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RESUMEN

La secrecion aberrante de hidrolasas lisosomales es un cambio fenotipico comun
en muchos canceres humanos. En este contexto, la catepsina D (CatD) es una de las
proteasas que mas ha sido estudiada, ya que su secrecién promueve la proliferacién de las
células tumorales y aumenta su potencial metastasico. Particularmente, en carcinomas
mamarios hormono-sensibles, la enzima es altamente secretada en respuesta al 17-f3-
estradiol, y sus niveles de expresién se han vinculado al prondstico de la enfermedad. En
la mayoria de las células no cancerosas, la CatD estd confinada a lisosomas, siendo
conducida a ellos por los receptores a manosa 6-fosfato catiéon independiente (CI-MPR),
cation dependiente (CD-MPR), y/o por sortilina. Varias hipétesis han sido propuestas
para explicar la secrecion de CatD por las células tumorales; entre ellas una saturacién del
CI-MPR (generada por una sobreexpresion de CatD y por una deficiencia de dicho
receptor), y/o un defecto de acidificaciéon de compartimientos. En ambos casos se
favoreceria la secreciéon de la enzima por defecto. Sin embargo, en algunos modelos
celulares fisiolégicos, hay antecedentes que vinculan al CD-MPR con la secrecion de CatD.
Por lo tanto proponemos como hipétesis que el transporte y secrecion de CatD en células
tumorales mamarias son mediados por receptores, cuya expresion y distribuciéon son
reguladas por estrégenos. Para probar nuestra hipotesis, estudiamos la expresion y
distribuciéon del CD-MPR, CI-MPR y sortilina en cuatro lineas celulares mamarias; una no
tumorigénica (MCF-10A) y tres tumorigénicas (MCF-7, MDA-MB-231 y T-47D), dos de las
cuales sobreexpresan receptores estrogénicos o (MCF-7 y T-47D), y las correlacionamos
con la expresion y distribucidon de CatD. Determinamos que los niveles de expresion de los
tres receptores difieren entre las cuatro lineas celulares, siendo mayor la expresion del
CD-MPR vy sortilina en las lineas celulares tumorigénicas respecto a la no tumorigénica,
mientras que la expresion del CI-MPR es alta en las células no tumorigénicas. A su vez, la
sobreexpresion de sortilina, en células MCF-7, indujo una disminucion en la expresion del
CD-MPR. En esta misma linea celular, demostramos que el CD-MPR colocaliza con CatD y
que la expresion de ambos es inducida por 17-B-estradiol. Ademas, el CD-MPR es
redistribuido hacia fracciones celulares livianas en presencia de la hormona, como sucede
con la CatD. Mediante estudios con aminas acidotrépicas observamos una disminuciéon del
procesamiento de la enzima y del contenido intracelular total de la misma. Nuestros

resultados sugieren que el transporte intracelular de CatD es mediado por receptores en
9|



Estudio de Proteinas Implicadas en el Transporte de Catepsina D en Células Tumorales Mamarias y su Regulacién Hormonal.

células MCF-7. Entre ellos, el CD-MPR seria uno de los que, ademas, conduciria a CatD
hacia la membrana plasmatica para su secrecion, efecto promovido por el 17-3-estradiol.
También demostramos que dicha secrecion no es debida a un defecto de acidificacién de
compartimientos, tal como ha sido reportado por algunos autores. Por ultimo
proponemos que existiria un mecanismo compensatorio o de regulacion entre el CD-MPR,

el CI-MPR y sortilina en las cuatro lineas celulares estudiadas.
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ABREVIATURAS:

CatD: catepsina D

proCatD: procatepsina D

M6P: manosa 6-fosfato

MPRs: receptores a manosa 6-fosfato

CD-MPR / MPR-46: receptor a manosa 6-fosfato cation-dependiente
CI-MPR / MPR-300: receptor a manosa 6-fosfato catién-independiente
Sort: sortilina

aa: aminoacidos

TGN: region trans del aparato de Golgi

RER: reticulo endoplasmatico rugoso

EGF: “epidermal growth factor” (factor de crecimiento epidérmico)
RE: receptor de estrégenos

RP: receptor de progesterona

HER2: “human epidermal growth factor receptor 2” (receptor 2 del factor de crecimiento

epidérmico humano)
PM: peso molecular
MEC: matriz extracelular

TEM: transicion epitelio - mesenquimatica
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CAPITULO
INTRODUCCION
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1. LA CELULA EN EL CONTEXTO DE LOS ORGANISMOS
MULTICELULARES

Las células evolucionaron inicialmente como individuos de vida libre, pero las mas
importantes para los seres humanos son las que constituyen un organismo pluricelular.
En el cuerpo humano se han caracterizado mas de 200 tipos celulares diferentes, aunque
todos ellos comparten el mismo genoma. Una particularidad comtn de todas las células
del organismo humano es que han perdido las caracteristicas necesarias para sobrevivir
de forma independiente y han adquirido caracteristicas que satisfacen las necesidades del
conjunto del organismo, permitiéndoles formar tejidos que desarrollan una amplia

variedad de funciones [1].

Entre las interacciones que establecen las células para constituir los tejidos, estan
aquellas que les permiten mantenerse unidas. Esta capacidad da origen a los tejidos de
tipo epitelial, que constituyen gran parte del cuerpo de los vertebrados. Del mismo modo
que una membrana celular se invagina para dividir una célula eucariota en dos, los
epitelios se invaginan y parten el cuerpo de un vertebrado, revistiendo las superficies y
cavidades y generando compartimientos internos en los que tienen lugar procesos
especificos. Por lo tanto el revestimiento epitelial seria uno de los caracteres mas

ancestrales en la evolucién de los animales, el cual se diversifica de diferentes maneras.

1.1. ORGANIZACION DE LOS EPITELIOS

Las células que integran los epitelios poseen tres caracteristicas principales; estan
adheridas entre si por medio de uniones intercelulares especializadas; tienen polaridad
morfoldgica y funcional (es decir que las diferentes funciones se asocian con tres regiones
superficiales de morfologia distinta: la region apical, la region lateral y la region basal) y
estdn adheridas a una membrana basal subyacente. Como ya mencionamos, los epitelios
recubren las superficies externas del cuerpo y revisten las cavidades internas cerradas y
los “tubos” que comunican con el exterior (aparatos digestivos, respiratorio y
genitourinario). Ademas, los epitelios forman la porcion secretora (parénquima) de las

glandulas y sus conductos excretores [2].
13]
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El ensamblaje de las células para formar un epitelio es un proceso reversible. Las
células dispersas y no adheridas, que a menudo se denominan células mesenquimaticas,
pueden reunirse formando un epitelio si se activa la expresién de sus moléculas de
adhesion. Al contrario, las células epiteliales pueden cambiar su caracter, segregarse y
migrar lejos de su epitelio de origen como entidades individuales. Tales transiciones
epitelio-mesenquimaticas tienen un papel importante en el desarrollo embrionario
normal como, por ejemplo, en el origen de la cresta neural. También suceden como
procesos patolégicos en la vida adulta, como ocurre en el caso del cancer. La mayoria de
los tumores se originan en los epitelios, pero se hacen propensos a diseminarse,
convirtiéndose en malignos, cuando las células cancerosas se escapan del epitelio original

e invaden otros tejidos.

1.2. EL DESARROLLO DE LOS TUMORES DE ORIGEN EPITELIAL

Todos los tumores, benignos y malignos, tienen dos componentes basicos: células
neoplasicas proliferantes que constituyen su parénquima y un estroma de soporte
constituido por el tejido conectivo circundante y vasos sanguineos. Las células del
parénquima dependen criticamente de su estroma, ya que hay un intercambio de
informacion entre las células tumorales y las células estromales que influye directamente

sobre el crecimiento de los tumores [3].

Los tumores malignos que se originan en la célula epitelial se denominan
carcinomas. La mayoria de los carcinomas pueden clasificarse en dos categorias que
reflejan las dos principales funciones bioldgicas de los epitelios: carcinomas de células
escamosas (se originan en células epiteliales con funciéon de revestimiento) y
adenocarcinomas (se originan a partir de células epiteliales especializadas en la secrecién

de sustancias) [3].

Entre los tumores epiteliales, el carcinoma mamario es una de las neoplasias mas

estudiadas debido a que es la mas frecuente en las mujeres de todo el mundo.
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1.2.1. El carcinoma de mama y sus diferentes fenotipos

El carcinoma mamario es la neoplasia con mayor incidencia y la primera causa de

muerte por tumores en mujeres, en Argentina (www.msal.gov.ar).

Segun la clasificacién histopatoldgica del cancer de mama de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) (tabla 1), las variedades mas frecuentes son el carcinoma
ductal y lobulillar. Cada una de estas dos variedades se divide en: carcinoma no invasor,
denominado “carcinoma in situ”, y carcinoma invasor. El carcinoma ductal invasor

representa entre el 65y el 80% de los tumores mamarios [4].

Porcentaje
L. Carcinomas no invasores 15-30
a. Carcinoma ductal in situ 80
b. Carcinoma lobulillar in situ 20
IL. Carcinomas invasores 70-85
a. Carcinoma ductal invasor 79
b. Carcinoma lobulillar invasor 10
c. Carcinoma mucinoso
d. Carcinoma medular
e. Carcinoma papilar
f. Carcinoma tubular
g. Carcinoma adenoidequistico
h. Carcinoma secretorio juvenil
i. Carcinoma apocrino
j- Carcinoma con metaplasia
III. Enfermedad de Paget del pezén

Tabla 1: Clasificacion histopatoldgica de los tumores mamarias segin la OMS.

Las caracteristicas clinicas e histolégicas del cAncer de mama han sido utilizadas, y
lo siguen siendo, como elementos importantes para la definicion de los diferentes factores
pronostico y para el tratamiento de esta enfermedad. Sin embargo, la identificacion de las

caracteristicas inmunohistoquimicas del tumor permiten diferenciar alteraciones
15]
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genéticas que proporcionan la posibilidad de clasificar el cAncer de mama de una manera
mas adecuada en lo que se refiere a prondstico y efectividad en el tratamiento [5] [6]. Por
lo tanto, desde el punto de vista molecular, el cancer de mama se ha clasificado en cuatro

grupos fundamentales, descriptos en la tabla 2:

1- LUMINAL A RE+; RP+; HER2-
2- LUMINAL B RE+; RP+; HER2+
3-HER 2 RE-; RP-; HER2+
4- BASAL RE-; RP-; HER2-

Tabla 2: Clasificacion molecular del cancer de mama.
RE: receptores de estrogeno; RP: receptores de progesterona; HER2: receptor 2 del factor de crecimiento

epidérmico humano

Estas caracteristicas moleculares representan solo algunos de los muchos cambios
que tienen lugar en las células tumorales durante el proceso de formacion del tumor.
Actualmente se tiende, cada vez mas, a aplicar terapias dirigidas, es decir aquellas que
interfieran con moléculas especificas que participan en el crecimiento, la progresion y la
diseminacion del cancer. Para ello resulta fundamental conocer y entender cada uno de
los cambios que se producen a nivel celular que inciden en el proceso tumorigénico y en

el comportamiento tumoral.

1.3. LA CELULA NORMAL Y TUMORAL

El proceso por el cual las células normales se transforman en cancerosas se denomina
carcinogénesis. Esta transformacion es progresiva, y se origina en alteraciones en el
material genético de una célula [7], que le confieren una ventaja selectiva, permitiendo
que se divida mas rapido que sus vecinas y convirtiéndola en la fundadora de un clon
mutante en crecimiento. Posteriormente las células hijas acumulan subsecuentes y
diversas mutaciones que permiten generar distintos clones. Estos presentan ventajas
proliferativas con respecto a su contraparte normal que permite generar un clon
neoplasico persistente [8]. En este contexto, Hanahan y Weinberg [9], describieron 8
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capacidades (“hallmarks”) que son adquiridas por los diversos tipos celulares a través de
distintos mecanismos y eventos durante el proceso carcinogénico, y que se ven

favorecidas por la inestabilidad gen6mica y la inflamacion sostenida (figura 1). Ellas son:

1- Mantenimiento de sefiales proliferativas

2- Insensibilidad a estimulos que inhiben el crecimiento
3- Evasion de apoptosis

4- Invasién y metastasis

5- Potencial de replicacion ilimitado

6- Induccién de angiogénesis sostenida

7- Reprogramacion del metabolismo energético celular

8- Evasion de la destruccion por el sistema inmune

Insensibilidad

Mantenimiento a estimulos
de sefiales que inhiben el
proliferativas crecimiento
Reprogramacién Evasion de la
del metabolismo destruccion
energético por el sistema
celular inmune
Potencial de
Evasion ‘_je replicacién
apoptosis ilimitado
Inestabilidad Inflamacion
gendmicay promovida
mutaciones por el tumor

Induccidn de Invasién y
angiogénesis metastasis
sostenida

Figura 1: Hallmarks del cancer. Modificado de D. Hanahan y R.A. Weinberg [9].

A continuaciéon ampliaremos aquellas capacidades que estan mas vinculadas con este

trabajo de tesis:
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Independencia de sefiales de crecimiento: Normalmente las células son estimuladas por

sefiales externas de proliferacion (principalmente factores de crecimiento) que activan
receptores presentes en la superficie celular. Este evento permite la activacion
consecutiva de vias de sefializacion intracelular que regulan la progresion a través del
ciclo celular y el crecimiento de la célula, favoreciendo la supervivencia celular. En las
células tumorales se observan mutaciones en los genes involucrados en estas vias de
sefalizacién (en general oncogenes) que mantienen activa la proliferacién de manera

anormal [10] [11].

Insensibilidad a estimulos que inhiban el crecimiento: La tasa de proliferacién aumentada

de las células tumorales también se encuentra favorecida por la evasién de los
mecanismos de regulaciéon negativa de la divisién celular, controlados por los genes
supresores de tumores. Estos genes actiian a distintos niveles, limitando el crecimiento

tumoral y la proliferacion celular [12] [13].

Invasién y metdstasis: La mayor parte de las muertes asociadas a tumores so6lidos se debe

a la diseminacion a distancia de las células tumorales y el consecuente desarrollo de
metastasis. Del tumor primario, s6lo algunas células adquieren mutaciones que les
permiten desarrollar el potencial de invadir el tejido que las rodea (invasién) y
posteriormente sitios distantes (metastasis). Dentro de estas mutaciones, la mejor
caracterizada es la que provoca la disminucién de la expresién de E-cadherina en
carcinomas, una proteina fundamental en la adhesividad con otras células y con la matriz
extracelular (MEC) por lo que las células tumorales pierden el anclaje al epitelio [14]. Las
células tumorales con capacidad invasiva cambian su fenotipo haciéndose mas parecidas
a las células mesenquimaticas, en un proceso denominado transiciéon epitelio-
mesenquimatica (TEM) [15]. Las células pierden las uniones adherentes, cambian su
morfologia epitelial pareciéndose a los fibroblastos, aumentan la expresion de enzimas
que degradan la MEC y aumentan su motilidad, lo que favorece la invasion. Por otra parte,
los fibroblastos que rodean a las células tumorales también se modifican favoreciendo el
proceso carcinogénico y la TEM, generando un microambiente pro-tumoral, denominado

“estroma reactivo” [16][17].
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2. EL TRANSPORTE INTRACELULAR DE MOLECULAS

Todas las moléculas sintetizadas por las células, normales y tumorales, deben
transportarse a través de ellas hacia los distintos compartimientos membranosos o hacia
el exterior celular. Esto lo logran a través de las vesiculas de transporte, que emergen por
gemacion de la membrana de un compartimiento y se fusionan con la membrana de otro,
o con la membrana plasmatica [18][19]. Este trafico de membranas fluye a lo largo de
rutas direccionales muy organizadas; la via biosintética-secretora se dirige hacia el
exterior, desde el reticulo endoplasmatico (RE) hacia el complejo de Golgi y la superficie
celular, con una desviacién hacia los lisosomas, mientras que la ruta endocitica se dirige

hacia el interior desde la membrana plasmatica[18].

En general los lisosomas son puntos de encuentro en los que convergen diferentes
corrientes del trafico intracelular. Una ruta que se dirige hacia fuera desde el RE via
complejo de Golgi entrega la mayoria de las enzimas hidroliticas, mientras que al menos
tres vias desde diferentes origenes introducen sustancias en los lisosomas para su

degradacidn. Estas vias son la endocitica, la autofagica y la fagocitica [20].

2.1. LA MAQUINARIA LISOSOMAL

Por mucho tiempo los lisosomas fueron considerados organelas terminales
involucradas en la degradacién de diferentes sustratos. Sin embargo, esta visidn esta
cambiando rdpidamente por la evidencia que demuestra que estas organelas y su
contenido tienen funciones especializadas, mas alla de la conocida funcién degradativa.
Muchas proteinas lisosomales han sido implicadas en funciones celulares especializadas y
en desdérdenes vinculados al procesamiento antigénico, al transporte especifico de
proteinas surfactantes y a enfermedades por deposito lisosomal [21].

Los lisosomas son organelas acidicas, limitadas por una membrana simple que
contienen en su interior unas 120 proteinas de membrana y mas de 50 hidrolasas acidicas
solubles. Estas enzimas alcanzan su mayor actividad catalitica a un pH 4.5 - 5.0, que es
justamente el pH luminal lisosomal. Este pH acidico, es mantenido gracias a bombas

protdnicas del tipo H+/ATPasa insertas en la membrana de las mencionadas organelas. A
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su vez, la presencia de proteinas integrales de membrana altamente glicosiladas (e.g.
LAMPs, LIMPs) protege a las membranas lisosomales de la actividad de sus propias
enzimas.

Una caracteristica esencial de los lisosomas es su heterogeneidad, ya que en un
mismo tipo celular hay poblaciones lisosomales con distintas baterias de enzimas.

El material que se digiere en los lisosomas puede provenir del exterior de las
células (por endocitosis) o también desde el propio citoplasma (por autofagia). El
material que no puede ser digerido completamente, queda acumulado en los lisosomas,
transformandolos en cuerpos residuales.

Las hidrolasas acidas presentes en los lisosomas comprenden glicosidasas, lipasas,
nucleasas, fosfatasas, sulfatasas, proteasas y otras [22] [23]. Entre las proteasas estan
aquellas de la familia de las catepsinas, como la proteasa aspartica catepsina D (CatD),

uno de los objetos de estudio de este trabajo de tesis.

2.1.1.El transporte de proteinas lisosomales en las células eucarioticas

Las proteinas lisosomales son conducidas a los lisosomas de una manera selectiva.
La mayor parte de las hidrolasas acidas recién sintetizadas son modificadas post-
traduccionalmente en sus carbohidratos de un modo muy especial: adquieren residuos
manosa 6-fosfato [24]. Esta modificacién sobre las enzimas es reconocida especificamente
por los receptores a manosa 6-fosfato cation independiente (CI-MPR) y/o catiéon
dependiente (CD-MPR) en el complejo de Golgi, los cuales las transportan hacia los
endosomas, desde donde son posteriormente conducidas a los lisosomas. Sin embargo,
otras enzimas solubles y proteinas no enzimaticas son transportadas a los lisosomas de
una manera independiente de manosa 6-fosfato, ya sea mediada por receptores
alternativos como la proteina integral de membrana lisosomal 2 (LIMP-2) o por sortilina
(Sort) (figura 2), u otros mecanismos aun no identificados [25] [26][27].

Tanto las proteinas estructurales de las membranas lisosomales como los
receptores, presentan sefiales especificas en su region citoplasmatica para su correcta
distribucion. Estas sefiales son secuencias basadas en dileucinas o tirosinas que les
permiten interaccionar con proteinas citosolicas que forman la cubierta de vesiculas de

transporte, como las proteinas GGAs (Golgi-localizing, Y-adaptin ear domain homology,
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ARF-binding protein) o los complejos de proteinas adaptadores (AP). Ademas,
fosforilaciones y modificaciones lipidicas regulan el reconocimiento de estas sefiales,
modulando el trafico de las proteinas de la membrana lisosomal. Todo lo mencionado

garantiza un transporte especifico de proteinas hacia los lisosomas [23] [28].

c c

CI-MPR CD-MPR LiIMP2 sortilina

Figura 2: Receptores involucrados en el transporte especifico de proteinas lisosomales solubles.
El receptor a manosa 6-fosfato (CI-MPR) contiene dos sitios distintos de unién a M6P, en los segmentos 3 y

9, y un sitio de unién a IGF Il en el segmento 11. El receptor a manosa-6-fosfato (CD-MPR) contiene un solo
sitio de unién a M6P y forma dimeros no-covalentes que pueden unir oligosacaridos difosforilados (OdP). La
proteina integral de membrana lisosomal (LIMP2) transporta a la -glucocerebrosidasa (3-GC) lisosomal.
Sortilina es un receptor de transporte para neurotensina (NT), lipoprotein lipasa y precursores de proteinas

activadoras de esfingolipidos (ProSAP). Modificado de T.Braulke y J.S. Bonifacino [23].

2.1.2.El transporte selectivo de hidrolasas acidas a lisosomas

Como se menciond anteriormente, los precursores de las enzimas lisosomales
sufren modificaciones post-traduccionales en su estructura quimica que les permiten
alcanzar su destino final. Estas modificaciones consisten en la adicion de residuos de

manosa 6-fosfato (M6P) a los oligosacaridos de la molécula enzimatica. Una vez que la
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molécula precursora llega a la region cis del aparato de Golgi, su oligosacarido es
sometido a la accidén secuencial y coordinada de dos enzimas residentes en esa region: la
N-acetil-glucosaminafosfotransferasa y la N-acetil-glucosaminafosfodiesterasa. Estas
enzimas transforman un residuo manosa terminal en M6P, el cual es reconocido luego por
receptores especificos a manosa 6-fosfato (MPRs) localizados en las membranas de la
region trans del aparato de Golgi (TGN). De este modo, los MPRs concentran las
hidrolasas acidas y las segregan de otras proteinas, permitiendo su inclusién en pequeiias
vesiculas de transporte. Las vesiculas que llevan los complejos enzima/receptor son
vesiculas cubiertas con clatrina (CCV), que se desprenden del TGN y se fusionan con un
compartimiento acidificado (i.e. endosomas tardios), como se esquematiza en la figura 3.
El pH acido de ese compartimiento (x5.5) permite la disociaciéon del complejo enzima-
receptor y, luego, las enzimas son transportadas a los lisosomas, mientras que los MPRs
son reciclados al TGN [29] (figura 3).

Es importante mencionar que, en condiciones basales, entre un 10-20% de los
MPRs estan presentes también en la membrana plasmatica de las células, desde donde
pueden recapturar algunas enzimas que escaparon de la seleccién y fueron liberadas al
medio extracelular (aproximadamente el 10% del total de enzimas producidas). En este
caso los MPRs redireccionan las enzimas hacia los lisosomas a través de la via endocitica,
motivo por el cual también se ha descripto la presencia de MPRs en endosomas

tempranos [28][30].
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Figura 3: Transporte de hidrolasas acidas sintetizadas “de novo” a los lisosomas.

Los precursores de hidrolasas lisosomales son modificados por la adicidon de un residuo de M6P en la region
cis del aparato de Golgi. El receptor concentra las hidrolasas acidas para discriminarlas de otras proteinas y
permitir su inclusién en las vesiculas de transporte. Las vesiculas cubiertas con clatrina se desprenden del
TGN y luego se fusionan con los endosomas tardios, donde el pH acido de los mismos disocia el ligando del
receptor. Los receptores reciclan luego al aparato de Golgi donde son reutilizados. Modificado de B. Alberts

y col. [1].

2.1.2.1. L0oS RECEPTORES A MANOSA 6-FOSFATO (MPRS)

En los mamiferos, los receptores a manosa 6-fosfato (MPRs) son los responsables
del transporte de las hidrolasas solubles recién sintetizadas a los endosomas para su
subsiguiente transferencia a los lisosomas [31]. Hasta el momento, se han identificado y
caracterizado dos formas de MPRs: el receptor a manosa 6-fosfato catiéon dependiente
(CD-MPR) y el receptor a manosa 6-fosfato catiéon independiente (CI-MPR), de 46 kDa
y 300 kDa, respectivamente. El CD-MPR necesita de iones bivalentes (Ca*2, Mg*2 o Mn*2)
en muy bajas concentraciones para interactuar con sus ligandos, mientras que el CI-MPR
puede prescindir de ellos [32] [33]. A pesar de que entre los dos receptores hay una baja
homologia (alrededor de un 20%), se acepta que los genes de ambos MPRs surgieron de

un ancestro comun. De hecho, se ha sugerido que el CI-MPR se origin6 de duplicaciones
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multiples de un gen ancestral comun [34]. Ambos MPRs son glicoproteinas
transmembrana tipo | y estan presentes en el TGN, en endosomas y en la membrana
plasmatica, pero no se han detectado en lisosomas [30]. A su vez, el CI-MPR presenta dos
sitios de unién de alta afinidad para M6P, mientras que el CD-MPR contiene sélo uno. Este
ultimo receptor puede estar en las membranas como dimeros lo que le permite unir
oligosacaridos que contengan 2 residuos de M6P, de manera similar al CI-MPR (figura 2).
Ambos receptores son co-expresados en la mayoria de las células eucariéticas y tienen

una distribuciéon subcelular similar, la cual depende, a su vez, del tipo celular [35].

2.1.2.1.1. EL RECEPTOR A MANOSA 6-FOSFATO CATION-INDEPENDIENTE (CI-MPR)

Este receptor pertenece a la familia de las lectinas tipo P, y en humanos esta codificado
por un gen ubicado en el brazo largo del cromosoma 6. En relacion a su estructura, el CI-
MPR atraviesa la membrana una sola vez y en su dominio NHz-terminal se encuentra el
sitio de unién o “binding” al ligando [36]. En la forma madura del CI-MPR podemos
distinguir tres regiones perfectamente diferenciadas (figura 4):

- Una region extracelular (o luminal en caso de estar en las estructuras
intracelulares) de 2265 aminoacidos, formada por 15 unidades repetidas, de
aproximadamente 145 aminoacidos cada una.

- Unaregion transmembrana, de 23 aminoacidos.

- Unaregion citoplasmatica en el extremo carboxilo-terminal, de 163 aminoacidos.

Actualmente, se ha estimado que el peso molecular del CI-MPR es de 300 kDa
aproximadamente, de los cuales 270 kDa lo aportaria su esqueleto polipeptidico, y los
restantes 20 o 30 kDa sus extensos oligosacaridos. Se ha demostrado que este receptor
puede formar dimeros en presencia de ligandos multivalentes, como [(-Glucuronidasa
[37]. Esta dimerizacion reforzaria el “binding” de los ligandos e induciria un aumento en
la velocidad de internalizacion, tal como ocurre en el “clearance” del péptido mitogénico
IGF-II [38][39]. La naturaleza multifuncional del CI-MPR se demuestra por la presencia de
dos sitios de union a residuos fosfomanosilados (los dominios 3 y 9) y uno de unién al

factor mitogénico de crecimiento IGF-II (dominio 11) en su regién luminal (figura 2 y 4).
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En los mamiferos, se ha descripto también una forma soluble del CI-MPR (sCI-MPR)
que es naturalmente liberada por clivaje proteolitico en cultivos [40]. En algunos estudios
in vivo se ha observado que esta forma soluble circula en el suero hasta concentraciones

de S5pg/ml [41].

2.1.2.1.2. EL RECEPTOR A MANOSA 6-FOSFATO CATION-DEPENDIENTE (CD-MPR)

El CD-MPR también pertenece a la familia de las lectinas tipo P, pero a diferencia
del CI-MPR, esta codificado por un gen localizado en el cromosoma 12 humano y requiere
de cationes bivalentes como Ca*2, Mg*2 o Mn*2 para interactuar con sus ligandos [42].
Estructuralmente, el receptor maduro esta formado por 3 dominios (figura 4):

- Un dominio luminal, de 159 aminoacidos que contiene el sitio de unién a M6P, con

alta homologia con las unidades repetitivas del CI-MPR.

- Un dominio hidrofébico transmembrana de 25 aminoacidos.

- Un dominio citoplasmatico de 67 residuos en el extremo carboxilo-terminal.

La proteina no glicosilada tiene un peso molecular aparente de 28 kDa, indicando que
el oligosacarido hace una gran contribucion a la estructura final del receptor que posee un
peso molecular de 46 kDa [42]. El dominio citoplasmatico del CD-MPR, al igual que el del
CI-MPR, posee una senal de internalizacién, una sefial de seleccién en el TGN, un sitio de
palmitoilacidn, y un sitio de fosforilacion para caseinkinasa II. Este receptor puede formar
oligbmeros no covalentes, dimeros y tetrdmeros, aunque el estado mas comun es el de

homodimero [43].
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Figura 4: Los receptores a manosa 6-fosfato.

El receptor a manosa 6-fosfato catién dependiente (CD-MPR) estd presente en las membranas
predominantemente como un homodimero estable, y tiene un solo sitio de unién a M6P por polipéptido. El
receptor a manosa 6-fosfato catién independiente (CI-MPR) también suele estar dimerizado en las
membranas celulares. uPAR (receptor de activador de plasminégeno tipo urokinasa); IGF-II (factor de

crecimiento simil-insulina tipo II); Plg (plasmin6geno). Modificado de P. Gosh y col. [44].

2.1.2.1.3. LA FUNCION DE LOS RECEPTORES A MANOSA 6-FOSFATO

Ambos receptores coexisten en la mayoria de las células eucariéticas y ain no se
conoce bien la razén de esta coexistencia. Los dos receptores pueden unir los mismos
ligandos aunque con distinta afinidad y pH o6ptimo [45]. Sin embargo, un analisis
protedmico de suero de ratones deficientes en MPRs revelé que la tripeptidil peptidasa I,
Cregl, RNAsa t2 y heparanasa serian transportadas selectivamente por el CD-MPR,
mientras que a-manosidasa B1, catepsina D y prosaposina serian preferencialmente
transportadas por el CI-MPR [46]. Por otro lado, hay autores que sostienen que la

contribucidon del CD-MPR en el transporte de enzimas lisosomales recién sintetizadas se
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torna importante s6lo ante una deficiencia del CI-MPR, o su bloqueo con anticuerpos. En
ese caso, se incrementa la secrecidn de las enzimas lisosomales recién sintetizadas [47].
El CD-MPR y el CI-MPR unen sus ligandos (proteinas lisosomales recién
sintetizadas que contienen M6P) en el transcurso de la ruta biosintética-secretoria y los
transfieren a la ruta endocitica, donde son liberados y conducidos a los lisosomas. Los
complejos MPR-ligando emergen del TGN en forma de vesiculas cubiertas con clatrina,
que se fusionan con compartimientos endosomales [48]. Debido al bajo pH de estas

organelas, los complejos se disocian, y los MPRs reciclan al TGN para ser reutilizados

(figura 5).
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Figura 5: Transporte ciclico de MPRs. Modificado de H. Lodish y col. [49].

Como ya mencionamos, un porcentaje de ambos MPRs son localizados en la
membrana plasmatica (entre un 10-20% del contenido total de MPRs de las
células)[28][30], donde el CI-MPR media la endocitosis de polipéptidos que contienen

M6P. Aunque el CD-MPR también ha sido localizado en la membrana plasmatica, tiene
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baja capacidad para endocitar ligandos extracelulares, a pesar de su permanente reciclaje
entre la superficie celular y las membranas intracelulares [50].

Por otro lado, en lineas celulares no tumorales, entre un 5 y un 10% de las
proteinas lisosomales recién sintetizadas son secretadas. Esta secrecion basal habia sido
atribuida a una falla en la unién de estas enzimas lisosomales a los receptores o a un
englobamiento inespecifico en vesiculas que participan en la secrecion constitutiva. Sin
embargo, Chao y col. [47] propusieron que el CD-MPR seria el responsable de dicha
secrecion, demostrando que parte de las enzimas lisosomales recién sintetizadas se unen
a este receptor y son secretadas. Para esta propuesta, la disociaciéon ligando-receptor
podria ocurrir en la superficie celular o en endosomas tempranos, quienes finalmente
conducirian a los ligandos a la superficie celular.

Por otra parte, el CI-MPR puede unir ligandos que no contienen M6P. Uno de ellos
es el IGF II (“insulin-like growth factor I1” o factor de crecimiento simil insulina tipo II), y
por ello este receptor es también conocido como IGF2R o IGFII/MPR. Para esta funcion, el
CI-MPR une al IGF-II en la superficie celular, y lo internaliza para ser degradado en
lisosomas. Esto previene la acumulacion excesiva de IGF-II, e impide una acciéon
mitogénica del péptido, la cual seria dafiina para un organismo especialmente durante el
desarrollo embrionario [44]. Ademas, el CI-MPR permite la activacién del proTGF-f3
(precursor del “transforming growth factor ”) a su forma biolégicamente activa, TGF-f3
[51], mediante la formacion de un complejo con el receptor del activador de
plasmindgeno tipo urokinasa (uPAR) en la superficie de las células. Esto genera la
posterior activaciéon del plasmindégeno a plasmina quien cataliza la remocién del
propéptido del TGF-f3.

Otra funcién que se le atribuye al CI-MPR es la internalizacidon de granzima B, una
serin proteasa involucrada en la apoptosis inducida por células T citotoxicas [52]. Otros
ligandos del CI-MPR son el acido retinoico y el “leukemia inhibitory factor” (LIF), un
miembro de la familia de IL-6 [53]. Tanto el IGF II como el acido retinoico han sido
descriptos como reguladores de la distribuciéon celular del CI-MPR y del trafico de

enzimas lisosomales mediado por este receptor [54][55].

2.1.2.1.4. Los MPRS EN CANCER
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El CI-MPR es actualmente considerado un supresor tumoral ya que hay evidencias que

demuestran que mutaciones que generan una pérdida de funcién en su gen estan

implicadas en la patogénesis de un amplio espectro de patologias malignas. Se han

reportado las siguientes alteraciones en el gen del CI-MPR:

Inestabilidad de microsatélites, lo que conduce a una disrupciéon del marco de
lectura con el consecuente truncamiento de la proteina (en tumores
gastrointestinales).

Pérdida de heterocigosidad (LOH) (en cancer de mama, tumores adrenocorticales,
carcinoma hepatocelular, carcinoma de pulmén y tumores de cabeza y cuello). Esto
esta vinculado con el hecho de que el gen del CI-MPR posee un “imprinting”
materno (se produce la metilacién de residuos citosina del alelo heredado de la
madre) [56]. Consecuentemente, cualquier modificaciéon del tnico alelo expresado
puede conducir a la pérdida de funcién del gen, de manera analoga a la pérdida de
heterocigosidad de los genes supresores tumorales.

Mutaciones somaticas del alelo remanente (en cancer de mama y hepatocelular)

[57].

Varios mecanismos estarian involucrados en la supresién tumoral mediada por este

receptor:

En primer lugar, el CI-MPR induce la internalizacion y degradacion de varios
factores promotores del crecimiento, tales como el IGF-II [58], LIF y algunas
citoquinas que contienen M6P, como el factor estimulante de colonias macrofagico
[53].

En segundo lugar, limitaria el nivel de enzimas lisosomales secretadas
responsables de la degradacion de la matriz extracelular y de la diseminacién
tumoral [59].

En tercer lugar, el CI-MPR se une al TGFB (un inhibidor de crecimiento) e
incrementa su activacion a través de una via compleja que involucra al receptor del
activador del plasmindgeno tipo urokinasa (uPAR) [51].

Por ultimo, este receptor es necesario para el “binding” e internalizacién de
granzima B y por lo tanto es esencial para la apoptosis de células blanco inducida
por linfocitos T [52].
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En tumores gastrointestinales, un defecto en la expresion del CI-MPR (pérdida alélica
y mutaciones puntuales) se correlaciona con una concentracion exacerbada del factor de
supervivencia y mitogenicidad IGF-II, y con una concentracién reducida del inhibidor del

crecimiento TGFf3 activo [60].

2.1.2.2. Rutas Alternativas para el Transporte de Hidrolasas Acidas

A pesar de que los MPRs tienen un rol preponderante en el transporte intracelular
de las enzimas lisosomales recién sintetizadas, hay evidencias que sugieren la existencia
de un mecanismo alternativo de transporte de las mismas. La evidencia mas relevante
proviene de estudios en células de pacientes con la enfermedad genética de “I-cell” o
mucopolisacaridosis II. Estos individuos presentan mutaciones en el gen que codifica para
la N-acetil-glucosaminafosfotransferasa, lo que resulta en una falta de fosforilacién de los
grupos manosa de las proenzimas lisosomales para formar M6P. Esta deficiencia conduce
a una disminucidn de enzimas lisosomales en los tejidos y un aumento en la sangre, ya
que las enzimas son secretadas en vez de ser conducidas a los lisosomas. [61][62][63]. La
falta de enzimas en los lisosomas conduce a la acumulaciéon de metabolitos dentro de ellos
que forman cuerpos de inclusiéon. Sin embargo, en algunos tipos celulares de estos
pacientes tales como los hepatocitos, las células de Kupffer y los linfocitos, se encontraron
niveles normales de algunas hidrolasas acidas y las mismas estaban localizadas en los
lisosomas [64][65][66]. Una de las enzimas, la proteasa lisosomal CatD, era conducida
normalmente a lisosomas, aun careciendo del residuo M6P, en una linea celular (derivada
de linfoblastos de células B) de pacientes con la mencionada enfermedad [67].
Posteriormente, mediante el uso de proteinas quiméricas (CatD/pepsindgeno), se
corrobor6 que una secuencia de la regién carboxilo-terminal de CatD era necesaria y
suficiente para la llegada de la enzima a lisosomas. Otras dos proteinas lisosomales, como
las activadoras de esfingolipidos (SAPs), y GMZ2AP también son transportados
normalmente a los lisosomas en los fibroblastos de los pacientes con la enfermedad de I-
cell [66]. Todos estos hallazgos sugirieron que existian vias independientes de MPRs para
el transporte de proteinas solubles a los lisosomas. En la busqueda de esas vias, en los
ultimos afos surgieron dos receptores alternativos: LIMP-2 y sortilina (Sort). LIMP-2 esta
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implicada en el transporte de la 3—-glucocerebrosidasa a los lisosomas [25]. La actividad
de dicha enzima es defectuosa en pacientes con enfermedad de Gaucher, y mutaciones en
el gen que codifica para su transportador, LIMP2, exacerban el fenotipo de estos pacientes
[68]. Por otro lado, Sort es un receptor multifuncional capaz de unir diferentes ligandos,
como neurotensina, prosaposina (PSAP), proteina activadora de GM2 (GMZ2AP),

esfingomielinasa acida (ASM) y catepsinas Dy H [26].

2.1.2.2.1. SORTILINA

La sortilina fue descubierta en 1997 por Petersen y col. [69] quienes purificaron
una glucoproteina de *95 kDa por cromatografia de afinidad, usando las proteinas RAP
(ligando para sortilina) acopladas a matrices. Esta proteina fue denominada inicialmente
gp95 y posteriormente sortilina, atribuyéndosele un PM de 100 kDa [70].

Sortilina es uno de los cinco miembros de la familia de receptores con dominio
Vps10 (sortilina, SorLA, SorCS1, SorCS2 y SorCS3), frecuentemente encontrados en la
region trans del Golgi y endosomas tempranos [71]. Estas proteinas se caracterizan por
poseer un dominio luminal homologo al receptor Vps10 (Vacuolar Protein Sorting 10
protein) de las levaduras y un pequefio dominio citoplasmatico que contiene secuencias
para su internalizacién y transporte intracelular [70]. A su vez, todas ellas son
sintetizadas como pro-receptores y son funcionalmente activas luego del clivaje por la
enzima proteolitica furina. De hecho, se ha probado que la sortilina recién sintetizada no
puede unir sus ligandos al dominio Vps10 hasta que haya sido clivada por furina en el
TGN[72].

Es importante mencionar que el dominio citoplasmatico de sortilina es similar al
de los MPRs ya que contiene motivos involucrados en el transporte desde el Golgi a los
endosomas y viceversa, e interactiian con las mismas proteinas adaptadoras (GGAs y AP1)
responsables del transporte anterdgrado de los MPRs. Ademas, el reciclaje retrégrado de
sortilina involucra la interaccion con el complejo retromérico, del mismo modo que los
MPRs [73]. Por otro lado, algunos indicios sugieren que la ruta de “sorting” de sortilina
podria representar un mecanismo de transporte lisosomal aiin mas antiguo que aquél
mediado por los MPRs. A pesar de que los MPRs son descriptos usualmente como
andlogos al receptor Vps10 de levaduras, la sortilina comparte muchas mas similitudes
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con el Vps10 que los MPRs, ya que sortilina contienen el dominio Vps10, el cual esta
ausente en los MPRs [74]. Ademas, sortilina y Vps10 interactiian con sus ligandos a través
de interacciones proteinicas, mientras que los MPRs reconocen sus ligandos a través de
una cadena de oligosacaridos presente en los ligandos (residuos de M6P) [75][73].

Por lo tanto, aunque la via mediada por los MPRs habria surgido como un
mecanismo muy especifico de “sorting” de hidrolasas lisosomales solubles, éste no
sustituy6 completamente el mecanismo mediado por sortilina, que retiene la capacidad
de translocar diferentes proteinas cargo, entre las que se destacan prosaposina, GM2AP
[76], esfingomielinasa acida [21] y catepsinas D y H [26]. Por otro lado, atin no esta claro
por qué la célula necesita mas de un mecanismo para dirigir las proteinas a los lisosomas,

y si estos mecanismos son alternativos o simplemente redundantes.

2.1.2.2.1.1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

Sortilina, también llamada receptor de neurotensina-3 (NTR3), es una proteina de
membrana tipo 1, perteneciente al grupo de receptores que no se acoplan a proteina G
[70].

En humanos, sortilina es codificada por el gen SORT1, ubicado en el cromosoma 1p.
Esta formada por 833 aminoacidos, 44 de los cuales corresponden al pro-péptido. En la
estructura del receptor maduro se pueden distinguir las siguientes regiones
aminoacidicas (figura 6):

- Un dominio luminal

- Un dominio transmembrana

- Un dominio citoplasmatico
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Figura 6: Sortilina. Esquema del receptor sortilina y su interaccién con uno de sus principales ligandos:
prosaposina. Se observan los dominios que interactiian con proteinas adaptadoras en el citoplasma.

Modificado de [21].

2.1.2.2.1.2. SORTILINA. UNA PROTEINA MULTIFUNCIONAL

A pesar de que sortilina es un receptor primitivo, durante el proceso evolutivo ha
desarrollado funciones adicionales que estan siendo gradualmente descubiertas. Sortilina
tiene roles clave en varios procesos biologicos importantes, tales como: el metabolismo
de la glucosa [77][78]; el metabolismo de lipoproteinas mediante su interaccion con RAP,
lipoprotein lipasa y apolipoproteina A-V; la proliferacién y muerte neuronal [79]; la
maduracion de fagosomas [27]. Por otro lado, sortilna también interviene en procesos
patoldgicos como las enfermedades neurodegenerativas, entre las cuales se encuentra la
Enfermedad de Alzheimer [80] y el cdncer [81][82][83][84][85]. Sortilina parece ser una
proteina multifacética, que podria asumir diferentes funciones dependiendo de las
circunstancias.

Sortilina interviene entonces en los siguientes procesos intracelulares:
-“Sorting” intracelular: une las proteinas PSAP, GM2AP, catepsinas D y H [26] en el Golgi

para conducirlas hacia los endosomas-lisosomas [76][86].
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-Endocitosis: de LpL (lipoprotein lipasa), NT (neurotensina) y Pro-NGF (precursor del
factor de crecimiento nervioso) [87] [88].

-Sefializacién intracelular: forma un complejo con el receptor de Neurotensina I asociado

a prot G en la membrana plasmatica, modulando la sefializacién de neurotensina.
También forma un complejo con el proNGF y el receptor de neurotrofina p75NTR e induce

apoptosis neuronal [88].

2.1.2.2.1.3. SORTILINA EN CANCER

Una caracteristica intrigante de muchos canceres humanos es la expresion de
proteinas relacionadas con el sistema nervioso, tales como factores de crecimiento
neurotroéficos, moléculas de guia neuronal y receptores relacionados a la
neurotransmision. Esto probablemente esté vinculado al origen embriolégico comuin que
tienen las células epiteliales y las neuronas, ya que ambas se originan en el
neuroectodermo [81].

Hasta el momento se han descripto algunas lineas celulares cancerigenas que
expresan sortilina, cuyos niveles de expresion pueden afectar el fenotipo de dichas
células. Entre ellas se mencionan células provenientes de cancer de colon, cancer de
pulmon, cancer de prostata, melanoma y cancer de mama [81][82][83][84][85].

En la linea celular de cancer de pulmon A 549, sortilina media la liberacion y
transferencia de exosomas [83]. En células de cancer de prdstata, sortilina parece regular
la actividad estimulatoria de progranulina sobre el crecimiento de las células tumorales
[84]. A su vez, en células de melanoma, sortilina es co-receptor del pro factor de
crecimiento nervioso (proNGF), actuando en cooperacidn con el receptor de neurotrofina
p75NTR para promover la invasion de las células tumorales [85] y en células de cancer de
mama, se ha demostrado que sortilina participa en la invasiéon celular inducida por
proNGF a través de la cooperacién con el receptor de tirosina kinasa TrkA [89].

Sin embargo, hay controversia con respecto al efecto que tendria sortilina sobre el
crecimiento, invasién y metastasis tumoral. Mientras que Tanimoto y col. [84] proponen

un efecto antitumoral, Roselli y col. [81] plantean un efecto pro-tumoral de sortilina.
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2.1.3.La Secrecion de Enzimas Lisosomales

Las enzimas lisosomales son proteinas que normalmente estan confinadas a
compartimientos intracelulares, principalmente en los lisosomas. Sin embargo se acepta
que entre un 5-10% del contenido celular total de las mismas puede ser secretado,
considerado como una secrecion “basal”. Se desconoce aun si esta secrecidn es
constitutiva o mediada por algtin receptor y si hay algin factor que la estimule [90] [47].
Por otro lado, hay sistemas biolégicos en los que la secrecién de hidrolasas acidas supera
ampliamente este porcentaje, lo que ha sido motivo de estudios que tratan de explicar
este fendémeno. Algunos ejemplos de células secretorias:

-Los osteoclastos son una de las pocas células con alta actividad secretoria. En este caso se
ha propuesto que el CI-MPR estaria involucrados en el transporte vectorial de las enzimas
lisosomales recién sintetizadas hacia la membrana plasmatica apical, para ser secretadas
al compartimiento de resorcién del hueso [90].

-Otro caso es el epitelio epididimario de los mamiferos, donde varias hidrolasas acidas
son secretadas al lumen para formar parte del fluido epididimario [91][92][93][94]
[95][96]. Aunque se ha descripto una probable influencia hormonal sobre el mecanismo
de secrecion epididimario, atin se desconocen las bases moleculares que conducen a tal
secrecion [97].

-Por otra parte, Chao y col. [47] demostraron que la sobreexpresién del CD-MPR en
células BHK (provenientes de rifion de hamster) inducia la secrecién de polipéptidos con
residuos de M6P, entre ellos los precursores de arilsulfatasa A y -hexosaminidasa. Dicha
secrecion disminuia drasticamente al bloquear los sitios “binding” del CD-MPR con
anticuerpos anti-CDMPR. A su vez, los autores propusieron que la secrecion incrementada
de las enzimas seria consecuencia de un disbalance entre el CD-MPR y el CI-MPR. Esto fue
sustentado por el hecho de que una sobreexpresion del CD-MPR, incrementaba la
secrecion de enzimas y este efecto era revertido por la coexpresion del CI-MPR. Por lo
tanto, propusieron que el CD-MPR no sdlo mediaria el transporte de proteinas
lisosomales, sino también su secrecion. Debido a que las enzimas eran secretadas como
pro-enzimas, se sugirié que los endosomas tempranos o la superficie celular serian los
sitios mas probables de disociacién de los complejos ligando-CD-MPR. Como ya hemos

mencionado, los CD-MPR presentes en la membrana plasmatica de las células no
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participan en la endocitosis de ligandos fosfomanosilados [50]. Por ultimo los autores
plantearon que los complejos ligando-CD-MPR alcanzarian la superficie celular en forma
directa (a través de una ruta intracelular diferente a la que conduce los complejos a los
lisosomas) o en forma indirecta, via endosomas tempranos.

- Muchas células cancerigenas sobreexpresan y secretan elevadas concentraciones de

enzimas lisosomales, entre ellas catepsinas L, By D [98][99].

Entre las enzimas lisosomales que pueden ser secretadas, la CatD adquiere gran
relevancia en muchos procesos fisioldgicos y patolégicos. Hay evidencia que sugiere que
la secrecion de la forma precursora de CatD (proCatD) es mediada por el CD-MPR en
algunos tipos celulares [100].

Esta enzima y su transporte son uno de los objetivos de este trabajo de tesis por lo

que a continuacion describiremos algunos aspectos de esta proteasa.

2.1.4. Catepsina D. Una proteasa multifuncional

Desde su descubrimiento como hidrolasa de tipo lisosomal [101][102], la CatD ha
sido objeto de intensos estudios por numerosos grupos cientificos. Esto ha llevado a
conocer su estructura, su ruta biosintética, y las proteinas que la acompafian en el
contexto de su funciéon como una proteina constitutiva. Sin embargo, en las ultimas dos
décadas la CatD ha emergido como una enzima multifuncional, involucrada en muchos
otros procesos biologicos, mas alla de su rol original. La CatD es responsable de clivajes
selectivos y limitados (a diferencia de la degradacion proteica no-especifica) de sustratos
vitales para el correcto funcionamiento subcelular. Estos eventos proteoliticos son
criticos en el control de procesos biologicos, tales como la progresion del ciclo celular, la
diferenciacion, la migracion celular, la morfogénesis y remodelacion tisular, los procesos
inmunolégicos, la ovulacidn, la fertilizacién, el crecimiento neuronal, la angiogénesis y la
apoptosis. En consistencia con la relevancia biolégica de CatD, su regulacién alterada o
modificaciones post-traduccionales deficientes conllevan a condiciones patoldgicas
importantes, como el cancer, la aterosclerosis o patologias neurolégicas y cutdneas.

Especificamente, alteraciones en su sintesis, modificaciones post-traduccionales
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incorrectas e hipersecrecion de CatD, junto con sus efectos mitogénicos, son “hallmarks”

establecidos del cancer.

2.1.4.1. ' TRANSCRIPCION GENICA DE CATEPSINA D Y SU REGULACION

En humanos, el gen de catepsina D contiene 9 exones y esta localizado en el
cromosoma 11p15 [103]. La regién del promotor contiene multiples islas CpG y
secuencias TATA, lo que le confiere la caracteristica de promotor mixto. Debido a esta
estructura mixta, el promotor puede dirigir dos tipos de transcripcién: una transcripcién
“TATA-independiente”, que comienza en varios sitios corriente arriba de la caja TATA
(dirigida por islas CpG y el factor Sp1); y una transcripcién TATA-dependiente, que inicia
28 pares de base corriente abajo de la caja TATA (figura 7) [104].

‘ o
l—* '—’
CatD Exon 1

TATA
v oivn |

(GC]
(GC]
GC
GC

Figura 7: Representacion esquematica de la region promotora del gen de catepsina D.
Las secuencias TATA y GC estan representadas por rectangulos y cuadrados, respectivamente. Cinco sitios

de inicio de transcripcién (SIT-I a -V) estan indicados por flechas. Modificado de N. Zaidi y col [105].

La region TATA-independiente es la que le confiere las propiedades de gen “house
keeping”, mientras que la region TATA- dependiente es caracteristica de genes regulados,
pudiendo ser inducida bajo condiciones fisiolégicas especificas (e.g. durante el desarrollo
y remodelado tisular). En este contexto, la expresion constitutiva de CatD en humanos es
TATA-independiente, y su transcripcién puede comenzar en alguno de los sitios de inicio
de transcripcion ubicados corriente arriba de la caja TATA (SIT-II a -V). Sin embargo, en
ciertos tejidos la expresion de catepsina D es inducida. Este es el caso de las células
tumorales mamarias humanas donde la expresion de catepsina D es inducida por
estrogenos [106]. En este caso la transcripcion del gen es TATA-dependiente, iniciando 28
pares de base corriente abajo de la caja TATA (SIT-I) [106][107]. Por otro lado, ciertos

factores de crecimiento, como la insulina, IGF-I, TGF-a y EGF, también inciden en la
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transcripcion del gen, induciendo la sintesis del ARNm de CatD [108]. Todo esto
demuestra la complejidad del mecanismo que regula la transcripcion del gen de catepsina

D.

2.1.4.2. ESTRUCTURA, SINTESIS Y LOCALIZACION INTRACELULAR DE CATEPSINA D

La catepsina D es una proteinasa aspartica intracelular de la superfamilia de la
pepsina. Esta presente en todas las células de mamiferos, tiene una localizacién lisosomal
tipica y es la enzima proteolitica predominante en este tipo de compartimientos [109].

La CatD es sintetizada en el reticulo endoplasmatico rugoso (RER) como una
pre-pro-enzima (preprocatepsina D -preproCatD-) de 412 aa, incluidos los 20aa de un
péptido senal[110]. Este péptido sefnal es removido en el RER, generandose una
procatepsina D (proCatD) de =52 kDa, la cual es proteoliticamente inactiva [111]. A
continuacién, esta proenzima es glicosilada en los residuos asparragina N134 y N263
(preproCatD numbering, UniProtKB/Swiss-Prot) y posteriormente transportada al Golgi.
Alli, los oligosacaridos son modificados covalentemente y sus residuos de manosa son
fosforilados en la posicion seis. Como ocurre con otras enzimas lisosomales (descripto en
el item 2.1.2) estos residuos de M6P son reconocidos por los receptores a manosa-6-
fosfato CI-MPR y CD-MPR, en el TGN [42]. Desde alli, esta hidrolasa lisosomal y otras
enzimas son segregadas en vesiculas para ser transportadas selectivamente a los
endosomas tardios y lisosomas. Por lo tanto, a pesar de que la glicosilaciéon de CatD no
tiene efectos en su plegamiento ni en su actividad enzimatica, juega un papel muy
importante porque permite su correcto transporte al compartimiento lisosomal.

La segunda via de transporte de pro-CatD al compartimiento endosomal es
independiente de M6P. La misma involucra a sortilina [112], y sera descripta

posteriormente.

2.1.4.3. PROCESAMIENTO PROTEOLITICO Y MADURACION DE CATEPSINA D

Una vez segregada en los compartimientos endolisosomales, la proCatD es
sometida a varios procesamientos proteoliticos consecutivos hasta generar la CatD
madura de doble cadena. En primer lugar, la pro-CatD (52 kDa) se disocia de los MPRs en
los endosomas tardios, gracias al pH acidico de ese compartimiento, y subsecuentemente
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el grupo fosfato es removido. Luego, se escinde el propéptido de pro-Cat D (también
llamado “péptido de activacion”), generandose una forma intermedia de cadena simple
(=48 kDa), la cual es cataliticamente activa [113]. La remocién de dicho propéptido es
mediada por proteasas cisteinicas, tales como catepsina L y catepsina B [114]. La forma
intermedia de CatD es ulteriormente procesada, por las mismas proteasas, a la forma
madura de doble cadena. Esta forma consta de una cadena liviana amino-terminal (14
kDa) y una cadena pesada carboxi-terminal (33 kDa), que se mantienen asociadas
mediante interacciones hidrofébicas [114][115] (figura 8). También es posible que la
proCatD sea procesada autocataliticamente, originando una forma intermedia
enzimaticamente activa llamada pseudocatepsina D. Sin embargo, el procesamiento

autocatalitico es incapaz de autoactivar la proenzima a su forma madura [116].
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Figura 8: Procesamiento y maduracion de catepsina D.

A) Representaciéon esquematica de la secuencia de la catepsina D humana de 52 kDa. Se indican las
localizaciones del profragmento de 4 kDa y de las cadenas pesada y liviana de 33 y 14 kDa, respectivamente.
La forma intermedia de 48 kDa corresponde a las cadenas de 14 y 33 kDa no clivadas. Se muestra la
posicion de los dos acidos asparticos del sitio catalitico, y de las dos cadenas glicosiladas que contienen
M6P. B) Procesamiento de catepsina D en los distintos compartimientos. C) Modificaciones post-
traduccionales y principales eventos proteoliticos de catepsina D. En el RER se sintetiza CatD como una

preproenzima. Durante su traslocacién, se produce la remocién del péptido sefial (S), originandose
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procatepsina D (52 kDa). En el RE también se adicionan azicares en los sitios de N-glicosilaciéon ubicados
en residuos asparragina N134 y N263. En el Golgi, se produce la fosforilacién de los residuos de manosa en
la posicion 6. Estas marcas de M6P son reconocidas por MPRs en el TGN, permitiendo la segregacién de la
hidrolasa lisosomal en vesiculas que se fusionan con endosomas. Una vez en los compartimientos acidicos,
(especificamente en endosomas tardios) la proenzima atraviesa los siguientes eventos (nimeros en la
imagen), desde los endosomas a los lisosomas: 1) Disociacién del complejo proCatD-receptor inducida por
el bajo pH, y subsecuente remocién del grupo fosfato. 2) Escision del propéptido, generandose una forma
intermedia de simple cadena (48 kDa, 348aa), enzimaticamente activa. 3) Procesamiento de la forma
intermedia de CatD a su forma madura de doble cadena. 4) Remocién de 7 aa ubicados entre las cadenas

pesaday liviana. Modificado de N. Zaidi y col. y de 0. Masson y col. [105] [117].

2.1.4.4. LA SECRECION DE CATEPSINA D

En condiciones fisioldgicas, la catepsina D es una enzima confinada a lisosomas
y s6lo una minima fracciéon de su forma inmadura (proCatD) es secretada. Esta secrecion
ha sido vinculada al proceso de cicatrizacién de heridas y remodelacidén tisular [118] y
también se ha detectado la presencia de proCatD en fluidos bioldégicos humanos, tales
como sangre y leche [119][120].

En la glandula mamaria, la proCatD es secretada principalmente en la superficie
apical de las células. Esta liberacion apical varia considerablemente entre los diferentes
estadios del desarrollo mamario, con una maxima secreciéon durante la lactancia
temprana [121]. Sin embargo, se desconocen aun los mecanismos de transporte y
secrecion de la proenzima a la leche.

Por otro lado, también se ha descripto la liberacién basolateral de la forma
intermedia de la catepsina D (IntCatD). Esta liberaciéon ocurre en la glandula mamaria
lactante y es inducida por la hormona prolactina (PRL). La enzima liberada, que es
cataliticamente activa atn a pH fisiolégico, produce el clivaje de la PRL, generando un
fragmento biol6gicamente activo de la hormona de 16 kDa [122] (figura 9). Este
fragmento ha recibido considerable atencién en los ultimos afios debido a su potente
efecto inhibidor de la angiogénesis [123] [124]. Para evitar los efectos cataliticos adversos
de IntCatD sobre la membrana basal y/o la matriz extracelular, la liberacion basal de la

enzima en la glandula mamaria lactante debe estar finamente regulada, a tal punto que,
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durante la lactancia, esta reprimida la expresion de las proteasas que degradan la matriz
extracelular [125].

La liberaciéon apical y basal de catepsina D por células epiteliales mamarias
podria responder a mecanismos de sefializacion distintos, que atin deben ser dilucidados.
Aparentemente el transporte y la secrecidon basolateral de IntCatD estarian siendo
regulados por PRL, y, en este caso, la funcidn de la hidrolasa estaria vinculada al clivaje de
la PRL. Sin embargo, se desconoce la relevancia fisioldgica de la proCatD secretada

apicalmente, asi como su mecanismo de transporte y secrecion hacia la leche.

ProCD Leche
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Figura 9: Modelo de la regulacion del transporte de catepsina D a la region basal del acino mamario.

La PRL plasmatica (23 kDa) se une a su receptor (lineas negras) en la membrana basolateral de las células
epiteliales mamarias (MEC) (1) e incrementa tanto el transporte de vesiculas conteniendo CatD a la regiéon
basal de la célula, como la secrecién de la forma intermedia de CatD (IntCatD) al medio extracelular a través
del lado basolateral de las células (2 y 3). Una vez secretada en el fluido intersticial, esta forma intermedia
de CatD, podria clivar una parte de la PRL plasmatica (4). Dependiendo de una posible reduccion de enlaces

disulfuro, una pequefia cantidad de PRL de 16 kDa podria ser liberada localmente. Modificado de [126].

2.1.4.5. LAINTERACCION DE CATEPSINA D CON OTRAS PROTEINAS (PROSAPOSINA)
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Esta demostrado que procatepsina D forma un complejo con prosaposina (PSAP), y
que ambas proteinas son transportadas por el receptor sortilina, el cual cicla entre el TGN
y los compartimientos endosomales, de un modo similar a los MPRs [26]. Aparentemente
la interaccion de proCat D con PSAP ocurriria en el RER, inmediatamente después de su
sintesis. Una vez en el Golgi, el complejo se asociaria a la membrana a través de sortilina
(independiente de M6P) [76]. También es posible que los complejos PSAP-proCatD sean
secretados al espacio extracelular [127].

Por otro lado se ha comprobado que CatD participa en el procesamiento de PSAP, y

que PSAP acelera la activacion de Cat D, estimulando su actividad catalitica [128].

2.1.4.5.1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES DE PSAP

La prosaposina es una glicoproteina multifuncional ya que es la precursora de
cuatro proteinas activadoras de esfingolipidos no-enzimaticas (saposinas), necesarias
para la hidrolisis de esfingolipidos [129] y ademas presenta actividad neurotroéfica. Con
respecto a esta ultima funcién, PSAP participa en el crecimiento, desarrollo y
mantenimiento del sistema nervioso central y periférico, en la regeneracion y plasticidad
neuronal, en la estimulacién de neuritas, y en la proliferaciéon de células de neuroblastoma
y otorga proteccion de la muerte celular o apoptosis [130][131].

Se ha comprobado que mutaciones en el gen de prosaposina resultan en severos
desérdenes por deposito de material en los lisosomas, como una variante de la
enfermedad de Gaucher [132].

La prosaposina es sintetizada en el RE como una proteina de 53 kDa y modificada
postraduccionalmente a una forma de 65 kDa después de la adicién de alta manosa
[133][134]. Posteriormente esta forma se asocia a la membrana del aparato de Golgi
(aparentemente en la region cis), desde donde es seleccionada y conducida a lisosomas
[135]. El receptor que media el transporte de la PSAP monomérica es sortilina. Sin
embargo, hay moléculas de PSAP que contintan su transito por el Golgi y llegan al TGN,
donde son glicosiladas adicionalmente a formas de 70 kDa. Estas formas adquieren
capacidad de formar oligdbmeros que son posteriormente secretados, y se pueden
encontrar en varios fluidos tales como leche, secrecién pancredtica, fluido de tubulos
seminiferos y fluido cerebroespinal [86] [135] (figura 10).
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Figura 10: Prosaposina monomérica y oligomérica

La PSAP de 65 kDa se une por su regién C-terminal a sortilina para ser conducida a endosomas, y luego a
lisosomas. El pH acidido de los endosomas (=5.5) induce la disociacién del complejo ligando-receptor, por
lo cual sortilina recicla al Golgi, Por otro lado, hay moléculas de PSAP que no se unen a sortilina y forman

oligébmeros, los cuales son secretados por las células. Modificada de L. Yuan y col. [127].

2.1.4.6. CATEPSINA D Y CANCER

Como ya se ha mencionado, la catepsina D es sobreexpresada e hipersecretada por
varios tipos de tumores malignos, entre ellos cancer de mama, ovario, préstata, pulmon,
endometrio, cabeza y cuello, vejiga y melanoma [136][137][138]. El concepto de que
catepsina D esta involucrada en el cAncer de mama fue introducido por primera vez en un
modelo de carcinoma mamario en rata, inducido por 3-methylcholanthrene (o 7,12-
dimethylbenz[a] anthracene)[139]. Sin embargo, la significancia de estos hallazgos fue
valorizada recién en la década de los 80’ cuando se estableci6 la relaciéon entre catepsina
D y el cancer de mama humano [140] [141]. Estudios clinicos independientes
demostraron que la sobreexpresién de CatD se correlaciona con un mayor riesgo de
metastasis clinica y una baja sobrevida en cancer de mama [142][143][144]. Ademas, se
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observo un aumento en los niveles plasmaticos de procatD en pacientes con metastasis de
carcinoma mamario [145].

En aquellas lineas celulares tumorigénicas mamarias sensibles a estrogenos
(positivas para receptores estrogénicos -RE-), la Cat D es sobreexpresada en respuesta a
B-estradiol y a factores de crecimiento, tales como IGF1, EGF, insulina, entre otros [146].
En cambio, en las lineas celulares tumorigénicas mamarias negativas para receptores
estrogénicos, la CatD estd sobreexpresada constitutivamente. El mecanismo por el cual la
enzima es sobreexpresada en estas lineas celulares podria involucrar una reorganizacion
local de la cromatina donde se encuentra el promotor de CatD [147].

Por otro lado, se han descripto patrones de glicosilaciéon diferentes en algunas
proteinas de las lineas celulares tumorigénicas mamarias, especificamente en la proCatD
secretada [104]. De este modo, las estructuras de N-glicanos en el tumor y suero de
pacientes con cancer de mama (y otros tipos de cancer) son diferentes de las del tejido
normal [148]. Sin embargo, la implicancia de las alteraciones en la glicosilaciéon en el
transporte y/o secrecion de catepsina D adn no ha sido establecidas [104].

Se ha demostrado que la secrecién de procatepsina D por células tumorales afecta
multiples etapas de la progresién tumoral, incluyendo la proliferacion [149], angiogénesis

[150] y metastasis [151].

2.1.4.6.1. LA CATEPSINA D Y OTRAS PROTEASAS EN LA PROGRESION TUMORAL

La progresion tumoral es un proceso que implica una serie de pasos que van desde
multiples alteraciones de una célula normal que conducen a la formacién de un tumor
localizado hasta la adquisicion de la habilidad para invadir y metastatizar. La invasion
tumoral implica la adherencia de las células tumorales a la membrana basal subyacente,
seguida de la proteodlisis local y migracion de las células tumorales a través de las regiones
modificadas proteoliticamente [152]. Luego, para que una célula metastatice, debe ser
capaz de introducirse en la vasculatura (intravasacion), sobrevivir en el torrente
circulatorio, detenerse para salir de la vasculatura (extravasacién), invadir el tejido
circundante y proliferar (figura 11). Todos estos pasos involucran la interaccién de las

células tumorales con las células estromales, las células del sistema inmunitario y la
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matriz extracelular. Se cree que las proteasas expresadas por todas estas células

participan en algunas de las etapas mencionadas [153][150].

Tumor
Primario

Vaso linfatico

Vaso
Metdstasis linfatico

Figura 11: El rol de las proteasas en el proceso metastasico.

(1) Las células epiteliales normales (NEC) se transforman, conduciendo a la formacién y crecimiento
tumoral. (2) Las células tumorales (TC) experimentan transformacion epitelio-mesenquimal. (3) Las células
endoteliales (EC) proliferan e invaden la zona tumoral, lo que conduce a la formacién de neovasos
(angiogénesis). (4) Las TC invaden el tejido conectivo. (5) Las TC se intravasan. (6) Las TC sobreviven en la
circulacidn, (6) se adhieren, (7) extravasan, (8) e invaden el microambiente local. (4) Proliferacién en el
nuevo microambiente. (1) Establecimiento de la metastasis (MTC: células tumorales metastasicas). Estos
pasos metastaticos ocurren a través de la interacciéon de TC, EC, fibroblastos (F), células inflamatorias (IC),
tales como macroéfagos, y matriz extracelular. Los pasos donde se cree que participan las proteasas se

muestran en negrita. Modificada de J. Koblinski y col. [154].

En la protedlisis local, las proteasas que se encuentran unidas a la superficie
celular [155] y/o las que son secretadas desde las células tumorales, son las
protagonistas. Por ejemplo, la catepsina B, que es activa contra una gran cantidad de
sustratos tales como laminina, fibronectina y coldgeno tipo IV, en condiciones de pH

fisiolégico y a 37°C, puede degradar componentes de la matriz extracelular fuera de la
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célula [156] [157]. En este contexto cabe aclarar que el pH del microambiente tumoral es
generalmente mas acidico que el del tejido normal [158]. Montcourrier y cols [159]
encontraron que las células tumorigénicas mamarias pueden liberar protones al medio
extracelular a través de la producciéon de acido lactico y la activacion de bombas
H+/ATPasas en la membrana plasmatica, pudiendo reducir el pH extracelular a valores de
5.5. De este modo, las células tumorales podrian activar la procatepsina B a través de la
acidificacién del microambiente tumoral.

Por otro lado, hay evidencia que demuestra que en la protedlisis local también
participan las proteasas intracelulares de las células tumorales. En este caso lo harian
mediante la digestion de matriz extracelular internalizdndola por endocitosis. Coopman y
col [160] han mostrado una correlaciéon entre la habilidad invasiva de diferentes lineas
celulares tumorigénicas y la capacidad para fagocitar la matriz extracelular. Otro estudio
revela que grandes vesiculas acidicas, identificadas como heterofagosomas [161] son mas
abundantes en las células tumorigénicas mamarias con mayor capacidad migratoria a
través de Matrigel® [162]. Estas grandes vesiculas acidicas pueden contener y digerir
matriz extracelular. Ademas, los heterofagosomas contienen catepsina D madura y han
sido vistos en células tumorigénicas mamarias humanas in vivo [161] [162] [163], y en

lineas celulares tumorigénicas mamarias [154].

La mayoria de los investigadores han enfocado sus estudios en el rol de las
proteasas en los pasos finales de la progresion tumoral: la invasion y metastasis. Sin
embargo, hay estudios que indican que las mismas estan involucradas tempranamente en
la progresion tumoral: en el crecimiento tumoral, tanto en el sitio primario como en el

metastatico [164].

2.1.4.6.2. CATEPSINA D Y SUS EFECTOS PROTUMORALES

Varios estudios han reportado que la catepsina D estimula la proliferaciéon de los
tumores e incrementa su potencial metastatico ([165][166][167][168]. En la busqueda de
los mecanismos moleculares que subyacen a estos efectos protumorales, se ha
demostrado que varios de ellos estarian mediados por la actividad catalitica de la enzima.
Entre estos, hay quienes sostienen que CatD es una de las principales responsables de la
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excesiva degradaciéon de la membrana basal y matriz extracelular que ocurre en los
tumores [169]. En este contexto se ha reportado que la CatD produciria la protedlisis de
cistatina C, una pequefia proteina ubicuamente expresada en casi todos los fluidos
corporales y considerada el mas potente inhibidor endégeno extracelular de catepsinas
cisteinicas. Por lo tanto, la ausencia de cistatina C conduciria a una mayor actividad
proteolitica extracelular de las catepsinas cisteinicas, con la consecuente degradaciéon de
la matriz extracelular [170]. También se ha sugerido que la catepsina D secretada podria
estar implicada en la liberacién de factores de crecimiento desde la matriz extracelular,
tales como el FGF2 (“fibroblast growth factor 2” o factor de crecimiento fibroblastico)
[171]. Otros autores proponen que la catepsina D intracelular estimula el crecimiento de
las células tumorales mediante la inactivacion de ciertos inhibidores del crecimiento, tales
como la hsp70 constitutiva (“heat shock cognate 70 protein”) [172][173]. Por otro lado, se
ha vinculado a la enzima con una inhibicion de la respuesta immune antitumoral
mediante la degradacion enzimatica de ciertas citoquinas proinflamatorias [174]. Sin
embargo, atin permanece el interrogante si el microambiente del tumor (mas acidico que
el de tejidos normales) [158], es suficiente para generar las condiciones necesarias para
que la procatepsina D secretada pueda auto-activarse extracelularmente a pseudo-
catepsina D (cataliticamente activa) [175].

A pesar de que varios de estudios han sugerido que el potencial metastasico de la
catepsina D depende de su actividad catalitica, algunos autores han propuesto que habria
efectos protumorales independientes de dicha actividad [166]. Especificamente se ha
documentado que la procatepsina D secretada por las células tumorales funciona como un
factor de crecimiento autdcrino y paracrino [176] y que dicha funciéon mitogénica es
mediada por el propéptido o péptido de activacion de la procatepsina D, ya que tiene
efectos proliferativos ain en presencia de pepstatina A (un inhibidor de la actividad
enzimatica de catepsina D) [177]. Ademas, se ha observado que el péptido de activacion
de CatD estd involucrado en la unién de la proCatD a receptores de la superficie de células
tumorales aun no identificados [178]. También se ha reportado que la regién del
propéptido entre los aminoacidos 27 y 44 es esencial para la actividad mitogénica de
procatepsina D sobre las células tumorales mamarias [165]. En cuanto a su funcién
mitogénica paracrina, la catepsina D estimularia el crecimiento de fibroblastos, el
principal tipo celular del compartimiento estromal y estimularia la angiogénesis tumoral
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[150][179]. Por ultimo, hay autores que proponen que la procatepsina D secretada
actuaria como un mitégeno a través de la competencia con el IGF-II por la interaccién con
el receptor a manosa-6-fosfato CI-MPR. Asi, el IGF-II seria desplazado y se uniria al
receptor para IGF-], resultando en la activacion de la via mitogénica mediada por este

ultimo receptor [180] [181].

2.1.4.6.3. LAS INTERACCIONES TUMOR-ESTROMA REGULAN LA EXPRESION DE PROTEASAS

Es importante destacar que las células tumorales son apenas una parte del
microambiente tumoral. Por ello, el papel del estroma y de las células estromales en el
cancer es cada vez mas estudiado. Numerosos estudios histologicos de tejido tumoral
vinculan a las células estromales con el proceso de malignizacién [17] [16]. En este
contexto, se ha descripto que interacciones directas e indirectas entre las células
tumorales y las estromales pueden aumentar la expresion de las proteasas in vitro.
Puntualmente, la expresion de ciertas metaloproteinasas de matriz, como las gelatinasas
A y B, estd incrementada en fibroblastos a través del contacto directo con las células
tumorales [182]. Estos fibroblastos pueden entonces participar en la degradacién de la
matriz. Por otro lado, la regulaciéon en la expresion de proteasas por las interacciones
tumor-estroma también puede ser indirecta, involucrando a ciertos factores difundibles.
De este modo algunos factores de crecimiento como el FGF, EGF, IGF-1 e insulina
incrementan la expresion de catepsina D en las células tumorigénicas mamarias MCF-7

[183].

2.1.4.64. LA SECRECION DE CATEPSINA D POR CELULAS TUMORALES. ;REGULADA O POR
DEFECTO?

Como se ha dicho anteriormente, muchas células tumorigénicas mamarias y
colorectales secretan cantidades incrementadas de procatepsina D al espacio extracelular,
contribuyendo al potencial metastasico e invasivo de las células cancerigenas [154] [184]
(figura 12). Para explicar este fendmeno, se han propuesto varias hipétesis;

- Un defecto en la acidificacién de los compartimientos endosomales en células tumorales.
Esto imposibilitaria el procesamiento de la enzima y el reciclaje de los receptores que la
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transportan, acumulandose proCatD en el TGN, lo que conduciria a la secrecién de la
enzima por defecto [185].
- Una disminuciéon en la expresion del CI-MPR, en respuesta al estradiol, con la
consecuente saturacion del receptor y posterior secrecidn por defecto [186].
- Una pérdida de heterocigosidad del gen del CI-MPR lo que conduciria a un menor
“binding” de la enzima con el receptor y con ello a un redireccionamiento hacia la via
secretora, por un mecanismo de defecto [187].
- Secrecién de Cat D madura directamente desde vesiculas pericelulares [188].
- También se propone que la hipersecrecién sea una consecuencia directa de la
sobreexpresion de la enzima en células tumorales, inducida por la sobreexpresién del
receptor estrogénico o [189], o bien por una sobreexpresién constitutiva [176].

Sin embargo, hasta ahora no hay una explicacién satisfactoria que permita conocer

el mecanismo de secrecién de procatepsina D por las células cancerigenas [105].

Espacio Espacio
intracelular extracelular
II1 Membrana celular

., lisosomas Célula normal

Célula tumoral

Figura 12: Transporte de catepsina D en células normales y tumorales.

En las células normales, la proCatD es transportada por los MPRs (ruta I) o de forma independiente de
MPRs (ruta II) a compartimientos prelisosomales acidicos, y desde alli es conducida a lisosomas. Un
pequefio porcentaje de la enzima puede ser secretado por la célula, pero es endocitado gracias al CI-MPR
(ruta III). En el caso de las células tumorales, hay una gran cantidad de proCatD que es secretada. Esta
proenzima puede actuar como un factor mitogénico autdcrino (ruta IVb) o paracrino (ruta Va). Modificado

de M. Fusek y V. Vetvicka [190].
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Asi, el trafico intracelular de CatD y el procesamiento proteolitico de proCatD son
temas cruciales en la biologia y en la medicina. La importancia del transporte intracelular
de CatD recae en el hecho de que la llegada de la enzima a lisosomas es critica para su
funcion proteolitica normal. Cualquier mal direccionamiento de la enzima puede estar
asociado a condiciones atipicas para las células y los organismos. Por ejemplo, la
traslocacion de CatD desde lisosomas al citosol esta asociada con apoptosis [191] y la
secrecion incrementada de CatD al espacio extracelular por las células tumorales

contribuye al potencial metastatico e invasivo de estas células [154] [184].

2.1.4.6.5. LA CATEPSINA D coM0 POSIBLE BLANCO MOLECULAR EN LA LUCHA CONTRA EL
CANCER
Teniendo en cuenta la importancia que puede tener esta enzima en el desarrollo de

tumores, se han buscado diferentes maneras de neutralizar su accion:

2.1.4.6.5.1.  INHIBIDORES DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

En estos ultimos 10 afios, ha ido aumentando el interés por desarrollar inhibidores
potentes de varias peptidasas asparticas, ante la creciente evidencia de la intervenciéon de
estas enzimas en enfermedades humanas [192], tales como la renina en la hipertension
arterial [193], la Y-secretasa en la enfermedad de Alzheimer [194] y peptidasas asparticas
en las infecciones por Candida [195], entre otras. Contrariamente a otras proteinasas
(como por e€j las serin proteasas, metaloproteinasas o catepsinas cisteinicas), no se conoce
ningin inhibidor enddgeno lisosomal ni citoplasmatico para la enzima CatD en los
mamiferos. Cuando la CatD es liberada al plasma, es inactivada por su interaccién con o2-
macroglobulina a pH neutro, pero no a pH acidico [196]. En células normales, la CatD sélo
es activa en compartimientos acidicos intracelulares, y por lo tanto, las células estan
protegidas de una protedlisis descontrolada. En cadncer, en cambio, la CatD es
hipersecretada al microambiente tumoral acidico por lo que puede tener un profundo
efecto sobre el remodelado de la matriz o la proteélisis de factores extracelulares. La
mayoria de los inhibidores de CatD conocidos hasta ahora son péptidos y polipéptidos
producidos por microorganismos, plantas y animales inferiores [197]. El polipéptido

inhibidor mas potente de proteasas asparticas es la pepstatina A, que es producida por
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varias especies de Actinomyces [198]. Algunos estudios han mostrado que Ila
administraciéon de pepstatina A in vivo induce una significativa reduccién de las
metastasis, aunque todavia es controvertido [199]. También se han descripto tripéptidos
inhibidores de CatD que contienen analogos de estatinas (Rochefort 1999), polipéptidos
inhibidores producidos por plantas, como las hojas de tomate y las raices de papa [200] e
inhibidores producidos por animales inferiores, tales como equistatina producida por

Actinia equina [201].

2.1.4.6.5.2.  INHIBIDORES DE LA INTERACCION DE CATEPSINA D CON OTRAS PROTEINAS

La CatD también puede actuar independientemente de su actividad catalitica
(interaccionando con otras proteinas). En este contexto, se han publicado estudios donde
se refiere que anticuerpos anti procatepsina D, dirigidos contra los péptidos 27-44 del
profragmento de la enzima, revertirian el crecimiento de tumores mamarios humanos en

ratones [202].

2.1.4.5.5.3.  SUSTRATOS DE CATEPSINA D EN CANCER

El descubrimiento de nuevos sustratos fisiologicos de catepsina D probablemente
genere nuevos blancos criticos para la terapia contra el cancer. La catepsina D cliva
preferencialmente uniones -Phe-Phe-, -Leu-Tyr-, -Tyr-Leu- y -Phe-Tyr- de cadenas de
péptidos que tengan al menos cinco aminodacidos, a pH acidico [203]. Muchos sustratos de
catepsina D han sido reportados in vitro, pero ain no se han identificado claramente sus
sustratos enddgenos en cancer. Sin embargo, hasta el momento no hay inhibidores

especificos que puedan ser usados para bloquear la accién de la enzima en cancer.
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Considerando que la catepsina D esta implicada en el desarrollo de muchos
tumores, es necesario conocer la razén por la cual esta proteasa actua fuera de un
ambiente lisosomal. Para ello, es crucial conocer el mecanismo de su transporte e
identificar las proteinas que puedan intervenir en él. Esto podria ser util para el
desarrollo de futuras terapias basadas en el impedimento de la secrecion y actividad de
esta proteasa. Teniendo en cuenta esta inquietud y los antecedentes descriptos

previamente, hemos planteado la siguiente hip6tesis y objetivos:

HIPOTESIS

El transporte de catepsina D en células tumorales mamarias es mediado por
receptores especificos y la secreciéon excesiva de esta enzima se debe a cambios en la

expresion y distribucion de proteinas receptoras, las cuales son reguladas por hormonas.

OBJETIVO GENERAL

Proponer un modelo de transporte para la catepsina D en células tumorales
mamarias, a partir del estudio de sus posibles proteinas transportadoras y de la
regulaciéon hormonal de las mismas, que contribuya a interpretar el mecanismo de

secrecion de la proteasa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Comparar la expresién y distribucién de catepsina D (o sus pro-enzimas) en lineas
celulares mamarias humanas; no tumorigénica (MCF-10A) y tumorigénicas (MCF-
7, MDA-MB-231, T-47D), dos de las cuales expresan receptores estrogénicos a
(MCF-7 y T-47D).

2- Estudiar y comparar la expresion y localizacion del receptor a manosa 6-fosfato
cation-dependiente (CD-MPR), el receptor a manosa 6-fosfato catién-
independiente (CL.-MPR) y sortilina (Sort) en las lineas celulares mencionadas en

1, y correlacionarlas con la expresion y distribucion de catepsina D.



Estudio de Proteinas Implicadas en el Transporte de Catepsina D en Células Tumorales Mamarias y su Regulacién Hormonal.

Evaluar el efecto del 17-f-estradiol sobre la expresion y distribucion de catepsina
D en las lineas celulares tumorales mamarias humanas que expresan receptores
estrogénicos a.

Estudiar el efecto del 17--estradiol sobre la expresion y distribucién de Sort, el CI-
MPR y el CD-MPR en las lineas celulares tumorales mamarias humanas que
expresan receptores estrogénicos a.

Evaluar la expresién y localizacion de catepsina D y de los receptores CD-MPR y
sortilina en las lineas celulares de tumores mamarios humanos, en ausencia o
presencia de aminas acidotrépicas, e interpretar la ruta de transporte intracelular
de la enzima y su implicancia en la secrecién de la misma.

Estudiar si existe una relacion y/o regulacién entre las proteinas de transporte de

catepsina D.

92}
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1. LiNEAS CELULARES

Se utilizaron cuatro lineas celulares mamarias humanas: una no tumorigénica y tres

tumorigénicas:

No tumorigénica:

MCF-10A: linea celular epitelial mamaria humana no tumorigénica.

Esta linea fue obtenida a partir de tejido mamario de una paciente con diagnéstico de
enfermedad fibroquistica. Las células MCF-10A presentan caracteristicas de epitelio
mamario normal ya que cumplen con los siguientes criterios: a) ausencia de
tumorigenicidad en ratones “nude”; b) crecimiento tridimensional en colageno; c)
crecimiento en cultivo bajo control hormonal y factores de crecimiento; d) ausencia de
crecimiento independiente de anclaje; y e) formacién de estructuras analogas a acinos

mamarios en cultivos confluentes (“dome formation”) [204].

Tumorigénicas:

MCF-7: linea celular derivada de adenocarcinoma ductal mamario sensible a hormonas.

Esta linea celular fue generada a partir de células tumorales aisladas de un derrame
pleural de una paciente de 67 afios con diagnostico de adenocarcinoma ductal mamario
metastatico. Las MCF-7 son células muy utilizadas para estudios “in vitro” de cancer
mamario ya que conservan varias caracteristicas particulares del epitelio mamario
diferenciado, entre ellas, la capacidad de formar estructuras analogas a acinos mamarios
en cultivo y la presencia de receptores estrogénicos o citoplasmaticos [205],

(www.atcc.org/Products/All/HTB-22.aspx).

T-47D: linea celular derivada de adenocarcinoma ductal mamario sensible a hormonas.
Esta linea celular fue obtenida a partir de células presentes en un derrame pleural de una
paciente de 54 afos con diagnostico de adenocarcinoma ductal mamario metastatico,
origen similar al de las células MCF-7 (https://www.atcc.org/Products/All/HTB-
133.aspx).

Las células MCF-7 y las T47-D son clasificadas como subtipos Luminal A

(RE+/RP+/HER2-), de la clasificacion molecular del cancer de mama. Segin algunos
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autores, la tasa de proliferacion de las células T-47D es mas alta con respecto a las MCF-7.
Por otro lado, ambas lineas celulares son positivas para E cadherina y negativas para
vimentina, lo que les confiere un fenotipo mas epitelial que mesenquimal. Mas adn, son
positivas para CD24 (molécula asociada a la adhesion celular) y negativas para CD44

(molécula asociada a la capacidad migratoria e invasiva) [206].

MDA-MB-231: linea celular derivada de adenocarcinoma ductal mamario no sensible a
hormonas.

Molecularmente la linea celular MDA-MB-231 es clasificada como triple negativa
(RE-/RP-/HER2-) o basal. En cuanto a su fenotipo, se las considera mas mesenquimales
que epiteliales ya que son negativas para E-cadherina y positivas para vimentina, un
marcador de células mesenquimales. Ademas expresan la proteina CD44, vinculada a un

fenotipo migratorio e invasivo [206].

2. CuLTIVO CELULAR

Todas las células fueron cultivadas en frascos de cultivo (T25 o T75), a una
temperatura de 37°C y a una atmosfera de 5% de CO2. La composicion de los medios de

cultivo utilizados se detalla a continuacion:

MCF-10A:

DMEM F12 HAM (Sigma D-8900), suplementado con: L-glutamina 2mM, insulina
10pg/ml, EGF 10ng/ml, hidrocortisona 500ng/ml (todos de Sigma®), penicilina-
estreptomicina 50U/50pug/ml (Gibco®) y suero fetal bovino 10% (Internegocios®)

previamente charcolizado.

MCF-7, T-47D y MDA-MB-231:

DMEM Base (Sigma® D5030) suplementado con L-glutamina 2mM, bicarbonato de sodio
44mM, piruvato de sodio 1mM, glucosa 5,6mM, penicilina-estreptomicina 50U/50ug/ml
(Gibco®) y de suero fetal bovino 10% (Internegocios®) charcolizado. Cabe destacar que
utilizamos este medio de cultivo porque no posee rojo fenol, ya que se ha demostrado que
dicho indicador de pH posee actividad estrogénica débil y por ende podria interferir en

nuestros estudios [207].
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3. CHARCOLIZACION DEL SUERO FETAL BOVINO

El suero fetal bovino (SFB) utilizado para preparar los medios de cultivo, fue
sometido previamente a un proceso de charcolizacién. El mismo consistié en incubar el
SFB con particulas de carb6n recubiertas con dextrano durante 12h en agitacién a 4°C.
Posteriormente se separ6 el SFB de las particulas mencionadas mediante centrifugacion y
filtracion. El carbén activado adsorbe moléculas lipofilicas y por ende permite remover
del SFB hormonas tales como los andrégenos, estradiol, testosterona, progesterona,
cortisol, T3 y T4. Se utiliz6 carb6n recubierto por dextrano ya que éste ultimo permite que

haya menos pérdida de proteinas que si se usara carbén solo.

4. TRATAMIENTOS HORMONALES

Las células MCF-7 (60% de confluencia) y T-47D fueron expuestas al medio de
cultivo descripto previamente, suplementado ademas con: estradiol 20 nM o estradiol 20
nM con tamoxifeno 2 uM, durante 12, 24 y 48 h. Antes de los tratamientos, las células se
mantuvieron 24 horas en un medio privado de esteroides. Después de las incubaciones a
los tiempos indicados, las células fueron colectadas y procesadas para diferentes estudios.

Cabe aclarar que el tamoxifeno es considerado un modulador selectivo de los
receptores estrogénicos (SERM). Los SERMs son agentes que se unen al receptor
estrogénico donde simulan la actividad de los estrégenos en ciertos tejidos (efecto
agonista), mientras inhiben su accién en otros (efecto antagonista). El tamoxifeno posee
acciones estrogénicas en la mayor parte de los tejidos, como el hueso (disminuye la
resorcion 6sea), el endometrio y el higado (media una reduccion de los valores séricos de
colesterol total y LDL). Sus acciones antiestrogénicas las ejerce sobre la glandula
mamaria, la vagina y el sistema nervioso central. Por otro lado, este fairmaco compite con
los estrogenos por la unioén al receptor, aunque la afinidad de ellos es mayor (unas 100 a
1000 veces). Por lo tanto, el tamoxifeno debe coexistir en los tejidos con una

concentracion molar al menos 100 veces superior a la de los estrogenos [208][209].

5. TRATAMIENTOS CON BASES DEBILES

Las células MCF-7 y T-47D fueron expuestas durante 6, 12, 18 y 24 h a aminas

acidotropicas: cloruro de amonio 10 mM o cloroquina 50 mM. Después de las
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incubaciones a los tiempos indicados, las células fueron colectadas y procesadas para
diferentes estudios.

Las aminas acidotropicas neutralizan el pH endosomal/lisosomal, impidiendo el
reciclaje de los MPRs al trans-Golgi. Esto disminuye la disponibilidad de los receptores en
dicho compartimiento por lo cual varias enzimas recientemente sintetizadas terminan
siendo liberadas al medio. Es una herramienta importante para diferenciar transportes

mediados por receptores de aquellos mas inespecificos.

6. PROCESAMIENTO DE LAS CELULAS PARA “INMUNOBLOT”

Las células de las cuatro lineas celulares cultivadas en las condiciones descriptas
anteriormente fueron recolectadas mediante tripsinizaciéon y posterior centrifugado a
500g durante 5min. A continuacion, el pellet celular fue resuspendido en un buffer de lisis
[PBS conteniendo detergente nonidet P-40 1% e inhibidor de proteasas PMSF 1%
(fluoruro de fenilmetilsulfonilo)], y homogeneizado mediante disrupcion celular con aguja
de 0,5 mm y sonicacién (3 pulsos de 15seg). Por ultimo, los homogenatos fueron
sometidos a una centrifugacion de 800 g durante 20 min y los sedimentos (conteniendo
nucleos y células sin disgregar) fueron descartados. La concentracion proteica de las

muestras fue medida por el método de Lowry.

7. PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO
Para concentrar las proteinas presentes en los medios de cultivo de las 4 lineas
celulares en estudio, se puso a punto la técnica de precipitaciéon con sulfato de amonio.
Para ello, los medios de cultivo de las 4 lineas celulares fueron centrifugados a 100.000g
durante 30 min a 4°C, con el propdsito de eliminar debries celulares. A continuacion, se
les agreg6 gradualmente un volumen de solucién saturada de sulfato de amonio suficiente
para alcanzar una saturacion del 45%, y se los incubé durante 30min en hielo, para
favorecer la formacion de los agregados coloidales de proteinas. Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas a 100.000g durante 30 min. El precipitado obtenido fue
resuspendido en buffer PBS, y sometido a dialisis durante 12h a 4°C, para eliminar el
sulfato de amonio.
Es importante aclarar que el sulfato de amonio es un agente agregante, no

desnaturalizante, de proteinas que altera de forma totalmente reversible la configuracion
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terciaria y cuaternaria de las mismas por medio de sus cargas idnicas (las proteinas

conservan su funcién). Por la misma razén es muy usado como conservante de proteinas.

8. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE) E “INMUNOBLOT”

Las proteinas (40 pg) de los homogenatos celulares o de los medios de cultivo,
fueron resuspendidas en buffer de Laemmli (SB) (buffer Tris 32 mM, glicerol 10 %, SDS
1%, ditiotreitol 10 mM y azul de bromofenol 0,01 %, pH: 6,8) y calentadas a 95°C durante
5 min, para la posterior deteccion de la mayoria de las proteinas estudiadas (condiciones
reductoras). Aquellas muestras en las que se pretendia detectar el CI-MPR, fueron
resuspendidas en SB sin DTT y no fueron calentadas (condiciones no reductoras).

A continuacion, las muestras fueron analizadas electroforéticamente en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE), al 6-10%, segiin Laemmli [210].

Las proteinas fueron luego electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa, de
acuerdo a Burnette [211]. Estas membranas fueron bloqueadas con leche descremada al
5% en buffer T-PBS durante 1 h a temperatura ambiente (TA) y lavadas tres veces con
buffer T-PBS durante 5 min. Luego, fueron incubadas con los anticuerpos primarios,
segun diluciones detalladas a continuacion, durante 12 h a 42C, y lavadas 4 veces con
buffer T-PBS durante 5 min, cada vez. Posteriormente, las membranas fueron incubadas
con los correspondientes anticuerpos secundarios (HRP y/o conjugados con biotina)
durante 2 h, seguido de 4 lavados con buffer T-PBS durante 5 min c/u. Aquellas
membranas incubadas con anticuerpos conjugados con biotina, fueron incubadas
adicionalmente con una solucién de avidina-peroxidasa (Sigma Chemical Co. 1:10000 en
soluciéon A) durante 1 h a TA. La deteccién de las bandas fue realizada por el método
quimioluminiscente de luminol (Sigma®) y la sefial de luminiscencia fue detectada con el
sistema de imagen LAS-4000 (Fujifilm Lifescience, USA). Las bandas fueron cuantificadas

por densitometria, usando el software Image J (NIH[http://rsb.info.nih.gov/ij]).

Anticuerpos: origen y dilucién utilizada

= anti-CD-MPR, policlonal producido en conejo (donado por el Dr. Luzio, Cambridge
University, UK), 1:250.
= anti-CI-MPR, policlonal producido en conejo (donado por la Dra. Nancy M. Dahms,

Medical College of Wisconsin, USA), 1:500.
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* anti-catepsina D, policlonal producido en cabra (Santa Cruz Biotechnology®), 1:1000.

* anti-sortilina, monoclonal producido en ratén (BD Biosciences®), 1:1000.

* anti-tubulina, producido en ratéon (AbCam®), 1:7000.

* anti-golgina-97, producido en ratdén (Santa Cruz Biotechnology®), 1:300.

= anti-LAMP1, producido en conejo (AbCam®), 1:1000.

= Anticuerpos secundarios conjugados con la enzima peroxidasa (HRP-Horseradish
peroxidase) contra IgGs de conejo, raton o cabra (Sigma®), 1:5000.

» Anticuerpos secundarios conjugados con biotina contra IgGs de conejo, ratén o cabra

(Sigma-Aldrich®), 1:5000.

9. ANALISIS DE PEPTIDOS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS. HUELLA PEPTIDICA

Este analisis lo llevamos a cabo mediante a una colaboracion con el laboratorio del Dr.
Eduardo Callegari (South Dakota Infrastructure Network-NCCR-NIH).

Las bandas de 100 y 220 kDa de geles de poliacrilamida al 6% (provenientes de
muestras de homogenatos celulares y medios de cultivos, respectivamente), tefiidas con
azul de Coomassie, fueron recortadas de forma manual, minimizando la cantidad de gel.
Luego fueron hidrolizadas con tripsina y una alicuota del sobrenadante obtenido
(conteniendo péptidos) se depositd en una placa “Anchor-chip” que se introdujo en un
espectrometro de masas de tipo MALDI-TOF (MALDI: Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization TOF: Time-Of-Flight). Los péptidos obtenidos fueron analizados
por MASCOT de Matrix science. Este software compara cada péptido obtenido con una
base de datos biolégica de proteinas cuya secuencia se conoce. La ulterior comparacién
entre las huellas de tamafios de péptidos obtenidas con las depositadas en las bases de
datos permite asociar estadisiticamente la proteina desconocida con la mas semejante de

la base de datos.

10. ENSAYO DE “BINDING” Y “PULL-DOWN” DE PROTEINAS DE MEDIOS DE CULTIVO

CON PARTICULAS DE AGAROSA-FOSFOMANANO

Para determinar si el fragmento del CI-MPR hallado en los medios de cultivo de las 4
lineas celulares correspondia a la region luminal o citoplasmatica del mismo, se realizé un

ensayo de “pull-down” con particulas de agarosa-fosfomanano (donadas gentilmente por
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el Dr. Von Figura, University of Gottingen, Germany). El fosfomanano es una lectina
multivalente que tiene muchos residuos de manosa, varios de ellos fosforilados. El ensayo
consistid en incubar el medio de cultivo de células MDA-MB-231 con las particulas de
fosfomanano-agarosa en un buffer TrisHc 10 mM pH 7 (“Buffer Binding”), y
posteriormente evidenciar la unién o ausencia de uniéon del CI-MPR a las mismas
mediante western blot. El ensayo fue realizado “en batch”. A continuacion se detalla el
experimento:

Materiales:

- Muestra: Medio de cultivo de células MDA-MB-231 concentrado con sulfato de amonio y
dializado contra “Buffer Binding” (para evitar que el fosfato del buffer PBS interfiriera en
la unién del receptor a las particulas de agarosa-fosfomanano).

- Particulas de agarosa-fosfomanano hidratadas en “Buffer Binding”.

Protocolo:

1- Las particulas de agarosa-fosfomanano y el medio de cultivo fueron incubados de la

siguiente manera:

Fosfomanano Muestra M6P 5 Mm*
Tubo 1 “Blanco” X (+ buffer binding) - -
Tubo 2 X X -
Tubo 3 X X X

Tubo 1 “Blanco”: 100ul de fosfomanano + 75ul de “Buffer Binding”

Tubo 2: 100ul de fosfomanano + 75ul de muestra

Tubo 3: 100ul de fosfomanano + 75ul de muestra + manosa 6-fosfato 5mM*

*Se us6 manosa 6-fosfato como control de especificidad del binding, ya que la misma
compite por la unién a las particulas de agarosa-fosfomanano.

2- Los 3 tubos fueron incubados a TA durante 2h en agitacién y luego centrifugados a
2500g durante 8min a TA.

3- Los sobrenadantes se guardaron, para su posterior analisis por western blot (aqui se
encontrarian las moléculas del CI-MPR que no se hayan unido a las particulas de

fosfomanano).
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4- Los pellets (aqui se encontrarian las particulas de agarosa-fosfomanano que
contendrian el CI-MPR unido a ellas) fueron lavados con 1ml de “Buffer Binding” y
posteriormente centrifugados por 10min a 4000g.

5- Las proteinas pegadas a las particulas de agarosa-fosfomanano fueron separadas de las

mismas con SB y sometidas a electroforesis para su posterior analisis por inmunoblot.

11. TRANSFECCIONES TRANSIENTES

Estos ensayos se llevaron a cabo en el laboratorio del Dr. Carlos Morales, en la
Universidad de McGill, Montreal, Quebec, Canada.

Las células MCF 104, y las MCF-7, fueron transfectadas con el plasmido de expresion
en eucariotas pcDNA3.1A conteniendo la secuencia que codifica para el receptor sortilina
WT. Se utilizé Polyfect® (QIAGEN) como reactivo de transfeccion y se sigui6 el protocolo
indicado por el fabricante. Pasadas 24 h, las células fueron fijados y procesados para

inmunofluorescencia indirecta.

12. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA Y ANALISIS POR MICROSCOPiA CONFOCAL
Las células fueron cultivadas sobre cubreobjetos depositados en el fondo de
pocillos de cultivo, con el medio y condiciones descriptas anteriormente. Una vez
alcanzada una confluencia del 50%, las células fueron lavadas 3 veces con PBS 1X y luego
fijadas con paraformaldehido al 3,7% durante 20 min. Posteriormente fueron
permeabilizadas con 0,1% de saponina durante 15min, y bloqueadas durante 30min con
suero de caballo al 5%. A continuacién, las células fueron incubadas durante 12h a 4°C
con los anticuerpos primarios: anti-catepsina D (1/150), anti-sortilina (1/100), anti-
CDMPR (1/200), anti-CIMPR (1/100), anti-Golgina 97 (1/250), anti-Rab5 (1/200) y/o
anti-LAMP1 (1/1000). Después de 2 lavados con PBS1X, se agregaron los anticuerpos
secundarios correspondientes: anti-IgG de conejo, cabra o ratén conjugados con FIT C
(1/200), Alexa 594 (1/200) o Cy3 (1/300), y se incubaron durante 90min a temperatura
ambiente. Los nucleos celulares fueron tefiidos con Hoescht (1/1000) y finalmente los
cubreobjetos conteniendo las células fueron montados con mowiol sobre portaobjetos.
Las células fueron observadas con un microscopio confocal Olympus FV1000 y las
imagenes fueron adquiridas con el programa FV 10-ASW 1.7 (Olympus, Japén), utilizando

un objetivo con una apertura numérica de 63X y un pinole estdndar (1 Airy disk). Para
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corroborar la especificidad de los anticuerpos secundarios, los ensayos se repitieron sin la

presencia del anticuerpo primario.

Analisis cuantitativo de colocalizacidn:

El andlisis de colocalizacién se realiz6 con la aplicacion JACoP del software Image |
(NIH[http://rsb.info.nih.gov/ij]). Se calcularon dos coeficientes de correlacion: Pearson
(PCC) y Mander (MCC). Para el calculo de PCC, se midi6 la dependencia de pixeles en las
imagenes de dos canales (canal verde y rojo para CD-MPR y CatD, respectivamente). Los
valores de los pixeles de las dos imagenes se muestran en un diagrama de distribuciéon de
pixeles (grafico de dispersion). Por medio de una regresién lineal se calcul6 la relacion
existente entre las intensidades de las dos imagenes. Ademas, se obtuvo la funcién de
correlacion cruzada (CCF) donde se representa la variacién de los PCC segin el
desplazamiento de pixeles (0x) en la direccidn x de la imagen verde respecto de la imagen
de color rojo. El valor real del PCC se estima a dx=0, varia entre 1 y -1, donde el valor 1
indica correlacién completa mientras que -1, correlacién negativa. El coeficiente MCC
aport6 dos datos, MCC-M1 y MCC-M2, que fueron utiles para describir la fraccién de CatD
que colocalizaba con la del CD-MPR y la fracciéon del CD-MPR que colocalizaba con la de
CatD, respectivamente. Los valores de MCC varian entre 0 y 1, correspondientes a

imagenes que no colocalizan o que colocalizan completamente, respectivamente.

13. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR DE HOMOGENATOS

Fracciones subcelulares de las células MCF-7 cultivadas bajo tratamiento
hormonal, fueron obtenidas en gradiente discontinuo de sacarosa segin el método de
Massagué ] y col. [212] y analizadas por western blot. Para esto se siguié el siguiente
procotolo:
1- Las células MCF-7 fueron cultivadas hasta alcanzar un 90% de confluencia en
condiciones control, tratadas con estradiol y estradiol + tamoxifeno, y recolectadas luego
de 24h.
2- Posteriormente, las células fueron resuspendidas en Buffer A (TrisHCl 10mM pH 7, 4;
Na;EDTA 1Mm, sacarosa 0,25M y PMSF 0,02%) y homogeneizadas en un homogenizador
de vidrio/teflon.

3- A continuacién, las muestras fueron centrifugadas a 3000g durante 10min. Los pellet,
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conteniendo los nucleos celulares, fueron descartados, mientras que los sobrenadantes
(enriquecidos en membranas y citosoles) fueron sometidos a una ulterior centrifugacion
de 30000g por 20min.

4- El pellet, de cada muestra, obtenido a partir de la ultima centrifugacion, fue
resuspendido en un volumen pequefio de Buffer A, y se procedié a medir la concentracion
de proteinas en el mismo.

5- Cada muestra fue cargada en un gradiente discontinuo de sacarosa, previamente
elaborado con soluciones de sacarosa a distintas concentraciones (20%, 25%, 30%, 40%
y 50%) en Buffer B (TrisHCl 10mM pH 7, 4; Na;EDTA y PMSF 0,02%).

6- Cada gradiente fue centrifugado a 100000g durante 60min, a 4°C.

7- Fracciones de aproximadamente 1ml fueron colectadas desde el fondo del tubo del
gradiente y cada una de ellas fue pesada en balanza analitica para calcular su densidad en
funcién del volumen exacto (medido con micropipeta) de cada fraccidn.

8- Posteriormente, cada fraccion fue diluida con 2ml de Buffer B y centrifugada a 30000g
por 30min a 4°C, para eliminar la sacarosa.

9- Los pellets finales fueron resuspendidos en 0,2ml de Buffer B y procesados para

“immunoblotting”.

A continuacién se esquematiza el protocolo del fraccionamiento subcelular en gradiente

de sacarosa:
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Cultivo MCF-7
(90% confluencia)

Homogenizacion
(Buffer A + Dounce homogenizer )

Centrifugacion a
3000g x 10min
I
Pellets Sobrenadantes
(nucleos y células enteras) (membranas y citosoles)
|
Centrifugacion a
30000g x 20min
|
Sobrenadante Pellet
Resuspension
en buffer A

Medicion de concentracién
de proteinas

Colocacién de muestras sobre
Gradiente de sacarosa

Centrifugacion a
100000g x 60min

Extracciéon de
fracciones de 1ml

Centrifugacion
a 30000g
|

Resuspension
en Buffer B

Esquema 1: Protocolo para el fraccionamiento subcelular en gradiente de sacarosa

14. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron sujetos a la prueba de comparaciones multiples de

Tukey-Kramer, utilizando el software KyPlot.
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CAPITULO IV
RESULTADOS
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PARTE 1

Estudios Comparativos entre las Cuatro Lineas Celulares
Mamarias: MCF-10A, MCF-7, MDA-MB-231y T-47D.
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Nuestro trabajo se orient6é al estudio del transporte intracelular de la enzima
catepsina D en células tumorales mamarias. Para poder abordarlo, en primer lugar
determinamos los niveles de expresion basales de proteinas que posiblemente estén
involucradas en el mismo, en cuatro lineas celulares mamarias que elegimos como
modelos de estudio: MCF-10A, MCF-7, MDA-MB-231 y T-47D. Puesto que tienen
implicancias directas en nuestro trabajo, es importante tener presente las diferencias
principales entre estos tipos celulares:

-las MCF-10A son no tumorigénicas mientras que las otras tres son tumorigénicas.
-las MCF-7 y T-47D expresan receptores estrogénicos a (RE a), mientras que las MDA-MB-

231 son triple negativas (RE-/RP-/Her2-) (Ver Tabla IV.1).

No tumorigénicas MCF-10A
Expresan RE a Triple negativas
Tumorigénicas MCF-7
MDA-MB-231
T-47D

Tabla IV.1: Caracteristicas generales de las lineas celulares utilizadas en este trabajo

1.1 Las lineas celulares tumorigénicas y la no tumorigénica poseen
distintos niveles de expresion de catepsina D, CD-MPR, sortilina y CI-

MPR.

1.1.1 Catepsina D

En la figura 1.1.1, observamos que la proteasa catepsina D es expresada por las
cuatro lineas celulares, aunque sus niveles de expresion difieren significativamente entre
ellas. A su vez, la forma madura de la enzima (33 kDa) esta altamente expresada en las
células estrogeno-dependientes MCF-7 y T-47D. Por otro lado, la forma inmadura de la

enzima, procatepsina D (52 kDa), es detectada principalmente en la linea celular MCF-7.
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A) CATEPSINA D B) Pro-Catepsina D (52 kDa)
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Figura 1.1.1: Expresion de la enzima catepsina D en las lineas celulares mamarias MCF-10A, MCF-7,
MDA-MB-231y T-47D.

A) “Inmunoblot” representativo de los homogenatos celulares para la deteccién de catepsina D. B y C)
Cuantificacidon por densitometria 6ptica de las bandas de las formas inmadura (52 kDa) y madura (=33
kDa) de CatD, respectivamente. Las barras representan los promedios de las densidades 6pticas relativas
(D.0.R.) de cuatro experimentos independientes * SE. (***) Significativamente diferente del resto (p <0,001)
y (**) significativamente diferente de MCF-10A y MDA-MB-231 (p <0,01). La expresiéon de tubulina fue

utilizada como control de carga.

1.1.2 Elreceptor a manosa 6-fosfato cation-dependiente (CD-MPR)
Con respecto a los niveles de expresion de este receptor posiblemente involucrado
en el transporte de la enzima, encontramos que son significativamente mas altos en la

linea celular MCF-7 (figura 1.1.2).
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Figura 1.1.2: Expresion del receptor CD-MPR en las lineas celulares mamarias MCF-10A, MCF-7,
MDA-MB-231y T-47D.

A) “Inmunoblot” representativo de los homogenatos celulares para la deteccién de la proteina en estudio.
B) Cuantificacidon por densitometria 6ptica. Las barras representan los promedios de las densidades 6pticas
relativas (D.0.R) de cuatro experimentos independientes + SE. (**) Significativamente diferente del resto (p

<0,01). La expresidén de tubulina fue utilizada como control de carga.

1.1.3 Sortilina
Se observéd que las lineas celulares tumorigénicas expresan mayores niveles de
este receptor con respecto a las células no tumorigénicas, siendo significativa la diferencia

en las lineas celulares MCF-7 y T-47D (figura 1.1.3).

A) SORTILINA B)
MCF-10A MCF-7 MDA-MB T-47D 6
231 5]
o
- d 4.
100 kDa O - - -‘ [a} 34
\ .
1.
Tubulina 0
55KDa | o c— | MCF-10A MCF-7 MDA-MB T-47D

231

Figura 1.1.3: Expresion del receptor sortilina en las lineas celulares mamarias MCF-10A, MCF-7,
MDA-MB-231y T-47D.
A) “Inmunoblot” representativo de homogenatos celulares para la deteccién de la proteina en estudio. B)

Cuantificacidon por densitometria optica. Las barras representan los promedios de las densidades 6pticas
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relativas (D.0.R) de cuatro experimentos independientes + SE. (**) Significativamente diferente de MCF-

10A y MDA-MB-231 (p <0,01). La expresion de tubulina fue utilizada como control de carga.

A partir de estos resultados destacamos que los niveles de expresion de los dos
receptores son llamativamente superiores en las tres lineas tumorigénicas en

comparacidn con la linea celular no tumorigénica.

1.1.4 Elreceptor a manosa 6-fosfato cation-independiente (CI-MPR)

Por ultimo evaluamos la expresién del CI-MPR, el cual es un receptor de alto peso
molecular (* 300 kDa). Por “inmunoblot” detectamos su presencia en las cuatro lineas
celulares, y si bien no se observaron diferencias significativas entre ellas, puede
apreciarse niveles menores en la expresion del receptor en las células MCF-7 (figura

1.1.4).

A) CI-MPR B)
MCF-10A MCF-7 MDA-MB T-47D
231 ,. 300kDa
300 kDa | # ey — 5
14
Q 2
(]
1
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v 0
4 MCF-10A MCF-7 MDA-MB T-47D
L ' 231

Figura 1.1.4: Expresion del receptor CI-MPR en las lineas celulares mamarias MCF-10A, MCF-7, MDA-
MB-231y T-47D.

A)” Inmunoblot” representativo de homogenatos celulares para la detecciéon del CI-MPR B) Cuantificacion
por densitometria dptica. Las barras representan los promedios de las densidades dpticas relativas (D.0.R)
de cuatro experimentos independientes + SE. Como control de carga se utiliz6 la tincién de las membranas
de nitrocelulosa con rojo Ponceau. Para el calculo de la D.O.R,, se dividié la densidad éptica de la banda
correspondiente al receptor con la densidad dptica promedio de tres bandas diferentes de la membrana

tefiida con rojo ponceau.
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1.1.5 (;Otras formas del CI-MPR?
Llamativamente, el anticuerpo anti-CI-MPR también mostré reactividad en otra

banda, de # 100 kDa, en los homogenatos de las cuatro lineas celulares (figura 1.1.5.1).

300 kDa
A B)
) CI-MPR ‘
MCF-10A MCF-7 MDA-MB T-47D ’
231 o
G 2
(]
300 kDa | Wt ey — 1
0
MCF-10A MCF-7 MDA-MB T-47D
231
C) 100 kDa B
g 8- k=
100 kDa | — N —— ’/
* 61
- S &
g 4

Ponceau

EEEw

Figura 1.1.5.1: Dos formas del receptor CI-MPR en las lineas celulares mamarias MCF-10A, MCF-7,
MDA-MB-231y T-47D.

MCF-10A MCF-7 MDA-MB  T-47D
231

A) “Inmunoblot” representativo de homogenatos celulares para la deteccién del CI-MPR maduro (300 kDa)
y de una forma de 100 kDa. B) Cuantificacién de la banda de 300 kDa. C) Cuantificacién de la banda de 100
kDa. Las barras representan los promedios de las densidades opticas relativas (D.O.R) de cuatro
experimentos independientes * SE. (**) Significativamente diferente de MCF-7 y T-47D (p <0,01). Como
control de carga se utilizé la tincién de las membranas de nitrocelulosa con rojo Ponceau. Para el calculo de
la D.O.R,, se dividié la densidad 6ptica de la banda correspondiente al receptor con la densidad éptica

promedio de tres bandas diferentes de la membrana tefiida con rojo ponceau.
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Habiendo descartado una inespecificidad de la reaccién y considerando que la
deteccidn de esta banda es aparentemente a expensas del receptor maduro de 300 kDa,
planteamos la hip6tesis de que la nueva banda detectada en los homogenatos celulares
podria corresponder a un fragmento del receptor. Esto podria ser consecuencia de la
sintesis de una proteina trunca o de un clivaje proteolitico del receptor maduro. Si fuese
este ultimo caso, deberia encontrarse el fragmento restante. Dado que no lo detectamos
en los homogenatos celulares, decidimos buscarlo en los medios de cultivo de las células.

Por “inmunoblot”, detectamos una banda reactiva de 220 kDa para el anticuerpo
anti-CI-MPR en los medios de cultivo de las cuatro lineas celulares (figura 1.1.5.2). Esta

forma fue considerada un fragmento soluble del CI-MPR (sCI-MPR).

A) CI-MPR B)
s ,CI-MPR
MCF-10A MCF-7 MDA-MB T-47D 201
231
154
245 kDa —
- e B ol 2 ol
180 kDa — = .
5-
Ponceau

U-
Medios  MCF-10A MCF-7 MDA-MB T-47D
de cultivo 231

Figura 1.1.5.2: Deteccion de una forma soluble del CI-MPR (sCI-MPR) en los medios de cultivo de las
lineas celulares mamarias MCF-10A, MCF-7, MDA-MB-231y T-47D.

A) “Inmunoblot” representativo de medios de cultivo celulares para la deteccion del sCI-MPR (x 220 kDa).
B) Cuantificacidon por densitometria 6ptica. Las barras representan los promedios de las densidades 6pticas
relativas (D.0.R) de tres experimentos independientes * SE. (**) Significativamente diferente del resto (p
<0,01). Como control de carga se utiliz6 la tincién de las membranas de nitrocelulosa con rojo Ponceau.
Para el calculo de la D.O.R,, se dividi6 la densidad 6ptica de la banda correspondiente al receptor con la

densidad 6ptica promedio de tres bandas diferentes de la membrana tefiida con rojo ponceau.

1.1.6 Las proteinas de 100 kDa en los homogenatos celulares y de 220 kDa en los

medios de cultivo, derivan del CI-MPR.
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Para confirmar que las bandas detectadas eran fragmentos del receptor CI-MPR,
realizamos un analisis protedmico mediante huella peptidica por MALDI-TOF.

Las bandas de 100 y 220 kDa de geles de poliacrilamida al 6% (provenientes de
muestras de homogenatos celulares y medios de cultivos, respectivamente) tefiidas con
azul de Coomassie, fueron extraidas del gel, escindidas y analizadas por Maldi-TOF
(MALDI: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization, desorcion/ionizacién mediante
laser asistida por matriz). En la ionizacién, los analitos co-cristalizados con una matriz
apropiada son convertidos en iones mediante la accion de un laser. Esta fuente de
ionizacion suele asociarse a un analizador de tiempo de vuelo (TOF: Time-Of-Flight) en el
que los iones se separan en funcién de su relacién masa-carga tras ser acelerados en un
campo eléctrico, y de alli se obtiene la huella peptidica de las masas de la proteina. Los
péptidos obtenidos fueron analizados por MASCOT de Matrix science. Este software
compara cada péptido obtenido con la secuencia de todas las proteinas de la base de
datos, determinando alineacién (coincidencia) entre el péptido y alguna region de la
secuencia de alguna proteina.

En un andlisis de amplio espectro se comprobd que, con un “score” significativo de
95 %, de los péptidos obtenidos a partir de la banda de 100 kDa (proveniente de
homogenatos celulares), al menos dos de estos péptidos presentaron coincidencia con
secuencias del dominio citoplasmatico del CI-MPR (figura 1.1.6.1 y 1.1.6.2). Con respecto a
los péptidos obtenidos a partir de la banda de 220 kDa (proveniente de medios de
cultivo), tres de ellos alinearon con la secuencia del CI-MPR, como puede observarse en

las figuras 1.1.6.1y 1.1.6.2.

1 MGAAAGRSPH LGPAPARRP® RSLLLLQLLL LVAAPGSTQRA QAAPFPELCS
5l YTWEAVDTKN NVLYKINICG SVDIVQRCGPS SAVCMHDLKT RTYHSVGDSV
101 LRSATRSLLE FNTTVSCDR® GTNHRVQSSI AFLCGKTLGT PEFVTATECV
151 HYFEWRTTAA CKKDIFKANK EVPCYVFDEE LRKHDLNPLI KLSGAYLVDD
201 SDPDTSLFIN VCRDIDTLRD PGSALRACPP GTAACLVRGH QAFDVGAPRD
251 GLKLVRKDRL VLSYVREEAG KLDFCDGHSP AVTITFVCPS ERREGTIPKL
301 TAKSNCRYEI EWITEYACHR DYLESKTCSL SGEQADVSID LTPLARSGGS
351 SYISDGKEYL FYLNVCGETE I@FCNKKQAA VCRVKKSDTS @VKAAGRYHN
401 ATLRYSDGDL TLIYFGGDEC SSGFARMSVI NFECNKTAGN DGKGTPVFTG
451 EVDCTYFFTW DTEYACVKEK EDLLCGATDG KKRYDLSALV RHAEPE@NWE
501 AVDGSQTETE KKHFFINICH RVLREGKARG CPEDAAVCAV DKNGSKNLGK
55) FISSPMKEKG NIQLSYSDGD DCGHGKKIKT NITLVCKPGD LESAPVLRTS
L0l GEGGCFYEFE WHTAAACVLS KTEGENCTVF DSQAGFSFDL SPLTKKNGAY
b51 KVETKKYDFY INVCGPVSVS PCAPDSGACQ VAKSDEKTWN LGLSNAKLSY
701 YDGMIQALNYR GGTPYNNERH TPRATLITFL CDRDAGVGFP EYQEEDNSTY
751 NFRWYTSYAC PEEPLECVVT DPSTLEQYDL SSLAKSEGGL GGNWYAMDNS
401 GEHVTWRKYY INVCRPLNPV PGCNRYASAC @MKYEKD@RGS FTEVVSISNL
451 GMAKTGPVVE DSGSLLLEYV NGSACTTSDG RATTYTTRIH LVCSRGRLNS
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Figura 1.1.6.1: Secuencia peptidica completa del CI-MPR y péptidos que presentaron alineacion con

ella. Los péptidos resaltados en rojo se obtuvieron por huella peptidica a partir de la banda de 220 kDa (de

medios de cultivo de células MDA-MB-231) y presentaron coincidencia con distintas regiones de la

secuencia del CI-MPR. Los péptidos resaltados en verde se obtuvieron por huella peptidica a partir de la

banda de 100 kDa (de homogenatos de células MDA-MB-231) y presentaron coincidencia con la secuencia

del CI-MPR.
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Figura 1.1.6.2: Esquema del CI-MPR y de los péptidos que presentaron alineacién con él, obtenidos
mediante proteémica.

En la parte superior se esquematiza la secuencia completa del CI-MPR. Los nimeros representan la posicion
de los aminoacidos que limitan cada dominio del receptor: péptido sefial (40 aminoacidos); dominio
luminal (2263 aminoacidos), dominio transmembrana (22 aminoacidos) y dominio citoplasmatico (163
aminodcidos). En rojo se representan las secuencias de los péptidos detectados en la banda de 220 kDa (del
gel de poliacrilamida) que presentaron alineacién con el CI-MPR. La muestra utilizada fue obtenida del
medio de cultivo de células MDA-MB 231. En verde se representan las secuencias de los péptidos
detectados a partir de la banda de 100 kDa (del gel de poliacrilamida) que presentaron alineacién con el
dominio citoplasmatico del CI-MPR. La muestra utilizada fue obtenida del homogenato celular de células

MDA-MB-231.

Observacion: para estos estudios se utilizaron células MDA-MB-231 y MCF-10A debido a
la mayor concentracion del CI-MPR en ellas, asumiendo que las bandas de las lineas

celulares MCF-7 y T-47D pertenecen a la misma proteina.

1.1.7 La fraccion soluble del CI-MPR se corresponde con la regién luminal del
receptor.

Para confirmar si el fragmento del CI-MPR encontrado en el medio de cultivo de las
cuatro lineas celulares correspondia a la region luminal del receptor, realizamos un
ensayo de “binding” y “pull-down” con particulas de agarosa conjugadas con fosfomanano,
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en presencia o ausencia de manosa 6-fosfato. Utilizamos el medio de cultivo de las células
MDA-MB-231 (utilizada en los estudios prote6micos). Demostramos que dicho fragmento
estd conformado por la regiéon luminal del CI-MPR, ya que se asocié a las particulas de

fosfomanano, y esta asociacidn fue inhibida por manosa 6-fosfato (figura 1.1.7).

A) Unido al fosfomanano
CI-MPR = 220 kDa | Y |
Manosa-6-fosfato - +
MB6P (-) MBG6P (+)
B) Sobrenadante
30
o
d 20
CI-MPR = 220 kDa F‘
10
Manosa-6-fosfato - + . M6P (-) M6P (+)

Figura 1.1.7: Ensayo de “binding” y “pull-down” de proteinas de medios de cultivo con agarosa-
fosfomanano.

Los medios de cultivo de las células MDA-MB-231 fueron incubados con particulas de agarosa acopladas con
fosfomanano, en presencia o ausencia de manosa 6-fosfato (M6P). A) Deteccién por “inmunoblot” del sCI-
MPR que se unio a las particulas, en ausencia o presencia de M6P y su cuantificacién correspondiente. B)
Deteccion por “inmunoblot” del sCI-MPR que no se unié al fosfomanano (en el sobrenadante), en ausencia o
presencia de M6P, con su respectiva cuantificacién. Las barras representan los promedios de las densidades

opticas (D.0.) de dos experimentos independientes + SE.

1.2 La distribucion subcelular de CatD y del CD-MPR en las lineas

celulares tumorigénicas y no tumorigénica.

Mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI), observamos que en las células

tumorigénicas MCF-7, MDA-MB-231 y T-47D, la CatD presenta una marcacion perinuclear
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y una distribucion granular citoplasmatica que se extiende hacia los limites celulares. Sin
embargo, en las células MCF-10A la distribucion de la enzima no alcanza la periferia

celular (figura 1.2.1).

MCF-10A

MDA-MB-231 T-47D

Figura 1.2.1: Distribucién de CatD en las lineas celulares mamarias MCF-10A, MCF-7, MDA-MB-231y
T-47D. Inmunofluorescencia indirecta para la deteccién de CatD. Se utiliz6 una linea blanca para delimitar

los bordes celulares. Imagenes representativas de tres experimentos independientes.
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En las lineas celulares que mostraron una distribucion diferente de la enzima
(células MCF-10A y MCF-7), se estudio si habia colocalizacion entre CatD y LAMP1 (una
proteina de localizacion lisosomal). Se observé que CatD colocaliza con LAMP1 en ambas
lineas celulares. Sin embargo, cuando se analizé el coeficiente de colocalizacion de
Manders para evaluar el porcentaje de CatD que colocaliza con LAMP1, se observo que
diferia entre las células MCF-10A (0,86 * 0,021) y las MCF-7 (0,64 + 0,0641). Esta
diferencia resulté significativa, lo que sugiere que hay mayor porcentaje de CatD
localizada en compartimientos no lisosomales de las células MCF-7 con respecto a las

células MCF-10A (figura 1.2.2).

A)

CatD LAMP 1 Superposicion

MCF-10A

MCF-7

B)

0,84

0,61

0,44

0,24

MCC-M1 (Cat D con LAMP 1)
o

p 5 9 @

MCC-M2 (LAMP 1 con Cat D)

MCF-10A MCF-7 MCF-10A MCF-7
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Figura 1.2.2: Colocalizacion de CatD con LAMP1 en células mamarias MCF-10A y MCF-7.

A) Distribucién de CatD y LAMP1 por inmunofluorescencia indirecta en células MCF-10A y MCF-7. B)
Analisis cuantitativo de colocalizacién entre CatD y LAMP1 (MCC-M1) y entre LAMP1 y CatD (MCC-M2). Las
barras representan los promedios de los coeficientes de correlacion + SE, calculados a partir de 50 células.
(*) Significativamente diferente de MCF-10A (p<0,05). MCC-M1 en MCF-10A: 0,86 + 0,021 y MCC-M1 en
MCF-7: 0,64 + 0,0641.

En cuanto al CD-MPR, observamos que presenta una distribucién perinuclear en
las cuatro lineas celulares, que corresponderia al aparato de Golgi ya que colocaliza con la
proteina golgina-97 (marcador del trans Golgi) (figura 1.2.3). En las células MCF-7 la
distribucién subcelular del CD-MPR y golgina-97 resulta mas dispersa en comparacion
con el resto de las lineas celulares. Esto concuerda con la estructura fragmentada que
tiene el Golgi en estas células, descripta por otros autores [213]. A su vez, el porcentaje de
CD-MPR que colocaliza con golgina-97 en células MCF-7 es significativamente menor con
respecto a las otras 3 lineas celulares (figura 1.2.3 C), lo que también justificaria la
marcacién dispersa que muestra este receptor en las células MCF-7. Por otro lado, la
mayor dispersion de la sefial del CD-MPR en células MCF-7 va acompafada de un
aumento en su intensidad, en comparacion a las otras lineas celulares (figura 1.2.3) y en

concordancia con lo observado por western blot.
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Figura 1.2.3: Distribuciéon del receptor CD-MPR en las lineas celulares MCF-10A, MCF-7, MDA-MB-
231y T-47D.

A) Inmunofluorescencia indirecta para la deteccién del CD-MPR y golgina-97. B) Andlisis cuantitativo de
colocalizacion entre el CD-MPR y golgina-97 en las cuatro lineas celulares. El coeficiente de Manders MCC-
M1 representa el porcentaje de CD-MPR que colocaliza con golgina-97 + SE, mientras que el MCC-M2
representa el porcentaje de golgina-97 que colocaliza con el receptor * SE, ambos coeficientes calculados a
partir de 50 células de cada linea celular. C) Comparaciéon del coeficiente de colocalizacion MCC-M1
obtenido en cada linea celular. (***) Significativamente diferente del resto (p < 0,001). (*)Significativamente

diferente del resto (p<0,05).

1.3 Los receptores CD-MPR y CI-MPR presentan una distribucion

diferente en las células MCF-7.

Luego de estudiar la distribuciéon del CD-MPR en las células MCF-7 (figura 1.2.3),
analizamos la distribucion del receptor CI-MPR. En la figura 1.3.1, observamos que el CI-
MPR presenta una distribucion citoplasmatica con una marca muy evidente en la periferia
celular, mientras que el CD-MPR muestra una distribuciéon perinuclear, que se dispersa
hacia el resto del citoplasma celular, sin concentrarse en la periferia celular. Al realizar
analisis de colocalizacién con golgina-97, observamos que esta proteina colocaliza con el
CI-MPR y con el CD-MPR, en un porcentaje de 78% y 90%, respectivamente (MCC-M2:
0,781+0,058 y 0,906+0,018). Sin embargo, el porcentaje de CI-MPR que colocaliza con
golgina-97 es del 10% (MCC-M1: 0,1 £ 0,007), lo que sugiere que el CI-MPR se encuentra
distribuido ademas en otros compartimientos (figura 1.3.1 C2). A su vez, la colocalizacién
del CI-MPR con golgina-97 resultd significativamente menor a la colocalizacién del CD-

MPR con esta proteina (MCC-M1: 0,181 + 0,011) (figura 1.3.1 C3).

Por otro lado, la distribucién del CD-MPR y del CI-MPR en las células MCF-7 es muy

diferente a la observada en las células no tumorigénicas MCF-10A (figura 1.3.2 Ay B).
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Figura 1.3.1: Distribucién del CD-MPR y CI-MPR en células MCF-7.

Ay B) Inmunofluorescencia indirecta para la deteccidon simultanea del CD-MPR y golgina-97 y del CI-MPR y
golgina-97 en las células MCF-7 (en A, se utiliz6 una la linea blanca para delimitar el borde celular). C1y 2)
Anilisis cuantitativo de colocalizacién entre el CD-MPR y golgina-97 y entre el CI-MPR y golgina-97. El
coeficiente de Manders MCC-M1 representa el porcentaje de receptor que colocaliza con golgina-97 #* SE,
mientras que el MCC-M2 representa el porcentaje de golgina-97 que colocaliza con el receptor * SE, ambos
coeficientes calculados a partir de 50 células. C3) Comparacion del coeficiente de colocalizacién MCC-M1
obtenido a partir de la colocalizacién entre CD-MPR y golgina-97 con el MCC-M2 del CI-MPR con golgina-97.
(***) Significativamente diferente (p < 0,001).
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A)
CD-MPR Golgina-97 Superposicion

MCF -10A

B) CI-MPR Golgina-97 Superposicion
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Figura 1.3.2: Distribucién del CD-MPR y CI-MPR en células MCF-10A.
Ay B) Inmunofluorescencia indirecta para la deteccién simultanea del CD-MPR y golgina-97 y del CI-MPR y

golgina-97 en las células MCF-7. Imagenes representativas de 2 experimentos independientes.

Conclusiones Parciales

En primer lugar es importante destacar que por primera vez se lleva a cabo un
estudio comparativo de la expresion de los receptores CD-MPR, sortilina y CI-MPR entre
las cuatro lineas celulares descriptas en este trabajo. En segundo lugar, el estudio de los
niveles de expresion del CD-MPR en estas células no tenia precedentes ya que, hasta el
momento, se habia puesto el foco de atencion en el CI-MPR. Por todo esto, la
determinacion de la expresion del CD-MPR y sortilina en estas lineas celulares sienta la
base para comenzar con su estudio en distintos aspectos del transporte y secrecion de
proteinas intracelulares en estas lineas celulares.

Por otro lado, es importante mencionar que tanto el CD-MPR como sortilina son

expresados en mayor cuantia por las tres lineas celulares tumorigénicas con respecto a la
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no tumorigénica. En cambio, la linea celular no tumorigénica presenta mayores niveles de
expresion del CI-MPR. Esto podria estar relacionado con la funcién de “supresor tumoral”
que se le ha atribuido al CI-MPR. Un aspecto que llama la atencién es que ninguna de las
cuatro lineas celulares coincide en los niveles de expresion de los tres receptores; es
decir, aquella con altos niveles del CD-MPR, posee bajos niveles del CI-MPR (i.e. MCF-7),
mientras que las células T-47D poseen altos niveles de sortilina y de CI-MPR, y niveles
mas bajos del CD-MPR; la linea celular que posee bajos niveles de CD-MPR y sortilina,
tiene mas expresado el CI-MPR (i.e. MCF-10A) y las MDA-MB-231 poseen niveles
intermedios de sortilina, bajos de CD-MPR y altos de CI-MPR. Estos resultados hacen
pensar en una posible interrelacién o interregulacion de los receptores y que
probablemente estas proteinas puedan actuar, a su vez, como receptores alternativos
para el transporte de catepsina D y/o de otras proteinas lisosomales solubles.

Por otro lado, en la linea celular MCF-7, destacamos la diferente distribucion de los
receptores CD-MPR y CI-MPR (figura 1.3.1). Considerando que el coeficiente de
colocalizacion del CI-MPR con golgina-97 resultd significativamente menor que el
coeficiente de colocalizacion del CD-MPR con golgina-97, y teniendo presentes los
elevados niveles de expresion del CD-MPR en esta linea celular (figura 1.1.2), podriamos
sugerir que en el Golgi, hay mayor concentraciéon de CD-MPR que de CI-MPR en las células
MCF-7. A su vez, resulta llamativa la diferente distribucion que presentan estos dos
receptores en comparacion con la linea celular no tumorigénica MCF-10A (figura 1.3.1y
1.3.2), donde se observa la marca perinuclear golgiana caracteristica que presenta
habitualmente el CD-MPR y el CI-MPR en células epiteliales.

La mayor expresiéon de CatD en aquellas células que expresan receptores
estrogénicos a estaria en consonancia con el hecho de que la enzima posee elementos de
respuesta a estrégenos en su genoma. Sin embargo, nuestros resultados muestran esta
sobreexpresion en condiciones basales, lo que indicaria que hay algin otro mecanismo de
regulacion en estos tipos celulares o bien que esta sobreexpresién constituye una
caracteristica adquirida durante el proceso tumorigénico que resulté ventajosa para estas
células. Al estudiar la distribucion de CatD por IFI (figura 1.2.1 y 1.2.2), observamos que
en las tres lineas celulares tumorigénicas la enzima alcanza la superficie celular, mientras
que en la linea celular no tumorigénica su marca se concentra en la region perinuclear y
citoplasmatica sin alcanzar la periferia celular. La presencia de CatD en la periferia celular
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podria atribuirse a la presencia de poblaciones vesiculares para la secrecién de esta
enzima por las células tumorigénicas. A su vez, el menor porcentaje de colocalizacién que
present6 CatD con LAMP1 en las células MCF-7 con respecto a las células MCF-10A (figura
1.2.2) sugiere que en esas células tumorigénicas hay un porcentaje de CatD presente en
compartimientos LAMP1 negativos, que podrian ser aquellos compartimientos que estén
conduciendo la enzima hacia la periferia celular.

Con respecto al hallazgo del fragmento soluble del CI-MPR, es importante destacar
que hay algunas evidencias con respecto al mismo en otros modelos. La existencia de un
fragmento soluble ha sido descripta en el suero de ratas, siendo su expresion regulada a lo
largo del desarrollo fetal y neonatal [40][214]. Por otro lado, se ha sugerido su
participacién en la proliferacion de hepatocitos, fibroblastos [215], en lineas celulares
mieloides y linfoides [216] y en algunos modelos de tumores sélidos [217][218]. En
algunos trabajos se le ha atribuido una funcién anti-tumoral [217] [218] pero ain no esta

totalmente dilucidada su funcion en cancer ni el mecanismo por el cual es secretado.
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PARTE 2

Regulacion Hormonal del Transporte Intracelular de Catepsina D
en las Lineas Celulares Mamarias Tumorigénicas MCF-7 y T-47D.

89 |



Estudio de Proteinas Implicadas en el Transporte de Catepsina D en Células Tumorales Mamarias y su Regulacién Hormonal.

Considerando que los niveles de expresion de CatD y del CD-MPR en células MCF-7
son elevados, que la enzima posee un elemento de respuesta a estrégenos en su genoma y
que esta linea celular expresa receptores estrogénicos a, decidimos evaluar el efecto del
17-B-estradiol sobre la expresion y distribucién de CatD y del CD-MPR, ademas del CI-
MPR y sortilina. Aunque enfocamos nuestro estudio en las células MCF-7, algunos ensayos

fueron llevados a cabo también en las células T-47D.

2.1 El 17-B-estradiol induce sobreexpresion y redistribucion de la
catepsina D y del CD-MPR en células tumorales que expresan

receptores estrogénicos.

2.1.1 Expresiony distribucion de catepsina D en células MCF-7, en presencia de 17-f3-
estradiol.

Como se observa en la figura 2.1.1.A, los niveles de expresion de CatD se
incrementaron en presencia de 17-B-estradiol en las células MCF-7 desde las 12 h de
incubacion, siendo significativos a las 24 y 48 h de tratamiento, con respecto a los
controles. Por otro lado, observamos que el tratamiento con tamoxifeno, una droga
antiestrogénica, revirtio la sobreexpresion inducida por la hormona. A su vez, el estradiol
indujo una redistribucién de CatD hacia la periferia de las células, lo que podria estar
correlacionado con la mayor secrecion de la enzima inducida por esta hormona (figura

2.1.1.B).
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Figura 2.1.1: Efecto del 17-f estradiol sobre la expresion y distribucién de CatD en células MCF-7.

Las células fueron cultivadas durante 12, 24 o 48 h en las siguientes condiciones experimentales: en
presencia de estradiol (EST) 20 nM o en presencia de EST 20 nM y tamoxifeno 2 uM (EST + Tx). A)
“Inmunoblot” representativo para la detecciéon de CatD en las condiciones experimentales mencionadas y

su cuantificacion correspondiente. Las barras de las 24 y 48 h representan los promedios de las densidades

91 |



Estudio de Proteinas Implicadas en el Transporte de Catepsina D en Células Tumorales Mamarias y su Regulacién Hormonal.

opticas relativas (D.0.R) de tres experimentos independientes + SE, y las barras de las 12h representan los
promedios de las densidades o6pticas relativas (D.0.R) de dos experimentos independientes * SE. (*)
Significativamente diferente del resto (p<0.05). La expresion de tubulina fue utilizada como control de
carga. B) Distribucidn de Catepsina D por inmunofluorescencia indirecta a las 24 y 48 h de tratamiento. C)
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de CatD en células MCF-7 controles y tratadas con EST o
EST+Tx. Las barras representan los promedios de las intensidades de fluorescencia media de 60 células por
condicién experimental * SE. (***) Significativamente diferente del resto (p <0,001). U.R.F: unidades

relativas de fluorescencia.

2.1.2 Expresion y distribucion del CD-MPR en células MCF-7 en presencia de 17-f
estradiol.

La expresion y distribucidon del CD-MPR fue estudiada bajo las mismas condiciones
de tratamiento. Se observé que el receptor aumenta su expresion en respuesta al 17-f3-
estradiol, siendo estadisticamente significativo a las 24 y 48 h de tratamiento. Este efecto
también fue revertido por el tamoxifeno (figura 2.1.2 A). A su vez, la hormona esteroidal
indujo una aparente redistribucidn del receptor hace la periferia de la célula, tal como se

evidencia en la figura 2.1.2 B.
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Figura 2.1.2: Efecto del 17-f estradiol sobre la expresion y distribucion del CD-MPR en células MCF-
7. Las células fueron cultivadas durante 12, 24 y 48 h en las siguientes condiciones experimentales: en
presencia de 20 nM de estradiol (EST) o en presencia de EST y 2 puM de tamoxifeno (EST + Tx). A)
“Inmunoblot” representativo para la deteccién del CD-MPR en las condiciones experimentales mencionadas
y su cuantificaciéon correspondiente. Las barras de las 24 y 48 h representan los promedios de las
densidades 6pticas relativas (D.0.R) de tres experimentos independientes + SE, y las barras de las 12h

representan los promedios de las densidades 6pticas relativas (D.0.R) de dos experimentos independientes
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+ SE. (*) Significativamente diferente respecto de EST+Tx 24h y de C 48h (p<0.05). La expresion de tubulina
fue utilizada como control de carga. B) Distribucién del CD-MPR a las 24 y 48 h de tratamiento, observada
por IFIL. C) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de CD-MPR en células MCF-7 controles y tratadas
con EST o EST+Tx. Las barras representan los promedios de las intensidades de fluorescencia media de 60
células por condicion experimental + SE. (***) Significativamente diferente del resto (p <0,001). U.R.F:

unidades relativas de fluorescencia.

2.1.3 Efecto del 17-B-estradiol sobre la expresion de CatD y del CD-MPR en células T-
47D.

Evaluamos el efecto del estradiol sobre la catepsina D y el CD-MPR en la otra linea
celular que expresa receptores estrogénicos a (T-47D). En este modelo celular se pudo
observar una tendencia similar a la de las células MCF-7 en respuesta al tratamiento con
la hormona; el CD-MPR y la CatD aumentaron en presencia de estradiol, efecto bloqueado

por el tamoxifeno (figura 2.1.3).
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Figura 2.1.3: Efecto del 17-f-estradiol sobre la expresion de CatD y del CD-MPR en células T-47D.
Las células T-47D fueron cultivadas durante 48h en las siguientes condiciones experimentales: en presencia

de EST 20nM o en presencia de EST 20nM y de tamoxifeno 2uM (EST + Tx). A) “Inmunoblot” para la
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deteccion de Cat D en las condiciones experimentales mencionadas y su cuantificaciéon correspondiente. B)
“Inmunoblot” representativo para la deteccién del CD-MPR en las condiciones experimentales mencionadas
y su cuantificaciéon correspondiente. Las barras representan los promedios de las densidades opticas

relativas (D.0.R) de dos experimentos independientes * SE.

2.1.4 El 17-f estradiol no induce cambios en la expresion de CatD ni en la del CD-
MPR en las células MCF-10A.

Con el fin de confirmar si el efecto del estradiol sobre la expresion de CatD y del
CD-MPR es mediado por los REa, expusimos células que no expresan estos receptores
(MCF-10A) a los tratamientos con EST y EST+Tx durante 48 h. Posteriormente,
determinamos los niveles de expresion de las proteinas estudiadas y encontramos que el
estradiol no indujo cambios significativos en la expresion de CatD ni del CD-MPR (figura

2.1.4).
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Figura 2.1.4: Efecto del 17-f estradiol sobre la expresion de CatD y del CD-MPR en células que no
expresan receptores estrogénicos a (MCF-10A). Las células fueron cultivadas durante 48h en presencia
de 20 nM de estradiol (EST) o en presencia de EST y 2 uM de tamoxifeno (EST + Tx). A) “Inmunoblot” para
la deteccién CatD y B) del CD-MPR. Cy D) Las barras representan los promedios de las densidades épticas
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relativas (D.0.R) de dos experimentos independientes + SE. Como control de carga se utiliz6 la tincion de las

membranas de nitrocelulosa con rojo Ponceau.

2.1.5 Accion del tamoxifeno en la expresion y procesamiento de Catepsina D en
células MCF-7.

Como describimos en la figura 1.1.1, las lineas celulares que expresan REa (MCF-7
y T-47D) presentan una expresion basal de CatD muy elevada en comparacién a las otras
dos lineas celulares. Con el fin de determinar si esta elevada expresion basal de la enzima
podria ser consecuencia de una estimulaciéon de los REa, ain en ausencia de
administracion exégena de 17-f estradiol, decidimos tratar las células con el agente
antiestrogénico tamoxifeno (Tx). Inesperadamente la expresion total de CatD no
disminuy6 debido al Tx (figura 2.1.5.1 A y C). Sin embargo, se observé una disminucion en
el procesamiento de la enzima, manifestada por un aumento de su forma inmadura
(figura 2.1.5.1 A y B). Resulta llamativo que el efecto del Tx sobre el procesamiento de la
enzima no se observa en presencia de estradiol (figura 2.1.5.1 D), aunque se puede
observar una disminucion del contenido intracelular total de CatD con respecto a las
células tratadas sdlo con la hormona (figura 2.1.5.1 D y E), corroborandose el efecto

antiestrogénico esperado del Tx.
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Figura 2.1.5.1: Efecto del tamoxifeno en la expresion y procesamiento de CatD en células MCF-7.

Células MCF-7 fueron cultivadas durante 24 y 48 h en condiciones control o tratadas con: 20 nM estradiol
(EST), 20 nM EST + 2 uM de tamoxifeno (EST + Tx), o 2 pM tamoxifeno (Tx). A) “Inmunoblot” para la
deteccion de CatD en condiciones controles o tratadas con Tx por 24 y 48 h. B) Cuantificacién de las formas
inmadura (52 kDa) y madura (33 kDa) de CatD. Como control de carga se utiliz6 la tinciéon de las
membranas de nitrocelulosa con rojo Ponceau. Las barras representan los promedios de las densidades
opticas relativas (D.0.R) de dos experimentos independientes * SE. C) Cuantificacién del contenido
intracelular total de CatD, calculado a partir de la sumatoria de las D.O.R de las formas madura e inmadura
de CatD. D) “Inmunoblot” para la deteccién CatD en condiciones control o en presencia de EST, EST+Tx o
Tx. E) Cuantificacién del contenido intracelular total de CatD, calculado a partir de la sumatoria de las D.O.R

de las formas madura e inmadura de CatD. Como control de carga se utiliz6 tubulina.

A raiz del efecto del tamoxifeno sobre el procesamiento de la enzima CatD,
quisimos verificar si el mismo es independiente de los REa. Para ello, incubamos células
MCF-10A (que no expresan receptores estrogénicos) en presencia de tamoxifeno 2 pM.

Por “inmunoblot” observamos que en esta linea celular, el tamoxifeno también indujo un
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aumento de la forma inmadura de CatD similar a las MCF-7, acompafiado de una
disminucién de su forma madura, confirmando que este efecto no estaria siendo mediado

por los REa (figura 2.1.5.2).
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Figura 2.1.5.2: Efecto del tamoxifeno sobre la expresion de CatD en células MCF-10A.

A) Células MCF-10A fueron cultivadas durante 48 h en condiciones control o tratadas con 2 pM tamoxifeno
(Tx). “Inmunoblot” para la deteccién CatD. B) Cuantificacidn de las formas inmadura (52 kDa) y madura (33
kDa) de CatD. Las barras representan los promedios de las densidades épticas relativas (D.0.R) de dos
experimentos independientes + SE. Como control de carga se utilizé la tincién de las membranas de

nitrocelulosa con rojo Ponceau.

2.1.6 El 17-B-estradiol modifica la distribucion de la CatD y del CD-MPR en las
células MCF-7 sin alterar el grado de colocalizacion entre ambas proteinas.
Debido a que tanto la enzima CatD como el receptor CD-MPR muestran un

comportamiento similar frente al estradiol, y basados en el antecedente de que la enzima
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es transportada por el CD-MPR en otros modelos celulares, realizamos la deteccion
simultanea de ambas proteinas para ver si habia algiin grado de colocalizacion entre ellas.
En las células MCF-7 bajo condiciones controles y tratadas (con estradiol o estradiol +
tamoxifeno) durante 24 h observamos colocalizacidn entre la CatD y el CD-MPR, lo que
podria sugerir que la enzima esté siendo efectivamente transportada por el receptor. Para
determinar el grado de colocalizacion entre el CD-MPR y CatD se utilizaron los
coeficientes de colocalizaciéon de Pearson (PCC), de Manders 1 (MCC-M1) y de Manders 2
(MCC-M2).

El valor PCC en condicién control fue de 0,708 + 0,04, lo que indica colocalizacién
parcial. Sin embargo, por medio de un coeficiente independiente de la intensidad de
tincién, MCC, encontramos que el MCC-M1 fue de 0,81 + 0,06 y que el MCC-M2 de 0,95 *
0,05. El primer valor sugiere una alta colocalizacidn de la enzima con el receptor, y el
segundo valor, cercano a 1, indica que la colocalizacién del CD-MPR con CatD es casi
completa (figura 2.1.6 A). Los valores de los coeficientes de colocalizacién arrojados bajo
las otras dos condiciones experimentales fueron similares (figura 2.1.6 B y C). Por otro
lado, la forma de la curva CCF en todas las condiciones estudiadas demuestra que la

colocalizacion no es aleatoria.

Si bien los tratamientos con estradiol o con estradiol + tamoxifeno no modificaron
significativamente el grado de colocalizacién entre la CatD y el CD-MPR, la hormona
esteroidal generd un cambio en la distribucién de ambas proteinas, conduciéndolas hacia
la periferia celular, agrupandose en estructuras granulares. Este efecto fue claramente
revertido en presencia de tamoxifeno, donde practicamente no se observé presencia del

receptor ni de la enzima en la periferia celular (figura 2.1.6).
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Figura 2.1.6: Colocalizacién de catepsina D y del CD-MPR en células MCF-7.

Inmunofluorescencia indirecta para la detecciéon de a) CD-MPR y b) CatD. c) Superposicién. d) Grafico de
dispersion de los eventos de colocalizacién para CD-MPR vs CatD. e) Curva de funcidén de correlaciéon
cruzada. a’b’c’) Ampliacidn de las areas seleccionadas en a, b y c, respectivamente. A) Control (PCC= 0,708 *
0,04) B) Tratadas con EST durante 24 h (PCC= 0,776 = 0,03) C) Tratadas con EST + Tx durante 24 h (PCC=
0,792 £ 0,05). Imagen representativa de cuatro experimentos independientes, donde se analizaron tres

fotografias por preparado. Total: 12 imagenes por cada condicién experimental.

2.1.7 El 17-B estradiol induce una redistribucion del CD-MPR hacia fracciones
celulares livianas en las células MCF-7.

Analizamos las fracciones subcelulares de las células MCF-7 mediante un gradiente
discontinuo de sacarosa, bajo las condiciones control o tratadas con estradiol y estradiol +
tamoxifeno. Como se observa en la figura 2.1.7.1.A, en las células tratadas con la hormona
esteroidal una proporcion del contenido total del CD-MPR celular se redistribuyé a
fracciones celulares mas “livianas”, en comparacién con la condicién control. Las
densidades de dichas fracciones se corresponden con la distribuciéon de marcadores de la
membrana plasmatica, segin datos de la bibliografia [219]. A su vez, también
corroboramos la mayor expresion del receptor en respuesta a la hormona. Ambos efectos

fueron atenuados por la presencia del tamoxifeno (figura 2.1.7.1).
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Figura 2.1.7.1: Efecto del 17-B-estradiol y tamoxifeno sobre la distribucién del CD-MPR en células
MCF-7. Homogenatos de células MCF-7 controles, tratadas con estradiol o con estradiol + tamoxifeno
durante 24 h fueron aplicados a gradientes discontinuos de sacarosa. A) “Inmunoblot” representativo para
la deteccion del CD-MPR en las fracciones subcelulares obtenidas del gradiente discontinuo de densidad. B)
Distribucion (en porcentaje) del CD-MPR segin cuantificacién de la densitometria éptica de cada fraccion
en las condiciones experimentales indicadas. C) Densidad de cada fraccion del gradiente estimada desde la

relacién peso/volumen.

Como se puede observar en la figura 2.1.7.2, en condiciones controles, las
fracciones pesadas estdn enriquecidas con el CD-MPR, mientras que en presencia de
estradiol la mayor proporcién del CD-MPR se encuentra en las fracciones livianas. Con
estradiol mas tamoxifeno, el receptor fue encontrado mayoritariamente distribuido en la

zona media y escasamente en las fracciones livianas.
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Figura 2.1.7.2: Efecto del 17-3-estradiol y tamoxifeno sobre la distribucién del CD-MPR en células
MCF-7. Cada grafica representa el porcentaje de CD-MPR presente en las fracciones pesadas (1-2), medias
(3-4) y livianas (5-6) obtenidas del gradiente de sacarosa, en las tres condiciones experimentales. A)
Porcentaje del receptor presente en zona pesada, para cada condiciéon. B) Porcentaje del receptor presente
en zona media, para cada condiciéon. C) Porcentaje del receptor presente en la zona liviana, para cada

condicion.

2.2 Efecto del 17-3- estradiol sobre la expresion de sortilina y del CI-

MPR en células MCF-7.

Extendimos nuestro estudio al efecto del estradiol sobre los otros dos receptores
posiblemente involucrados en el transporte de la enzima, Sort y CI-MPR. Por
“inmunoblot” podemos observar una disminuciéon en la expresién de sortilina en

presencia de estradiol, pero este efecto no fue bloqueado por el tamoxifeno (figura 2.2.1).
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Figura 2.2.1: Efecto del 17-f estradiol sobre la expresion de sortilina en células MCF-7. Las células
fueron cultivadas durante 48 h en presencia de 20 nM de estradiol (EST) o en presencia de EST y 2 uM de
tamoxifeno (EST + Tx). A) “Inmunoblot” representativo para la deteccién de Sort. B) Las barras representan

los promedios de las densidades dpticas relativas (D.0.R) de tres experimentos independientes + SE. (**)
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Significativamente diferente respecto de C 48h (p<0.01). La expresién de tubulina fue utilizada como

control de carga.

Un efecto similar ocurrié con el CI-MPR, donde el estradiol disminuyé la expresién
del receptor maduro (300 kDa), y no fue bloqueado por el tamoxifeno (figura 2.2.2). Sin
embargo, el estradiol aparentemente no generd cambios sobre el fragmento de 100 kDa,
dado que su expresion se mantuvo en niveles relativamente similares entre las

condiciones experimentales ensayadas.
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Figura 2.2.2: Efecto del 17-f estradiol sobre la expresion del CI-MPR en células MCF-7. Las células
fueron cultivadas durante 48 h en presencia de 20 nM de estradiol (EST) o en presencia de EST y 2 uM de
tamoxifeno (EST + Tx). A) “Inmunoblot” representativo para la deteccién del CI-MPR. B) Cuantificacién de
la banda de 300 kDa (correspondiente al receptor maduro) y de la banda de 100 kDa (correspondiente a un
fragmento del receptor). Las barras representan los promedios de las densidades épticas relativas (D.0.R)
de dos experimentos independientes + SE. Como control de carga se utiliz6 la tincién de las membranas de

nitrocelulosa con rojo Ponceau.
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Conclusiones Parciales

Mediante “inmunoblot” determinamos que la expresion del CD-MPR es inducida
por estradiol, del mismo modo que la enzima catepsina D, en las dos lineas celulares
estrogeno-dependientes (MCF-7 y T-47D), y este efecto fue bloqueado por la presencia
del compuesto antiestrogénico tamoxifeno. Es importante destacar que es la primera vez
que se sugiere una regulacion hormonal para este receptor. A su vez, confirmamos que la
regulacién hormonal es mediada por los receptores estrogénicos a, ya que en células
MCF-10A (no expresan REa) los niveles intracelulares de CatD y de CD-MPR no sufrieron
cambios por el tratamiento con estradiol.

Por otro lado, determinamos que el tamoxifeno afecta por si mismo el
procesamiento y maduracion de proCatD en células MCF-7, de forma independiente de los
REa ya que en células MCF-10A se observé el mismo fenémeno. Esto estaria en linea con
lo propuesto por Altan y col. [220][221], quienes le atribuyen al tamoxifeno un efecto
inhibitorio de la acidificacién no mediado por los RE. Resulta interesante notar que este
efecto del Tx no ocurre cuando el Tx se utiliza en presencia de estradiol.

En concordancia con la hipotesis de que el CD-MPR podria ser uno de los
receptores involucrados en la secreciéon de catepsina D por células tumorales, observamos
que ambas proteinas colocalizan en regiones muy préximas a la membrana plasmatica.
Ademas determinamos que en presencia de estradiol, el CD-MPR se redistribuye hacia
fracciones celulares livianas, cuyas densidades se corresponden con la distribucién de
marcadores de la membrana plasmatica, segin datos de la bibliografia [219]. Todos estos
datos sugieren la participacion del CD-MPR en la secrecién de la enzima CatD por las
células MCF-7.

También demostramos que el tratamiento con 17-f-estradiol disminuyé los
niveles intracelulares de sortilina y del CI-MPR en células MCF-7, efecto opuesto al
descripto para el CD-MPR. Esto podria sugerir una interregulacién en la expresion de
estos receptores. Sin embargo, la incubacion con tamoxifeno mas estradiol no bloque¢ el
efecto de la hormona, observandose la misma disminucién en los niveles intracelulares de

Sorty CI-MPR generada por el tratamiento con estradiol.
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PARTE 3

El Efecto de Aminas Acidotropicas sobre la Expresion y
Distribucion de Proteinas en las Lineas Celulares Mamarias
Tumorigénicas MCF-7 y T-47D.
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Tratando de explicar el mecanismo de secrecion de catepsina D por células
tumorales, algunos autores plantearon un defecto de acidificacion de las células MCF-7
como el responsable de tal secrecion. Por ello, decidimos estudiar el efecto de aminas
acidotropicas sobre las dos lineas celulares que expresan los receptores estrogénicos a,
pero difieren en su capacidad acidificante [185][222].

Las aminas acidotrépicas, como el cloruro de amonio y cloroquina, son moléculas
que incrementan el pH de los compartimientos acidicos intracelulares, tales como los
lisosomas y endosomas tardios, modificando la ruta normal de transporte de hidrolasas
acidas a estos compartimientos. Normalmente, las proteinas solubles lisosomales son
conducidas desde el TGN hacia compartimientos acidicos (probablemente endosomas
tardios) en forma de complejos con los receptores (MPRs, sortilina). Al llegar a dichas
organelas, los ligandos se disocian de sus receptores, permitiendo el reciclaje de estos
ultimos al TGN para su re-utilizacion (ver figura 3 del capitulo I). Al neutralizar el pH de
dichos compartimientos acidicos, las aminas acidotropicas impiden la disociacion
ligando-receptor y en consecuencia el reciclaje de los receptores al TGN. Esto disminuye
la disponibilidad de los receptores en el TGN, por lo que varias enzimas recién
sintetizadas son liberadas al medio extracelular [223]. Por este motivo, el uso de aminas
acidotrépicas ha sido implementado como una herramienta util para diferenciar

transportes mediados por receptores de aquellos inespecificos.

3.1 El efecto de las aminas acidotrdpicas sobre las células MCF-7 y T-

47D.

3.1.1 Acciéon de las aminas acidotrépicas sobre la expresion y distribucion de
catepsina D en células MCF-7.

Observamos que en presencia de cloruro de amonio (10 mM) se incremento6 la
forma inmadura de CatD (52 kDa), de una manera dependiente del tiempo de incubacidn,

a expensas de una disminucion de la forma madura de 33 kDa (figura 3.1.1.1 Ay B). Esto
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se vio reflejado en un cambio en la distribucién intracelular de catepsina D, tal como
puede observarse en la figura 3.1.1.2, donde CatD present6 una distribucién perinuclear
por efecto de la amina con respecto a la distribucion dispersa que presentaba en
condiciones controles. A su vez, hay que considerar que la neutralizacién endosomal
conduce a un “hinchamiento” de estos compartimientos, justificando también la
granulacion tan evidente que se observa por IF], y que puede apreciarse a mayor aumento
en los insets. Por otro lado, la relaciéon CatD madura/CatD inmadura disminuy6 en forma
progresiva con los tiempos de incubacion con la amina acidotrépica, siendo
estadisticamente significativa a partir de las 12 h de tratamiento (figura 3.1.1.1 C).

Sin embargo, a las 24 h de exposiciéon a la amina acidotrépica, se observé una
disminucién en el contenido total de CatD intracelular con respecto a lo observado a las
18 h (figura 3.1.1.1 D). El decrecimiento del contenido total de CatD fue a expensas tanto

de su forma madura como de su forma inmadura (figura 3.1.1.1 Ay B).
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Figura 3.1.1.1: Efecto del cloruro de amonio (NH4Cl) sobre la expresiéon y el procesamiento de la
enzima catepsina D en células MCF-7.

Las células MCF-7 fueron cultivadas en condiciones controles y en presencia de cloruro de amonio 10 mM
durante 6, 12, 18 y 24 h. Posteriormente fueron procesadas y los homogenatos analizados por
“inmunoblot”. A) “Inmunoblot” representativo mostrando las formas inmadura (52 kDa) y madura (33 kDa)
de catepsina D. El homogenato de tejido de epididimo de rata fue utilizado para mostrar la forma de IntCatD
(» 44 kDa) y la proCatD (= 52kDa). La expresion de tubulina fue utilizada como control de carga. B)
Cuantificaciones de la forma madura e inmadura de catepsina D, expresadas en términos de densidad 6ptica
relativa (D.0.R). C) Relacién CatD madura / Inmadura, calculada a partir de la D.O.R de CatD madura e
inmadura. D) Contenido total de CatD intracelular, calculado a partir de la sumatoria de las D.O.R de CatD
madura con CatD inmadura. Las barras de todas las graficas representan los promedios de las D.O.R de tres
experimentos independientes + SE. (*)(**)(***) Significativamente diferente respecto del control: p<0.05,
p< 0.01y p< 0.001, respectivamente. Para la grafica D, el (*) indica una diferencia significativa entre las 18 y

las 24 h de incubacioén con la amina.

Catepsina D

Control 18h NH,CI 18h

Figura 3.1.1.2: Efecto del cloruro de amonio (NH4Cl) sobre la distribucién de catepsina D en células
MCF-7. Las células MCF-7 fueron incubadas por 18 h con NH4Cl y posteriormente fijadas y procesadas para

inmunofluorescencia indirecta.

Como se observa en la figura 3.1.1.3, un efecto similar al producido por el cloruro
de amonio sobre catepsina D fue observado con cloroquina, otra amina acidotrépica

conocida.
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Figura 3.1.1.3: Efecto de cloroquina sobre la expresion y el procesamiento de la enzima catepsina D
en células MCF-7.

Las células MCF-7 fueron cultivadas en condiciones controles y en presencia de cloroquina 50 pM durante
6, 12, 18 y 24 h. Posteriormente fueron procesadas y los homogenatos analizados por “inmunoblot”. A)
“Inmunoblot” de catepsina D mostrando las formas inmadura (52 kDa) y madura (33 kDa) de CatD. La
expresion de tubulina fue utilizada como control de carga. B) Cuantificaciones de las formas inmadura y
madura de CatD, expresadas en términos de densidad o6ptica relativa (D.0.R). C) Relacién CatD
madura/CatD Inmadura, calculada a partir de las D.O.R. de la CatD madura e inmadura. D) Contenido total
de CatD intracelular, calculado a partir de la sumatoria de la D.O.R. de la CatD madura con la inmadura. E)
Analisis estadistico de los niveles intracelulares de proCatD entre las condiciones control y tratadas con

cloroquina.

110 |



Estudio de Proteinas Implicadas en el Transporte de Catepsina D en Células Tumorales Mamarias y su Regulacién Hormonal.

3.1.2 Accion de las aminas acidotropicas sobre la expresion de catepsina D en las
células T-47D.

Dado que en las células T-47D la acidificacién es normal, quisimos comparar el
efecto de las bases débiles entre esta linea celular y las MCF-7.

Se observé que la CatD de las células T-47D incubadas con cloruro de amonio,
mostré un comportamiento similar al descripto en células MCF-7; un aumento de la forma
inmadura de la enzima en presencia de la amina y una disminucién del contenido total de
catepsina D a las 24 h. Sin embargo, la caida de la relaciéon CatD madura/CatD inmadura
aparenta ser mas drastica en esta linea celular (figura 3.1.2). Esto estaria relacionado con

la diferente acidificacién de estas dos lineas celulares.
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Figura 3.1.2: Efecto del cloruro de amonio (NH4Cl) sobre la expresion y el procesamiento de la

enzima catepsina D en células T-47D.
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Las células T-47D fueron cultivadas en condiciones controles y en presencia de cloruro de amonio 10 mM
durante 6, 12, 18 y 24 h. Posteriormente fueron procesadas y los homogenatos analizados por
“inmunoblot”. A) “Inmunoblot” de catepsina D mostrando las formas inmadura (52 kDa) y madura (33 kDa)
de CatD. La expresion de tubulina fue utilizada como control de carga. B) Cuantificaciones de la forma
madura e inmadura de CatD, expresadas en términos de D.0O.R (densidad optica relativa). C) Relacién CatD
madura/CatD inmadura, calculada a partir de las D.O.R. de la CatD madura e inmadura. D) Contenido
intracelular total de CatD, calculado a partir de la sumatoria de las D.0O.R. de la CatD madura con la
inmadura. E) Analisis estadistico de los niveles intracelulares de proCatD entre las condiciones control y

tratadas con NH4Cl. Las barras representan los promedios de las D.O.R de dos experimentos independientes.

3.1.3 Accion de las aminas acidotropicas sobre la expresion y distribucion del CD-
MPR en las células MCF-7.

Como se observa en la figura 3.1.3 Ay B, la expresion del CD-MPR en células MCF-7
aumento bajo el efecto de las aminas acidotrépicas desde las 6 h de incubacion. A su vez,
este efecto se corroboro6 por IFI, al observarse una mayor intensidad de fluorescencia ante
la exposicion de las células al cloruro de amonio, acompafada de una granulacién
citoplasmatica caracteristica del hinchamiento endosomal que ocurre por efecto de las

bases débiles.
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Figura 3.1.3: Efecto del cloruro de amonio (NH4Cl) sobre la expresion y distribucion del CD-MPR en

las células MCF-7.
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Las células MCF-7 fueron cultivadas en condiciones controles y en presencia de cloruro de amonio 10 mM
durante 6, 12, 18 y 24 h. Posteriormente fueron procesadas y los homogenatos analizados por
“inmunoblot”. A) CD-MPR. B) Cuantificacidn de las bandas mediante densitometria dptica. La expresion de
tubulina fue utilizada como control de carga. Las barras representan los promedios de las densidades
opticas relativas (D.0.R) de tres experimentos independientes * SE. (*) Significativamente diferente
respecto del control (p<0.05). C) Distribucién del CD-MPR en células MCF-7 mediante IFI, alas 12 y 18 h de

tratamiento con cloruro de amonio.

3.1.4 Efecto de las aminas acidotrdpicas sobre la expresion del CD-MPR en las
células T-47D.

En las células T-47D tratadas con cloruro de amonio también se observé un
aumento en los niveles intracelulares del CD-MPR, en todos los tiempos de incubacién

(figura 3.1.4).
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Figura 3.1.4: Efecto del cloruro de amonio (NH4Cl) sobre la expresion del CD-MPR en las células T-
47D.

Las células T-47D fueron cultivadas en condiciones controles y en presencia de cloruro de amonio 10 mM
durante 6, 12, 18 y 24 h. Posteriormente fueron procesadas y los homogenatos analizados por
“inmunoblot”. A) CD-MPR. B) Cuantificacion de las bandas mediante densitometria 6ptica. Como control de
carga se utiliz6 la tincién de las membranas de nitrocelulosa con rojo ponceau. Las barras representan los
promedios de las densidades opticas relativas (D.0.R) de dos experimentos independientes + SE C) Analisis

estadistico de los niveles intracelulares de CD-MPR entre las condiciones control y tratadas con NH4CL

3.1.5 Efecto de las aminas acidotrdpicas sobre la expresion del CI-MPR en las células
MCF-7.

Evaluamos el efecto del NH4Cl sobre el otro receptor a manosa-6 fosfato objeto de
nuestro estudio, el CI-MPR. En la figura 3.1.5 se puede observar que la amina acidotrépica
produce un aumento de los niveles de expresion intracelulares del receptor maduro (300
kDa) a las 12, 18 y 24h de incubacidn (figura 3.1.5 A y B). Este aumento representa entre
un 160 y un 210% aproximadamente del nivel de expresion del receptor en ausencia de
NH4Cl (tabla 3.1.5). Sin embargo, al analizar el efecto de la base débil sobre el fragmento
de 100 kDa, notamos que las diferencias con respecto al control no son tan evidentes
(figura 3.1.5 B y tabla 3.1.5).
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Figura 3.1.5: Efecto del cloruro de amonio (NH4Cl) sobre la expresion del CI-MPR en las células MCF-
7. Las células MCF-7 fueron cultivadas en condiciones control y en presencia de cloruro de amonio 10 mM
durante 12, 18 y 24 h. Posteriormente fueron procesadas y los homogenatos analizados por “inmunoblot”.
A) CI-MPR. B) Cuantificacién por densitometria o6ptica de las bandas de 300 kDa y 100 kDa,
correspondientes al receptor maduro y a su fragmento, respectivamente. Como control de carga se utilizé la
tincion de la membrana de nitrocelulosa con rojo Ponceau. C) Andlisis estadistico de los niveles

intracelulares del CI-MPR (de 300 y 100 kDa) entre las condiciones control y tratadas con NH4Cl.

Porcentaje de expresion del CI-MPR en

relacion a su nivel basal

NH.Cl 12h NH4Cl 18h NH.Cl 24h
CI-MPR 300 kDa 166% 185% 213%
CI-MPR 100 kDa 112% 107% 97%

Tabla 3.1.5: Porcentaje de expresion del CI-MPR maduro y su fragmento en células MCF-7 tratadas
con NH.C], en relacion a la expresion basal del receptor. A partir de las D.0.R del receptor, se calculd el
porcentaje de expresion del CI-MPR a los distintos tiempos de incubacién con la amina acidotrépica,

considerando como 100% la expresién basal del mismo.
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3.1.6 Efecto de las aminas acidotropicas sobre la expresion del CI-MPR en las células
T-47D.

En el caso de la otra linea celular utilizada en este estudio, las células T-47D,
pudimos corroborar que la base débil produjo el mismo efecto sobre el CI-MPR que fue
observado en las células MCF-7, es decir un aumento en los niveles intracelulares del
receptor maduro a las 12, 18 y 24 h de incubacion (figura 3.1.6). A su vez, también se
evidencia que el impacto de la amina acidotrdépica sobre los niveles de expresion del
receptor maduro (300 kDa) es superior con respecto al efecto sobre el fragmento de 100

kDa (figura 3.1.6 y tabla 3.1.6).

A) CI-MPR B) q)
NH,CI CI-MPR 300 kDa CI-MPR 300 kDa
Control '12h 18h 24h ! 25 - . ok
5 J
1.5
1,5 - o
B - 0, - S -
= i
a 0.5
Células 05 1
0:
T-47D 0 C  NH
C | 12h 18h  24h
NH,CI
100 kDa
CI-MPR 100 kDa CI-MPR 300 kDa
1,4
Ponceau 1,2 12
1 1
o 0,8 . 08
q -4
g 0’6 q 0,6
0,4 a
0.4
0,2
0.2
0
C|1h 18h  2eh "¢ NHa
NH,CI

Figura 3.1.6: Efecto del cloruro de amonio (NH4Cl) sobre la expresion del CI-MPR en las células T-
47D. Las células T-47D fueron cultivadas en condiciones control y en presencia de cloruro de amonio 10
mM durante 12, 18 y 24 h. Posteriormente fueron procesadas y los homogenatos analizados por
“inmunoblot”. A) CI-MPR. B) Cuantificacién por densitometria éptica de las bandas de 300 kDa y 100 kDa,
correspondientes al receptor maduro y a su fragmento, respectivamente. Como control de carga se utilizé la
tincion de la membrana de nitrocelulosa con rojo Ponceau. C) Andlisis estadistico de los niveles

intracelulares del CI-MPR (de 300 y 100 kDa) entre las condiciones control y tratadas con NH4Cl.
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Porcentaje de expresion del CI-MPR en

relacion a su nivel basal

NH.Cl 12h NH.Cl 18h NH.Cl 24h
CI-MPR 300 kDa 159% 180% 222%
CI-MPR 100 kDa 115% 122% 105%

Tabla 3.1.6: Porcentaje de expresion del CI-MPR maduro y su fragmento en células T-47D tratadas

con NH.CI, en relacion a la expresion basal del receptor. A partir de las D.O.R del receptor, se calcul6 el

porcentaje de expresion del CI-MPR a los distintos tiempos de incubacién con la amina acidotrépica,

considerando como 100% la expresién basal del mismo.

3.1.7 Accion de las aminas acidotrépicas sobre la expresion y distribucion de sortilina en

las células MCF-7.

En el caso del otro receptor, sortilina, la incubacién con aminas acidotrépicas

(cloruro de amonio o cloroquina) produjo una significativa disminucién en su expresion

desde las 6 h de tratamiento en las células MCF-7 (figura 3.1.7.1 Ay B, y 3.1.7.2). También

puede observarse un cambio en la distribucion del receptor por el efecto de las bases

débiles, desde una marca perinuclear dispersa a una distribucidn mas granular,

consistente con lo observado para la CatD y el CD-MPR (figura 3.1.7 C).
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Figura 3.1.7.1: Efecto del cloruro de amonio (NH4Cl) sobre la expresion y distribucion de sortilina
en las células MCF-7.

Las células MCF-7 fueron cultivadas en condiciones controles y en presencia de cloruro de amonio 10 mM
durante 6, 12, 18 y 24 h. Posteriormente fueron procesadas y los homogenatos analizados por
“inmunoblot”. A) Sortilina B) Cuantificacién de las bandas mediante densitometria dptica. La expresion de
tubulina fue utilizada como control de carga. Las barras representan los promedios de las densidades
opticas relativas (D.O.R) de tres experimentos independientes + SE. C) Distribucién de sortilina en células

MCF-7 mediante IFI, a las 18 h de tratamiento con cloruro de amonio.
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Figura 3.1.7.2: Efecto de cloroquina sobre la expresion de sortilina en las células MCF-7.

Las células MCF-7 fueron cultivadas en condiciones control y en presencia de cloroquina 50 uM durante 6,
12, 18 y 24 h. Posteriormente fueron procesadas y los homogenatos analizados por “inmunoblot”. A)
Sortilina. B) Cuantificacion por densitometria dptica. La expresion de tubulina fue utilizada como control de
carga. C) Andlisis estadistico de los niveles intracelulares de sortilina entre las condiciones control y

tratadas con cloroquina.

3.1.8 Acciéon de las aminas acidotrdopicas sobre la expresion de sortilina en las
células T-47D.

La disminucién de sortilina también se produjo en células T-47D incubadas con

cloruro de amonio (figura 3.1.8).
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Figura 3.1.8: Efecto del cloruro de amonio (NH4Cl) sobre la expresion de sortilina en las células T-
47D.

Las células T-47D fueron cultivadas en condiciones controles y en presencia de cloruro de amonio 10 mM

durante 6, 12, 18 y 24 h. Posteriormente fueron procesadas y los homogenatos analizados por “inmunoblot”
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A) Sortilina. B) Cuantificacién por densitometria éptica. La expresion de tubulina fue utilizada como control
de carga. C) Analisis estadistico de los niveles intracelulares de sortilina entre las condiciones control y

tratadas con cloruro de amonio.

3.2. (Existe una interregulacion entre los receptores CD-MPR,
sortilina y CI-MPR?

En el desarrollo de este trabajo, ciertos resultados nos permitieron hipotetizar que
los tres receptores estudiados, el CD-MPR, el CI-MPR y Sort, podrian estar interregulando
su expresion.

En las figuras 1.1.2, 1.1.3 y 1.1.5, descriptas en la ler parte del capitulo de
resultados, se observé una mayor expresién del CD-MPR y sortilina en las células
tumorigénicas con respecto a la no tumorigénica, y, a su vez, distintos niveles de
expresion del CD-MPR, sortilina y del CI-MPR entre las cuatro lineas celulares. A su vez, en
el capitulo destinado a la regulacién hormonal de las proteinas en estudio, determinamos
que mientras el estradiol generaba a un aumento en los niveles intracelulares del CD-
MPR, la expresion del CI-MPR y la de Sort disminuian en presencia de esta misma
hormona (figuras 2.1.2, 2.2.1 y 2.2.2). Por otro lado, en el estudio con aminas
acidotropicas, la incubacién con las bases débiles condujo a un aumento en los niveles
intracelulares del CD-MPR y del CI-MPR (figuras 3.1.3 y 3.1.7), mientras que disminuy6
los niveles de sortilina (figura 3.1.5.1).

En este contexto, y como una primera aproximacion para tratar de establecer si los
tres receptores podrian actuar como receptores alternativos e interregular su expresion,
estudiamos el efecto de la sobreexpresion de sortilina sobre la expresion y distribucion de
del CD-MPR, por inmunofluorescencia indirecta. A su vez, evaluamos los niveles
intracelulares de CatD, la proteina que estaria siendo transportada alternativamente por

estos receptores.
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3.2.1 La sobreexpresion de sortilina modifica la expresion de catepsina D y del CD-
MPR en células MCF-7 y MCF-10A.

Como se observa en la figura 3.2.1.1, las células MCF-10A que sobreexpresan
sortilina “wild type” (WT) muestran una mayor expresion de catepsina D, comparadas
con las células no transfectadas. Ademas, se observa que hay colocalizacion entre ambas

proteinas y que ésta aparentemente es mas importante en las células transfectadas.
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Figura 3.2.1.1: Efecto de la sobreexpresion de Sort sobre la expresion y distribucion de CatD en la
linea celular MCF-10A. Deteccion de Sort (verde) y CatD (rojo). La flecha blanca sefiala una célula

transfectada sobreexpresando Sort WT.

En las células MCF-7, observamos un efecto similar a las MCF-104A, con una
colocalizacién parcial entre CatD y sortilina muy evidente en una zona perinuclear y en

algunos puntos dispersos en el citoplasma (figura 3.2.1.2).
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Figura 3.2.1.2: Efecto de la sobreexpresion de Sort sobre la expresion y distribucién de CatD en la
linea celular MCF-7. A) Deteccion de Sort (verde) y Cat D (rojo). Las flechas blancas sefialan dos células

transfectadas sobreexpresando Sort WT.

Por otro lado, se puede notar que aquellas células que sobreexpresan sortilina
presentan una disminuciéon en la expresion del CD-MPR, en comparacién con las células

no transfectadas (figura 3.2.1.3).
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Figura 3.2.1.3: Efecto de la sobreexpresion de Sort sobre la expresiéon y distribucion del CD-MPR en
la linea celular MCF-7. A) Detecciéon de Sort (rojo) y CD-MPR (verde). Las flechas blancas sefialan una

célula transfectada sobreexpresando Sort WT.

Conclusiones Parciales

Las aminas acidotrépicas produjeron cambios que sugieren que el transporte de CatD
es mediado por receptores en células MCF-7 y T-47D. Entre ellos cabe citarse:

- El aumento progresivo de la forma inmadura de CatD y consecuente disminucion de la
forma madura. Sin embargo, no podemos descartar que también sea consecuencia de la
inactivacién de enzimas que intervienen en el procesamiento de CatD, debido al
aumento del pH.

- Disminucion del contenido intracelular total de CatD a las 24h de incubacién con las
aminas acidotrdpicas, sugiriendo una secrecion de la proenzima.

A su vez, los niveles de expresion de los receptores posiblemente involucrados en el

transporte de la enzima también se vieron modificados por cloruro de amonio o
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cloroquina. En el caso del CD-MPR y del CI-MPR, se observé un aumento en su expresion,
mientras que los niveles de expresion de Sort mostraron un efecto opuesto.

A partir de todos estos datos inferimos que estos cambios en la expresion y
distribucidon de proteinas receptoras tienen consecuencias sobre la secrecién de CatD.
Datos directos sobre el fendémeno de secreciéon no se pudieron obtener debido a la
imposibilidad de detectar la enzima por “inmunoblot” en los medios, y no se logr6 medir
su actividad enzimatica por fallas en el kit de medicion utilizado para tal fin.

Teniendo presentes los datos de la parte 1 de los resultados, en los cuales las
células con niveles de expresién basal muy altos de CatD (MCF-7 y T-47D) presentan
niveles basales elevados de sortilina (figura 1.1.3), y considerando que la sobreexpresion
de Sort WT en las células MCF-7 y MCF-10A condujo a un aumento en los niveles
intracelulares de CatD en ambas lineas celulares, se sugiere la participaciéon de sortilina
en el transporte de la enzima, tanto en células tumorigénicas como en no tumorigénicas. A
su vez, el efecto opuesto sobre los niveles de expresion del CD-MPR y de Sort frente a los
tratamientos con cloruro de amonio y frente a las transfecciones, sugieren un fenémeno

de interregulacidn entre ambos receptores.
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1. Estudios Comparativos entre las Cuatro Lineas Celulares

Si bien se ha reportado que las células MDA-MB-231 secretan niveles elevados de
CatD como lo hacen las células estrégeno-dependientes [176], observamos que la
expresion intracelular de la enzima en estas células triple negativas es significativamente
menor con respecto a la expresiéon observada en las células MCF-7 y T-47D en condiciones
basales (sin estimulacién hormonal). Por lo tanto podria pensarse que los mecanismos
moleculares que subyacen al transporte y/o secrecion de la enzima son diferentes en las
tres lineas celulares y/o que la expresion aumentada de catepsina D en las células
hormono-dependientes es una capacidad (“hallmark”) que adquirieron estas células en el

curso del desarrollo del tumor de origen.

Los elevados niveles de expresion de la forma madura de catepsina D (33 kDa) en
las células MCF-7 y T-47D sugieren que la proenzima es conducida a lisosomas a donde
finalmente es procesada. En las células MCF-7 este transporte podria ser mediado, al
menos en parte, por el CD-MPR, ya que se demostré una alta colocalizacion entre la
enzima y este receptor. Sin embargo, en las células T-47D, la contribucién del CD-MPR al
transporte de la enzima pareciera ser menor, ya que los niveles de expresion de este
receptor son significativamente menores con respecto a las MCF-7. Sin embargo, las
células T-47D presentan una expresion alta de sortilina y del CI-MPR, lo que permitiria
especular que posiblemente estos receptores sean los que estén mayormente implicados

en el transporte de CatD en esta linea celular.

Por otra parte, resulta llamativa la alta expresiéon del CD-MPR en las células MCF-7
en comparacion al resto de las lineas celulares. Si bien los analisis de la region promotora
del gen del CD-MPR humano revelan que este receptor se expresa constitutivamente en la
mayoria de los tejidos humanos [224], también hay estudios cuantitativos que
demuestran que sus niveles de expresiéon varian segin el tipo celular y el tejido
[225][226][227][228]. Por otro lado, la sobreexpresion del CD-MPR en las células
tumorales MCF-7 podria estar confiriéndoles alguna ventaja sobre las células normales.

Sustentando esta funcion pro-tumoral del CD-MPR, Kanamori S. y col. [229] reportaron
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que la sobreexpresion del CD-MPR en células PC12 (derivadas de feocromocitoma)

previene la muerte celular inducida por la privacion de suero.

En el estudio comparativo de las cuatro lineas celulares que hemos realizado,
también observamos que sortilina es sobreexpresada en células mamarias tumorigénicas
con respecto a la no tumorigénica. Esto concuerda con lo demostrado recientemente por
Roselli S y col. [81], quienes observaron una sobreexpresion de este receptor en
carcinomas mamarios ductales y lobulillares invasivos, sugiriendo una relacién con el
potencial metastasico de los mismos. Ademas, en células provenientes de carcinoma de
ovario humano, se reportaron niveles aumentados de sortilina en las células
tumorigénicas en comparacién con las no tumorigénicas, vinculando a la proteina con el
crecimiento y sobrevida de este tipo de tumores [230]. Sin embargo, los mecanismos
moleculares que subyacen a los efectos protumorales de sortilina aun no han sido
completamente dilucidados. En nuestro contexto podria especularse que la
sobreexpresién de Sort también tendria relacidn con el transporte y la secrecion de CatD
por un mecanismo diferente al del CD-MPR; mediada por exosomas. Los exosomas, son
pequefias vesiculas (* 30-100 nm) liberadas al microambiente extracelular por células
tumorales y no tumorales, incluyendo reticulocitos, enterocitos, células hematopoyéticas,
linfocitos y células dendriticas [231]. Su rol principal se ha asociado a la comunicacién
intercelular, tanto en procesos fisioldgicos como en patolégicos. Los exosomas secretados
por células tumorales también se conocen como oncosomas, debido a que pueden inducir
un fenotipo tumoral en las células estromales y porque estan involucrados en la invasion
tumoral, la angiogénesis, la quimioresistencia y la evasion de la respuesta inmune [232]. A
pesar de que la biogénesis de los exosomas aln es tema de debate, en general se acepta
que se originan en la via endocitica, a partir de invaginaciones de la membrana
endosomal, las cuales forman vesiculas intraluminales. Cuando los endosomas estan
llenos de este tipo de vesiculas, se conocen como cuerpos multivesiculares (CMVs). Los
CMVs son compartimientos endosomales intermediarios que pueden dirigir su contenido
a los lisosomas para su degradacidn, o fusionarse con la membrana plasmatica y liberar

exosomas (figura 1) [233].
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Figura 1: Formacién de cuerpos multivesiculares y liberacién de exosomas en el microambiente

extracelular. Modificado de [232].

Con respecto al CI-MPR, si bien los niveles de expresion del receptor maduro de
300 kDa no presentaron diferencias significativas entre las cuatro lineas celulares, puede
observarse una tendencia a una menor expresion en las células MCF-7. En estas células
resultd significativamente menor la expresion de la forma soluble del CI-MPR con
respecto a las otras tres lineas celulares. En referencia a esta forma soluble del CI-MPR
detectada en los medios de cultivo de las cuatro lineas celulares, confirmamos, mediante
espectrometria de masas, que se trata de un fragmento del receptor, que se corresponde
con el dominio luminal del CI-MPR maduro. Esto habia sido sugerido por Kiess y col. [214]
cuando detectaron un fragmento del CI-MPR en el suero de ratas con capacidad “binding”
para IGF-II, y por Leksa V. y col [217], quienes detectaron un fragmento de 220kDa
secretado por células endoteliales y estimaron que se trataba del dominio extracelular del
receptor CI-MPR en base a su PM. Si bien Confort C y col. [234] reportaron la secrecién del
sCI-MPR por células MCF-7, esta es la primera vez que se estudia comparativamente la
expresion y secrecion del sCI-MPR entre lineas celulares mamarias tumorigénicas y no
tumorigénicas. Como se puede observar en la figura IV.1.1.6, los niveles del sCI-MPR
varian entre las distintas lineas celulares. Esta forma soluble del receptor podria estar

regulando la disponibilidad de ciertos factores solubles extracelulares que podrian incidir
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en el desarrollo tumoral mamario (e.g. IGF-II, CatD). En este contexto, Scott y col. [215]
proponen que en hepatocitos y fibroblastos, el sCI-MPR se une al IGF-II bloqueando la
sintesis de DNA estimulada por dicho factor. También se ha reportado que en lineas
celulares mieloides y linfoides el sCI-MPR inhibe la proliferacion celular dependiente de
LIF (“leukemia inhibitory factor”)[216] y que la liberacion del sCI-MPR por células
endoteliales modula la angiogénesis tumoral, mediante el bloqueo de la activacién del
plasmindgeno pericelular [217].

Con respecto al mecanismo de secrecién del sCI-MPR por células tumorales,
especulamos que podria ser el resultado de un clivaje proteolitico del CI-MPR maduro a
nivel extracelular, ya que de ser intracelular deberiamos haber detectado dos fragmentos
del receptor en los homogenatos celulares. Por otro lado, sustentando la hipétesis del
clivaje extracelular del receptor, cabe citar los resultados obtenidos bajo los tratamientos
con aminas acidotrépicas. En células MCF-7 y T-47D tratadas con NH4Cl, aumentaron
sustancialmente los niveles intracelulares del CI-MPR de 300 kDa, muy probablemente
debido a una menor degradacién del receptor como consecuencia de la neutralizacién de
los compartimientos acidicos. Sin embargo, los niveles intracelulares del fragmento de
100 kDa no mostraron cambios importantes en presencia de NH4Cl. Por lo tanto,
proponemos que el clivaje del receptor ocurre a nivel extracelular, tal vez por la accion de
metaloproteinasas, provocando la liberacién de la porciéon luminal del receptor en forma
soluble al medio de cultivo, mientras que el fragmento transmembrana-citosolico podria
ser endocitado por la célula, en el transcurso de movimientos entre la membrana
plasmatica y compartimientos intracelulares. Apoyando esta hipétesis, Leksa y col. [217]
demostraron que la enzima TACE (“tumor necrosis factor a convertase”, también
conocida como ADAM-17) media la liberacion del sCI-MPR en células HUVEC (células

endoteliales de la vena de cord6n umbilical).

2. La Hormono-Dependencia de la Enzima v de los Receptores

En cuanto a la regulacion hormonal de los receptores involucrados en el transporte
intracelular de CatD, demostramos que la expresion del CD-MPR es inducida por 17-§-
estradiol en células MCF-7, con una tendencia similar en las células T-47D. Esta es la

primera vez que se establece una hormono-dependencia para este receptor, lo cual puede
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tener un impacto en otros modelos celulares fisiolégicos y patologicos que respondan a
una regulacion hormonal. Esto concuerda con antecedentes de nuestro laboratorio en los
que demostramos que la expresion y distribucién del CD-MPR en el epididimo de ratas es
influenciada por los niveles de testosterona plasmaticos en estos animales [96] [235]. A
su vez, confirmamos lo propuesto por Mathieu M y col. [186], quienes demostraron que el
otro MPR, el CI-MPR, también es regulado por estradiol, pero negativamente. En este caso
la hormona disminuye el contenido intracelular del receptor en células tumorigénicas
mamarias que expresan receptores estrogénicos a. Por otro lado, determinamos que los
niveles de expresion de sortilina también disminuyen en respuesta a estradiol en células
con RE (+). En este contexto, el Unico antecedente al respecto es el trabajo de Wessels |]M
y col. [236], donde se propone que las hormonas ovaricas inducen cambios en la
expresion de factores neurotréficos y sus receptores en el ttero de ratones. Por lo tanto,
toda esta evidencia nos lleva a pensar que la respuesta a estradiol observada en el CD-
MPR, CI-MPR y/o Sort también podria responder a un mecanismo compensatorio ante la
disminucidn de un receptor (o ante el aumento de otro), apoyando la idea de una inter-
regulacion entre ellos.

El 17-B-estradiol no s6lo modifico la expresion del CD-MPR, sino también su
distribucion en células MCF-7. Por IFI observamos que, frente al estimulo hormonal, el
receptor se re-distribuy6 hacia la periferia de la célula, en regiones muy préximas a la
membrana plasmatica. Ademas, mediante un gradiente de densidades, encontramos que
las fracciones celulares livianas estdn enriquecidas con el CD-MPR bajo el efecto del
estradiol. A su vez, la enzima CatD mostré un comportamiento similar al CD-MPR,
aumentando su expresion y re-distribuyéndose hacia la periferia celular en presencia de
estradiol. Esto sumado al hecho de que ambas proteinas colocalizan, sugiere que la
enzima puede ser transportada por el CD-MPR y que éste receptor podria estar
involucrado en su secrecion. Esto es sustentado por una observacién previa de nuestro
laboratorio en la cual demostramos que, en el epitelio epididimario, la redistribucién del
CD-MPR hacia la membrana plasmatica inducida por cambios hormonales se correlaciona
con una mayor secrecion de proCatD por ese drgano [96]. Ademas, Chao y col. [47]
demostraron que parte de la secrecion de enzimas lisosomales que ocurre en células L de

raton y en células BHK (derivadas de rifion de hamster) es mediada por el CD-MPR.
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El transporte de CatD mediado por el CD-MPR hacia regiones muy préximas a la
membrana plasmatica podria estar involucrando una via distinta a la endosomal, algo que
no resultaria extrafio si consideramos el antecedente de Distel B y col [237], quienes
reportaron que el dominio citoplasmatico del CD-MPR presenta un motivo que le confiere
la capacidad de mediar un transporte especifico hacia la membrana basolateral, ademas
del clasico motivo responsable de su transporte a endosomas. Por lo tanto se sugiere la
existencia de una maquinaria de selecciéon independiente de clatrina y proteinas AP (AP1
y AP2), la cual mediaria el transporte especifico de este receptor y sus ligandos a la
membrana basolateral de células MDCK (epiteliales de rifién). Ademas, Wick y col. [238]
reportaron que en células CaCo-2 (linea celular epitelial humana de adenocarcinoma de
colon) el CI-MPR participa en el transporte de CatD hacia la regién apical y basolateral de
esas células, y que el “sorting” basolateral mediado por este receptor depende del
reconocimiento de una secuencia localizada en su regién citoplasmatica que es distinta a

aquellos motivos involucrados en el trafico endosomal.

3. Estudios con Aminas Acidotroépicas (cloruro de amonio/cloroguina)

El aumento de la forma inmadura de CatD debido a las aminas acidotrdpicas se
puede justificar por un impedimento en la disociacion enzima-receptor en el
compartimiento acidico, como lo han sugerido otros autores [223]. Como consecuencia,
los receptores que la transportan no pueden reciclar al Golgi y la enzima no llega a
lisosomas para su procesamiento. A su vez hay que considerar que el pH
endosomal/lisosomal es neutralizado por las aminas acidotrépicas, lo cual también
desfavorece el procesamiento de la proteasa. Todo esto determina, a su vez, la
disminucién de la relacién CatD madura/CatD inmadura observada en todos los tiempos
de incubacién. En definitiva, tanto la enzima como el receptor, quedan acumulados en
grandes compartimientos endosomales, como se observé por IFl. Esto podria ser
confirmado por estudios de microscopia electrénica de transmision.

Por otro lado, la disminucién de las formas madura e inmadura de CatD que se

observo a las 24 h de exposicion a la amina acidotrépica, sugeriria una secrecion de la
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pro-enzima al medio extracelular, probablemente por defecto (al no “encontrar”
receptores en el Golgi) (figura 3).

En las células T-47D, el efecto que produjo la amina acidotrépica NH4Cl fue similar
al ocurrido en las células MCF-7; un aumento de la forma inmadura de un modo tiempo-
dependiente, una consecuente disminucién de la relacién CatD madura/CatD inmadura, y
una disminucidn del contenido total de CatD intracelular a las 24 h de incubacidén con la
base débil. Sin embargo hay que destacar que la disminuciéon de la relacién CatD
madura/CatD inmadura en células T-47D a las 6 h es mas importante con respecto a la
que se observé en las MCF-7. Esto podria tener relaciéon con el defecto de acidificaciéon
descripto para las MCF-7 [185]. La menor acidez podria determinar que el procesamiento
de CatD sea mas lento con respecto a las otras lineas celulares, y por lo tanto el efecto de
las bases débiles resultaria mas notorio, en las primeras horas de incubacién, en células
con acidificacién normal. A pesar de esta diferencia inicial, ambas lineas celulares
mostraron una disminucién del contenido total de CatD a las 24 h, sugiriendo una
secrecion de la proenzima, y que el transporte de la enzima es selectivo, en estas lineas
celulares.

Con respecto a los receptores, el aumento que observamos del CD-MPR y del CI-
MPR en presencia de cloruro de amonio podria atribuirse a una disminucién en la
degradacidon de ambos receptores. Normalmente, cada MPR cumple un nimero de ciclos
entre los endosomas y el Golgi, hasta que es conducido a los lisosomas para su
degradacion. Al bloquear el reciclaje del receptor con las bases débiles, el MPR no
alcanzaria a cumplir el nimero de ciclos estipulado, y por lo tanto disminuiria su
degradacion. Ademas, es posible que se inhiba el transito endosoma-lisosoma para la
degradacion de proteinas y/o que las enzimas implicadas en el proceso de degradacion
estén inactivas debido al aumento de pH (figura 3).

En cuanto a sortilina, su menor expresién en presencia de las aminas
acidotropicas, podria atribuirse a que el receptor esté siendo secretado, tanto por células
MCF-7 como por las T-47D. En este contexto, las bases débiles inducirian la secrecién de
exosomas, y, junto a ellos, de sortilina. Este efecto ha sido demostrado recientemente por
Wilson C y col. [83] en una linea celular de carcinoma de pulmén incubada con
monensina, en donde este ion6foro indujo una disminucién del contenido intracelular de
sortilina debido a un aumento en la secreciéon de exosomas.
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Como se ha mencionado en el capitulo de resultados, los niveles de expresion de los
tres receptores estudiados difieren entre las cuatro lineas celulares. Esto podria
responder a una mayor demanda de uno u otro receptor dependiendo de sus diferentes
funciones intracelulares o a un fendmeno de inter-regulacién entre ellos, o a ambos.
Sustentando la idea de que podrian interregular su expresién, observamos una
disminucidn en la expresion del CD-MPR en células que sobreexpresan sortilina. En apoyo
a la idea de esta interregulacién, se ha observado que un “knock-down” de sortilina
induce un incremento del CD-MPR en otros modelos celulares (Aguilera AC. Tesis de
grado, 2008). Los efectos generados por la sobreexpresion de sortilina también sugieren
que ésta es un receptor que transporta CatD en células mamarias tumorigénicas y no
tumorigénicas, ya que se observo un aumento en la expresién de CatD (posiblemente
atribuido a una retencién de la enzima que en condiciones basales deberia ser secretada o
bien a una disminucién del CD-MPR que es el que media la secrecién de CatD en

condiciones basales), por IFI en células MCF-10A y MCF-7.

En conclusidn, sugerimos que parte de la secrecion de proCatD podria responder a
un mecanismo constitutivo, y otra parte a un mecanismo regulado por hormonas,
implicando la participacion del CD-MPR en ambos. Esta secrecion selectiva puede ser
requerida para conducir las proteinas secretoras a una region especifica de la superficie
celular, que en células polarizadas podria corresponderse a la zona apical o basolateral.
Este tipo de distribucion bilateral ocurre fisiol6gicamente en la glandula mamaria lactante
[239], aunque el mecanismo de sefializacion y la participacion de MPRs no han sido
determinados. En células tumorigénicas mamarias el direccionamiento de la secrecion
podria permitir la secrecion de enzimas por ejemplo en el frente de avance de las células
durante su migracion, favoreciendo la proteolisis de la MEC. En osteoclastos, la secrecion
polarizada de enzimas lisosomales mediada por MPRs ha sido descripta [90], en donde el
CI-MPR conduciria las enzimas lisosomales de forma especifica hacia la membrana
plasmatica apical. Una caracteristica comuin entre los osteoclastos y las células
tumorigénicas, es que el microambiente que las rodea posee un pH acidificado, muy bajo
en el caso del compartimiento de resorciéon 6seo (pH=2) [90] y hasta 5.2 en el

microambiente tumoral [158]. En ambos casos, el pH acidico proveeria las condiciones
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Optimas para la disociacion enzima/MPR en la superficie celular, permitiendo el posterior
reciclaje del MPR al interior celular para su re-utilizacion.

El mecanismo de secrecidn selectivo propuesto, mediado por el CD-MPR, podria
sustentar lo observado por Capony F y col [189], quienes demostraron que el estradiol
estimulaba la secrecion de varias pro-enzimas lisosomales en células MCF-7 y sugirieron
que un mecanismo general seria el responsable de tal secreciéon y no una alteracion
especifica en la estructura de CatD. Varios anos mas tarde, Kokkoken y col [185]
propusieron que un defecto de acidificacién en las células MCF-7 podria ser la causa de tal
secrecidn, aunque los resultados de nuestro trabajo contradicen de algin modo esta
hipétesis. Demostramos que de existir dicha alteracion no seria lo suficientemente
importante como para impedir el procesamiento enzimatico ni la disociacién enzima-
receptor, ya que las células MCF-7 respondieron al efecto de las bases débiles.

Chao H. y col. [47] han propuesto que al menos parte de la secreciéon basal de
polipéptidos que contienen M6P involucra la unién al CD-MPR, en células BHK y células L
de raton. Este grupo demostr6 que aquellas células que sobreexpresaban el CD-MPR
tenfan una secrecién basal mayor de polipéptidos con M6P comparada a la de las células
con expresion normal del CD-MPR. A su vez, sugieren que la secrecién incrementada
resultaria de un desbalance entre el CD-MPR y el CI-MPR ya que el efecto estimulatorio de
la sobreexpresion del CD-MPR sobre la secrecion es revertido por la co-expresion del CI-
MPR. En nuestro modelo de trabajo, la secrecion incrementada de CatD por células MCF-7
también podria estar respondiendo a un desbalance entre ambos receptores, ya que la
expresion del CD-MPR es muy alta, mientras que la del CI-MPR es la mas baja de todas las

lineas celulares estudiadas.

Por lo tanto, nuestras observaciones sugieren que el CD-MPR podria participar no
solo del transporte especifico de CatD a compartimientos intracelulares, sino también del
transporte especifico de la proenzima para su secrecion. A partir de los resultados

presentados en esta tesis, proponemos el siguiente modelo:
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Figura 2: Modelo de transporte de catepsina D en células mamarias tumorigénicas MCF-7 que
justifica la secrecion de la enzima. Las células MCF-7 tienen una alta expresion de CatD y del CD-MPR en
condiciones basales. Del total de CatD sintetizada, (A) una parte seria transportada intracelularmente por el
CD-MPR, CI-MPR y sortilina, desde el Golgi hacia endosomas tardios, desde donde es conducida a lisosomas.
Esta via de transporte involucraria proteinas adaptadoras (AP) y clatrina. (B) Los receptores se disocian de
la enzima gracias al pH acidico de los endosomas tardios, pudiendo reciclar al TGN. (C) Pequefias
invaginaciones de la membrana de los endosomas tardios dan lugar a la formacién de los cuerpos
multivesiculares, desde donde se produciria la (D) secrecién de exosomas, conteniendo sortilina y CatD. (E)
Otra parte de la enzima sintetizada seria secretada por defecto, tal como ocurre en modelos celulares
fisiolégicos que secretan una minima cantidad de enzimas lisosomales mediante esta via. (F) Otro
porcentaje de la enzima sintetizada por estas células seria transportado por el CD-MPR hacia la membrana
plasmatica. En este caso, el reclutamiento de los complejos ligando-receptor desde el Golgi se realizaria por
un mecanismo distinto al que media el transporte de los complejos hacia los endosomas. Una vez en la

superficie celular, los complejos CatD/CD-MPR se disociarian gracias al pH acidico del microambiente
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tumoral y la enzima seria secretada. El estradiol (naranja) exacerbaria la secrecidon de CatD constitutiva por
defecto y mediada por el CD-MPR. A su vez, la hormona disminuiria la expresién del CI-MPR (G), lo que,

junto a la acidez del microambiente tumoral desfavorecerian la recaptura de la enzima mediada por este

receptor.
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Figura 3: Redireccionamiento de enzimas y receptores inducido por aminas acidotrdpicas. Las
aminas acidotrépicas aumentan el pH de los compartimientos acidicos intracelulares (A). Esto imposibilita
la disociacién ligando-receptor en los endosomas tardios por lo que se imposibilita el reciclaje de los
receptores (B), disminuyendo su disponibilidad en el TGN. Esto conduciria a una secrecién de CatD por
defecto (C). A su vez, se impediria el transito endosoma-lisosoma (D) y la actividad de las enzimas
lisosomales estarfa disminuida o ausente, disminuyendo la degradacion del CD-MPR. Las aminas

acidotrépicas inducirian la secrecién de exosomas y con ellos de sortilina (E).
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CAPITULO VI
PROYECCIONES
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Proyecciones Futuras

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis queremos profundizar el
conocimiento en aspectos relacionados al transporte intracelular y secrecion en el modelo
de lineas celulares utilizado y en modelos “in vivo”.

Con respecto al modelo celular con el que hemos venido trabajando pretendemos:
-Identificar los compartimientos (vesiculas) que estarian dirigiendo al CD-MPR y CatD
hacia la membrana plasmatica, para su secreciéon en células MCF-7.

-Estudiar si el CD-MPR puede estar implicado en la secrecién de otras catepsinas
(catepsina B, catepsina L) vinculadas al proceso tumorigénico.

-Estudiar si cambios en la expresiéon del CD-MPR en células MCF-7 influyen en la
expresion de CatD y de los otros dos receptores, CI-MPR y Sort, y A su vez, si esos
cambios impactan en algunas capacidades adquiridas por las células tumorales (e.g.
proliferacién y migracion).

-Evaluar si la sobreexpresion del CD-MPR inducida por estradiol responde a un
mecanismo mediado por la hormona o es desencadenado por el exceso de CatD. Se
estudiaria entonces el efecto de la sobreexpresion de CatD sobre los niveles de expresion
del CD-MPR, en las células MCF-7 y T-47D en comparacion con otras lineas celulares no
tumorigénicas.

-Determinar el mecanismo por el cual el sCI-MPR es liberado por las células tumorales. Si
se trata de un clivaje extracelular, la forma de estudiarlo seria mediante la utilizacién de
distintos inhibidores de proteasas (inhibidores de CatD y de metaloproteinasas).

- Estudiar si la sortilina participa en la secrecion de CatD mediante la liberacion en forma
de exosomas. Para esto se obtendrian los exosomas por medio de centrifugaciones

sucesivas controladas.

Como modelo “in vivo”, proyectamos utilizar muestras de tumores mamarios
humanos (carcinomas ductales y lobulillares in situ e invasivos, positivos para RE) y
evaluar en ellas la expresion del CD-MPR para determinar si se correlacionan con algin
factor prondstico ya establecido. También proyectamos trabajar en modelos animales con
tumores mamarios inducidos, y estudiar en ellos la expresion del CD-MPR, CatD, Sort y CI-

MPR.
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