. Sin embargo, en el modelo
experimental de la inyeccion subcutdnea de botones de Matrigel, sélo en ratones

TgC3GACat se observé una tendencia pro-angiogénica incrementada con respecto a
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ratones control. Las diferencias detectadas en la secrecion de factores especificos como
la endostatina, tras la activacion con trombina, podrian contribuir a la induccién de una
respuesta angiogénica diferencial en contextos fisiolégicos determinados, tales como la
infiltracién de células endoteliales en los botones de Matrigel. En este sentido, niveles
elevados de endostatina se han relacionado con diferentes condiciones patolégicas, como
la enfermedad coronaria, la calcificacion de la valvula aortica y la diabetes mellitus
(Mitsuma et al., 2007; Sodha et al., 2009; Sponder et al., 2015; 2016). Por otra parte, el
modelo experimental se basa en la inyeccion de botones de Matrigel enriquecidos con
bFGF, por lo que la presencia de este factor podria enmascarar o distorsionar los efectos
producidos por el conjunto de factores angiogénicos contenidos en la secrecion
plaguetaria liberada en la zona. Adicionalmente, diferentes estudios han descrito un papel
importante del sistema del plasminégeno (plg) en la angiogénesis inducida por Matrigel,
encontrandose que explantes de ratones plg -/- que fueron cultivados sobre esta matriz
mostraron una ausencia de angiogénesis (Brodsky et al., 2001; Oh et al., 2003). En este
sentido, los niveles de plasminégeno encontrados en el secretoma de ratones TgC3G
producido por la activacion con trombina, fueron mucho menores que los de ratones
control, lo cual también podria explicar la débil respuesta angiogénica de ratones de este
genotipo a los botones de Matrigel. En contraste, el secretoma de ratones TgC3GACat
producido por la activaciéon con trombina, presentd niveles de plasminégeno similares a
los encontrados en ratones control. Este hecho, en conjunto con una disminucién mas
pronunciada de factores anti-angiogénicos en el secretoma, podria explicar el incremento
en la angiogénesis observada en los botones de Matrigel de ratones TgC3GACat. Por
ultimo, se ha descrito que las plaguetas son capaces de la captar y almacenar proteinas
circulantes que regulan la angiogénesis (Bambace & Holmes, 2011; Feng et al., 2011),
incluyendo el VEGF contenido en botones de Matrigel (Klement et al., 2009). Por esta
razén, otros mecanismos, como la captacion diferencial de bFGF de los botones de
Matrigel por las plaquetas TgC3G también podrian contribuir a las diferencias observadas
en la angiogénesis.

En conjunto, estos resultados apoyan la funcion reguladora del C3G plaquetario en
la liberaciébn de factores angiogénicos, a través de mecanismos dependientes e
independientes de su actividad GEF, en contraste con su funcién en la activacion de la
integrina allbB3 y la agregacion plaquetaria que dependen de la activacién de Raplb
(Gutiérrez-Herrero et al., 2012). En concordancia con esta hipétesis, se ha descrito que la

secrecion de VEGF y endostatina puede ocurrir independientemente de la respuesta de
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agregacion plaquetaria (Etulain et al., 2013). Adicionalmente, se conoce que la secrecién
de los granulos-a, pero no la secrecion de granulos densos ni la agregacion plaquetaria,

se encuentra involucrada en la angiogénesis mediada por plaquetas (Feng et al., 2011).

Mecanismos moleculares involucrados en la regulacion mediada por C3G de
la secrecién plaguetaria de factores angiogénicos

Previamente, estudios realizados en plaquetas humanas han descrito la presencia
de una subpoblacién de granulos-a recubiertos por la v-SNARE VAMP7, que contienen
factores pro-angiogénicos como VEGF, mientras que los factores anti-angiogénicos son
contenidos en una subpoblacién de granulos-a recubiertos por VAMP-8 (Peters et al.,
2012). Los datos del presente trabajo muestran la co-localizacion entre C3G y VEGF en
plaguetas activadas, lo que llevé al estudio de una posible interacciéon entre C3G y
VAMP7 como base molecular para explicar este fendmeno, asi como la retencion del
VEGEF tras la activacion. Ademas, conociendo que VEGF y bFGF parecen almacenarse
en la misma subpoblacién de granulos-a (Italiano et al., 2008), la interaccién entre C3G y
VAMP7 también podria explicar la inhibicion de la liberaciébn de este factor pro-
angiogénico. Tal como se muestra en los resultados, C3G y VAMP7 parecen interaccionar
en las plaquetas en reposo y activadas de ambos genotipos transgénicos. Asimismo, esta
interaccion fue observada en células K562 con sobreexpresion de C3G, en las cuales el
incremento en los niveles de esta proteina induce caracteristicas megacariociticas (Ortiz,
2017). La interaccién entre C3G y VAMP7 también fue detectada en experimentos in vitro,
los cuales sugieren que C3G puede interaccionar, tanto con el dominio longina como con
el dominio SNARE de VAMP7, de manera similar a lo descrito con la proteina VARP
(Burgo et al., 2009).

La proteina VARP es un GEF de la GTPasa Rab2l1 (Zhang et al., 2006), y se
conoce que regula la exocitosis de los granulos-a plaquetarios mediante su interaccion
con VAMP7 y ARP2/3 (Koseoglu et al., 2015). Tras la activacién plaquetaria, VARP se
libera de su union a VAMP7, lo que permite la interaccién de esta v-SNARE con las
t-SNAREs de la membrana extracelular plaquetaria (Koseoglu et al., 2015). Datos
preliminares de nuestro laboratorio muestran que C3G interacciona con el dominio ID de
VARP, solo en presencia de VAMP7. Este hecho, en conjunto con los resultados de este
trabajo, sugiere que la interaccion entre C3G y VAMP7 podria impedir la liberacion de

VARP del complejo, produciendo la subsiguiente inhibicion de la fusion de esta
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subpoblacion de granulos-a a la membrana extracelular, y la liberacion de los factores
pro-angiogénicos que contienen. Sin embargo, la movilizacién de los granulos-a VAMP7+
hacia la membrana extracelular durante la extensién plaquetaria no parece verse
afectada, tal como sugieren nuestros resultados. Por otra parte, la retencion de VARP en
un complejo con C3G y VAMP7, podria limitar su actividad como GEF de Rab2l,
afectindose negativamente la exocitosis de otras subpoblaciones de granulos-a
especificas, como la que contendria a los factores anti-angiogénicos. No obstante, la
secrecion plaquetaria a nivel general no se encuentra afectada, ya que no se observan
diferencias en los niveles de proteina liberada tras la activacion, y de hecho, las plaquetas
transgénicas muestran una mayor area de extension sobre sustrato.

En estudios previos, se ha demostrado la contribucion que tiene la fusion de
granulos-a VAMP7+ a la membrana extracelular, en la extensién plaquetaria sobre
sustrato (Koseoglu et al., 2015). Sin embargo, estos estudios también demuestran que la
delecién de VAMP7 no inhibe por completo la extensién, por lo que seria sélo uno de
varios mecanismos posibles a través de los cuales podria ocurrir el suministro de
membrana durante la extension de la membrana extracelular plaguetaria. En este sentido,
la retencion de los granulos-a VAMP7+ no estaria necesariamente en contradiccién con
los mayores niveles de extensidn observados en las plaquetas transgénicas, ya que la
fusion de otras subpoblaciones de granulos-a y los granulos densos podrian estar
actuando como fuentes de suministro de membrana durante este proceso, en conjunto
con el despliegue del OCS (Escolar et al., 1989; White & Escolar, 1991). Por otra parte,
estudios previos también sugieren que la extensién plaquetaria depende de la actividad
de RhoA y es independiente de la activacion de Rapl (Aslan & McCarty, 2013). Sin
embargo, no es necesariamente independiente de C3G, ya que resultados preliminares
de nuestro grupo muestran que tanto C3G como C3GACat son fosforiladas y activadas
durante la extension plaquetaria, lo que concordaria con las mayores areas de extension
observadas en las plaquetas de ambos genotipos transgénicos. Adicionalmente, se ha
descrito extensamente la participacion de C3G en los complejos de las adhesiones
focales y en el remodelado del citoesqueleto (Martin-Encabo et al., 2007; Dayma & Radha
2011; Radha et al., 2011; Maia et al., 2013; Kumar et al., 2015), lo cual constituye otra
posibilidad mediante la cual C3G podria estar involucrada en la regulacion positiva de la
extension plaquetaria, a través de un mecanismo independiente de su efecto sobre la

secrecion de subpoblaciones de granulos-a especificas.
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Una de las caracteristicas particulares de C3G es su capacidad para llevar a cabo
numerosas funciones que son independientes de su dominio catalitico, responsable de la
actividad GEF (Guerrero et al., 1998; 2004; Martin-Encabo et al., 2007; Radha et al.,
2011). Dado que C3G es una proteina con diferentes dominios funcionales, el control de
la secrecién plaquetaria podria incluir mecanismos como interacciones proteina-proteina a
través de su dominio SH3-b. Este dominio, se encuentra contenido tanto en C3G como en
C3GACat, y se encontraria sobreexpresado en las plaguetas de ambas lineas de ratones
transgénicos utilizadas en este estudio. Esta posibilidad es la que se encuentra resaltada
en los resultados del presente trabajo en la cual la interaccién, tanto de C3G como de
C3GACat, con VAMPY parece ser uno de los mecanismos moleculares responsables de
la regulacion de la liberacién los factores pro- y anti-angiogénicos contenidos en los
granulos-a. Ademas, como se ha apuntado anteriormente, estos resultados sugieren que
el papel de C3G en la regulacién de la secrecion plaquetaria y en la angiogénesis
mediada por plaqguetas es independiente de la activacion de Rapl, en contraste con el rol
que tiene en la agregacion plaquetaria, que es dependiente de Raplb (Gutiérrez-Herrero
et al., 2012).

Los resultados del presente trabajo han sido obtenidos a partir del andlisis de la
expresion transgénica de C3G y C3GACat en plaquetas de raton. En estudios realizados
en plaguetas humanas y de ratén, se ha detectado la expresion endoégena de C3G
mediante técnicas genémicas y protedmicas (Rowley et al., 2011; Burkhart et al., 2012;
Zeiler et al.,, 2014), lo cual sugiere un papel relevante de C3G en plaguetas.
Adicionalmente, resultados de nuestro laboratorio muestran que el silenciamiento de C3G,
0 su delecién, en las lineas celulares eritroleucémicas K562 y HEL, previene la
adquisicion de caracteristicas megacariociticas (Ortiz, 2017). En cualquier caso, el papel
regulador que se describe para el C3G plaquetario, debe ser contrastado con analisis
realizados en ratones KO. Dicho estudio no ha sido llevado a cabo hasta la fecha, debido
a la dificultad involucrada en la generacion del modelo animal. En este sentido, se conoce
gue la delecion de C3G es letal (Ohba et al., 2001), y se ha tenido que proceder a la
construccion de un modelo de ratdbn KO condicional para el C3G plaquetario.
Proximamente, este modelo animal se encontrard disponible en nuestro laboratorio para
proceder a los analisis correspondientes y corroborar el papel de C3G en la regulacion de
las funciones descritas.

En resumen, este trabajo proporciona evidencias, por primera vez, que sugieren

que C3G esta involucrado en la regulacion de la secrecion plaquetaria, la angiogénesis
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mediada por plaguetas y el desarrollo tumoral. Ademas, la funcion reguladora en la
secrecion de los granulos-a parece estar influenciada por la interaccion entre C3G y
VAMP7 durante la activacion plaguetaria. También se muestran evidencias, por primera
vez, que indican una funcién pro-metastasica para el C3G plaquetario. En caso de
confirmarse estas funciones en los andlisis con ratones KO, C3G se perfilaria como una
diana terapéutica potencial en el tratamiento de las metastasis tumorales, y de patologias
relacionadas con la angiogénesis mediada por plaquetas, como el desarrollo tumoral.
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CONCLUSIONES

C3G y C3GACat madifican cualitativa y cuantitativamente la secrecion plaquetaria,
produciendo una disminucion general de la secrecion de factores anti-
angiogénicos, como TSP-1, PF4 y VWF, y de factores pro-angiogénicos, como
VEGF y bFGF.

C3G promueve la liberacion de endostatina por plaquetas activadas, mientras que
C3GACat tiene un efecto opuesto.

C3G y C3GACat promueven la liberacibn de un secretoma plaquetario con
caracteristicas netas pro-angiogénicas in vitro.

C3G y C3GACat plaquetarios regulan positivamente el desarrollo de la
angiogénesis en tumores y en orejas de raton inflamadas.

C3G plaquetario favorece el reclutamiento de las plaguetas a tumores en
desarrollo, y la produccion de metastasis tumorales.

C3GACat promueve la angiogénesis en botones de Matrigel inyectados
subcutdaneamente en ratones.

La interaccién de C3G y C3GACat con VAMP7 en plaquetas activadas constituye
uno de los mecanismos moleculares que participan en la regulacion de la
secrecion de factores angiogénicos por las plaguetas y en la extension plaquetaria
sobre sustrato.

El efecto de C3G sobre la regulacion de la secrecion plaquetaria es

mayoritariamente independiente de su actividad GEF.
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ANEXOS

Tabla Al. Proteinas mas abundantes (top 100) presentes en
activadas con trombina.

el secretoma de plaguetas WtC3G y TgC3G

. i MM WtC3G TgC3G
Ne Uniprot Proteina
[kDa] #PSMs  Ranking #PSMs Ranking

PO7724 Serum albumin 68.6 603 1 635

Q80YQ1 Thrombospondin 1 129.6 194 2 151 2
Q92111 Serotransferrin 76.6 129 3 111 3
Q97126 Platelet factor 4 11.2 99 4 85 4
Q61838 Alpha-2-macroglobulin 165.7 68 5 41 5
P60710 Actin. cytoplasmic 1 41.7 48 6 37 6
P26039 Talin-1 269.6 47 7 21 10
P63260 Actin. cytoplasmic 2 41.7 47 8 36 7
Q00623 Apolipoprotein A-l 30.5 47 9 34

P01942 Hemoglobin subunit alpha 15.0 42 10 26

E9PV24 Protein Fga 87.3 39 11 18 13
A8DUKA4 Beta-globin 15.7 37 12 = =
AOAQ75B5P6  Ig mu chain C region (Fragment) 50.0 30 13 — -
Q91X72 Hemopexin 51.2 28 14 17 14
Q01339 Beta-2-glycoprotein 1 38.5 26 15 — -
E9QPU1 von Willebrand factor 308.9 25 16 12 21
P01027 Complement C3 186.3 25 17 6 38
AOAOR4J0I1 MCG1051009 46.6 24 18 20 11
P20918 Plasminogen 90.7 22 19 2 92
P21614 Vitamin D-binding protein 53.5 21 20 14 17
Q8BFZ3 Beta-actin-like protein 2 41.9 20 21 - —
Q8VDD5 Myosin-9 226.2 19 22 12 20
Q9EQI5 Eg?om"g‘s /ic_:t;x-c motif) ligand 7. 12.2 19 23 20 12
Q8KOES8 Fibrinogen beta chain 54.7 19 24 5 44
P23953 Carboxylesterase 1C 61.0 16 25 13 19
B7FAV1 Filamin. alpha (Fragment) 274.4 16 26 10 23
P17182 Alpha-enolase 47.1 15 27 26
P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A 39.3 15 28 39
P08905 Lysozyme C-2 16.6 14 29 16 15
P28665 Murinoglobulin-1 165.1 14 30 7 34
Q00896 Alpha-1-antitrypsin 1-3 45.7 13 31 14 18
008677-2 Isoform LMW of Kininogen-1 47.8 13 32 8 30
P17742 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 17.9 12 33 10 22
P68368 Tubulin alpha-4A chain 49.8 12 34 9 25
P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein 70.8 11 35 8 28
Q64727 Vinculin 116.6 11 36 7 33
Q8VCM7 Fibrinogen gamma chain 49.3 11 37 3 71
D3Z5G7 Protein Ces1b 62.1 11 38 = =
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P29699
P62962
D6RGQO
E9Q748
088342
Q60605
G3X9T8
AOAO075B5V0
P06330
035930

Q8CG19-3

P06728
Q00897
A2AQ07
P20029
Q91372
Q00898
P18760

Q01853
D3YY36
P21107-2

P22599
Q07797
AOAON4SVLS
P20065-2
P63101
P39876
E9Q7Q3
Q9ROP5
P09813

Q02053

P57780
Q6IRU2
Q64442
P06151
Q08761
088783
P17751
P01029
P68510
Q19LI2
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Ig heavy chain V region AC38 205.12
Platelet glycoprotein Ib alpha chain

Isoform 3 of Latent-transforming

growth factor beta-binding protein 1

Apolipoprotein A-1V
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P52480
AOAOR4JIN3
089020
F8WI14
QID6F9
P04202
070400
QIQWK4
Q7TQE2
Q03350
AOAOABYWH7
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055222

P03987-2

Pyruvate kinase PKM
Apolipoprotein C-llI

Afamin

Extracellular matrix protein 1
Tubulin beta-4A chain
Transforming growth factor beta-1
PDZ and LIM domain protein 1
CD5 antigen-like

Zyx protein

Thrombospondin-2
Antithrombin-IIl (Fragment)
Protein Ighg2b (Fragment)
Bridging integrator 2

SH3 domain-binding glutamic acid-
rich-like protein 3

Trem-like transcript 1 protein

S-formylglutathione hydrolase
(Fragment)

Pro-neuropeptide Y
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Protein disulfide-isomerase A3
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Q91XL1 Leucine-rich HEV glycoprotein 37.4 = = 2 81
Q9D154 Leukocyte elastase inhibitor A 42.5 — — 2 83
P09411 Phosphoglycerate kinase 1 44.5 = = 2 77
Q9DBJ1 Phosphoglycerate mutase 1 28.8 — — 2 99
P26262 Plasma kallikrein 71.3 = = 2 97
Q99PT1 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 23.4 — — 2 79
D3Z2H9 Uncharacterized protein 29.0 = = 2 94

El #PSM (peptide spectrum matches) fue utilizado como medida cuantitativa de la abundancia relativa de cada
proteina en el secretoma (Liu et al., 2012). (-) Indica que la proteina no fue detectada en el secretoma. El
andlisis fue realizado con 15 pL a partir de 200 pL de secretoma aislados de plaquetas de 3 ratones de cada
genotipo. MM: masa molecular.

Tabla A2. Proteinas mas abundantes (top 100) presentes en el secretoma de plaquetas WtC3GACat y
TgC3GACat activadas con trombina.

. ) MM WtC3GACat TgC3GACat
Ne Uniprot Proteina
[kDa] #PSMs Ranking #PSMs Ranking

PO7724 Serum albumin 68.6 650 1 790 1
Q80YQ1 Thrombospondin 1 129.6 163 2 99 3
Q92111 Serotransferrin 76.6 127 3 158 2
Q91VvB8 Alpha globin 1 15.1 73 4 — —
Q97126 Platelet factor 4 11.2 71 5 65
Q61838 Alpha-2-macroglobulin 165.7 67 6 89
P60710 Actin, cytoplasmic 1 41.7 59 7 29 12
P63260 Actin, cytoplasmic 2 41.7 57 8 29 11
P26039 Talin-1 269.6 55 9 31 10
A8DUKA4 Beta-globin 15.7 54 10 66
AOAOR4J0I1 MCG1051009 46.6 54 11 56
Q00623 Apolipoprotein A-I 30.5 42 12 71
Q8VvDD5 Myosin-9 226.2 35 13 12 29
E9PV24 Protein Fga 87.3 31 14 = =
P20918 Plasminogen 90.7 30 15 22 17
E9QPU1 von Willebrand factor 308.9 29 16 19 19
P01027 Complement C3 186.3 28 17 22 15
P21614 Vitamin D-binding protein 53.5 26 18 26 13
P28665 Murinoglobulin-1 165.1 26 19 12 30
Q9EQIS ggfo'?gkg‘s A(i—)X-C e, el 7, 12.2 25 20 12 31
Q91X72 Hemopexin 51.2 25 21 23 14
B7FAV1 Filamin, alpha (Fragment) 274.4 22 22 16 22
P23953 Carboxylesterase 1C 61.0 21 23 21 18
P01872 Ig mu chain C region 49.9 20 24 15 23
P62962 Profilin-1 14.9 19 25 7 50
P29699 Alpha-2-HS-glycoprotein 37.3 16 26 18 20

120



ANEXOS

Latent-transforming growth factor

Q8CG19 beta-binding protein 1 186.5 16 21 6 56
P08905 Lysozyme C-2 16.6 15 28 14 25
P17742 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 17.9 15 29 10 34
P17182 Alpha-enolase 47.1 15 30 = =
P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein 70.8 15 31 10 35
088342 WD repeat-containing protein 1 66.3 14 32 7 46
P68369 Tubulin alpha-1A chain 50.1 14 33 — —
Q00896 Alpha-1-antitrypsin 1-3 45.7 14 34 22 16
D6RGQO Complement factor H 124.9 14 35 10 38
008677-2 Isoform LMW of Kininogen-1 47.8 14 36 10 36
P68368 Tubulin alpha-4A chain 49.8 13 37 9 40
Q60605 Myosin light polypeptide 6 16.9 13 38 3 99
P09813 Apolipoprotein A-ll 11.3 13 39 16 21
A2AQ07 Tubulin beta-1 chain 50.4 12 40 4 76
P52480 Pyruvate kinase PKM 57.8 12 41 6 53
P63101 14-3-3 protein zeta/delta 27.7 12 42 8 44
Q00897 Alpha-1-antitrypsin 1-4 45.9 12 43 14 26
G3X9T8 Ceruloplasmin 121.0 12 44 10 37
P22599 Alpha-1-antitrypsin 1-2 45.9 12 45 15 24
P20029 78 kDa glucose-regulated protein 72.3 11 46 9 39
P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A 39.3 11 47 13 28
088783 Coagulation factor V 247.0 11 48 3 88
P52480-2 Isoform M1 of Pyruvate kinase PKM 57.9 11 49 - -
Q01339 Beta-2-glycoprotein 1 38.5 11 50 5 63
P27773 Protein disulfide-isomerase A3 56.6 11 51 4 74
Q9DBDO Inhibitor of carbonic anhydrase 76.7 10 52 14 27
Q8VCM7 Fibrinogen gamma chain 49.3 10 53 5 67
P68372 Tubulin beta-4B chain 49.7 10 54 — —
035930 Platelet glycoprotein Ib alpha chain 80.0 10 55 5 62
QB8KOES Fibrinogen beta chain 54.7 10 56 — —
Q00898 Alpha-1-antitrypsin 1-5 45.8 9 57 8 45
AOAON4SVL8 Multimerin-1 135.7 9 58 4 72
Q64442 Sorbitol dehydrogenase 38.2 9 59 5 61
Q01853 X[If_ig;gieonal endoplasmic reticulum 89.2 8 60 4 81
Q64727 Vinculin 116.6 8 61 3 95
P18760 Cofilin-1 18.5 8 62 4 79
Q07235 Glia-derived nexin 44.1 8 63 - -
P17751 Triosephosphate isomerase 32.1 8 64 5 65
P06728 Apolipoprotein A-1V 45.0 8 65 12 32
AOA075B5P3 Protein Ighg2b (Fragment) 36.6 8 66 6 58
Q9WVF5 Epidermal growth factor receptor 72.8 8 67 6 60
Q02053 gr?;gl;;ténihke modifier-activating 1177 7 68 _ _
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P06151
QIWVA4
P04202
P04186
P20065-2
Q7TQE2
P68510
P57780
P97315
088947
Q9DBB9
P09411
Q6IRU2
P99024

P21107-2
Q91VW3

H3BJP2

Q8K558
P08226
Q06890
P29788
P08113
AOAOR4J1IN3
Q6YJUL
S4R1B8
Q08761
E9Q7Q3
P50396
P40142
P26262
P39876
Q9ESB3
P01942

G3X8T9

Q99KA47
P68373

A2A997
AOA075B5P4
Q61703

P01029
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L-lactate dehydrogenase A chain
Transgelin-2

Transforming growth factor beta-1
Complement factor B

Isoform Short of Thymosin beta-4
Zyx protein

14-3-3 protein eta

Alpha-actinin-4

Cysteine and glycine-rich protein 1
Coagulation factor X
Carboxypeptidase N subunit 2
Phosphoglycerate kinase 1
Tropomyosin alpha-4 chain

Tubulin beta-5 chain

Isoform 2 of Tropomyosin alpha-3
chain

SH3 domain-binding glutamic acid-
rich-like protein 3
S-formylglutathione hydrolase
(Fragment)

Trem-like transcript 1 protein
Apolipoprotein E

Clusterin

Vitronectin

Endoplasmin

Apolipoprotein C-lll

Fetuin-B

Bridging integrator 2

Vitamin K-dependent protein S
Tropomyosin alpha-3 chain
Rab GDP dissociation inhibitor alpha
Transketolase

Plasma kallikrein
Metalloproteinase inhibitor 3
Histidine-rich glycoprotein
Hemoglobin subunit alpha

Serine (Or cysteine) peptidase
inhibitor, clade A, member 3N,
isoform CRA_a

Fibrinogen, alpha polypeptide
Tubulin alpha-1C chain
Complement component C8 alpha
chain

Ilg gamma-1 chain C region secreted
form (Fragment)
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
chain H2

Complement C4-B

36.4
22.3
44.2
84.9
5.0
56.9
28.1
104.9
20.5
53.9
60.4
44.5
28.4
49.6

29.0

10.4

271

335
35.8
51.6
54.8
92.4
10.9
33.8
515
74.8
28.7
50.4
67.5
71.3
24.1
50.1
15.0

46.7

61.2
49.8

65.3

35.7

105.8
192.7
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ANEXOS

Q61129
H7BX99
089020
Q19LI2

B7ZNJ1

P03987-2

Q91XL1
AOA075B5V1
P13609
AOAOABYX70
Q07968
P28798

P01660

Q07456
AOAOABYYE?
Q6P1B1

Complement factor |
Prothrombin

Afamin

Alpha-1B-glycoprotein
Fibronectin

Isoform 2 of I|g gamma-3 chain C
region

Leucine-rich HEV glycoprotein
Protein Ighv1-31

Serglycin

Antithrombin-Ill (Fragment)
Coagulation factor XlII B chain

Granulins

Ig kappa chain V-IIl region PC
3741/TEPC 111

Protein AMBP
Protein Igkv4-57 (Fragment)
Xaa-Pro aminopeptidase 1

67.2
70.1
69.3
56.5
2395

36.2

37.4
10.9
16.7
11.5
76.1
63.4

12.0

39.0
12.6
69.5

W W W wWwww s s b b DS DO

3

70
68
73
84
78

83

82
85
86
94
89
97

90

91
87
96

El #PSM (peptide spectrum matches) fue utilizado como medida cuantitativa de la abundancia relativa de cada
proteina en el secretoma (Liu et al., 2012). (-) Indica que la proteina no fue detectada en el secretoma. El
analisis fue realizado con 15 pL a partir de 200 pL de secretoma aislados de plaquetas de 3 ratones de cada
genotipo. MM: masa molecular.

Tabla A3. Proteinas méas abundantes (top 100) presentes en el secretoma de plaquetas WtC3G y TgC3G
activadas con ADP.

WtC3G TgC3G
Ne Uniprot Proteina MM [kDa]
# PSMs Ranking #PSMs Ranking

P07724 Serum albumin 68,6 501 1 684 1
Q92111 Serotransferrin 76,7 110 2 117 2
Q61838 Alpha-2-macroglobulin 165,7 81 3 51 4
Q80YQ1 Thrombospondin 1 129,6 72 4 62 3
P26039 Talin-1 269,7 50 5 19 12
P60710 Actin, cytoplasmic 1 41,7 48 6 24 8
P63260 Actin, cytoplasmic 2 41,8 46 7 22 10
AOA075B5P6  Ig mu chain C region (Fragment) 50,0 46 8 — —
AOAOR4J0I1 MCG1051009 46,6 43 9 20 11
E9PV24 Protein Fga 87,4 42 10 — —
P01027 Complement C3 186,4 42 11 25

Q91X72 Hemopexin 51,3 41 12 24

QB8KOES8 Fibrinogen beta chain 54,7 40 13 7 48
Q8VDD5 Myosin-9 226,2 38 14 17 14
P21614 Vitamin D-binding protein 53,6 33 15 26 6
Q8VCM7 Fibrinogen gamma chain 49,4 30 16 7 45
P20918 Plasminogen 90,7 30 17 10 32
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ANEXOS

Q00623
Q01339
A8DUKA4
D6RGQO
P63017
G3X9T8
P28665
Q61147
E9QPU1
B7FAU9
P05064
P17742
P20029
088342
Q9DBDO
P22599
Q00897
P23953
P01942
P68368
P68369
Q00896
P63101
P06728
P29699
Q60605
A2AQO7
Q61129
P17182

P21107-2

QIQWK4
Q97126
008677-2
P27773

Q61703

AOAQ075B5P3
089020
P17751

P56480

G3X8T9

P52480
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Apolipoprotein A-|
Beta-2-glycoprotein

Beta-globin

Complement factor H

Heat shock cognate 71 kDa protein
Ceruloplasmin

Murinoglobulin-1

Ceruloplasmin

von Willebrand factor

Filamin, alpha
Fructose-bisphosphate aldolase A
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
78 kDa glucose-regulated protein
WD repeat-containing protein
Inhibitor of carbonic anhydrase
Alpha-1-antitrypsin 1-2
Alpha-1-antitrypsin 1-4
Carboxylesterase 1C

Hemoglobin subunit alpha
Tubulin alpha-4A chain

Tubulin alpha-1A chain
Alpha-1-antitrypsin 1-3

14-3-3 protein zeta/delta
Apolipoprotein A-1V
Alpha-2-HS-glycoprotein

Myosin light polypeptide 6

Tubulin beta-1 chain

Complement factor |

Alpha-enolase

Isoform 2 of Tropomyosin alpha-3
chain

CD5 antigen-like
Platelet factor 4
Isoform LMW of Kininogen-1

Protein disulfide-isomerase A3

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
chain H2

Protein Ighg2b (Fragment)
Afamin

Triosephosphate isomerase

ATP synthase subunit beta,
mitochondrial

Serine (Or cysteine) peptidase
inhibitor, clade A, member 3N,
isoform CRA_a

Pyruvate kinase PKM

30,6
38,6
15,7
125,0
70,8
121,0
165,2
1211
309,0
280,3
39,3
18,0
72,4
66,4
76,7
45,9
46,0
61,0
15,1
49,9
50,1
45,8
27,8
45,0
37,3
16,9
50,4
67,2
47,1

29,0

38,8
11,2
47,9
56,6

105,9

36,7
69,3
32,2

56,3

46,7

57,8

29
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24
24
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23
21
19
19
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17
17
16
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15
15
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14
14
14
13
13
13
13
13

13
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12
12
11

11

11
11
11
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10
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ANEXOS

P08226
Q19LI2

P08905
035930

Q02053

Q00898
P68372
P40142
P62962
Q7TQE2

Q9EQI5
P04186
Q9ESB3
P01592
AOAO075B5V0
Q91XL1
Q9JJZ2
P68510
Q61646
E9Q7Q3
AOA075B5V1
Q64442
P09411
Q6IRU2
QIWVF5

Q8CG19

Q9DBBY
P29788
P13020-2
P01029
P18760
QIWVA4
A2A5N1
P50396
P32261
AOA075B5P2
P01837
AOAOABYXA5
S4R1B8
AOAOR4J1N3
Q64727
Q01853

Apolipoprotein E
Alpha-1B-glycoprotein
Lysozyme C-2

Platelet glycoprotein Ib alpha chain
Ubiquitin-like modifier-activating
enzyme 1

Alpha-1-antitrypsin 1-5

Tubulin beta-4B chain
Transketolase

Profilin-1

Zyx protein

Chemokine (C-X-C maotif) ligand 7,
isoform CRA_b

Complement factor B
Histidine-rich glycoprotein
Immunoglobulin J chain
MCG114299 (Fragment)
Leucine-rich HEV glycoprotein
Tubulin alpha-8 chain

14-3-3 protein eta
Haptoglobin

Tropomyosin alpha-3 chain
Protein Ighv1-31

Sorbitol dehydrogenase
Phosphoglycerate kinase 1
Tropomyosin alpha-4
Epidermal growth factor receptor

Latent-transforming growth factor
beta-binding protein 1

Carboxypeptidase N subunit 2
Vitronectin

Isoform 2 of Gelsolin

Complement C4-B

Cofilin-1

Transgelin-2

14-3-3 protein beta/alpha (Fragment)
Rab GDP dissociation inhibitor alpha
Antithrombin-Il|

Protein Igkc (Fragment)

Ig kappa chain C region
MCG114298 (Fragment)

Bridging integrator 2

Apolipoprotein C-III

Vinculin

Transitional endoplasmic reticulum

35,8
56,5
16,7
80,0

117,7

45,9
49,8
67,6
14,9
57,0

12,2

85,0
59,1
18,0
12,9
37,4
50,0
28,2
38,7
28,7
11,0
38,2
44,5
28,5
72,9

186,6

60,4
54,8
80,7
192,8
18,5
22,4
18,3
50,5
52,0
11,9
11,8
12,9
51,6
10,9
116,6
89,3
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ANEXOS

ATPase
P01872 Ig mu chain C region 49,9 — — 16 15
Hemoglobin subunit beta-1
E9Q223 (Fragment) 11,1 — — 15 17
Q99K47 Fibrinogen, alpha polypeptide 61,3 — — 13 20
P68373 Tubulin alpha-1C chain 49,9 — — 7 52
AOAQ75B5M7  Protein Igkv5-39 10,4 — — 6 57
AOAO75B5P4 Ig gamma-1 chain C region secreted 357 . . 6 58
form (Fragment)
P20065-2 Isoform Short of Thymosin beta-4 5,0 — — 6 59
P06151 L-lactate dehydrogenase A chain 36,5 — — 6 60
Q91VW3 $H3 Fjomaln-k?lndlng glutamic acid- 105 - . 6 62
rich-like protein 3
P68254-2 Isoform 2 of 14-3-3 protein theta 27,7 — — 6 63
AOAOR4J1P2  Tropomyosin alpha-3 chain 32,8 — — 5 66
Q9CQV8 14-3-3 protein beta/alpha 28,1 — — 5 71
P09813 Apolipoprotein A-ll 11,3 — — 5 72
Ig heavy chain V region AC38
P06330 205.12 12,9 — — 4 75
Q9R0OP5 Destrin 18,5 — — 4 76
H3BIP?2 S-formylglutathione hydrolase 271 . . 4 80
(Fragment)
P61982 14-3-3 protein gamma 28,3 — — 4 83
P03987-2 Isof_orm 2 of Ig gamma-3 chain C 36,2 . . 4 84
region
AOAOAG6YX70  Antithrombin-IIl (Fragment) 11,6 — — 4 85
P08249 Mfalate dehydrogenase, 356 . . 4 89
mitochondrial
Ig kappa chain V-Ill region PC
P01660 3741/TEPC 111 12,1 _ T 3 90
Isoform 3 of Latent-transforming
QECGLE growth factor beta-binding protein 1 et - o g 91
F8WI14 Extracellular matrix protein 1 62,7 — — 3 92
Q07456 Protein AMBP 39,0 — — 3 93
P97315 Cysteine and glycine-rich protein 1 20,6 — — 3 95
Q9z2U1 Proteasome subunit alpha type-5 26,4 — — 3 96
P97447 Four and a half LIM domains protein 31.9 . . 3 99

1

El #PSM (peptide spectrum matches) fue utilizado como medida cuantitativa de la abundancia relativa de cada
proteina en el secretoma (Liu et al., 2012). (-) Indica que la proteina no fue detectada en el secretoma. El
analisis fue realizado con 15 pL a partir de 200 pL de secretoma aislados de plaquetas de 3 ratones de cada
genotipo. MM: masa molecular.

Tabla A4. Proteinas mas abundantes (top 100) presentes en el secretoma de plaquetas WtC3GACat y
TgC3GACat activadas con ADP.

. MM WtC3GACat TgC3GACat
Ne Uniprot Proteina - -
[kDa] #PSMs  Ranking  #PSMs Ranking
PO7724 Serum albumin 68,6 616 1 685 1
Q92111 Serotransferrin 76,7 115 2 120 2

126



ANEXOS

Q80YQ1
Q61838
Q91VBS8
Q00623
P60710
P63260
AOAOR4J0I1
P26039
A8DUK4
Q8VDD5
P01027
Q91X72
P21614
P01872
Q97126
Q99KA47
AOAORAJOX5
B7FAV1
P28665
P17742

Q9EQI5
P23953
P20918
P09813
Q8KOES8
P05064
P22599
008677-2
P0O7758
P63101
Q00897
P20029
088342
P68373
E9QPU1
P63017
G3X9T8
P68368
035930
Q9DBDO
P62962
P08905

Thrombospondin 1
Alpha-2-macroglobulin
Alpha globin 1
Apolipoprotein A-I

Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 2
MCG1051009

Talin-1

Beta-globin

Myosin-9

Complement C3
Hemopexin

Vitamin D-binding protein
Ig mu chain C region
Platelet factor 4
Fibrinogen, alpha polypeptide
Alpha-1-antitrypsin 1-3
Filamin, alpha (Fragment)
Murinoglobulin-1

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
Chemokine (C-X-C motif) ligand 7,
isoform CRA _b

Carboxylesterase 1C

Plasminogen

Apolipoprotein A-ll

Fibrinogen beta chain
Fructose-bisphosphate aldolase A
Alpha-1-antitrypsin 1-2

Isoform LMW of Kininogen-1
Alpha-1-antitrypsin 1-1

14-3-3 protein zeta/delta
Alpha-1-antitrypsin 1-4

78 kDa glucose-regulated protein
WD repeat-containing protein 1
Tubulin alpha-1C chain

von Willebrand factor

Heat shock cognate 71 kDa protein
Ceruloplasmin

Tubulin alpha-4A chain

Platelet glycoprotein Ib alpha chain
Inhibitor of carbonic anhydrase
Profilin-1

Lysozyme C-2

129,6
165,7
151
30,6
41,7
41,8
46,6
269,7
15,7
226,2
186,4
51,3
53,6
49,9
11,2
61,3
45,8
2745
165,2
18,0

12,2

61,0
90,7
11,3
54,7
39,3
45,9
47,9
46,0
27,8
46,0
72,4
66,4
49,9
309,0
70,8
121,0
49,9
80,0
76,7
14,9
16,7

84
73
61
47
45
43
43
37
32
25
23
23
22
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21
21
19
18
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17

17
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16
15
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14
14
14
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13
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11
11
11
11
11
10
10
10

44
58
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29
26
39
16
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19
15
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P29699
Q6IRU2
Q00898
D6RGQO
P18760
Q7TQE2
P21107-2

P06151
Q01339
P68510
P17751
Q8VCM7
P27773

Q01853

P08226
A2AQ07
Q64442
P04186

Q60605
Q64727

AOA075B5P4

AOA075B5P3

AOAQ75B5V1

AOA0J9YUQS8
P52480

Q02053

H3BJP2

P40142
P09411
AOA075B5V0
QIWVF5

Q91VW3

P20065-2
P06728
P61982
QOESB3
AOAOABYXN4
AOAOR4JIN3
Q9DBB9
QIQWK4
054890
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Alpha-2-HS-glycoprotein
Tropomyosin alpha-4 chain
Alpha-1-antitrypsin 1-5
Complement factor H
Cofilin-1

Zyx protein

Isoform 2 of Tropomyosin alpha-3
chain

L-lactate dehydrogenase A chain
Beta-2-glycoprotein 1

14-3-3 protein eta
Triosephosphate isomerase
Fibrinogen gamma chain

Protein disulfide-isomerase A3

Transitional endoplasmic reticulum
ATPase

Apolipoprotein E

Tubulin beta-1 chain
Sorbitol dehydrogenase
Complement factor B
Myosin light polypeptide 6
Vinculin

Ig gamma-1 chain C region secreted
form (Fragment)

Protein Ighg2b (Fragment)
Protein Ighv1-31
Gelsolin (Fragment)

Pyruvate kinase PKM
Ubiquitin-like modifier-activating
enzyme 1

S-formylglutathione hydrolase
(Fragment)

Transketolase
Phosphoglycerate kinase 1
MCG114299 (Fragment)

Epidermal growth factor receptor
SH3 domain-binding glutamic acid-

rich-like protein 3

Isoform Short of Thymosin beta-4
Apolipoprotein A-1V

14-3-3 protein gamma
Histidine-rich glycoprotein
Protein Ighv1-18 (Fragment)
Apolipoprotein C-IlI
Carboxypeptidase N subunit 2
CDS5 antigen-like

Integrin beta-3

37,3
28,5
45,9
125,0
18,5
57,0

29,0

36,5
38,6
28,2
32,2
49,4
56,6
89,3
35,8
50,4
38,2
85,0
16,9
116,6
35,7
36,7
11,0
62,3
57,8
117,7

27,1

67,6
44,5
12,9
72,9

10,5

5,0
45,0
28,3
59,1
12,9
10,9
60,4
38,8
86,7
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ANEXOS

P14152
089020
Q61129
S4R2J8

P56480

QID6F9
E9Q453
AOAQ75B5P2
E9Q748
Q7TMM9

Q61703
P01654

Q8CG19

P17182
AOAQ75B5N9
P01942

E9Q223
Q00896

G3X8T9

AOAOABYWP4
D3YXF4
I7HIR3
AOAOABYYE?
AOAOABYWH7
P29788
P26262
P01029
Q19LI2
H7BX99
AOAOB4J1I9
Q07456
Q99PT1
055222
070400
Q9QUMO
Q91XL1
A2A997

P01660
D3Z618

Malate dehydrogenase, cytoplasmic
Afamin

Complement factor |

Bridging integrator 2

ATP synthase subunit beta,
mitochondrial

Tubulin beta-4A chain
Tropomyosin alpha-1 chain
Protein Igkc (Fragment)
Antileukoproteinase

Tubulin beta-2A chain

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
chain H2

Ig kappa chain V-Ill region PC
2880/PC 1229
Latent-transforming growth factor
beta-binding protein 1

Alpha-enolase
Protein Igkv3-7

Hemoglobin subunit alpha

Hemoglobin subunit beta-1
(Fragment)

Alpha-1-antitrypsin 1-3

Serine (Or cysteine) peptidase
inhibitor, clade A, member 3N, isoform
CRA_a

Complement factor H (Fragment)
14-3-3 protein zeta/delta (Fragment)
Beta-2-glycoprotein 1 (Fragment)
Protein Igkv4-57 (Fragment)
Antithrombin-1ll (Fragment)
Vitronectin

Plasma kallikrein

Complement C4-B
Alpha-1B-glycoprotein
Prothrombin

Protein Igkv4-55 (Fragment)
Protein AMBP

Rho GDP-dissociation inhibitor 1
Integrin-linked protein kinase
PDZ and LIM domain protein 1
Integrin alpha-1lb

Leucine-rich HEV glycoprotein
Complement component C8 alpha
chain

Ig kappa chain V-Ill region PC
3741/TEPC 111

Tropomyosin alpha-3 chain

36,5
69,3
67,2
50,9
56,3
49,6
28,5
11,9
11,9
49,9
105,9

12,0

186,6
47,1
10,9
151
111
45,8

46,7

94,2
51
16,8
12,7
31,9
54,8
71,3
192,8
56,5
70,2
12,7
39,0
23,4
51,3
35,8
112,6
37,4

65,4
12,1
28,7
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ANEXOS

Isoform 2 of Leukemia inhibitory factor

P42703-2 81,2 - — 3 86
receptor
Isoform 2 of Ig gamma-3 chain C _ _
P03987-2 region 36,2 3 88
P01592 Immunoglobulin J chain 18,0 — — 2 89
Isoform 2 of Complement component _ .
Q8BH35-2 C8 beta chain 58,4 2 90
AOAOA6YY53  Protein Ighg2c (Fragment) 36,5 — — 2 91
Complement component 8, gamma _ _
Qelelic subunit, isoform CRA_b — 2 —
Q8K1B8 Fermitin family homolog 3 75,6 — — 2 96
088947 Coagulation factor X 54,0 — — 2 97
Q07968 Coagulation factor XlII B chain 76,1 — — 2 100

El #PSM (peptide spectrum matches) fue utilizado como medida cuantitativa de la abundancia relativa de cada
proteina en el secretoma (Liu et al., 2012). (-) Indica que la proteina no fue detectada en el secretoma. El
andlisis fue realizado con 15 pL a partir de 200 pL de secretoma aislados de plaquetas de 3 ratones de cada
genotipo. MM: masa molecular.
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“But of the tree of knowledge of good and evil you shall not eat; the moment
you eat from it you are surely doomed to die” (Genesis 2:17).

“You certainly will not die”, the serpent said to the woman. “For God
knows that when you eat from it your eyes will be opened and
you will be like God, knowing good and evil” (Genesis 3:4-5).
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