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RESUMEN

Los exosomas son vesiculas de membrana originadas en la via endocitica, cuyo
tamano varia entre 40nm y 100nm, tienen forma de copa y son liberadas de
diferentes tipos celulares cuando los cuerpos multivesiculares se fusionan con la
membrana plasmatica. En la membrana de los exosomas se encuentran diversas
proteinas asociadas como integrinas, tetraspaninas y moléculas co-estimuladoras
que se relacionan con el estimulo de linfocitos T o con la induccién de tolerancia

entre otras funciones.

Estas vesiculas se secretan al espacio extracelular de una forma regulada,
aunque este mecanismo no se encuentra muy claro, segun trabajos recientes se
sabe que interactuan varias moléculas como Rab27, Rab11, p53 y el Calcio, las
cuales proporcionan ayuda en el transporte vesicular y en la secrecion de
exosomas. A través de la revision sistematica de la bibliografia existente, en este
trabajo se quiere postular algunas posibles vias que esten asociadas con la
regulacion de la secreciéon de exosomas, a través de la interaccidn de estas
moléculas implicadas. Es asi como se encontré que la modulacion de estas
moléculas se podria dar por diferentes sefales como TNFa, esta sefal podria ser
una de las vias que lleve al aumento de la secrecidn de exosomas por medio de la
activacion los IKKa para la estabilizacion de p53, o por otro lado ayudar a la
activacion de Rab3GEP cuya accion podria activar la proteina G del Rab27 dando
un mayor desplazamiento vesicular y un aumento en la fusién de membranas.
También se encuentran unas sefiales moduladoras conocidas como SGSM que
participan en la activacion de Rab11 ayudando al transporte vesicular. Otra sefal
activadora relacionada con p53 podria ser la interaccion con radicales libres de
oxigeno, el cual ayuda a la translocacion de IKKa y PKCd en el nucleo y la
posterior transcripcion de genes como CHMP4C y TSAP6 por accidén de p53. La
activacion de estos genes aumenta la secrecion de exosomas. Por otro lado una
sefal importante para que haya una secrecion adecuada de productos, es el
calcio, cuyo sensor de cambios intracelulares ayudan a la abertura del poro

exocitico en la membrana plasmatica y a la posterior liberacién de exosomas.
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INTRODUCCION

Los exosomas son vesiculas intracelulares secretadas por células tumorales,
células epiteliales intestinales, células hematopoyéticas, células dendriticas, y
mastocitos, entre otras. Juegan un papel fisiologico importante en la eliminacién
de proteinas, como lo es el receptor de transferrina y algunas integrinas en células
del linaje eritroide (Johnstone et al., 1986). Se les han descrito diferentes tipos de
funciones que dependen de su origen celular, entre ellos se encuentra la
promocioén de una respuesta inmune a través de la transferencia antigénica por
medio de células dendriticas o por otro lado la inhibicidn de la funcién linfocitaria
por medio de las células presentadoras de antigenos profesionales (Mignot G. et
al., 2006; Keller S. et al., 2006; Clayton A. et al., 2007; Denzer K. et al., 2000).
Adicionalmente ayudan en la comunicacion intercelular permitiendo el intercambio
de proteinas y lipidos entre células secretoras y células blanco (Segura E. et al,
2005).

Estas vesiculas de membrana se han caracterizado extensivamente de acuerdo a
su morfologia y a sus constituyentes. De acuerdo a estos ultimos, se ha propuesto
que son derivados de la via endocitica a partir de la invaginacién de la membrana
limitante de los cuerpos multivesiculares, que al fusionarse con la membrana
plasmatica de la célula, libera los exosomas al espacio extracelular (Schorey J. et
al., 2008).

El conocimiento sobre los mecanismos de regulacion de la secrecion de exosomas
es muy limitado. Sin embargo, en unos pocos trabajos se han descrito algunos
blancos moleculares que podrian estar involucrados en los mecanismos de
secrecion. Por lo tanto, en esta monografia a través del analisis de estos trabajos
se quiere proponer algunas posibles vias de la regulacion de estas vesiculas. La
identificacion de algunos mecanismos asociados con la via de secrecion de

exosomas, permitirian poder manipular la liberacién in vivo de estas vesiculas, y
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de esta forma comprender las funciones fisiolégicas de los exosomas in Vvivo;

aspecto que no se ha podido abordar en la actualidad.

Para la elaboracion de esta monografia se tiene en cuenta las investigaciones
sobre exosomas desarrolladas por grupos de investigacion como el liderado por el
Dr. Sebastian Amigorena. Un grupo francés que ha publicado diferentes articulos
sobre biogénesis, funcién y regulacion de exosomas pertenecientes al instituto
Curie. De igual forma se revisaron los trabajos de otros autores que también han
hecho aportes sobresalientes al entendimiento de la secrecion de estas vesiculas
como el grupo de la Dra. Colombo, quien pertenece al laboratorio de mecanismos
moleculares del transporte vesicular de la universidad nacional de Cuyo, Argentina
y el grupo del Dr. Levine, norteamericano, dedicado a la investigacion en cancer,
establecio el instituto para ciencias bioldgicas.
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1. EXOSOMAS

Los exosomas son pequeinas vesiculas de membrana compuestas por proteinas y
lipidos (Keller S. et al., 2006), producidas por multiples tipos celulares, cuyo
tamafio determinado por microscopia eletrénica varia entre 40nm y 100nm,
presentan forma de copa, y una flotacion boyante en gradientes de sacarosa entre
1.15y 1.21mg/mL (Jianghong L. et al., 2009; Segura E. et al., 2005).

1.1 Biogénesis

Los exosomas son vesiculas de membrana que son liberadas al espacio
extracelular tras la fusion de la membrana citoplasmatica con los cuerpos
multivesiculares (MVBs), formados en la via endocitica (Schorey J. et al., 2008).
Es por lo anterior que comparten caracteristicas bioquimicas y estructurales con
las vesiculas intraluminales de los endosomas multivesiculares (Ostrowski M. et
al., 2009).

Los exosomas se han encontrado principalmente en células hematopoyéticas
(Mignot G. et al., 2006; Keller S. et al., 2006), células del linaje eritroide, mieloide y
linfoide (Clayton A. et al., 2000; Clayton A. et al., 2005; Lamparski H. et al., 2002;
Raposo G. et al., 1996). Los primeros estudios realizados por Johnstone en 1986
muestran la liberacion de exosomas derivados de células inmaduras del linaje
eritroide (reticulocitos) que liberan el receptor para transferrina a través de estas
vesiculas de membrana. Por lo tanto, inicialmente se propuso que la secrecion de
exosomas era un mecanismo a través del cual la célula se deshacia de proteinas
obsoletas. Posteriormente, se han identificado estas vesiculas en otros tipos
celulares como en células epiteliales (Lin X. et al., 2005), neuronas (Cheruvanky
A. et al., 2006), nefronas (Cheruvanky A. et al., 2006), mastocitos (Skokos D. et
al., 2003), plaquetas y en células tumorales (André F. et al., 2002; Mears R. et al.,
2004), células epiteliales intestinales (Buning J. et al., 2008), células microgliales
primarias de murinos (Hill A. 2009) y células dendriticas (Stoorvogel W. et al.,
2002). Otras funciones que se les han atribuido a estas vesiculas se describiran
en el siguiente apartado.
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El origen de los exosomas se ha asociado con la via endocitica (Keller S. et al.,
2006), que es un sistema dinamico cuya funcion es ayudar a internalizar,
transportar, clasificar y degradar macromoléculas (Fader C. et al., 2009). De esta
forma, en el proceso de degradaciéon de macromoléculas, se encuentran vesiculas
endociticas como endosomas tempranos, endosomas tardios (cuerpos

multivesiculares) y lisosomas (Keller S. et al., 2006).

En la ruta endocitica se encuentran endosomas tempranos, que se encuentran
cerca a la membrana celular y actian como primer sitio de encuentro para las
vesiculas primarias endocitadas. Estas vesiculas se pueden reciclar
devolviéndolas a la membrana plasmatica o pueden seguir el camino de los
cuerpos multivesiculares (Hill A, 2009). Después se da una acidificacion y se
generan los endosomas tardios, que son clave en la formacion de cuerpos
multivesiculares (MVBs), ya que regiones de la membrana endosomica se
invaginan y se liberan dentro del endosoma tardio formando mini-vesiculas
internas. Estas pueden seguir dos vias; una diréctamente al proteasoma al haber
una previa poli-ubiquitinacion (degradacion de proteinas) y otra donde se da la
liberacidén al espacio extracelular al haber una mono-ubiquitinacion (secrecién de
exosomas) (Keller S. et al., 2006; Schorey J. et al., 2008; Buschow S. et al., 2005).

FIGURA 1.1. Via endocitica. Grafica tomada del articulo de Fader C. et al., 2009.
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1.2 Composicion de exosomas

Los exosomas pertenecen a la via endocitica, encontrandose en ellos
principalmente proteinas consistentes con el origen endosomal de las vesiculas,
pero no proteinas tipicas del nucleo, mitocondria o reticulo endoplasmico (Keller S.
et al., 2006). En los exosomas, derivados de diferentes células, podemos
encontrar algunas caracteristicas comunes como su tamario (Keller S. et al., 2006;
Théry C. et al., 2002; Clayton A. et al., 2000; Lamparski H. et al., 2002), la forma,
la densidad y la composicion proteica general (proteinas celulares, citosdlicas o de

membrana generalmente asociadas a la via endocitica).

Su composicion proteica refleja también la célula de origen, y puede incluir tanto
proteinas citoplasmaticas como membranales. Es asi como tenemos proteinas
especificas de células inmunolégicas tales como el complejo mayor de
histocomplatibilidad clase Il (CMH-II) (Mignot G. et al., 2006), CMH-I (Mignot G. et
al., 2006), y CD86 (Mignot G. et al., 2006), cuyas funciones se ven relacionadas
con la activacién de la respuesta inmune. Sin embargo la funcion inmunoldgica de
estos exosomas puede depender del estado funcional de la célula de la que
derivan. De esta forma exosomas de células dendriticas maduras presentan una
mayor eficiencia en la induccion de la activacion de linfocitos T, por ejemplo
debido a la presencia en la superficie del exosoma de la molécula de adhesion
inter-celular, ICAM-1; mientras que exosomas derivados de células dendriticas
inmaduras inducen un mecanismo de tolerancia (Segura E. et al. 2008).

En células tumorales, como cancer de ovario podemos encontrar marcadores
tumorales como claudinas |, I, lll, IV (Jianghog L. et al., 2009), proteinas
transmembranales que se incorporan a los exosomas y pueden ser detectadas en
circulacion. Igualmente en diferentes tipos de cancer encontramos una diferente
composicion proteica. Por otro lado en celulas no tumorales podemos encontrar
diferentes proteinas dependiendo del origen celular como enzimas intestinales en

exosomas derivados de enterocitos (Jianghog L. et al., 2009), y el receptor para
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transferrina (TfR) (Johnstone R., et al., 1986) en exosomas derivadas de células

eritrocitarias.

Son estructuras compuestas por una bicapa lipidica, y una composicién proteica
en la superficie o en el lumen, que contienen componentes hidrofilicos solubles
derivados del citosol de la célula donadora (Théry C. et al.,, 2009). La
caracterizacion proteomica de estas estructuras ha sido extensiva. De esta forma
se han identificado proteinas que hacen parte del citoesqueleto como actina,
tubulina B5 (Keller S. et al., 2006), y la cadena pesada IX de la miosina; proteinas
membranales como anexina AV (Mignot G. et al., 2006), sintaxina 7, dinamina 2,
Rab 1,2,4,5,6,7,10, 11b, 13, 15, 14, Snap 23 y la cadena pesada de la Clatrina
(Segura E. et al., 2005); chaperonas (proteinas de estrés celular) como Hsc70
(Mignot G. et al., 2006), Hsp90 (Keller S. et al., 2006) y Hsp72 (Keller S. et al.,
2006); moléculas transmembranales como CD13, CD93, asi como Lamp-1 y
Lamp-2 (Segura E. et al., 2005), marcadores relacionados con el lisosoma. De
igual forma se encuentran moléculas como el receptor de transferrina en
exosomas derivados de reticulocitos (Segura E. et al., 2005); moléculas de
sefalizacion como fosfolipasa C y Rho (Segura E. et al.,, 2005); proteinas
relacionadas con la formacion del cuerpo multivesicular como Alix (AlIP1) (Morita
E. et al,, 2007), TSG 101 (gen de susceptibilidad al tumor) (Mignot G. et al., 2006)
Ubiquitina (Buschow S. et al., 2005), Beclin-1 (Fader C. et al.,, 2009) y GAG
(Segura E. et al., 2005); moléculas de adhesion como ICAM-1 (Segura E. et al.,
2008). También se han encontrado las tetraspaninas (Keller S. et al., 2006) CD9
(Mignot G. et al., 2006) y CD63 (Mignot G. et al., 2006) y otras moleculas como las
integrinas CD11a, CD11b, CD11c, CD18 (Segura E., et al 2005), proteinas G,
esfingomielina y fosfatidilserina (Hill A. 2009).

Para su caracterizacion se han utilizados diferentes técnicas determinando su
naturaleza vesicular y morfologia (flotacidon sobre gradiente continuos de sacarosa,
microscopia electronica, inmunoprecipitacion con perlas magnéticas) (Lamparsky
H. et al., 2002), su composicion proteica (analisis unidimensionales acoplado a
espectometrias de masas, Western blot y ELISA) (Clayton A. et al., 2000.
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Lamparsky H. et al., 2002). La composicion de proteinas de los exosomas
claramente resalta su origen endosomal, diferenciandolos asi de los cuerpos
apoptoticos y de otras micro-vesiculas, permitiendo la buena clasificacion de estas

vesiculas extracelulares como exosomas.
1.3 Funciones de los exosomas

Entre las funciones que se le han atribuido a los exosomas se encuentran: la
eliminacién de proteinas obsoletas, la comunicacion intercelular, y la induccion de
la activacion de ceélulas T antigeno especificas (Segura E., et al 2005) in vivo,
cuando interactuan con células presentadoras de antigeno competentes, como las
células dendriticas maduras (Izquierdo N. et al., 2010). De esta forma, algunos
trabajos recientes liderados por el doctor Sebastian Amigorena proponen
respuestas anti-tumorales mediadas por linfocitos T, de exosomas derivados de
células dendriticas. Estas vesiculas expresan antigenos tumorales que pueden
activar tanto la inmunidad humoral como la celular y que podrian ayudar a la
activacion de los macrofagos sin necesidad de la interaccion directa con el
patogeno (Thery C. et al., 2009). Por otro lado, hay modelos en donde los
exosomas se pueden asociar con la inmunosupresion en pacientes con cancer,
debido a la expresion de FasL en su superficie membranal (Ichim T. et al., 2008).
Por lo tanto al disminuirlos de los liquidos extracelulares se podria generar una
forma de tratar el cancer (Ichim T. et al., 2008; Jianghog L. et al., 2009).
Adicionalmente, otros trabajos han reforzado esta funcion inmunosupresora de los
exosomas derivados de tumor a traves de su capacidad para inhibir la proliferacion
de linfocitos T in vitro (Clayton A., et al., 2007).

Durante algunos procesos infecciosos virales, los exosomas podrian participar en
la regulacion de una respuesta inmune como consecuencia de la expresion de
moléculas virales con capacidad de inhibir la funcién del sistema inmune
(Middeldorp J. et al., 2008). En otros trabajos se ha propuesto que la asociacion
virus-exosomas podria constituir un mecanismo de evasion de la respuesta
inmune al favorecer la dispersion viral (“hipétesis del caballo de troya”), tal como
se ha visto en retrovirus como el VIH (Izquierdo N et al, 2010).
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FIGURA 1.2. Proceso de trans-diseminacion exosomal, grafica tomada del articulo
de la doctora Nuria Izquierdo et al, del 2010.
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2. MODELO DE REGULACION DE LA SECRECION DE EXOSOMAS

La secreciéon es un proceso celular fundamental, donde se liberan productos
intracelulares de manera regulada, y se encuentra altamente desarrollada en los
organismos multicelulares como medio de comunicacion intercelular, en el cual se
coordinan las actividades de sus células constituyentes logrando actuar como una
unidad integrada (Isumi T. et al. ,2003). Este proceso presenta tres actividades
importantes que envuelven la union con la membrana, y son la penetracion, la

fusion y la liberacion de material al espacio extracelular (Bhanu J. 2007).

En las células encontramos dos formas de secrecion, primero tenemos la
constitutiva donde las proteinas estan siendo continuamente  secretadas
dependiendo de la cantidad sintetizada, y después tenemos la secrecion regulada
en la cual primero se sintetiza la proteina, después se almacena en organelos
especificos, posteriormente se presenta un estimulo extracelular apropiado, y
finalmente hay un cambio en el nivel de calcio intracelular resultando asi en la
liberacidon al espacio extracelular del contenido almacenado (Isumi T. et al.,2003).
Como ejemplo de esta segunda forma tenemos la secrecion de los granulos
unicos de almacenamiento presentes en el tejido endocrino y exocrino, y de los
melanosomas en los melanocitos (Isumi T. et al., 2003). En el proceso de
exocitosis de estas estructuras se de debe tener en cuenta, que a pesar que la
maquinaria para la secrecién es altamente conservada en todos los organismos,
desde levaduras hasta humanos, la velocidad y la cinética de la secrecidn varian
dependiendo de la funcion biolégica del producto almacenado y de la eficiencia de
los componentes adicionales, entre ellos tenemos a un sensor que identifica los
cambios en el nivel de calcio intracelular y que amplia o reduce la eficacia de los

exocitosis.

2.1 ;Como se regula la secrecion celular de exosomas?

En los procesos de secrecidon de exosomas se han involucrado diferentes

moléculas, entre las cuales encontramos varias proteinas que se asocian con la
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exocitosis (Subfamilia Rab27, Rab11) o también algunos genes reguladores del
ciclo celular (P53, que responden a las diferentes sefales de estrés celular,
restaurando la homeostasis celular y previniendo la acumulacion de errores en las
células). Estas proteinas al asociarse con sus respectivas moléculas efectoras

conllevan a una secrecion eficiente de productos celulares.

Las proteinas Rab son GTPasas monoméricas de la superfamilia RAS y regulan
varias vias de transporte de vesiculas intracelulares; su distribucion y numero en
la célula indica una mayor complejidad del organismo y una mayor variabilidad de
los compartimentos intracelulares, particularmente en los de almacenamiento.
Entre estas Rabs que se involucran en la via secretora regulada, se encuentra
Rab3; en estudios anteriores se describio a una proteina con dominio similar a la
rafilina3, como una de sus moléculas efectoras. Esta proteina también se
encuentra en células beta pancreaticas y tejido pituitario, pero alli se le ha
denominado granufilina (Isumi T., et al, 2003). Estudios adicionales han
encontrado otras proteinas que comparten caracteristicas con la granufilina como
las secuencias amino acidicas conservadas en el N-terminal, residuos consevados
de cisteina, que es necesario para el acoplamineto de Rab con algunos efectores
como las proteinas exofilinas (exocitosis por proteinas de la clase granufilina
asociada a Rab3), Slp (proteinas de la clase sinaptotagmina) o Slac2 (homologo
de Slp sin domino C2)(Isumi T., et al, 2003).

2.1.1 Subfamilia Rab27

Las proteinas Rab son GTPasas monomeéricas de la superfamilia RAS y regulan
varias vias de transporte de vesiculas intracelulares. Esta superfamilia presenta
dos subtipos Rab27a y Rab27b.

En estudios realizados por el grupo de la doctora Théry sobre Rab27 en
exosomas, se indica que la pérdida de las proteinas Rabs (27a y 27b), disminuye
la cantidad de exosomas recuperados, pero no Ssu composicion quimica,
sugiriendo que estos Rabs no participan en la seleccion de proteinas exosomales.

Rab27b une el cuerpo multivesicular con la proteina motora que los dirige hacia la
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periferia y Rab27a es necesario para la fusion con la membrana plasmatica.
Cuando se da una deplecion de Rab27b se da un incremento en la velocidad y
proporcion de vesiculas con rapida motilidad; implicando a Rab27b en la
regulacion de la motilidad vesicular a largo alcance. También participa en la
secrecion de plaquetas. Tomando a Rab27a, su delecién hace que los cuerpos
multivesiculares incrementen su tamarno (Ostrowski M et al, 2009).

FIGURA 2.1. Distribucion de Rab27a y Rab27b en los compartimentos celulares
relacionados con la secrecion de exosomas, grafica tomada del articulo de Pfeffer
S, 2010.
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Teniendo en cuenta los estudios realizados con la subfamilia Rab27 (a y b),
podemos observar una mayor participacion de Rab27a en la secrecion celular,
debido a que estas proteinas se encuentran principalmente en organelos de

almacenamiento y no en citosol.

Se ha descrito que la subfamilia Rab27 (Rab27a y Rab27b) regula la exocitosis de
organelos de almacenamiento en la célula como granulos secretorios vy
melanosomas, usando diferentes proteinas efectoras especificas del mismo (Isumi
T., et al. 2003). Es aqui donde encontramos algunas moléculas como la granufilina
(principal efector de Rab27a) y la melanofilina (efector de Rab27 también

denominado exofilina3 o Slac2-a) que son los unicos efectores de Rab27 que se
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han encontrado fisiolégicamente, aunque hay multiples efectores putativos
(exofilinas, que en algunos casos no se han encontrado enddgenamente) que
conllevan a que el papel de Rab27 varie en cada célula, dependiendo del efector
empleado. Entre los efectores que son importantes en la secrecién de exosomas
se puede encontrar a Slp4 y Slac2b (Pfeffer S, 2010; Ostrowski M et al, 2009 ).

La granufilina es una proteina que se une a la sintaxina-1a y a la Munc18-1, las
cuales son necesarias para la fusion de membranas y cuya interaccion es de vital
importancia para atar y fusionar los granulos a la membrana plasmatica. Esta
unién entre proteinas se esta estudiando todavia ya que no esta claro si la
granufilina interactua con el complejo sintaxina-1a/Munc18-1 o con cada una
independientemente (Isumi T, et al, 2003). La otra proteina efectora de Rab27 es
la melanofilina, descrita en el modelo de secrecion de melanosomas (Isumi T, et
al, 2003), cuya funcidon se ha determinado genética y bioquimicamente, uniendo
Rab27a de los melanosomas con la miosina Va en filamentos de actina.

FIGURA 2.2. Interaccidon entre las moléculas asociadas a la secrecion de
melanosomas, grafica tomada Isumi T, et al, 2003.
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Entre otras proteinas efectoras encontramos a los efectores putativos de la

proteina Rab27a, que aunque no han sido bien caracterizadas, y se desconoce
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mucho de su fisiologia, juegan su papel en las vias secretoras de células
diferenciadas como linfocitos T citotoxicos, en este grupo tenemos a exofilina 8
(MyRIP (Proteina interactuante con Rab y Miosina Vlla)), exofilina 7 (JFC1 (Slp1,
proteina 1 tipo sinaptotagmina)), exofilina 4-6 y SIp5.

En el caso particular de Rab27a varios efectores se han descrito entre ellos
tenemos a: JFC1, Slp2, Slp3, Granufilina/Slp4, Slp5, Munc 13-4, Melanofilina
(Slac-2a), Slac 2b y Slac2c. Estos efectores participan dependiendo de la célula
donde se presenta el Rab27a. En el caso de los neutrofilos, Rab27a regula la
secrecion de los granulos azurdfilos, y son sus efectores Munc 13-4 y JFC1, los
que coordinan la secrecion. Munc 13-4 en linfocitos T citotéxicos controlan el
mecanismo de fusion de granulos liticos y JFC1 previene la secrecion de la
mieloperoxidasa. La identificacién de estos efectores puede tener implicaciones en
el control de enfermedades inflamatorias severas o en enfermedades infecciosas
en donde la secrecion granulocitica ha estado involucrada (Brzezinska A. et al.,
2008).

Uno de los efectores identificados de Rab27a, la melanofilina puede unir Rab27a 'y
Miosina Va (proteina motor de unién a la actina), de manera indirecta para el
adecuado movimiento de los melanosomas (Brzezinska A et al, 2008 ), a través
del citoesqueleto de la célula hacia su fusién con la membrana plasmatica y la

posterior liberacién de exosomas al espacio extracelular.

Ya habiendo mencionado las proteinas efectoras de la Rab27, y sus efectos
relacionados con el transporte vesicular en melanosomas, secrecion de granulos
citotoxicos en linfocitos T citotoxicos y la regulacion de la exocitosis en células
pancreaticas (Figuereido A. et al., 2008); podemos dirigir la mirada a las moléculas
que activan a Rab27. Es aqui donde encontramos a los factores intercambiadores
de nucledtidos de guanina, que estimulan el intercambio de GDP por GTP,
activando a la proteina Rab; entre ellas Rab3GEP, activador de Rab3
principalmente, que puede presentar una accidén no-redundante como activador de
Rab27 en melanocitos, debido a la relacion cercana entre estos dos Rabs
(Figuereido A et al, 2008). Rab27 y Rab3 son subfamilias cercanamente
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relacionadas, pertenecen al mismo grupo funcional de Rabs exocitoticos. En
muchos tipos celulares estos Rabs presentan excesivo sobrelapamiento en su
distribucion subcellular como en melanosomas y en granulos secretores de células
neuroendocrinas (Figuereido A. et al., 2008); es por esto que pueden interactuar
con efectores como rapfilina-3, granufilina, Slp4, y Noc2.

Rab3GEP, es una proteina con multiples dominios funcionales, presenta una
accion de intercambiador de nucledtidos de guanina en Rab27a, Rab27b vy
proteinas de Rab3, pero no ejercen su funcion en otras subfamilias (Figuereido A.
et al., 2008). Su papel mas comun se asocia con la liberaciéon de
neurotransmisores y trafico de vesiculas sinapticas, asi como en la estimulacién
de la secrecion de células neuroendocrinas (Figuereido A. et al., 2008). Acorde
con la funcién descrita de Rab27, de regular positivamente la exocitosis de
granulos secretores, Rab3GEP participa en el control del transporte vesicular. De
este modo Rab3REP asegura que la exocitosis de los productos almacenados en
las vesiculas ocurran en una cinética apropiada con la funcion bioldgica
(Figuereido A. et al., 2008).

Rab3GEP presenta multiples dominios funcionales, entre ellos podemos encontrar
al dominio DENN en ratas (expresado diferencialmente en células normales vs
células neoplasicas), y cuya accion es homdéloga al dominio MADD en humanos
(Levivier E. et al., 2001), interactua con las GTPasas de la famila RAB, y se ve
involucrada con la regulacion de la ruta de sefalizacion de las MAPKSs (proteinas
quinasas activadoras de mitogeno) (Levivier E. et al., 2001). Otro dominio
funcional de Rab3GEP es RUN (denominado asi por Rpip8, Unc-14, Nesca) que
puede funcionar como efector especifico de GTPasas tipo RAS (Levivier E. et al.,
2001). El dominio DENN tiene la actividad de intercambiador GTP/GDP, que
puede interactuar con Rab3a y Rab3c; también participa en la regulacion de la
exocitosis dependiente de calcio en la liberacion de neutrotransmisores (Levivier
E. et al., 2001). La proteina humana homologa a DENN, MADD regula la via de la
ERK (Sefal extracelular regulada por quinasas), e interactua con el dominio de
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muerte del receptor tipo 1 del factor de necrosis tumoral (TNFR-1), por su parte C-
terminal (Levivier E. et al., 2001).

Las caracteristicas generales del dominio DENN, presenta tres regiones dDENN,
DENN y uDENN, que tienen diferentes patrones de secuencias conservadas y
separadas por secuencias variables. Estos comparten varios aminoacidos
conservados ademas de los aquellos involucrados en la formacion del “core” de la
proteina, dando a conocer su actividad enzimatica. Otra participacion de DENN es
en la via de senalizacion de quinasas inductoras de crecimiento, donde se ve
activado por la proteina SFB1 (Dominio Set de unién al factor 1) (Levivier E. et al.,
2001). SFB1 pertenece a las fosfatasas de la miotubularina, aumentan la
regulacion de sefales de mitdgenas, presenta un dominio GRAM, el cual esta
presente en varias proteinas asociadas a procesos unidos a membranas, varios
en los cuales los dominios TBC (motivo comunmente encontrado en Tre-2, Bup2p,
Cdc16p) actuan como activadores de las GTPasa tipo Rabs (Yang H. et al., 2007).

Por esto, se indica que los dominios DENN juegan un papel importante en la
sefalizacion celular, especificamente media los procesos relacionados con Rab y
regula la cascada de la MAPK. Es asi como la asociacion de estos dominios
DENN con el receptor tipo 1 del factor de necrosis tumoral (Levivier E. et al., 2001;
Miyoshi J. et al., 2004) nos hace postular un mecanismo impulsado por la accién
del TNFa para poder regular la secrecion de exosomas en las células.

2.1.2. Rab11

La Rab11 GTPasa es un importante regulador del trafico de membranas
endocitico, incluyendo fagocitosis, transporte epitelial polarizado y entrega del
transportador de glucosa dependiente de insulina (Peden A. et al., 2004). También
se cree que conecta las vias secretoras y endociticas, por su funcidén reguladora
de endosomas tempranos a la parte trans del aparato de Golgi (Savina A. et al.,
2002), involucrandolo en la secrecion de exosomas acorde con el modelo
estudiado en células K562 (linaje tumoral eritroide) (Savina A. et al., 2002).
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Como toda molecula Rab, la Rab11 presenta proteinas efectoras que se han
identificado como Rabfilina11/Rab11BP, miosina Vp, quinasa B del fosfoinositido
4, Sec16 (Horgan C., et al, 2009) y en estudios recientes se han identificado unas
proteinas denominadas FIPs (proteinas que interactian con miembros de la
familia Rab11) (Peden A. et al., 2004; Horgan C. et al., 2009). Estas FIPs se
pueden clasificar en tres clases; FIPs | entre los cuales se encuentra RCP, que se
une tanto a Rab11GTPasa in vivo como a Rab4GTPasa in vitro, Rip11 vy
FIP2/nRip11 (Peden A., et al, 2004). También tenemos a FIPIl con FIP3/eferina y
FIP4, y FIPIII que tiene solo un miembro FIP1 (Peden A. et al., 2004).

Cabe mencionar que estos FIPs, principalmente Rip11 y RCP compiten entre si
por la unién a Rab11, esto se debe a que Rab11 no es muy abundante (Peden A.
et al., 2004). También de RCP se puede decir que es una proteina efectora de
Rab11 que participa en el reciclaje del receptor de transferrina (TfR) y de Rip11
que se puede unir a las membranas en ausencia de Rab11, pero esta es
necesaria para su correcta localizacion (Peden A. et al.,, 2004). Rip11 es
responsable por la traslocacién de vesiculas que contiene el transportador GLUT-4
a la superficie de la membrana de adipocitos en respuesta a un tratamiento de
insulina (Horgan C. et al., 2009). Las funciones de los FIPs se pueden clasificar en
tres categorias, reciclaje del contenido de las vesiculas a la superficie celular,
entrega de membranas durante la division celular y de union entre Rab11 vy
proteinas motoras (Horgan C. et al., 2009).

FIGURA 2.3 Interaccion entre los FIPs y organelos secretores. Grafica tomada del
articulo de Connor Horgan, TGN (Golgi parte Trans) y ERC (reticulo
endoplasmatico).
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Como ejemplo de una manera de regulacion del efector Rip11 tenemos su
fosforilacion y la union de fosfolipidos dependiente de magnesio en el C-terminal
de la proteina (Horgan C. et al., 2009).

Las proteinas Rab funcionan por un ciclo entre la forma biolégicamente activa de
unién, GTP y la inactiva GDP. Las moléculas que lo regula son los GEF y las GAP,
que promueven la inactivacién de las GTPasas estimulando la hidrollisis de GTP .
Estas GAPs en su conformacién molecular presentan un dominio TBC, que
contiene aproximadamente 200 aminoacidos, y que es el encargado de reconocer
a los Rabs. Al entrar a considerar este dominio se puede encontrar una proteina
humana EV15, que lo presenta, y esta identificada tanto en centrosomas de
células en interface como en etapas terminales de la citocinesis. Por medio de
analisis proteomicos se identifico a Rab11 como la proteina que interactua con
EV15, ya que en la interface las dos proteinas estan presentes en la region
pericentriolar. Es por lo anterior que tomando a EV15 como un regulador de
Rab11, se puede encontrar aumentada la inherente baja actividad de la GTPasas
de la proteinas G, causando su inactivacion y modulando todas las funciones en

las cuales se involucra la proteina G (Dabbeekeh J. et al., 2007).

Dada la importancia del trafico vesicular hacia el sitio de clivaje en la etapa de
citocinesis del ciclo celular, se puede decir que el complejo EV15/Rab11 puede ser
importante en los eventos de transporte de proteinas que facilitan este proceso
(Dabbeekeh J. et al., 2007).

Por otro lado también se han identificado varios moduladores de sefial de la
proteina G (SGSM), que consisten en tres miembros: SGSM1 (expresado en
cerebro), SGSM2 y SGSM3 (Yang H. et al., 2007). Con dos dominios principales
RUN (de union a proteinas RAP), involucrado en sefializacion celular en sistemas
animales multicelulares y TBC (unidon a RAB) (Yang H. et al., 2007; Dabbeekeh J.,
et al, 2007), involucrado en las funciones fundamentales de células animales vy

vegetales (Yang H. et al., 2007). Todos los SGSM pueden interactuar tanto con
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Rab4 como con Rab11 debido a su localizacion citoplasmatica y por tanto
modulan las sefiales nerviosas mediadas por la proteina G y el transporte de
vesiculas intracelular (Yang H. et al., 2007).

Por lo anterior se puede determinar que hay dos maneras de regular la secrecidn
de exosomas, si se toma como modelo a Rab11. Una es por medio de la accion
de la EV15, cuya accion se relaciona con la Rab11GAP e inactiva la Rab11. Y la
segunda, se encuentra en las sefales cerebrales SGSM que funcionan como
activador de la Rab11 y con el se aumenta el transporte vesicular y por ende la

secrecion de exosomas.
2.1.3. P53

La proteina p53 es un transcrito del gen p53 que regula el ciclo celular,
manteniendo la homeostasis. Su via de sefalizacidén responde a una variedad de
sefales de estrés como estrés genotoxico, hipoxia, expresion de oncogenes
activados (Yu X. et al., 2006), estrés oxidativo y a algunas interleuquinas como
TNF a (Yamayuchi T. et al., 2007).

Parte de la respuesta de p53 al estrés es producir proteinas que se puedan
comunicar con células adyacentes sin tener ningun dafo estructural y asi poder
producir una respuesta coordinada por un grupo de células o por un tejido (Yu X.
et al., 2006). Estas proteinas pueden ser de dos tipos: el primero y mas conocido,
como proteinas solubles, que se liberan al espacio extracelular por la fusion de
vesiculas originadas en la via reticulo endoplasmatico/ aparato de Golgi. Y la
segunda clase de proteinas secretas es como se ha demostrado en trabajos

recientes a través de exosomas.

El dafio al DNA producido por las sefiales de estrés (radiacion gamma), ocasiona
la transcripcion de dos genes CHMP4C (Yu X. et al., 2009) y TSAP6 (Yu X. et al.,
2006; Yu X. et al., 2009). Cuyas proteinas participan en el transporte selectivo de
proteinas a los exosomas o en la regulacion de exosomas (Yu X. et al., 2006).
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Por lo anterior se encuentra que la activaciéon de p53, regula el aumento de la
produccién de exosomas (Yu X. et al., 2006).

FIGURA 2.4 Respuesta celular ante un estrés genotoxico. Grafica tomada de Yu
X. etal., 2009.
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A diferencia de los mediadores como ATM/ATR (Yang J. et al. 2004), que pueden
regular la activacién de p53 cuando hay un dafo en el DNA por radiacion gamma,
se puede encontrar a Sec2 fosforilado unido a p53 en presencia de un estrés
oxidativo causado por peroxido de hidrogeno (Yamayuchi T. et al., 2007).

Para poder observar como se da la estabilizacion de la p53 cuando hay un estrés
oxidativo, se puede tomar a la proteina quinasa C delta (PKC delta), que es la
proteina que media la respuesta celular ante esta sefal de estrés (Yamayuchi T.
et al., 2007). La PKC delta, puede actuar fragmentando el DNA por su parte
catalitica o actuando con la molecula tirosina quinasa c-Abl, proteina pro-
apoptotica cuya blanco es el nucleo (Yamayuchi T. et al., 2007). Cuando se activa
la PKC delta por medio de su fosforilacién se da una traslocacién al nucleo no solo
de PKC delta sino de inhibidores de NF-kB (molécula que se activa ante la
presencia de radicales de oxigeno) (IKKa) (Yamayuchi T. et al., 2007). PKC delta
activa a IKKa en el nucleo y esta activacion regula la transcripcion de p53
(Yamayuchi T. et al., 2007).
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Por otra parte se puede encontrar una respuesta de p53 debido al estrés originado
por interleuquinas como TNFa (Yamayuchi T. et al., 2007), interleuquina 1,
endotoxinas bacterianas o ésteres de forbol entre otros que activan NF-kB
(Yamayuchi T. et al., 2007). En esta via controlada por ubiquitinaciéon vy
deubiquitinacion, encontramos a USP11 que regula la expresiéon de IKKa en un
nivel transcripcional, y funciona como un controlador de la transcripcién de p53
(Yamayuchi T. et al., 2007).

FIGURA 2.5. Estabilizacion de p53 por accion del TNFa. Grafica tomada de
Yamayuchi T. et al., 2007.
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Por lo anterior se puede decir que la estabilidad de la p53 se puede dar por accién
de IKKa y PKC cuando la sefial de estrés es la presencia de radicales de oxigeno.
También se puede dar activaciéon de p53 por medio de USP11 que actua en
presencia de un estimulo por TNFa.

2.1.4. Accion del calcio en la secrecion de exosomas

El calcio es una molécula que ayuda a la secrecion vesicular principalmente en
células sinapticas con la liberacion de neurotransmisores y en las células
pancreaticas con la liberacion de granulos de insulina (Shibasaki T. et al., 2004).
Esta accion se da gracias a que participa en la apertura el poro exocitico en la
superficie celular (Oberhauser A. et al., 1992).
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El aumento del calcio intracelular (Savina A. et al., 2003), unido a la accién de las
proteinas Rab27a, Rab27b (Ostrowski M. et al., 2009) y Rab11 (Savina A. et al.
2005), participa en la adecuada forma y desplazamiento normal de los cuerpos
multivesculares, ayudando a una mayor secrecion de exosomas. Adicionalmente
se han descrito algunos experimentos que tienen como base las células tumorales
K562, en los cuales se demuestra que variaciones en las concentraciones
intracelulares de calcio afectan el desarrollo de los cuerpos multivesiculares, y
como consecuencia se modifica la liberacion de exosomas al espacio extracelular
(Savina A. et al., 2003).

Para la adecuada secrecion de exosomas y productos celulares es necesario el
calcio. Es por esto que la célula es equipada con sensores que detectan los
cambios de concentracion intracelular de calcio, este un paso fundamental para
una buena exocitosis. Entre estos sensores se puede encontrar a la
sinaptotagmina que puede operar como un sensor de calcio bimodal, que cambia
las uniones a lipidos durante la exocitosis, y se encuentra en contacto cercano con
los canales de calcio tipo N. Tomando en cuenta los diferentes trabajos en los que
el calcio sobresale como molecula importante en la exocitosis de proteinas, se
puede decir que en la secrecion de exosomas también juega un papel importante.
El calcio interactua con diferentes proteinas G para que se de una mayor

liberacion de exosomas al espacio extracelular.

Teniendo en cuenta los mecanismos anteriormente descritos se presenta a
continuacion un modelo general donde se relacionan los diferentes proteinas,
efectores y sefales activadoras, que al interactuar podrian ayudar al incremento
del transporte vesicular en los diferentes tipos celulares y a un aumento en la

secrecion de productos como los exosomas.

En la via secretora de la célula tenemos diferentes proteinas, que interactuan vy
ayudan a la regulacién de la salida de productos endosomales (exosomas) al
espacio extracelular. Es aqui donde presentamos a la P53 cuyas sefales
activadoras (de estrés), TNFa o radicales de oxigeno regulan la transcripcion de
los genes TSAP6 y CHMP4C que aumentan la produccion de exosomas (Yu X. et
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al., 2009). Otras proteinas tienen una participacion relevante en la regulacion de la
secrecion de exosomas como Rab27a y Rab27b, cuya distribucion en los
vesiculas secretoras ayuda a un mayor secrecion de exosomas, se puede activar
principalmente por accién del TNFa (estimulo primario). Adicionalmente, se
encuentra el Rab11 que participa en el trafico vesicular y por ende a una mayor
secrecion de exosomas ante la presencia de la sefal activadora SGSM.

FIGURA 2.6. Interaccion, de las sefiales primarias activadoras, efectores y las
proteinas Rab27 (verde), Rab11 (azul), P53 (rojo y negro) y papel del calcio en el

aumento de la secrecidn de exosomas.
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GLOSARIO

ERK: Cascada de traduccion de sefiales. Contiene ERK1 y ERK2 pertenece a un
tipo de MAPK, su cascada de fosforilizacion se compara con el ciclo de Krebs.
Tiene accion en proliferacidn, diferenciacion, y sobrevivencia. Adicionalmente su

inapropiada activacién se puede per en Cancer humano

MVB: Siglas de Multivesicular bodies, son un tipo especial de lisosoma ya que
presentan actividad fosfatasa acida, también se encuentran rodeados por una
membrana de 0.5-2 micras que contiene en su interior un variable numero de

vesiculas de tamanos entre los 50nm.
PROTEINAS ASOCIADAS A EXOSOMAS

Claudinas: conjunto de proteinas transmembranales cruciales en la formacién y
funcién de fuerte ensamblaje de la mayoria de contactos apicales en células
polarizadas.

Clatrina: Proteina oligomerica formada por tres cadenas pesadas y tres cadenas
ligeras ordenada en forma de tres pies. Su funcidn principal es recubrir las

vesiculas en el proceso de transporte entre membranas.

Dinamina 2: Es una proteina que promueve la endocitosis de células con
modificaciones postranscripcionales, como fosforilaciones de residuos de Tirosina,
es por esto que también se trata de una molécula apoptaética.

Rho: Es una proteina que interviene en el proceso de sefalizacion celular. Se une
a pequefias GTP y regula una fosfatidilinositol-4-fosfato-5-quinasa en células de

mamiferos.

Snap23: proteina 23 asociada con el sinaptosoma. Regula la especificidad del
transporte vesicular. Hace parte del complejo sinaptobrevina/VAMP y Snap25 que

sirve como sitio de union para la maquinaria de fusién de membranas.
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PROTEINAS CON ACCIONES EFECTORAS DE LA SECRECION DE
EXOSOMAS

JFC1: proteina que contiene el dominio C2. Puede estar involucrada en el trafico
celular unido a 3"-fosfoinositido. Se asocia con la membrana plasmatica de las

células vivas cuando el Calcio lo modula.

Munc13-4: proteina efectora localizada en tejido no neural como el bazo. Media la
funcién de GTP-Rab27a para promover la secrecion de granulos.

Noc2: proteina putativa de dedos de Zinc, homologa a Rabfilina 3. Identificada
originalmente en el pancreas endocrino, es esencial en la regulacion de la

exocitosis en estas células.

Rabfilina3: molécula blanco efectora de Rab3, tiene dos dominios C2 en su C-
terminal. Esta involucrada en la liberacion de neurotransmisores de manera

dependiente de Calcio.

PROTEINAS CON ACCIONES ACTIVADORAS DE LA SECRECION DE
EXOSOMAS

ATM/ATR; Sensores potenciales de dafio de DNA. Proteinas que fosforilan la P53

en la serina 15 aumentando asi su actividad trans-activadora.

RCP: proteina componente del receptor. Es una proteina intracelular con 148
aminoacidos que es necesario para unir la sefial transductora acoplada a la

proteina G con el receptor. Proteina efectora de Rab11.

Rip11: proteina efectora de Rab11, participa en la exocitosis de granulos de
insulina en células B pancreaticas. Puede actuar como sustrato de la proteina

quinasa Ay potencia la exocitosis por AMP ciclico en células pancreaticas.

Sec2: proteina liberadora de nucleotidos de guanina, se relaciona con transporte y
se localizada en vesiculas citoplasmaticas. Identificada por primera vez en

Saccharomyces cerevisiae.
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Sec16: proteina hidrofilica grande encontrada en reticulo endoplasmatico y
superficie de vesiculas, es necesaria para el transporte de vesiculas desde el
reticulo endoplasmatico. Identificada por primera vez en Saccharomyces
cerevisiae.

USP11: Hidrolasa 11 de ubiquitina carboxi-terminal. Controla muchos procesos
intracelulares como progresion del ciclo celular, activacion transcripcional, vy
traduccion de sefiales. En los cuales se involucra una adicion y remocion de

ubiquitinas.
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