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2.- RESUMEN

Desde su descubrimiento en 1990, se ha demostrado que la enzima furina
participa en una gran variedad de procesos fisiol6gicos y fisiopatol6gicos, a través
del procesamiento de sus pro-proteinas sustrato en los compartimientos
subcelulares donde esta convertasa reside y/o transita. Esta endoproteasa es de
expresion ubicua y transita intracelularmente mediante dos ciclos de reciclaje
desde y hacia la membrana plasméatica-endosomas-TGN, y probablemente por los
cuerpos multivesiculares (MVCs). No se ha esclarecido aun cuales formas de
furina se producen y liberan durante la diferenciacion a macréfagos y cudles
cambian sus niveles durante la activacibn de los macréfagos por LPS,
considerando que esta célula cumple importantes funciones durante el proceso

inflamatorio.

En el presente trabajo se utilizo la linea celular U937, la cual expresa elevadas
concentraciones de furina endégena y ademas es capaz de diferenciarse in vitro
hacia macrofagos, por el agregado a los cultivos celulares, de un éster de forbol
(TPA) por 48 horas. Posteriormente, los macrofagos adheridos al plastico se
activaron con LPS por 4 y 24 hrs. Se analizé la presencia de las diferentes formas
de furina en las células y en el medio sobrenadante por western blot realizando el

Inmunorevelado con anticuerpos especificos.

Se encontré que la diferenciacién celular de la linea U937 hacia macréfagos
aumenta considerablemente las concentraciones intracelulares de pro-furina de
110 kDa, furina madura de 97 kDa y la forma soluble o truncada de 82 kDa: y que
la activacion de los macréfagos con LPS induce un aumento de furina soluble de

82 kDa con respecto a las células sin LPS.

Por otra parte, del medio sobrenadante se obtuvieron dos fracciones: los
exosomas aislados por centrifugacion diferencial y el medio post-exosomal. Las
vesiculas aisladas corresponden a exosomas, verificado por la presencia de sus
proteinas marcadoras especificas: CD81, CD63, HLA-a. Ademas se comprobd

gue los exosomas liberados por los macrofagos estimulados con LPS contienen



mayores niveles de la convertasa furina de 97 kDa que los exosomas provenientes

de macréfagos sin el estimulo por 4hrs 'y 24 Hrs.

En la fraccién post-exosomal se encontré6 que la diferenciacibn a macréfagos
induce un aumento de la liberacidén de la molécula de 82 kDa, tanto a las 4 como a
las 24; y que el agregado de LPS a los macréfagos incrementa la secrecion de
furina soluble de 82 kDa , en un 132.9%% y 398.2% a las 4 y 24 hrs de liberacion,
respectivamente, en comparacion con los niveles liberados por los macrofagos sin

estimulacion.

3. INTRODUCCION

3.1 Antecedentes generales

El correcto procesamiento proteolitico de factores de crecimiento, receptores,
moléculas de adhesion celular, toxinas bacterianas y glicoproteinas virales, etc,
se debe a la accion de un grupo de enzimas serin-proteasas estructuralmente
relacionadas, conocidas como Convertasas de Proproteinas parecidas a
subtilisina y kexina de las levaduras (PCSKs). Estas enzimas llevan a cabo la
maduracion de sus sustratos generando cortes en sitios de pares de aminoacidos
basicos (Fugere & Day, 2002). Hasta la fecha se han identificado siete genes
distintos que codifican PCs y sus varias isoformas: PC1 (furina o PACE), PC2
(PC2), PC3 (PC1 o PC3), PC4 (PACE4), PC5 (PC4), PC6 (PC5 o PC6), PC7
(LPC, PC7 o PCB8) (Bergeron, Leduc, & Day, 2000).

Todas las PCs contienen varios dominios comunes: un péptido sefial en el
extremo N-terminal, un propéptido de aproximadamente 80 a 100 residuos, un
dominio catalitico, un dominio P y un dominio carboxilo terminal especifico para
cada PC (Fugéere & Day, 2002). La mayor similitud entre ellas reside en el dominio
catalitico, similar a la subtilisina bacteriana o a la kexina de las levaduras, el cual
es de mas de 330 a.a. y consiste de residuos de Aspartato, Histidina y Serina, los
cuales forman la Triada Catalitica. Las secuencias adyacentes a estos residuos

también son bien conservadas, asi como el dominio P, el cual es esencial para la



actividad enzimética, la modulacién del pH y los requerimientos de calcio (Zhou,
Martin, Lipkind, LaMendola, & Steiner, 1998) (Figura 1).
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Figura 1 . Diagrama esquematico de la familia Convertasas de Proproteinas. (PC’s) (Thomas,
2002).

3.1.1 Furina

Por medio de una busqueda en una base de datos, se identific6 una proteina
reportada previamente y que esta codificada por el locus FUR, un marco abierto
de lectura adyacente al proto-oncogen fes/fps, como el primer gen homélogo de
mamifero de la enzima Kex2 (Roebroek, 1986) (Fuller, Brake, & Thorner, 1989).

El gen FUR que codifica a la enzima furina, es transcrito a partir de al menos tres

promotores distintos; uno de ellos puede ser regulado, mientras que



los otros dos tienen caracteristicas de promotores de genes de mantenimiento
(Nakayama, 1997). A partir de la localizacion del gen FES, se concluyo que el gen
FUR esta localizado en el cromosoma 15026.1.

Pronto se demostrd que furina procesaba correctamente diversos factores
factores de crecimiento, receptores para estos Ultimos, moléculas de adhesion,
proteinas de la matriz extracelular y séricas, etc.(Molloy, Bresnahan, Leppla,
Klimpel, & Thomas, 1992) (Bresnahan, 1990) (Wise, 1990). Ademas furina
desempeiia una importante funcion durante la embriogénesis, ya que los ratones

knock-out de esta enzima mueren al décimo dia embrionario (Thomas, 2002).

3.1.2 Estructura de furina

Furina, es una proteina transmembranal tipo-1 de 794 aminoacidos, cuenta con un
péptido sefial unido al prodominio que esta flanqueado en el extremo amino-
terminal por el sitio de autoprotedlisis; un dominio catalitico que se encuentra
altamente conservado entre las PC en eucariotas. A dicho dominio se le denomina
triada catalitica y esta conformado por los aminoacidos: Aspartato, Histidina y
Serina. Ademas esta enzima presenta un dominio P, altamente conservado en las
otras PC, que es importante para el censo del pH y del calcio; una region rica en
cisteina; una region transmembranal y un dominio citoplasmético.(An Zhou 1998).
(Figura 2).

En las células, su extremo carboxilo terminal esta orientado hacia el citoplasma y
el amino-terminal hacia el lumen de los compartimientos intracelulares, o bien,
extracelularmente (Seidah, Day, Marcinkiewicz, & Chretien, 1998). Furina lleva a
cabo mas del 50% de su actividad enzimatica en el rango de pH de 5 a 8,
dependiendo del sustrato y al igual que otros miembros de la superfamilia
subtilisina-kexina es extremadamente dependiente de calcio, ya que requiere de
una concentracién aproximadamente de 1mM de Ca®" para su actividad completa
(Thomas, 2002).

Furina también se une a potasio, aunque de manera mas débil. Una concentracion

de 20 mM de potasio incrementa la actividad de furina al mejorar la tasa del



proceso de desacilacidn, el cual es importante durante el ciclo catalitico de furina
(Rockwell & Fuller, 2002).
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3.1.3 Biosintesis de Furina

Furina se sintetiza en el reticulo endoplasmico como una pro-enzima inactivada o
zimogeno, cuando es cortado el péptido sefal, el prodominio de furina de 83 a.a.
actia como un pro-péptido chaperon intramolecular que dirige el plegamiento y la
activacion de la endoproteasa a través de un par de rompimientos en el
prodominio (Figura 3), los cuales suceden mediante una serie de pasos y en un
compartimiento especifico, para dar lugar a la enzima activa, cuyo peso molecular
es de 97kDa, mientras que el peso molecular de pro-furina es de 110kDa.
(Thomas, 2002). El primer corte durante la auto-activacion de furina, (tyo= 10 min)
ocurre en el ambiente de pH neutro del reticulo endoplasmico después del residuo

Arg107 dentro del sitio consenso (—Arg-Thr-Lys-Argio7*-), el cual esta localizado en



el limite del dominio catalitico. El segundo corte (t12= 2 hrs) es hecho después del
residuo Arg75 del sitio de furina en el TGN, en donde se encuentran condiciones
de pH mas &cido y mayor concentracién de Ca®* (Thomas, 2002).
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Figura 3. Autoprotedlisis de Furina. (Modificado de Thomas, 2002)



3.1.4 Localizacién intracelular de furina

Furina se localiza en el TGN, la cual es una estructura del aparato de Golgi
responsable de dirigir a proteinas de la via secretoria a sus destinos finales, como
la superficie celular, los endosomas, lisosomas y granulos secretorios (Griffiths &
Simons, 1986) (Cu, Crump, & Thomas, 2001). A partir del TGN, furina transita una
via altamente regulada a través de varios compartimientos del TGN, endosomas y
la superficie celular, lo cual explica en parte la habilidad de furina de procesar una
diversa gama de sustratos pro-proteicos in vivo (Thomas, 2002). (Ver subtema
siguiente y tabla 1).

La localizacién de furina en el TGN y su ciclaje dinAmico son controlados por
secuencias contenidas dentro de su dominio citoplasmatico de 56 aminoacidos.
Un motivo doble compuesto por: 1) un grupo acidico capaz de ser fosforilado por
casein-kinasa 2 (CK-2) que controla dos etapas de un circuito de ciclaje local y la
eficiente recuperacion de furina desde los endosomas hacia el TGN; y 2) un
segmento proximo a membrana que contiene dos motivos hidrofébicos (YKGL y
LI) es necesario para la eficiente salida de furina desde el TGN hacia los
endosomas (Figura 4). (Molloy, Thomas, VanSlyke, Stenberg, & Thomas, 1994)
(Takahashi, Nakagawa, Banno, Watanabe, Murakami, & Nakayama, 1995) (Wan,
y otros, 1998).

La localizacion constante de furina en el TGN es evidencia de que esta
endoproteasa rompe los sustratos pro-proteicos en este compartimiento y que
quizas ademas de su funcién de resguardar estos procesos enzimaticos, este
compartimiento también podria funcionar como un reservorio estratégicamente
localizado de moléculas de furina que no estan activas en el procesamiento pro-
proteico (Thomas, 2002). Sin embargo, se ha demostrado que furina también
puede procesar varios precursores proteicos en la via endocitica, en la superficie
celular y también en el espacio extracelular después de haber sido despojada
proteoliticamente de sus dominios transmembranales en la membrana celular.
Otros autores dicen que este corte ocurre desde el TGN. Esto significa que furina
se transloca desde el aparato de Golgi a la membrana celular como una entidad

molecular diferente a las previamente mencionadas, con un peso molecular de 80-
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82 kDa. Se conoce que esta forma de furina soluble tiene actividad enzimética en
el espacio extracelular. (Denault, Bissonnette, Longpré, Charest, Lavigne, &
Leduc, 2002).
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Figura 4. Compartimientos intracelulares de furina. (Modificado de Thomas, 2002)

3.1.5 Sustratos de furina

El sitio consenso que furina rompe estad situado después del residuo de Arg
carboxi-terminal en la secuencia —Arg-X-Lis/Arg-Arg*- el cual fue determinado
bioquimicamente utilizando dos sustratos de furina: el antigeno protector de la
toxina de antrax (PA) y la hemaglutinina del virus de la influenza aviar (HA)
(Molloy, Bresnahan, Leppla, Klimpel, & Thomas, 1992). Los residuos de Arg en las
posiciones P1 y P4 del sitio de corte son esenciales, mientras que el aminoacido

basico en la posicion P2 (Lys/Arg) no lo es, pero puede mejorar sustancialmente la
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eficiencia del procesamiento. Por lo tanto, -Arg-X-X-Arg*- representa el minimo
sitio de corte de furina (Krysan, Rockwell, & Fuller, 1999). Sin embargo, algunos
precursores son cortados en sitios no basicos tales como Ala, Ser, Thr, Met, Val y
Leu (Seidah & Chrétien, 1999).

A diferencia de otras convertasas de pro-proteinas, la amplia distribucion de furina
en diferentes tejidos, permite el procesamiento y activacion de una variada gama
de sustratos pro-proteicos. Estudios llevados a cabo utilizando la co-expresion de
furina y precursores de sustratos en lineas celulares de mamifero en cultivo han
demostrado que furina es capaz de procesar precursores del factor de crecimiento
nervioso-B (NGF-B), el factor von Willebrand, C3 del complemento y albumina
(Nakayama, 1997).

En la tabla siguiente se muestran los algunos de los diferentes sustratos pro-

proteicos que pueden ser procesados por furina.

Precursores

Precursores

Factores de Crecimiento y Hormonas

Metaloproteinasas de Matriz

Pro-factor de crecimiento nervioso 3 de ratén

Estromelisina-3 de Humano

Pro-factor neurotrofico derivado del cerebro
porcino

MT-MMP1 de Humano

Pro-neurotrofina 3 de Humano

Pro ADAMs 10, pro ADAM 12, pro ADAM 15,
TACE, pro ADAMTS1, pro ADAMTS4 y
ADAMTSA.

Pro-factor de crecimiento transformante p1
de Humano

MMPs 11, MMPs 2, MMPs 3 ,Pro MMPs 2,
Pro MMPs 3

Pro-sustancia inhibidora Miilleriana de Rata

Glicoproteinas de Envoltura Viral

Pro-factor de crecimiento parecido a insulina
1 de Humano

Gp160 del virus de inmunodeficiencia
Humano

Pro-endotelina-1 de Humano

Glicoproteina B de citomegalovirus Humano

Pro-péptido relacionado de la hormona
paratiroidea de Humano

Superantigeno del virus-7 de tumor mamario
de ratén

Pro-hormona paratiroidea de Humano

Hemaglutinina A del virus de la influenza
aviar

Pro-BMP4 y BMP4

Virus FO de Sarampion
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Pro-factor de crecimiento vasculo endotelial Virus FO de la enfermedad de Newcastle
D (pro-VEGF-D)
Pro-PDGF cadena B Gp E2 del virus Sindbis
Pro GDF5 Virus de parainfluenza Humano tipo 3
Factor de crecimiento parecido a insulina 1 Proteinas cdpside menor L2 del papiloma
virus
Factor de crecimiento parecido a insulina 2 Otros
Receptores Pro-furina de Humano
Pro-receptor de insulina Humano Pro-endopeptidasa 3.4.24.18 de Rata
Pro-receptor de factor de crecimiento de Superéxido dismutasa extracelular [Cu-Zn]
hepatocitos Humano
Pro-proteina relacionada al receptor de Pro-Lactasa-Florizina Hidrolasa
lipoproteinas de baja densidad Humano
Cadena a-3 de integrina Humana Pro-7B2 de Raton
Cadena a-6 de integrina Humana Aerolisina
Cadena a-5de integrina atp6apl
Cadena a-4de integrina BACE1
Precursor Cadena a-3 de integrina Desmogleina 1
Pro-receptor de IGF-1,2 Humano Pro-Desmogleina 3
Pro-receptor VEGF Ectodisplasina-A
Pre-cubilina PRB4 humano
Exotoxinas Bacterianas Proencefalina B

Antigeno protector de la toxina de Antrax Semaforina D
Precursor de la Toxina de la Difteria Semaforina 3F
Exotoxina A de Pseudomonas Vitronectina
Toxina Shiga Fibrilina-1

Proteinas Plasmaticas Gliomedina
Pro-albimina Humana gp40/gp15
Pro-C3 de complemento de Rata LECT1
Pro-factor IX Humano Pro-lipasa endotelial
Pro-factor X Humano Pro-péptido natriurético tipo B
Colageno tipo XXIII
Pro-proteina C Humana

Tabla 1. Precursores procesados por furina. (Modificado de Nakayama,
1997)
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3.1.6 Liberacion de Furina

La exocitosis 0 secrecion de proteinas puede dividirse en 2 formas: constitutiva
(independiente de Ca++) y regulada (dependiente de Ca++). La primera ocurre en
todas las células y su finalidad es la de secretar componentes de la matriz
extracelular o proteinas de nueva sintesis por medio de vesiculas de transporte
gue van dirigidas a la membrana plasmatica. En cuanto a la via de secrecién
regulada, las moléculas cargo estan almacenadas en los granulos secretorios y
luego de un estimulo externo estos granulos se fusionan con la membrana
plasmatica para liberar su contenido en el espacio extracelular. Existe también otro
mecanismo de exocitosis y es el que sucede cuando los cuerpos multivesiculares
(MVC) se fusionan con la membrana plasmatica y subsecuentemente liberan sus
vesiculas intraluminares o “exosomas”; las cuales tienen su origen en la via
endocitica. [Figura 5] (Denzer, Kleijmeer et al. 2000; Keller, Sanderson et al.
2006).

Como ya se ha mencionado anteriormente, furina en su forma soluble de
80-82 kDa puede liberarse por las células por secrecidén constitutiva, y asi actuar
sobre sus proteinas sustrato en el espacio extracelular. Sin embargo, también se
ha encontrado que la forma de furina madura activa de 97 kDa (forma
transmembranal) también es capaz de liberarse pero por la via de los exosomas
(Anuart Munive V, 2010).
A continuacioén se explican las caracteristicas de los exosomas y su funcion como

comunicadores intercelulares.

3.1.7 Exosomas

Los exosomas son vesiculas de un diametro de 30-100 nm, son liberados por
diversos tipos celulares, tales como: células T citotoxicas, plaquetas, células
cebadas, neuronas, oligodendrocitos, células de Schwann, células epiteliales del
intestino, macrofagos, linfocitos B y células tumorales. Con la ayuda de la
criomicroscopia electrénica se ha podido verificar que los exosomas presentan
una forma perfectamente redondeada(Conde-Vancells, Rodriguez-Suarez et al.

2008). Se encuentran presentes en diversos fluidos biolégicos tales como el

13


file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_10
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_15
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_15
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_7
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_7

semen, la sangre, la saliva, orina (Pisitkun, Shen et al. 2004), leche, liquido
amniotico, liquido ascitico, fluido cerebroespinal, fluido broncoalveolar, fluido
sinovial y bilis.

Ademas los exosomas presentan una densidad de sedimentacién que varia de
1.13 g/ml a 1.21g/ml, dependiendo del tipo celular del que se trate. Es decir, los
exosomas derivados de las células intestinales tienen una densidad de
sedimentacién de 1.19g/ml (Van Niel, Mallegol et al. 2003), mientras que para los
exosomas provenientes de los linfocitos B es de 1.13g/ml y para los de las células
dendriticas derivadas de monocitos es de 1.21g/ml (Schorey and Bhatnagar 2008).

v Exosomas
« Endosoma
Temprano

Figura 5 Liberacién de exosomas y de cuerpos multivesiculares: gemaciéon de las
vesiculas en los endosomas tempranos, formacién de MVCs y por ulltimo la fusién de
éstos a los lisosomas para su degradacibn o a la membrana plasméatica para la
liberacion de exosomas.

(Modificado de Raposo 2013)
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3.1.8 Estructura de los exosomas

La composicion proteica de las vesiculas extracelulares incluyendo en este caso
los exosomas fueron determinadas por técnicas como western blotting,
espectrometria de masa, analisis protedmico y separacidn por cuentas-magnéticas
activadas por fluorescencia (Thery, Duban et al. 2002).

Los exosomas como tienen un origen endocitico no contienen proteinas del
reticulo endoplasmico, del nucleo o de las mitocondrias, s6lo poseen proteinas del
citosol y de la membrana plasmatica. Por lo tanto, estas vesiculas presentan
proteinas que estan involucradas en el transporte vesicular y aquellas que
intervienen en la fusion de las mismas, como son las Rab-GTPasas, anexinas,
flotilina; y proteinas involucradas en la biogénesis de los MVCs como son Alix y
Tsgl01l (Keller, Sanderson et al. 2006; Schorey and Bhatnagar 2008; Raposo
2013).

También los conforman una familia de proteinas de transmembranales que
funcionan como marcadores caracteristicos de los exosomas que son conocidas
como tetraspaninas, entre las cuales destacan CD63, CD9, CD81, CD82 ;
proteinas de choque térmico como HSC70 y HSP90; enzimas metabdlicas como
peroxidasas, piruvato,enolasa-1, glicrerolaldehido-3 fosfato deshidrogenasa,
enolasa y moléculas del MCH; proteinas citosolicas como tubulina, actina y
proteinas de union a actina y otras moléculas que estan implicadas en sefales de
transduccion como son las proteinas G heterotriméricas y protein-kinasas
(Schorey and Bhatnagar 2008). En cuanto a la composicién lipidica de estas
nanovesiculas se ha encontrado que estan ampliamente enriquecidas con
colesterol, esfingomielina y hexocilceramida a espensas de la fosfatidilcolina y
fosfatiletalonamina, y en cuanto a los acidos grasos son en su mayoria

insaturados y monoinsaturados [Figura 6].(Raposo 2013).
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Figura 6: Composicion proteica citosolica y de la membrana de los exosomas.
(Schorey,j y cols. 2008)

3.1.9 Biogénesis de los exosomas

Los endosomas tempranos sufren diversos cambios y se convierten en
endosomas tardios y las moléculas cargo que contienen podran ser degradadas
0 exportadas o pueden ser transportadas dentro de unas vesiculas que brotan o
geman dentro del lumen de los endosomas tardios A estas pequefas vesiculas
formadas se les nombra como vesiculas intraluminares (ILVS) o exosomas.

También a los endosomas tardios se les conoce en ese momento como MVCs.
Estos MVCs pueden seguir 2 rutas, la primera consiste en fusionarse con los
lisosomas donde se degrada su contenido o se fusionan con la membrana
plasmatica y como consecuencia se produce la liberacion de los exosomas [Figura
7]. Debido a gue los exosomas se originan por 2 invaginaciones sucesivas: una
proveniente de la membrana plasmética y la otra de los MVCs, su orientacién de
membrana es similar a la membrana plasméatica. (Sahoo and Losordo 2014)

Algunos trabajos en levaduras y en cultivo de tejidos han ayudado a elucidar que

existen 3 mecanismos importantes para la formacion de los exosomas. Uno
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involucra la organizacion de la familia de proteinas antes mencionadas como
tetraspaninas que se encuentran en regiones especializadas o microdominios de
la membrana (TEMS), su estructura es terciaria y cuentan con 4 dominios
transmembranales variables y definen especificamente las interacciones proteina-
proteina; por lo tanto los TEMS agrupan las proteinas necesarias para la
formacién de los exosomas a través de estas interacciones. (Jansen, Krijgsveld et
al. 2009).

El segundo mecanismo para la formacién de los exosomas involucra a los
complejos endosomales ESCRT (Complejos Endosomales de
Clasificacion Requeridos para el Transporte) conformados por 20 proteinas, los
cuales forman 4 complejos ESCRT I, , 0 segun lo reportado en estudios con
levaduras mutantes. Los complejos ESCRT |, Il y 0 son los encargados de
secuestrar las proteinas ubiquitinizadas en la membrana endosomal, y el complejo
ESCRT Ill se ha visto que es el responsable de la gemacion de las ILVs o
exosomas [Figura 7] (Schorey and Bhatnagar 2008; Akers, Gonda et al. 2013;
Raposo 2013).
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Endosoma temprano
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Rab27 / ﬁ }' 14‘ B
;3 | "~ James H. 2012
/ [ )1 () ;MVB
/ ';4/ /
A / \ e 4
//"_ 2 \A/Hdb/ - ]
/ i _,: \'\
- 3
W S
S 4
N
medecanc © Sintenina )Aux Ubiguitina < ESCRT-IlI " ESCRT-0-1I

En mamiferos se ha demostrado que existen vias adicionales o alternativas para
la formacion de los MVC, pues mediante la inactivacion de las subunidades de

ESCRT pertenecientes a los 4 complejos se ha visto que no se impide totalmente
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la formacion de los mismos (Schorey and Bhatnagar 2008; Akers, Gonda et al.
2013; Raposo 2013)

En cuanto a los mecanismos independientes de ESCRT, se produce la hidrolisis
de la esfingomielina a ceramida por las esfingomielinasas (Trajkovic, Hsu et al.
2008) . La ceramida forma la curvatura negativa de la membrana promoviendo la
invaginacion de los exosomas. En estudios mas recientes realizados en células
de melanocitos se ha encontrado que la tetraspanina CD63 también forma parte
de los mecanismos independientes de ESCRT (van Niel, Charrin et al. 2011).

3.1.10 Secrecidén de exosomas

Los mecanismos que llevan a la liberacion de los exosomas son muy similares a
los que estan implicados en los lisosomas secretorios (Thery, Regnault et al. 1999;
Lakkaraju and Rodriguez-Boulan 2008). Es un proceso en el cual estan
involucrados el citoesqueleto (actina y los microtubulos), interruptores moleculares
como las pequefias GTPasas (proteinas Rab), motores moleculares como la
miosina y kinesina, y la maquinaria de fusion (SNARES) (Lakkaraju and Rodriguez-
Boulan 2008; Raposo 2013).

Las proteinas Rab participan en el anclaje y union de la vesicula, pues éstas
tienen la habilidad de organizar los microdominios de membrana asi como de
reclutar moléculas efectoras, aunque aun falta mucho que estudiar para esclarecer
la regulacién de la fusion de los MVCs a la membrana plasmatica (Akers, Gonda
etal. 2013) .

Algunos estudios sugieren que las Rabl1, Rab27 y Rab35 estan implicadas en la
liberacidon de los exosomas. La participacion de estas GTPasas parece ser de tipo
complementario o que indirectamente regulan rio arriba las vias para la secrecion
de los exosomas. En trabajos recientes se ha demostrado que la inhibicion de
cada una de estas Rab soélo afecta el proceso de liberacion parcialmente (Akers,
Gonda et al. 2013; Raposo 2013) .

En cuanto al proceso de fusion de los MVCs con la membrana plasmatica, se sabe

gue se produce por la accion de los complejos SNAREs y miembros de la familia

18


file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_29
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_1
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_1
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_26
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_33
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_33
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_34
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_31
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_16
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_16
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_16
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_26
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_1
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_1
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_1
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_1
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_26

de sinaptotagmina. Ya se ha reportado un proceso similar durante la secrecion y
fusion convencional de los lisosomas con la membrana plasmatica (Schorey and
Bhatnagar 2008).

Los estudios realizados en lineas celulares de eritroleucemia humana y células
cebadas indican que la secrecién de los exosomas es susceptible a los cambios
intracelulares de calcio (Blott and Griffiths 2002; Savina, Fader et al. 2005);
mientras que en otro trabajo hecho en cultivos primarios de neuronas corticales se
ha comprobado que cuando ocurre la despolarizacién por el i6n K+ se ve
incrementada la liberacion de los exosomas (Faure, Lachenal et al. 2006).

4.- ANTECEDENTES PARTICULARES

La expresion de furina en la linea celular hematica HL-60 aumenta durante la
diferenciacion celular a macréfagos, tanto a nivel del ARNm como de proteina
(Padré6s MR y cols, 2005). La inmunoelectrotransferencia de los extractos
celulares, reveld que las células HL-60 indiferenciadas contenian bajos niveles del
precursor de 110 kDa y de las formas procesadas de furina de 97 kDa y
otra menor, no reportada por otros investigadores, de 58 kDa. La
diferenciacion a macrofago aumenta el contenido de las tres formas de furina y la
activacion de los mismos con LPS produce un aumento del procesamiento de
pro-furina (Padrés MR y cols, 2005). Sin embargo, otros autores han reportado
independientemente por northern blot o por PCR, que en particular esta linea
celular no expresa el ARNm del gen FUR o lo hace débilmente (Laprise M.H y
cols., 2002; Seidah N y cols, 2012).

Cabe destacar que en el trabajo de Padrés y cols, de 2005 la extraccion de
proteinas celulares se realizé utilizando el buffer RIPA, como hasta ese momento
se realizaba por otros grupos de investigacion; y luego se reportd que esta
convertasa se encuentra anclada en pequefios microdominios membranales
Posteriormente, Anuart Munive V (2010), estandarizé el método de aislamiento y

purificacion de exosomas; encontrando que esta forma de la convertasa de 97 kDa

19


file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_29
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_29
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_4
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_28
file:///C:/Users/Jennifer/Documents/INTRODUCCION%20tesis%202.docx%23_ENREF_11

estd presente en los exosomas provenientes de los macrofagos de la linea
HL.60 kDa en la fraccion post-exosoma (Anuart Munive V 2010).
Posteriormente, se estandarizé el método de purificacion de exosomas liberados
al medio extracelular por los macrofagos derivados de la linea celular HL-60
(Anuart Munive V, 2010). Se confirmé la existencia de una via alternativa de
secrecion de furina transmembranal de 97 kDa al medio extracelular, en bajas
concentraciones, en los exosomas provenientes de los macréfagos de la linea
HL.60, asi como la forma soluble de la enzima de 80-82 kDa en la fraccion post-

exosomal (Anuart Munive V, 2010).
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5.- JUSTIFICACION

Furina es una endoproteasa que juega un papel importante en la maduracién
proteolitica de moléculas precursoras de una amplia variedad de proteinas en la
via secretoria y se expresa en forma ubicua en todos los tejidos hasta ahora
estudiados. (Plaimauer, Mohr et al. 2001; Denault, Bissonnette et al. 2002;
Thomas 2002). Se ha demostrado que ocurre un trafico intracelular de esta
enzima anclada a las membranas, el cual incluye ciclos de reciclaje desde y hacia
la membrana plasmética,-endosomas-TGN, y probablemente MVCs (Griffiths y
Simons, 2001; Gu y cols, 2001, Wan y cols 1998, Molloy y cols, 1999).
En un trabajo previo en el Laboratorio, se confirmd la existencia de una via
alternativa de secrecion de furina transmembranal de 97 kDa al medio
extracelular, en bajas concentraciones, en los exosomas provenientes de los
macrofagos de la linea HL.60 sin transfectar (furina endogena), asi como la forma
soluble de la enzima de 80-82 kDa en la fraccion post-exosomal (Anuart Munive
V, 2010). Actualmente contamos en el Laboratorio con la linea celular hematica
U-937, la cual sintetiza furina endégena en altas concentraciones, siendo también
estas células susceptibles de diferenciarse in vitro a macréfago por el agregado de
TPA.

Por otra parte, se ha demostrado que los macrofagos activados secretan una
variedad de mediadores celulares como los exosomas que pueden mediar la
comunicacion intercelular local y sistémica.(McDonald, Tian et al. 2014).

No se ha esclarecido aun cuales formas de furina se producen y liberan durante la
diferenciacion a macréfagos y cuales cambian sus niveles durante la activacion de
estas células por LPS, considerando que el macréfago es una célula con gran
actividad en los procesos inflamatorios. Posteriormente se podra investigar el
papel fisiologico/funcional de furina exosomal liberada por los macréfagos
activados, la cascada de sefalizacion y su participacién en la regulacion de la

inflamacion.
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6.-HIPOTESIS

La expresion y liberacion de la convertasa furina esta incrementada en los

macrofagos activados con LPS derivados de la linea celular U-937

7.-OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Analizar la expresion y liberacion de las formas de la enzima Furina durante la
diferenciacion y la activacion de macréfagos con LPS, derivados la linea celular U-
937.

7.2 Objetivos particulares

1. Determinar la expresion de las formas transmembranal y soluble de la
enzima furina durante la diferenciacién celular a macrofagos en la linea U-
937.

2. Analizar la liberacibn de furina en los exosomas provenientes de
macrofagos activados o no por LPS.

3. Corroborar que las vesiculas aisladas del medio extracelular corresponde a

los exosomas mediante marcadores especificos para ellos.
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8.-METODOLOGIA

8.1 Descongelamiento de lineas celulares

Primero se descongelaron los crioviales a bafio maria a 37°C, y se colocaron las
células en el medio correspondiente. Posteriormente se centrifugoé para eliminar
los restos del medio de congelacion, se descartd el sobrenadante y el pellet se
resuspendié en el medio de cultivo correspondiente. Las células se contaron en
una cadmara de Neubauer.

Por dltimo se sembraron las células en un frasco T25 y se expandieron en el
medio completo hasta obtener la cantidad de células suficientes para realizar la

diferenciacion celular.

8.2 Cultivos celulares

La linea celular U-937 se cultivé en medio RPMI suplementado con 10% de suero
bovino fetal, 2mM de glutamina, 10mM de NaHCOs3;, 100 Ul/ml de penicilina y

100pg/ml de estreptomicina a 37°C en el incubador humedo con 5% de CO..

8.3 Diferenciacién celular

Las ceélulas indiferenciadas U-937 se cultivaron en frascos T75 a una
concentraciéon de 1.10° células/ml en el medio de cultivo completo.
Posteriormente, se diferenciaron a macréfagos por el agregado de 10ng /ml de
TPA por 48 Hrs. Un frasco T75 de macréfagos fue posteriormente incubado con
LPS 50 pg/ml para su activacion por otras 24 hrs.

Los macréfagos adheridos al plastico, activados o no, del frasco de cultivo se
lavaron con PBS 3 veces y se despegaron en medio libre de suero.
Posteriormente se procedid a obtener los extractos celulares de cada condicion.

8.4 Liberacidon de exosomas en el medio sobrenadante

Para la liberacion de exosomas, cada frasco de células indiferenciadas y
diferenciadas a macréfagos con o sin activacion con LPS se lavaron con medio
libre de suero (tres veces) y se recolectd el medio sobrenadante luego de incubar
por 4y 24 hrs a 37°C en el incubador himedo con 5% de CO..
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8.5 Obtencidn de exosomas

*Todo el procedimiento se llevd a cabo en hielo o en centrifugacion a 4°C*

Se utilizé el método descripto por Raposo G. y cols 1996, y reportado por otros
autores (Théry C. 2002, Denzer K. 2000, Février 2004). Los sobrenadantes de
cultivo de las células diferenciadas a macrofagos se descongelaron y colocaron en
hielo. La obtencion de exosomas se realizé mediante centrifugaciones seriadas de

estos sobrenadantes, como se indica (tabla 2).
Tabla 2

Centrifugaciones seriadas para la obtencién de exosomas

Gravedades Velocidad Tiempo  Temperatura Centrifuga

(rpm) (min) (°C)
1 400 1,400 10 4 Beckman
2 3500 5,800 4 Sorvall
3 4500 6,710 4 Sorvall
4 10,000 9,800 30 4 Sorvall
5 14,000 16,000 30 4 Sorvall
6 100,000 35,000 60 4 Ultracentrifuga

Beckman

El sobrenadante de cada paso se someti6 a la siguiente centrifugacion, y
asi sucesivamente. Luego de la ultracentrifugacion a 100,000 g, el pellet
obtenido se resuspendié directamente en 200 pl de buffer Laemmli 2x, y se

guardé a —20°C hasta su uso en la electroforesis.

8.6 Sobrenadantes post-exosoma

El sobrenadante que queda de la ultracentrifugacion, denominado sobrenadante
post-exosoma contiene proteinas solubles, las cuales se concentraron en
columnas de Centricon C-10. Dichas columnas se centrifugaron a 4,000 rpm

durante 30 minutos a 4°C hasta obtener aproximadamente 100 pl de la solucion.
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Se lavaron con 1 ml de PBS centrifugando a 4,000 rpm durante 30 minutos a 4°C,
para eliminar las trazas del rojo de fenol del medio de cultivo inicial. Las columnas
se agitaron en el vortex para invertirla y obtener el material que quedo retenido,
llevando a un volumen final de 200 ul en PBS, los cuales se guardaron a -20°C
para su posterior uso en la electroforesis.

A continuacion se presenta un esquema de todo el procedimiento para la

purificacion de exosomas (figura 8).

— | Sobre- ~—1 sobre- ot Sobre- ="

Sobre-
igorgi;( ggggme nadante nadante nadante
5 Vg X 45009 x 10,000qg x 14,0009 x
Smin 5min 30 min 30 min
| -
Sobrenadante Células Fragmentos Fragmentos Detritus y
del medio Celulares y Celulares y agregados
de cultivo células células de proteinas
muertas muertas
Ultracentrifugacion
100,000g x 1hr
 — _—
Sobrenadante
post-exosoma

Detritus y Exosomas
agregados de Purificados
proteinas

Figura 8: Proceso de purificacion de exosomas y obtencion del
sobrenadante post-exosoma.
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8.7 Concentracion del sobrenadante post-exosoma

Centrifugacion
Centrifugacion 4,000 rpm de
4,000 rpm la columna
invertida
— —
Columna de Sobrenadante
Sobrenadante Centricon post-exosomas
post-exosomas C-10 concentrado

sin concentrar

Figura 9: Concentracion del sobrenadante post-exosoma

8.8 Obtencidn de extractos celulares

A las células y a los exosomas se les agregd la cantidad adecuada de buffer
Laemmli 2X sin azul de bromo-fenol, y se dejaron incubando durante 5 min/
temperatura ambiente. Las muestras fueron hervidas por 5 min, posteriormente se
homogenizaron haciendo pasajes con aguja de diferentes diametros, y después se

centrifugaron a 14,000 rpm/15 min/ 4 °C. Se separé el sobrenadante de la pastilla.

Los extractos se guardaron en congelacién, para luego analizarlas por western-
blot.

Los extractos correspondientes a cada muestra, ya sea de células, exosomas o
sobrenadante post-exosoma) se resuspendieron en buffer Laemmli 2X y después
se hirvieron por 5 minutos. Igual procedimiento se realizé con el estandar de alto
peso molecular. Después se centrifugé a 14,000 rpm por 3 minutos, y asi poder

usarlas para la electroforesis.
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8.10 Inmunoelectrotransferencia o western-blot

La técnica de Western Blot, permite la identificacion de proteinas mediante su
separacion en base a sus pesos moleculares y su identificacion por medio de
anticuerpos especificos. La separacion se realiza por medio de una técnica
llamada electroforesis donde las muestras que contienen las proteinas de interés
son depositadas en una base de gel. Luego se hace pasar un campo eléctrico, y
las proteinas inician su migracion hacia el 4nodo en relacion a sus pesos
moleculares, la carga neta y a la porosidad de la poliacrilamida. Posteriormente se
realiza otra técnica llamada electrotransferencia, por medio de la cual las proteinas
ya separadas en el gel son transferidas a una membrana de nitrocelulosa por

medio de un campo eléctrico.

Finalmente la inmunodeteccién se lleva a cabo mediante el uso de anticuerpos
especificos dirigidos a las moléculas que son de nuestro interés. De esta manera

se visualiza la presencia y los patrones de expresion de dichas proteinas.

Para este trabajo se utilizaron geles de poliacrilamida al 8.8, 12 y 15%, para
realizar los western-blot de las muestras. Se sembraron 20 pl de cada
homogenado total extraido en buffer Laemmli 2X. Como estandar de peso
molecular se utilizaron 5 yl del marcador de peso molecular de rango completo y
bajp rango (Amersham, GE Healthcare) (Figura 10); diluidos en 25 ul de buffer

Laemmli 2X.

Figura 10: Estandar de peso molecular

Bide utilizado para Western Blot.
150 Red 38 Blue

102 Green 31 Orange

A) High-range Rainbows Molecular
Weight Markers, Code:
RPN756E.

76 Yellow 24 Green

8.5 ellow
— 35 Blue B) Low-range Rainbow Molecular
ree ) HUe

Weight markers.
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La electroforesis se corrio a 100V/ 2 hrs 15 min, la electrotransferencia de
proteinas a membranas de nitrocelulosa se hizo en dos tiempos a 140 V/190
mA/45 min cada uno, Se realizé el bloqueo de sitios inespecificos de la membrana
con solucion TBS/Tween 20 0.1% en agitacidén constante.

Tabla 3.

Anticuerpos empleados

Anticuerpo Porcién reconocida Procedencia

. Dirigido contra diferentes epitopes .
anti-furina ., . . Casa Comercial Santa Cruz
de la regidon amino-terminal de

(Primario) Biotechnology, USA.

furina.
Dirigido contra la region

anti-CD63 comprendida entre los Casa Comercial Santa Cruz

(Primario) aminodcidos 45 a 238 de origen Biotechnology, USA.
humano.

. Dirigido contra los aminodcidos

anti-CD81 8 . Casa Comercial Santa Cruz
90-210 de CD81 de origen .

(Primario) Biotechnology, USA.
humano.

anti-HLA-a Dirigido contra la cadena a del Casa Comercial Santa Cruz

(Primario) antigeno leucocitario humano. Biotechnology, USA.

. . Dirigido contra aminoacidos 76 a )
anti-B-actina Casa Comercial Santa Cruz

375 de Ila actina de origen

(Primario) Biotechnology, USA.
humano.
. . dirigido contra las cadenas )
anti-rabbit IgG ) Casa comercial Jackson
pesadas de IgG de conejo,
(secundario) Research Lab, USA.

acoplado a fosfatasa alcalina

Fuente: Elaboracién propia

La incubacién con el primer anticuerpo se hizo utilizando los primeros anticuerpos
(Tabla 3.) Al siguiente dia, se realizaron cuatro lavados con TBS/Tween al 0.1%
por 10 minutos a temperatura ambiente, para luego incubar las membranas con el

segundo anticuerpo por 1 hr a temperatura ambiente, y después se hicieron otros
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cuatro lavados. Por ultimo, el revelado de la membrana se realiz6 exponiéndola a

la solucién del Kit de color de BioRad en buffer AP.

9.- RESULTADOS

9.1 Deteccién de la expresion de furina _por Western-blot: curvade
volumenes

Primeramente se realiz6 una curva de volumenes de los extractos celulares de las
células U-937 indiferenciadas en buffer Laemmli. Se sembraron 5, 10 y 20 pl en
un gel de poliacrilamida al 8.8% y para la inmunodeteccion se utilizé un anticuerpo

especifico dirigido contra diferentes epitopes de la region amino-terminal de furina.

kDa MPM 5 10 20 ul _
Figura 11. Curva de volimenes

102--—, [i— S b 110 de los extractos celulares de las
-=-97 células U-937 para furina, por

western blot.
76— .

A partir de estos resultados se determiné que el volumen 6ptimo fue de 10 pl, ya
gue las bandas de profurina de 110 kDa y su forma activa de 97 kDa se observan
bien definidas (Figura 11, carril 3). Utilizando 20 ul las bandas de ambas formas de

esta convertasa aparecen mas difusas. (Figura 11, carril 4).

Posteriormente se realiz6 la curva de volumenes para la inmunodeteccion de una
proteina constitutiva conocida como B-Actina, la cual nos servirda para normalizar
nuestros datos al hacer las densitometrias correspondientes. El volumen éptimo
de los extractos celulares para detectar esta proteina fue de igual manera de 10 pl

(Figura 12, carril 3).
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52 “ Figura 12. Curva de volimenes de los extractos
N celulares de las células U-937 para B-actina, por
38-e- M western blot.
s ..
1 2 3 4

9.2 Expresion de furina durante la diferenciacion y activacion de los
macrofagos

Para determinar la presencia de furina en los extractos celulares de células
indiferenciadas (monoblastos), de las diferenciadas a macréfagos y a macréfagos
activados por LPS realizamos un western blot en un gel al 8.8%, y la
inmunodeteccion con el mismo anticuerpo utilizado en el experimento anterior
(Figura 13).

Las formas de furina encontradas en todas las muestras fueron la forma
precursora de 110 kDa, la madura de 97 kDa y la soluble de 82 kDa (Figura 13 A,
carriles del 2 al 6). Los macrofagos estimulados o no con LPS muestran mayores
niveles de profurina de 110 kDa, de furina madura de 97 kDa y de su forma
soluble de 82 kDa comparados con las células controles indiferenciadas (Figura 13
A, comparar los carriles 3 al 6 vs el carril 2). Es decir que el proceso de
diferenciacion celular induce un aumento de la expresion y del procesamiento

post-traduccional de la convertasa furina.

Ademas los macrofagos activados con LPS aumentan la presencia de la forma
soluble de furina de 82 kDa cuando se comparan con los macréfagos sin el
estimulo, a los dos tiempos estudiados de 4y 24 hrs (Figura 13 A, carril 4 vs 3;y
carril 6 vs 5). La Figura 13 B muestra las bandas de B-actina correspondientes a

cada una de las muestras de la Figura 13 A.

Posteriormente se hizo el correspondiente andlisis densitométrico mediante la
aplicacién del programa Image J, donde se determina la densidad 6ptica de las
bandas de interés de la Figura 13 Ay B, y se normalizan los datos con los de B-
actina (Figura 13 C).
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Los niveles de profurina de 110 kDa aumentan en un rango de 18% al 53.6% con
respecto a las células indiferenciadas. Para la expresion de furina madura de 97
kDa y de la forma soluble de 82 kDa se observan patrones de expresion similares,
con aumentos que van desde un 74.5% al 137.8% y de un 8% al 148.4%,

respectivamente, en comparacion con las células controles (Figura 13 C).

La estimulacion de los macrofagos con LPS, por 4 y 24 hrs, solamente induce
cambios en los niveles de las moléculas de 110 kDa y de 97 kDa que no superan
el 25% (Figura 13 C). Por el contrario, dicha estimulacién produce en los
macrofagos evidentes aumentos en las concentraciones de la forma truncada de
furina de 82 kDa de un 124.6 % y 55.7% a las 4 y 24 horas, respectivamente, con

respecto a los macrofagos sin activacion (Figura 13 C).

Este analisis densitométrico nos permite ver con mas claridad dos hechos
importantes: 1) que la diferenciacion celular hacia macrofagos aumenta
considerablemente las concentraciones de las formas de furina de 110 kDa, de 97
kDa y de 82 kDa; y 2) que la activacion de los macréfagos con LPS induce un

aumento de la presencia de furina soluble de 82 kDa.
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FIGURA 13: Expresion de las formas de furina durante la diferenciacion celular a macréfagos de la linea U-937.
A) Western blot de furina en los extractos celulares de monoblastos (células indiferenciadas), macréfagos no activados

y activados por LPS por 4hrs y 24hrs.

B) Western blot de B-actina en los extractos celulares de las muestras

correspondientes de la seccién A. C) Analisis densitométrico de las bandas de furina de PM 110 kDa, 97 kDa y 82 kDa
de la seccién A y normalizadas con las de B-actina de la seccién B, utilizando el programa Image J.
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9.3 Obtencién de exosomas en el medio extracelular

Para analizar la liberacién de furina en el medio extracelular se obtuvieron las
microvesiculas o exosomas Yy el sobrenadante post-exosomas. Para corroborar
gue las vesiculas aisladas correspondian a los exosomas se realizaron western
blot de estas muestras y se midi6 la presencia de proteinas o marcadores
especificos para ellos, tales como: CD81, CD63, HLA-a y B-actina, cada uno de

ellos detectados con anticuerpos especificos (Figura 14)

Macroéfagos

- + - + LPS

TN 4 4 24 24 hrs

. , _ ----60

U e e . . 22-26
--=-34
42
1 2 3 4 5 6

FIGURA 14 Marcadores moleculares de los exosomas liberados al medio extracelular. Células
indiferenciadas (carril 2), macréfagos sin estimular por 4 y 24 hrs (carriles 3 y 5, respectivamente); y
macréfagos estimulados por LPS por 4 y 24 hrs (carriles 4 y 6, respectivamente). A) Western blot para CD63,
B) Western blot para CD81, C) Western blot para HLA- a. D) Western blot para B-actina.

Como se muestra en la Figura 14 A, B, C y D (carriles 2) las células
indiferenciadas liberan muy baja cantidad de exosomas al medio de cultivo, dando

bandas muy tenues o en algunos casos no detectables para los diferentes
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marcadores moleculares. Por el contrario, los macrofagos activados con LPS
(carriles 4 y 6) o sin activacion (carriles 3 y 5) secretan cantidades considerables
de exosomas, pudiéndose observar las bandas correspondientes a CD63, CD81,
HLA- a y B-actina, tanto a las 4 como a las 24 hrs de liberacion (Figura 14 A, B, C

y D; carriles 3 al 6).

Para evitar que la preparacion de los exosomas liberados por los
macréfagos pudieran contener exosomas provenientes del suero bovino fetal
(Lamparski y cols.2002; Clayton y cols. 2001) que se utiliza para el cultivo de

células, dejamos liberar los mismos en medio libre de suero.

9.4 Liberacion de furina madura de 97 kDa en los exosomas

Posteriormente se determind la presencia de furina en los exosomas provenientes
de las células indiferenciadas (monoblastos), macrofagos (4hrs y 24hrs) y
macrofagos activados (4hrs y 24hrs) en un gel de poliacrilamida al 8.8% usando

un anticuerpo especifico para extremo amino-terminal de furina.
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0.5 Andlisis densitométrico de las bandas
de furina de 97 kDa de la seccién Ay
normalizadas con las de B-actina de la
seccion B, utilizando el programa Image
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Como se muestra en la Figura 15 A, casi no se detectan bandas correspondiente a
furina madura en los exosomas (carril 2) provenientes de las células sin diferenciar,
resultado esperado ya que en base a los datos obtenidos de la seccién anterior
Figura 14 A, B ,C, y D carriles 2, dichas células casi no secretan estas vesiculas al

medio extracelular.

Los macrofagos liberan exosomas en los tiempos estudiados de 4 'y 24 horas y en
ellos se detecta furina de 97 kDa a bajas concentraciones, lo cual se evidencia en
las bandas débiles que arroja el western blot (Figura 15A, carriles 3 y 4). Mientras
qgue bajo el estimulo con LPS, tanto a las 4 como 24 horas, los macrofagos
secretan exosomas que contienen tan altos niveles de esta convertasa (Figura 15,
carriles 5 y 6), que hacen que las bandas se curven un poco en la

inmunoelectrotransferencia.

La densitometria correspondiente realizada con base a la expresion de la proteina
de expresion constitutiva B-actina, demuestra que los niveles de furina en los
exosomas liberados por los macréfagos estimulados con LPS se incrementan
considerablemente vs los niveles de esta convertasa secretada en los exosomas
de macréfagos sin el estimulo por 4hrs y 24 Hrs, y se producen aumentos muy
elevados de dichos niveles de furina de 97 kDa, de un 1,294.6% y de 666.8%,

respectivamente; (Figura 15C).

9.5 Liberacion de furina soluble de 82 kDa en el sobrenadante post-

exosomas

Posteriormente, se analizo la liberacion de furina soluble de 82 kDa de las células
indiferenciadas, los macrofagos en presencia o ausencia del LPS por 4y 24 hrs en

la fraccidn post-exosomas. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 16.

Se observa que para las células indiferenciadas casi no se detecta la banda
correspondiente a esta forma de la convertasa (Figura 16 A, carril 2), dato que
concuerda con los ya analizados para estas células en los extractos celulares

(Figura 13 A carril 2). Es decir que en los monoblastos se produce muy poco el
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procesamiento post-traduccional hacia esta forma de furina soluble en el TGN y se
liberan cantidades minimas al medio extracelular. Sin embargo, la diferenciacion a
macroéfagos induce un aumento de la expresion de todas las formas de furina y de
la liberacion de la molécula de 82 kDa, tanto a las 4 como a las 24 hrs (Figura 16
A, carriles 3 y 4, respectivamente). El agregado del LPS aumenta alin mas la
secrecion de esta molécula en el medio post-exosomas, observandose bandas

muy intensas a las 4 y 24 hrs (Figura 16 A, carriles 5y 6).

Al realizar las densitometrias de estas bandas se aprecia un aumento en las
concentraciones de furina soluble secretada de un 132.9%% y 398.2%%, a las 4 y
24 hrs de liberacion, respectivamente, en comparacion con los niveles de furina
de 82 kDa de los macréfagos sin estimulacién (Figura 16 B). Estos resultados
demuestran que el LPS acelera el procesamiento post-traduccional de furina
madura de 97 kDa hacia la forma truncada y liberada de 82 kDa.

— - + + LPS
kDa MPM  Ind. 4 24 4 24 hrs
A) 00— -

76— . — T
m
2
a
=]

B) - 40000 -

5 - Ind
3 o $is205 439822,
e - 4+
['F]
o
» 20000 1 [ | 24+
=
m
= 10000 -
£
(1]
H
g R PA
s Ind 24.
i< Horas
=3

FIGURA 16 Liberacion de furina soluble de 82 kDa al medio extracelular A) Western blot de
furina soluble en el sobrenadante post-exosoma. B) Andlisis densitométrico de las bandas de
furina de 82 kDa de la seccién A, utilizando el programa Image J.
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10.- DISCUSION

Desde su descubrimiento en 1990, varios reportes en la literatura han demostrado
gue la enzima furina participa en una gran variedad de procesos fisiolégicos y
fisiopatoldgicos, a través del procesamiento de sus pro-proteinas sustrato en los
compartimientos subcelulares donde esta convertasa reside y/o transita. (Seidah
N., 2013; Thomas G, 2002; Griffiths y Simons, 2001; Gu y cols., 2001; Wan y cols.,
1998; Molloy y cols., 1999). Esta endoproteasa se expresa en forma ubicua en
todos los tejidos hasta ahora estudiados. (Plaimauer, Mohr et al. 2001; Denault,
Bissonnette et al. 2002; Thomas 2002).

Se ha demostrado previamente que la expresion de furina en la linea celular
hematica HL-60 se ve afectada durante la diferenciacion celular a macrofagos,
tanto a nivel del ARNm como de proteinas. La inmunoelectrotransferencia de los
extractos celulares, revel6 que las células HL-60 indiferenciadas expresaban bajos
niveles del precursor de 110 kDa y de las formas procesadas de furina de 97 kDa
y otra menor, no reportada por otros investigadores, de 58 kDa. La diferenciacion
a macréfago aumentd el contenido de las tres formas de furina y la activacion de
los mismos con LPS producia un aumento del procesamiento de pro-furina
(Padrés MR y cols, 2005). Sin embargo, otros autores habian reportado por
northern blot, que en particular esta linea celular, no expresa el ARNm del gen
FUR (Laprise M.H y cols., 2002); aunque otro grupo de investigacion demostro
que las células HL-60 presentan furina en bajas concentraciones, también
analizada por técnicas de biologia molecular, en este caso por PCR (Seidah N y
cols, 2012). Teniendo en cuenta estos trabajos no quedaba bien esclarecido aln
cuales formas de furina se producen y liberan durante la diferenciacion a
macrofagos y cuales cambian sus niveles durante la activacion de estas células
por LPS.

Por otra parte, en el trabajo de Padrds y cols, de 2005 la extraccion de proteinas
celulares se realiz6 utilizando el buffer RIPA, y un afio mas tarde se reporté que
esta convertasa se encuentra en pequefios microdominios membranales

denominados balsas lipidicas, las cuales son resistentes a la accion de Tritdn X-
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100 (Tellier E. y cols, 2006); por lo que el buffer RIPA no seria en su totalidad
suficiente para extraer todas las formas de furina, especialmente las
transmembranales de 110 y 97 kDa.

En la presente Tesis se trabajo con la linea U-937, la cual ya se ha demostrado
gue presenta niveles altos de furina (Seidah N y cols, 2012) y se puede
diferenciar in vitro a macrofago con el agregado de un éster de forbol. La
extraccion proteica se realiz6 con el buffer Laemmli 2x para estar seguros de
despegar las formas de esta convertasa que, como ya se ha mencionado, se
encuentran en las balsas lipidicas de las membranas de las células. Se conoce
que la composicién quimica de cada solucion de extraccion juega un papel
decisivo en los productos proteicos que seran obtenidos: y dicha composicion
guimica es diferente entre el buffer RIPA y el Laemmli 2x (Parkin y cols, 1995).

La primera solucion contiene detergentes ionicos utiles en la disociacion de las
interacciones proteina-proteina, tales como el dodecil-sulfato de sodio a baja
concentracion (SDS al 0.1%) y deoxicolato de sodio; pero ademas contiene el
detergente no iénico Nonidet P-40. En cambio, la solucion Laemmli 2x contiene
una mayor concentracion de SDS (4%) que el buffer RIPA y un agente reductor
como el B-mercaptoetanol, el cual rompe los puentes disulfuro que se puedan
encontrar intra- o intercatenarios en las proteinas a extraer. Este buffer Laemmli 2
X es utilizado para disociar las uniones fuertes entre proteinas y entre lipidos-
proteinas. Ademas esta solucion tiene mayor concentracion de sales y un pH mas
bajo que la solucion RIPA (Neugebauer JM, 1990).

En la presente Tesis encontramos que las células U-937 expresan pro-furina de
110 kDa y furina madura de 97 kDa. El proceso de diferenciacion celular, inducido
por el agregado de TPA, produjo un aumento muy notorio de la sintesis y el
procesamiento post-traduccional de la convertasa furina; dando origen asi al
precursor, la enzima madura y la soluble de 82 kDa. Esta Ultima no se detecta en
las células indiferenciadas.

Nuestros resultados concuerdan con los de otro grupo de investigacion, quienes
trabajan con la linea celular THP-1 de monocitos humanos diferenciados a

macrofagos con otro éster de forbol: PMA (Stawowy Py cols, 2005). Estos autores
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encuentran también un aumento de la expresién de furina madura a las 48 hrs del
agregado del agente de diferenciacion y determinan dicha expresién por western-
blot y citometria de flujo. Sin embargo, ellos no mencionan las otras formas de
furina: pro-furina y furina soluble que pudieran estar presentes en esos
macroéfagos.

Casi desde el descubrimiento de furina en humanos se ha reportado la formacion
de una forma soluble, que carece de los dominios transmembranal y
citoplasmatico (Wise RJ, y cols, 1990). Se ha remarcado la importancia de este
cambio post-traduccional de furina madura debido a que es un proceso observado
también in vivo (Thimon V y cols, 2006; Paleyanda RK, 1997), y que aun despueés
de ser escindida de la membrana, esta molécula de 80-82 kDa mantiene su
actividad catalitica (Vey M. y cols, 1994; Thimon V y cols, 2006; Paleyanda RK,
1997).

Nuestros resultados ademas muestran que la posterior activacion de

los macrofagos con LPS induce un aumento de un 124,6% y 55.7% a las 4 y
24 horas, respectivamente, con respecto a los macrofagos sin activacion de
la presencia de furina soluble de 82 kDa; y las formas precursora y madura de
esta convertasa sé6lo cambian ligeramente sus niveles a los tiempos estudiados.
Esto puede ser debido a un aumento en la velocidad del procesamiento hacia la
forma soluble. Para dilucidarlo se necesitarian realizar otro tipo de experimentos y
medir la tasa de sintesis y formacion de la forma truncada con experimentos de
pulso y caza.

Varias evidencias experimentales han comprobado que el trafico intracelular de
furina incluye ciclos de reciclaje desde y hacia la membrana plasmatica-
endosomas-TGN; y probablemente CMV (Griffiths y Simons, 2001; Gu y cols.,
2001; Wan y cols., 1998; Molloy y cols., 1999); y se ha demostrado que es en los
CMV donde se produce la biogénesis de los exosomas (Schorey J. y cols , 2008).
Por otra parte, datos anteriores en el Laboratorio indican que los macrofagos
derivados de la linea celular HL-60 liberan furina transmembranal de 97 kDa al
medio extracelular, en bajas concentraciones (Padros MR y cols, 2005). Esto nos

abrié nuevos interrogantes ya que esta bien documentado en la literatura que la
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enzima furina de dicho peso molecular se encuentra anclada en las membranas
pues no ha perdido el segmento transmembranal (Thomas G, 2002). Sin embargo,
existe un trabajo previo, donde reportan que las células de glioblastoma secretan
furina de aproximadamente 98 kDa al medio de cultivo, pero los autores solamente
muestran estos resultados en un inmunoblotting y no discuten ni investigan cémo
es posible que esta forma completa de la enzima pueda liberarse (Leitlen J y cols,
2001).

Posteriormente, Anuart Munive V (2010), estandarizé el método de aislamiento y
purificacion de exosomas; encontrando que esta forma de la convertasa de 97 kDa
esta presente en los exosomas provenientes de los macréfagos de la linea HL.60
sin transfectar (furina enddgena), asi como la forma soluble de la enzima de 80-
82 kDa en la fraccion post-exosoma (Anuart Munive V 2010).

Basandonos en estos resultados y teniendo en cuenta que las células U-937
expresan mayores niveles de furina que las HL-60 (Seidah N y cols, 2012)
decidimos analizar la liberacion de las formas de furina al medio extracelular en los
macrofagos (activados o no con LPS) provenientes de la diferenciacion de esta
linea celular. Para ello obtuvimos y purificamos la fraccion exosomal y la post-
exosomal, segun se detalla en Materiales y Métodos.

Los macrofagos liberan exosomas en los tiempos estudiados y en ellos se detecta
furina de 97 kDa a bajas concentraciones; mientras que bajo el estimulo con LPS,
tanto a las 4 como 24 horas, los macrofagos secretan exosomas que contienen
muy elevados niveles de furina de 97 kDa, que van de un 1,294.6% y de 666.8%,
respectivamente.

El trafico intracelular de furina tiene similitud con el del receptor de transferrina,
reportado por Pan y cols en 1985. Este receptor es continuamente internalizado en
los endosomas de reciclaje, regresa a la superficie celular y es secretado en
exosomas cuando la célula se diferencia de reticulocito a eritrocito, como una via
de eliminacién de proteinas que ya no son necesarias. En el presente trabajo, los
macrofagos activados con LPS liberan mayores cantidades de la molécula de 97
kDa via exosomas al medio extracelular. Pero a diferencia de lo que ocurre con el

receptor de transferrina no creemos que ésta sea una forma de eliminar la furina
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innecesaria. Es posible, aunque no podemos verificarlo en este proyecto de Tesis,
qgue furina madura de 97 kDa se encuentre activa en los exosomas y que pueda
continuar actuando a niveles paracrinos y/o yuxtacrinos (Schorey J. y cols, 2008).
Furina madura puede degradar directamente proteinas de la matriz extracelular
(colageno, fibronectina) e incluso factores de crecimiento, citocinas y receptores
de la superficie celular; o a través de sus pro-proteinas sustrato iniciando la
cascada enzimética de las metaloproteinasas: MT1-MMP, MMP-2 y MMP-9, las
cuales tienen una participacion activa en el proceso inflamatorio y la migracion de
los macrofagos (Zhou Ay cols, 1999; Roebroek y cols, 1986; Stawowy Py cols,
2005, Seidah N y cols, 2012).

Ademas la presencia de los marcadores exosomales CD63, CD81, HLA-la y -
actina en las pastillas luego de ultracentrifugar a 100,000 g confirma que las
organelas obtenidas son exosomas. Se ha demostrado que los primeros tres son
proteinas integrales de membrana y estan presentes en los exosomas
provenientes de macrofagos (Théry y cols, 2001; Nguyen y cols, 2003: Pelchen y
cols, 2004). CD63 y CD81 son miembros de la superfamilia TM4 de glicoproteinas
leucocitarias 'y son tetraspaninas que contienen cuatro regiones
transmembranales. En general se conoce que las tetraspaninas intervienen en la
biogénesis de los exosomas permitiendo la invaginacion de la membrana
intraluminal en los CMV (Théry y cols, 2001; Nguyen y cols, 2003: Pelchen y cols,
2004; Schorey J. y cols , 2008).

Por otra parte, desconocemos el mecanismo por el cual el LPS induce una mayor
secrecion de furina madura de 97 kDa en los exosomas. Es probable que las vias
de transduccion que se generan por este activador produzcan una mayor
fosforilacién del dominio de serinas del extremo carboxilo-terminal de furina, y asi
pueda iniciar el proceso de formacion de vesiculas intraluminares. Shapiro y cols,
en 2004, reportan que la fosforilacion del dominio de serinas juega un papel
importante actuando como una sefial de microdominio activa que mediaria el
ingreso de furina a los endosomas tardios.

En cuanto a la fraccidn post-exosomas, encontramos que ésta contiene la furina

soluble de 82 kDa. Los monoblastos liberan cantidades minimas de esta molécula
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al medio extracelular. Sin embargo, la diferenciacion a macréfagos que induce un
aumento de la expresion de todas las formas de furina, ademas promueve la
liberacion de la molécula de 82 kDa, tanto a las 4 como a las 24 hrs. El agregado
del LPS aumenta aun mas la secreciéon de esta molécula en el medio post-
exosomas, observandose un incremento en sus concentraciones de un 132.9%%
y 398.2%%, a las 4 y 24 hrs de liberacién, respectivamente, en comparacién con

los niveles de furina de 82 kDa de los macrofagos sin estimulacion.

Estos datos no se corresponden en su totalidad con los reportados por otros
grupos de investigacion, los cuales realizan transfecciones con diferentes
construidos de furina, y encuentran concentraciones menores de la forma
secretada de 80-82 kDa en relacion a los de furina unida a la membrana (Halban
PA 'y cols, 1994; Thomas G, 2002; Wells y cols, 1983). Ademas, si bien furina es
una proteina que se encuentra constantemente en el TGN, la isoforma
predominante en ese compartimento subcelular es la que estd unida a la
membrana pues la forma soluble, al carecer del segmento citosélico, no posee las
secuencias de retencidn en esta organela, pudiendo ser facilmente exocitada.

Algunos autores reportan varios sitios consenso de corte que pueden dar lugar a

la molécula de furina soluble o truncada (80-82kDa).

Dichos sitios corresponden a aminoacidos basicos Unicos que se encuentran en
una region cercana a residuos de cisteinas previo al dominio transmembranal
(Plaimauer, Mohr, Wernhart, Himmelspach, Dorner, & Schlokat, 2001) (Vidricaire,
DeNault, & Leduc, 1993). Los sitios probables de corte se situan en las posiciones
Arg 637, 677, 683, 693, 703 y 705 (Vidricaire, DeNault, & Leduc, 1993). Aunque de
éstos solamente se ha demostrado que el sitio de corte ocurre en Arg 683, 693,
703 y 705; y que ademas la integridad de la regién rica en cisteinas le confiere la
estabilidad conformacional necesaria para que se realice la ruptura (Plaimauer,
Mohr, Wernhart, Himmelspach, Dorner, & Schlokat, 2001).
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En conclusion, el proceso de diferenciacion celular hacia macréfagos induce un
incremento del contenido celular de las diferentes formas de furina, el cual
aumenta aun mas con la posterior activacion de estas células con LPS. Ademas,
corroboramos que furina madura trasmembranal de 97 kDa se libera via exosomal
y la soluble de 82 kDa lo hace por la via secretoria constitutiva. Ambas formas de
esta convertasa liberadas podrian actuar sobre sus pro-proteinas sustrato de la
matriz extracelular para permitir la migracion y extravasacion de los macrofagos al
sitio de inflamacién, asi como sobre receptores de membrana de citocinas

proinflamatorias,como es el caso del receptor para TNF-a.
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11.- CONCLUSIONES:

1. La diferenciacién celular de la linea U937 hacia macr6fagos aumenta
considerablemente las concentraciones intracelulares de las formas de
furina de 110 kDa, de 97 kDa y de 82 kDa.

2. La activacion de los macrofagos con LPS induce un aumento de la
presencia de furina soluble de 82 kDa con respecto a las células sin LPS.

3. Las vesiculas aisladas en el medio sobrenadante corresponden a
exosomas, verificado por la presencia de sus proteinas marcadoras
especificas: CD81, CD63, HLA-a y B-actina.

4. Los exosomas liberados por los macrofagos estimulados con LPS
contienen mayores niveles de la convertasa furina de 97 kDa que los
exosomas provenientes de macréfagos sin el estimulo por 4hrs 'y 24 Hrs.

5. La diferenciacion a macrofagos induce un aumento de la expresion y
liberacion de la molécula de 82 kDa, tanto a las 4 como a las 24.

6. El agregado del LPS a los macréfagos incrementa la secrecion de furina
soluble de 82 kDa en el medio post-exosomal, en un 132.9%% y 398.2%%,
a las 4 y 24 hrs de liberacion, respectivamente, en comparacion con los

niveles liberados por los macréfagos sin estimulacion.
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