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Resumen

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

El receptor de acetilcolina nicotinico (AChR) es un canal idnico activado
por ligandos, presente en el sistema nervioso central y en la union
neuromuscular. Su estabilidad en la membrana celular es de suma
importancia, ya que determina el nivel de respuesta colinérgica, que puede ser
alterada ante diversas situaciones fisiologicas y patolégicas. En esta Tesis
utilizamos como modelo experimental a las células CHO-K1/AS, una linea
celular que expresa de forma estable al AChR muscular adulto.

En el primer capitulo nos centramos en el estudio de la posible accion
de los diacilgliceroles (DAG) sobre la expresion/distribucion del AChR.
Realizamos los experimentos con el dioctanoilglicerol (DOG), y definimos dos
tiempos de tratamiento, a los que denominamos tiempos cortos (3-4 hs) y
largos (18 hs) de incubacion. A tiempos cortos, el DOG aumenta los niveles de
AChR presentes en la superficie celular, mientras que a tiempos largos los
disminuye con el concomitante aumento de los AChR intracelulares. A su vez,
el incremento de los DAG endogenos como consecuencia de la alteracion de
diversas vias metaboélicas, afecta de igual manera al AChR a tiempos cortos.

Como el tratamiento con un éster de forbol, molécula analoga al DAG
por su capacidad de interaccionar con los dominios C1 de diversas proteinas,
resulto en los mismos cambios sobre la distribucion del AChR, concluimos que
los efectos del DOG eran debidos a su papel como segundo mensajero lipidico.
Mediante el empleo de inhibidores enzimaticos y de anticuerpos especificos
para las proteinas quinasas C (PKC) clasicas, las PKC noveles y las PKD,
determinamos que los DAG a tiempos cortos de incubacion favorecerian la
inhibicion de las PKCc al favorecer su desfosforilacion, y esto disminuiria la
internalizacion del AChR. Por otra parte, el estimulo con DOG a tiempos largos
de las distintas PKC estudiadas, provocaria el efecto opuesto.

El segundo capitulo se centré en el estudio de la distribucion de los
clasteres de AChR, generados por la uniéon de anticuerpos, en dominios
lipidicos con diferentes valores de polarizacion generalizada (GP). Esta
medicion se realizo gracias a la tincion de las células con di-4-ANEPPDHQ,
una sonda fluorescente capaz de poner en evidencia los cambios en la
polaridad de la membrana, relacionados a un orden de membrana
determinado.

La deplecion del colesterol (Col) disminuye los valores promedio de la
GP de la membrana, aumentando en consecuencia la asociacion de los

clasteres de AChR a dominios de membrana mas desordenados. Por otra
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parte, la despolimerizacion del citoesqueleto de actina con Latrunculina A,
produce el efecto contrario al aumentar la asociaciéon de los acumulos de
AChR con dominios de membrana mas ordenados. Estos resultados indican
que la distribucion del AChR en la superficie celular depende del contenido de
Col y de la integridad del citoesqueleto de actina.

Por otra parte, el AChR se internaliza en pequenas vesiculas con valores
bajos de la GP y bajo contenido de Col, situacion que se mantiene frente a la
deplecion del Col producida por el tratamiento con metil-B-ciclodextrina,
demostrando entonces que la endocitosis del AChR requiere de la disociacion

previa del receptor con dominios ricos en Col presentes en la membrana.
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Abstract

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

The nicotinic acetylcholine receptor (AChR) is a ligand-gated ion
channel, present at the neuromuscular junction and central nervous
synapses. Its stability at the cell membrane is important in determining
cholinergic responses and can be altered under physiological and pathological
conditions. In this thesis, we used CHO-K1/AS cells, a cell line that expresses
the adult muscle AChR in a stable manner.

In the first chapter, we focus on the study of the possible effects of
diacylglycerols (DAGs) on expression/distribution of AChR. We performed
experiments with dioctanoylglycerol (DOG), and define two treatment times,
which we name short (3-4 h) and long (18 h) incubation times. DOG increases
AChR levels on the cell surface at short incubation times. At long treatment
times however, surface AChRs decrease with the concomitant increase of
intracellular AChRs. Besides, endogenous DAGs increase due to the alteration
of various metabolic pathways, equally affecting AChR at short times.

Since treatment with a phorbol ester, a DAG analogous because of its
ability to interact with the C1 domain of different proteins, resulted in similar
changes on AChR distribution, we conclude that DOG effects were due to its
role as a lipid second messenger. By using specific enzyme inhibitors and
antibodies to classical and novel protein kinases C (PKC) and PKD, we
determined that DAGs inhibit PKCc by promoting its dephosphorylation at
shorter incubation times, and thus the internalization of AChR decreases.
Moreover, DOG stimulation of different PKCs at long treatment times, causes
the opposite effect.

The second chapter is focused on the study of AChR clusters
distribution, generated by antibody binding, at lipid domains with different
generalized polarization (GP) values. This measurement was performed by
staining cells with di-4-ANEPPDHQ, a fluorescent probe that senses changes
in the polarity of the membrane, related to membrane order.

Cholesterol depletion diminishes the mean cell membrane di-4-
ANEPPDHQ GP and concomitantly the number of AChR clusters associated
with more disordered membrane domains increases. Depolymerization of the
filamentous actin cytoskeleton by Latrunculin A has the opposite effect, with
more AChR clusters associated with more ordered domains. In conclusion, the
distribution of AChR submicron-sized clusters at the cell membrane depends

on cholesterol content and cytoskeleton integrity.
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AChR internalizes via small vesicles having lower GP and lower
cholesterol content than cell surface. This also occurs upon cholesterol
depletion by methyl-B-cyclodextrin. Thus, AChR endocytosis is primed by

receptor dissociation from Chol-rich plasmalemma domains.
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2-D
A.N.
A23187

ACh
AChE
AChR
ADN
ARN
ARNi
ATP
BSA
BTX

C
C1/CRD
CaMK
CaMKII
Carb
CCD
CCT
CDx
CEPT
CFP

Ci
CID755673

Cito D

CK

Col

col.

CPT

DAG

DAG lipasa
Deml1
DGAT

DGK
DGK¢-EGFP
di-4-ANEPPDHQ

DMSO

Dos dimensiones, bi-dimensional

Apertura numeérica

Ionoforo de calcio:

Acido 5-(Metilamino)-2-[[2R,3R,6S,8S,9R,11R) -3,9,11-trimetil-8-
[(19)-1-metil-2-0x0-2-(1 H-pirrol-2-il)-etil]-1,7-dioxaspiro[5.5]undec-
2-iljmetil]-4-benzoxazolecarboxilico

Acetilcolina

Acetilcolinesterasa

Receptor/es de acetilcolina nicotinico/s

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

ARN de interferencia

Adenosina 5'-trifosfato

Albtmina sérica bovina

a-bungarotoxina/s

Condicién control

Dominio rico en cisteina

Proteina quinasa dependiente de Ca?* y calmodulina
Proteina quinasa II dependiente de Ca2?* y calmodulina
Carbamilcolina, carbamoilcolina

Dispositivo de cargas interconectadas

Fosfocolina citidiltransferasa

Metil-B-ciclodextrina

Colina/etanolamina fosfotransferasa

Proteina fluorescente ciano

Curie

Inhibidor de las PKD:
2,3,4,5-Tetrahidro-7-hidroxi- 1 H-benzofuro[2,3-c]azepin-1-ona
Citocalasina D

Colina quinasa

Colesterol

Colaboradores

Colina fosfotransferasa

Diacilglicerol/es

Diacilglicerol lipasa

Proteina fluorescente Daglas de endomembranas
Diacilglicerol aciltransferasa

Diacilglicerol quinasa

DGK( conjugada con EGFP

1-[2-Hidroxi-3-(N,N-di-metil-N-hidroxietil)amoniopropil]-4-[3-[2-(di-
n-butilamino)-6-naftil]vinil|piridinio dibromuro
Dimetilsulféxido
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DOG
DOPC
dpm
Dpm1
DPPC
EF

EF-

Ex

Em
EGFP
EGFR
fPEG-Col
FRET

g

GFP
GGOH
Go6 6976

GP
GUV
h

hs

Hz

I
IlQSNa
[1125]-BTX
ICso
Intra
Jas
Kp
KN-62

Lat A
Ld
LGIC
Lo

ml

mAb 210

Dioctanoilglicerol

Dioleilfosfatidilcolina

Desintegraciones por minuto

Proteina fluorescente Daglas de membrana plasmatica
Dipalmitoilfosfatidilcolina

Ester/es de forbol

Ester/es de forbol inactivo

Longitud de onda de excitacion

Longitud de onda de emisién

Proteina fluorescente verde mejorada

Receptor del factor de crecimiento epidérmico

Ester de fluoresceina de colesterol derivatizado con polietilenglicol
Transferencia de energia resonante de Forster

Gramo

Proteina fluorescente verde

Geranilgeraniol

Inhibidor de las PKCc:
12-(2-Cianoetil)-6,7,12,13-tetrahidro- 13-metil-5-oxo-5H-
indolo[2,3-a]pirrolo[3,4-c]carbazol

Polarizacion generalizada

Vesiculas unilaminares gigantes
Hora

Horas

Hertz

Intensidad de fluorescencia
Radionucleido ioduro!2s de sodio
[I1?5]a-bungarotoxina
Concentracién inhibitoria 50
Intracelular

Jasplakinolida

Constante de disociacion en el equilibrio

Inhibidor de la CaMKII:
1-[N,O-bis(5-Isoquinolinesulfonil)-N-metil-L-tirosil]-4
fenilpiperazina

Litros

Latrunculina A

Liquido desordenada/o

Canales ionicos activados por ligando
Liquido ordenada/o

Molar

Medio 1

Miliamper

Anticuerpo monoclonal de ratén contra la subunidad a del AChR

9



Abreviaturas

©0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

mAb 35
MAG
MBq
mCi
min
MIR
mL

mM
mm

Munc 13

NaN
Nic

nM

nm
nmoles
p

p (pPKC,pPKD)
PA

PAP

PC
PDK-1
PE

pH
PKC
PKCa
PKCc
PKCn
PKD
PLC
PLD
POG
PS
PVDF
R
R59949

RasGRP
RE
ROI

Anticuerpo monoclonal de ratén contra la subunidad a del AChR
Monoacilglicerol/es

Megabequerel

Milicurie

Minutos

Regiéon inmunogénica principal
Mililitros

Milimolar

Milimetros

Proteina de mamiferos uncl13

Normal

Valor no numeérico

Nicotina

Nanomolar

Nanometros

Nanomoles

Grados de significancia estadistica
Forma fosforilada de la proteina

Acido fosfatidico

PA fosfohidrolasa

Fosfatidilcolina/s

Proteina quinasa dependiente de fosfoinositido
Fofsfatidiletanolamina

-log[H"]

Proteina/s quinasa C

PKC atipica/s

PKC clasica/s

PKC novel/es

Proteina/s quinasa D

Fosfolipasa/s C

Fosfolipasa/s D

Palmitoiloleilglicerol

Fosfatidilserina

Polivinilidenofluoruro

Cociente de imagenes

Inhibidor de las DGK:
3-[2-(4-[bis-(4-fluorofenil)metilen- 1-piperidinil)etil]-2, 3-dihidro-2-
tioxo-4(1H)quinazolinona

Proteinas liberadoras de guanina de Ras
Reticulo endoplasmatico

Region/es de interés
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ROT
rpm
SDS
Ser
SERCA
SM
SMS
Sup
TAG
TGN
Thapsi
Thr
UNM

\%
VSVG-GFP

YFP
uCi
ug
uL
uM

Del inglés:
buffer

Cys-loop
ERS
mTORC2
PH

raft
SDS-PAGE
WB

Rottlerina, inhibidor de la PKC&
Revoluciones por minuto
Dodecilsulfato de sodio

Serina

ATPasa/s de reticulo sarco- y endoplasmatico
Esfingomielina /s

Esfingomielina sintasa

Superficie

Triacilglicerol/es

Red trans Golgi

Thapsigargina, inhibidor de las SERCA
Treonina

Unién neuromuscular

Voltios

Proteina G del Virus de la Estomatitis Vesicular conjugada con la
GFP
Proteina fluorescente amarilla

Microcurie
Microgramos
Microlitros

Micromolar

Solucion tampoén

Lazo de cisteina

Spin label electron paramagnetic resonance
mammalian target of rapamycin complex 2
Pleckstrin homology domain

Balsas, plataformas

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
Western Blot
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LA COMUNICACION CELULAR

La evolucion ha utilizado tres propiedades para asegurar la transmision
de senales hacia regiones muy alejadas de un mismo organismo: la
organizacion de una red celular funcional y jerarquica, la presencia de
secuencias pre-codificadas en regiones que pueden gobernar la transicion
conformacional en las proteinas, e interacciones estrechas entre proteinas
para favorecer la propagacion de la senal entre ellas, a través de cambios
conformacionales (Nussinov R., 2012).

La comunicacion intercelular existe desde la simple existencia de
organismos unicelulares en la faz de la Tierra. Con la aparicion de organismos
multicelulares complejos, los mecanismos de senalizacion se hicieron mas
sofisticados. Las moléculas encargadas de transmitir el mensaje son de lo mas
diversas: proteinas, péptidos, aminoacidos, nucleétidos, esteroides, derivados
de acidos grasos y hasta gases disueltos (Alberts B. y col., 2008).

Existen cinco mecanismos basicos de sefializacién entre células dentro

de un organismo (Figura 1):

Dependiente del contacto: Ambos tipos celulares interaccionar a partir de
una molécula senal, presente en la membrana plasmatica de una célula,
que es detectada por un receptor presente en otro tipo celular (Figura 1A).
Paracrino: Una célula libera moléculas al espacio extracelular, y estas
interaccionan con especies celulares diferentes, que se encuentran en
cercanias de la célula secretora (Figura 1B).

Autocrino: Sucede cuando una célula libera moléculas senal al espacio
extracelular, y estas interaccionan con sus propios receptores de superficie
(Figura 1C).

Endécrino: Tiene lugar cuando la comunicacion entre la célula que libera
la molécula senal y las que interaccionan con ella se realiza través del
torrente sanguineo (Figura 1D).

Sinaptico: El proceso de transmision sinaptica mas comun en los diversos
organismos es el mediado por compuestos quimicos. Ocurre cuando las
neuronas transmiten un impulso eléctrico a lo largo de sus axones,
liberando neurotransmisores en el contacto con otras células, sean o no
neuronas, generalmente ubicadas a gran distancia del cuerpo neuronal

(Figura 1E) (Alberts B. y col., 2008).
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Figura 1. Mecanismos de comunicacion celular: A) dependiente del contacto; B)
paracrino; C) autécrino; D) endécrino; E) sinaptico.

La escala de tiempo en la que se logra la transmision de una senal es
muy variable. La expresion de genes demora horas o dias, los efectos
mediados por proteinas quinasas activadas por lipidos o proteinas pueden
tardar minutos, siendo el flujo de iones a través de canales
transmembranales, que sucede dentro del orden de los milisegundos, uno de
los procesos mas rapidos en la comunicacion celular (Nussinov R., 2012), solo
superado por fenémenos de cambios conformacionales (10-5-10¢ s) y
vibracionales (109 s) en proteinas.

Un mecanismo clasico de inicio de una cascada de senalizacion se
observa cuando una molécula-ligando interacciona con un receptor en la
membrana de la célula. La union produce cambios conformacionales que se
propagan desde el dominio extracelular del receptor, a través de su segmento
transmembranal al interior celular, gatillando diferentes eventos de

senalizacion. Este proceso también puede iniciarse por moléculas que tienen
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la capacidad de ingresar a la célula, y comenzar alli la transduccion de senales
(Alberts B. y col., 2008; Nussinov R., 2012).

Los procesos de senalizaciéon celular se ven favorecidos por la
compartimentacion, no solo temporal, sino espacial de los constituyentes
proteicos y lipidicos intervinientes. En este contexto, se destacan las
plataformas lipidicas o dominios segregados lateralmente (rafts) y los
acumulos o agregados macromoleculares de proteinas, segregados
generalmente en compartimientos bidimensionales en el plano de la
membrana celular, o clisteres. Ambos constituyen estructuras dinamicas de
suma importancia en los mecanismos de senalizacién. Los clusteres proteicos,
asi como las plataformas lipidicas, presentan cambios continuos en su
composicion y localizacién, lo que indicaria las modificaciones en la
senalizacion con el correr del tiempo. Por lo que, en la transmision de
informacion a lo largo de un organismo también son muy relevantes las
interacciones intermoleculares dentro y entre clisteres (Nussinov R., 2013).

Una forma de entender los procesos de senalizacion es considerarlos
como una propagacion alostérica de la senal, donde la informacion
transmitida es capaz de ser amplificada en cada paso de la cascada de

senalizacion (Nussinov R., 2012).

La sinapsis

Los mecanismos de transmisiéon sinaptica pueden encontrarse en
organismos  vertebrados e invertebrados, desarrollando funciones
determinantes para su comportamiento (Ryan T. y Grant S., 2009).

La sinapsis puede definirse como una unién especializada que permite
la comunicacion de una célula, generalmente una neurona, con una célula
blanco, que puede ser el soma, dendrita o axén de otra neurona, asi también
como membranas plasmaticas de células musculares o secretorias. La funcion
de esta interaccion es la transmision de informacién proveniente de los
circuitos neuronales (Pereda A. y col., 2013; Bennett M., 2000).

Existes dos mecanismos principales de transmision sinaptica: eléctrica

o quimica (Figura 2):

Sinapsis eléctrica: Se basa en la comunicaciéon interneuronal a través de

uniones comunicantes, compuestas por canales hidrofilicos intercelulares.
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Estos canales se forman por la conexion de dos canales i6nicos, uno de
cada célula, permitiendo el pasaje directo y bidireccional de moléculas de
senalizacion (Figura 2A). Por lo tanto, las células conectadas por una
sinapsis eléctrica comparten las variaciones del potencial de membrana que
ocurren en cualquiera de ellas individualmente (Pereda A. y col., 2013). Las
sinapsis eléctricas pueden ser de tipo excitatorio o inhibitorio, dependiendo
el signo del potencial eléctrico de este proceso de las caracteristicas de la
senal presinaptica en condiciones fisiologicas. Se ha demostrado que
dependiendo del contexto, se pueden producir efectos contrapuestos
(Pereda A. y col., 2013). La transmision eléctrica no es la mas comun en el
sistema nervioso (Bennett M., 2000). El primer ejemplo de su existencia fue

descubierto en la retina (Pereda A. y col., 2013).

Sinapsis quimica: En esta comunicacion intercelular, el botéon presinaptico
libera neurotransmisores al espacio sinaptico, los que interaccionan con
receptores especificos ubicados en la membrana postsinaptica (Figura 2B).
La accion sobre dichos receptores involucra ya sea la activacion de canales

ionicos y/o sistemas de segundos mensajeros (Bennett M., 2000).

Figura 2. Tipos de transmision sinaptica. A) Sinapsis eléctrica (Tomado de
http:/ /www.taringa.net/posts/ciencia-educacion/ 16405574 / MegaPost-Guia-
sobre-el-Sistema-Nervioso-Vol-II.html). B) Sinapsis quimica (Tomado de
http:/ /neuronas-roxana.blogspot.com.ar/2012/01/proceso-sinaptico-y-
tipos.html).

De aqui en adelante, cada vez que mencionemos a la sinapsis, nos
estaremos refiriendo exclusivamente a aquella que opera mediante

transmision quimica.
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Hasta finales de la década del 1990, se consideraba a la sinapsis como
un sistema estable, en el cual solo los neurotransmisores, iones y dominios
proteicos eran los encargados de contribuir a la transmision sinaptica,
mientras que los niveles de receptores en las membranas postsinapticas se
creian constantes durante el tiempo de vida de las proteinas (Choquet D. y
Triller A., 2013).

Con el correr de los anos, el descubrimiento de nuevas metodologias de
estudio llevd al modelo de membrana plasmatica compartimentada en
subdominios, diferente al clasico modelo de mosaico fluido propuesto por
Singer y Nicolson (Singer S. y Nicolson G., 1972). Desde entonces, se propuso
que la clave de la transmision sinaptica y su plasticidad se basaba en el
movimiento dinamico y constante de sus componentes. El movimiento de los
receptores en la membrana plasmatica es considerado el principal mecanismo
de organizacion dinamica de la membrana sinaptica en dominios de
nanoescala (Choquet D. y Triller A., 2013).

En la actualidad, se postula que las membranas celulares son
estructuras jerarquicamente organizadas con tres niveles de dominios (2-300
nm), en los cuales las proteinas y los lipidos estan atrapados reversiblemente
por periodos de tiempo variables (Choquet D. y Triller A., 2013). Estos
dominios pueden ser inducidos por el citoesqueleto de actina (40-300 nm),
dominios raft (balsas o plataformas) (2-20 nm) o dominios de complejos
proteicos (3-10 nm) (Kusumi A. y col, 2011). La composicion proteica de estos
dominios en el terminal postsinaptico es muy diversa, ya que se pueden
encontrar proteinas quinasas, fosfatasas, de andamiaje, del citoesqueleto, de
la adhesion celular, receptores y canales ionicos, entre otras (Collins, M. y col.,

2006; Bayes, A. y Grant, S., 2009).

La union neuromuscular

La union neuromuscular (UNM) es la resultante de la interaccion
sinaptica de una neurona motora y el musculo esquelético (Figura 3A). Cada
motoneurona nace en el asta ventral de la médula espinal y recorre el trayecto
de forma ininterrumpida hacia el musculo esquelético, siendo su axén de tipo
mielinizado. Cuando este axén en su porciéon terminal se encuentra en
cercanias del tejido muscular, pierde su cubierta de mielina y se divide en
varias ramas nerviosas que entran en contacto con el musculo, donde son

cubiertas por las células de Schwann (Figura 3A). La separacion entre ambos
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tejidos se denomina espacio o hendidura sinaptica, y alli el musculo
esquelético presenta invaginaciones profundas (Figura 3B) (Martyn J. y col.,
2009; Gémez A. y col., 2010).

La comunicacion neuromuscular se logra por la liberacion moléculas de
acetilcolina (ACh) desde las terminaciones nerviosas, que interaccionan con
los receptores de acetilcolina nicotinicos (AChR), presentes en las membranas
postsinapticas (Figura 3C). La apertura de los canales ionicos de los AChR
produce la entrada de sodio al terminal postsinaptico, desencadenando

eventos que culminan con la contraccion muscular (Martyn J. y col., 2009).

Figura 3. La UNM. A) Micrografia electrénica de barrido de una UNM de rata,
donde la flecha muestra al axén mielinizado de una motoneurona, mientras que la
punta de flecha pone en evidencia una célula de Schwann. B) Tras la remocion
quimico-mecanica de las estructuras presinapticas de (A), se logran apreciar las
ondulaciones del musculo esquelético en el sitio de la UNM. C)
Inmunohistoquimica de musculo esquelético de rata, donde en verde se pone en
evidencia el tejido nervioso marcado con anticuerpo anti-neurofilamento y en rojo
los AChR presentes en la UNM, tefiidos con Alexa%94-BTX. Escala: 5 um (Ay B) y
100 um (C). Imagenes tomadas de Goémez A. y col., 2010.

La sintesis de acetilcolina (ACh) tiene lugar en el terminal del nervio
motor, donde es almacenada en vesiculas pequenas, listas para liberarse en la
hendidura sinaptica, frente a la llegada de un potencial de accién al boton
presinaptico. Dicho potencial conduce a la apertura de canales de Ca?2*
dependientes de voltaje en la terminacion nerviosa, incrementando
abruptamente la concentraciéon del cation. En consecuencia, se desencadena
una serie de eventos intracelulares que favorece el desplazamiento de las
vesiculas conteniendo ACh a la superficie de la terminal nerviosa, su fusion y
posterior liberacion en la hendidura sinaptica (Cohen-Cory S., 2002).

La enzima acetilcolinesterasa (AChE) es la encargada de la degradaciéon
de la ACh liberada al espacio sinaptico, donde aquellas moléculas que no
interaccionan inmediatamente con los AChR, o aquellas que fueron liberadas

de estos receptores tras cumplir su funciéon de activaciéon, son hidrolizadas por
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la enzima en colina y acetato. La colina resultante es recaptada por el terminal
nervioso para la sintesis de nuevas moléculas de ACh. La forma principal de la
AChE se encuentra en el espacio sinaptico unida a la membrana basal por
finas fibras de colageno, tras ser secretada por el musculo (Cohen-Cory S.,
2002).

Los receptores ubicados en la membrana postsinaptica tienen una
ubicaciéon diferencial. Sobre las cimas de los pliegues del tejido muscular se
ubican los AChR en alta densidad (aproximadamente 1-5 millones por UNM,
dependiendo de la especie), mientras que los canales de sodio activados por
voltaje se localizan en la profundidad de dichas ondulaciones. La zona cercana
a la cima de los pliegues contiene ambas clases de canales ionicos, y por tal
motivo es muy importante en la transmision neuromuscular, ya que la
despolarizacion producida por los AChR se propaga a través de la apertura de
los canales de sodio dependientes de voltaje, resultando finalmente en la
contraccion muscular (Martyn J. y col., 2009).

Unas de las propiedades funcionales mas importantes de la UNM es la
capacidad de vencer al umbral de activacion de la membrana postsinaptica
muscular, manteniendo dicha activacion gatillada por potenciales de accion
breves, para asegurar el éxito de la transmision nerviosa y la contraccion
muscular resultante, acciones que logra mediante la liberacion del

neurotransmisor en exceso (Meriney S. y Dittrich M., 2013).

EL AChR

Los receptores Cys-loop

Los canales idnicos activados por ligando (LGIC) que componen la
familia de receptores Cys-loop (lazo de cisteina) se caracterizan por estar
formados por cinco subunidades, idénticas o diferentes, que originan un
pentamero alrededor de un eje central donde se ubica el canal i6nico
(Kalamida D. y col., 2007; Gotti C. y col., 2009; Tsetlin V. y Hucho F., 2009;
Changeux JP., 2010). Los AChR, los receptores de glicina, los receptores
GABA,, los receptores de serotonina 5-HTs y algunas proteinas de procariotas
integran esta familia (Tsetlin V. y col., 2011). Que se hayan encontrado

receptores del tipo Cys-loop en células procariotas (Tasneem A. y col., 2004;
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Bocquet N. y col., 2007), replante6 el origen evolutivo de esta superfamilia a
billones de anos atras (Corringer P. y col., 2012).

La region caracteristica de estos receptores, el Cys-loop, se localiza en el
sitio de unién de ligandos, donde este fragmento altamente conservado consta
de 13 aminoacidos ubicados entre dos residuos de cisteina unidos por un
puente disulfuro en el extremo N-terminal (Tsetlin V. y col., 2011).

Los receptores Cys-loop promueven el flujo transmembranal del orden
de 105 aniones o cationes por milisegundo. La activacion de estos canales
iénicos por ligandos especificos permite el pasaje pasivo de iones a favor de un
gradiente electroquimico, cambiando de esta forma el potencial de membrana

(Sine S. y Wang H., 2010).

Historia del AChR

Noventa anos atras, Dale distinguio los efectos diferenciales producidos
por la nicotina y la muscarina (Dale H., 1914). Sus experimentos culminaron
con el descubrimiento de las dos familias de receptores activadas por el
neurotransmisor ACh, cuyo nombre se baso en la afinidad especifica por estos
ligandos naturales. Con el correr de los anos, el AChR se convirti6 en uno de
los receptores mas estudiados.

Dentro de los aspectos importantes a destacar del AChR:

Fue el primer LGIC identificado (Changeux JP., 2012).

Es el padre fundador de la familia de los receptores Cys-loop (Changeux JP.,
2012).

El descubrimiento de la presencia de AChR en los o6rganos eléctricos,
favorecio su estudio exhaustivo (Nachmansohn D., 1959). En 1970 se logro6 el
primer aislamiento del AChR, a partir del organo eléctrico de
gymnotidae Electrophorus electricus (Changeux JP. y col., 1970). Los afos
posteriores se repitieron los protocolos, utilizando los 6rganos eléctricos de
este pez de agua dulce (Changeux JP. y col., 1971; Hucho F. y Changeux JP.,
1973) y de los peces eléctricos marinos Torpedo californica o marmorata (Miledi
R. y col,, 1971; Cohen J. y col., 1972; Raftery M., 1973).

Fue la primera proteina de la que se obtuvieron registros electrofisiologicos
por la técnica de patch-clamp (Neher E. y Sakmann B., 1976).

Fue el primer canal i6nico capaz de mantener su funcionalidad cuando se

reinsertaba en membranas lipidicas modelo (Nelson N. y col., 1980).
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La secuenciacion completa de sus cuatro cadenas polipeptidicas utilizando
métodos recombinantes se logréo antes de que estos protocolos sean
ampliamente difundidos (Noda M. y col., 1983).

Con el aislamiento de la a-bungarotoxina (BTX) del veneno de la serpiente
Bungarus multicinctus (Chang C. y Lee C., 1963), se logr6é obtener la primera
toxina que interaccionaba con los AChR, la cual empezé a utilizarse como
herramienta experimental para ponerlo en evidencia (Fiszer de Plazas S. y De
Robertis E., 1972; De Robertis E. y Barrantes F., 1972; Vogel Z. y col., 1972).

En 1986 se descubrieron los AChR neuronales (Boulter J. y col., 1986).

Estructura y funcion

El AChR es una glicoproteina de 290 kDa compuesta por subunidades
homologas ensambladas delimitando un poro central. Gracias al estudio
preliminar del AChR purificado de E. electricus, se pudo inferir su composicion
pentamérica (Hucho F. y Changeux JP., 1973). Los AChR se localizan en la
union neuromuscular, en el sistema nervioso y en células no neuronales,
como linfocitos, células epiteliales, macrofagos, y muchas otras células de

estirpe no neural (Unwin N., 2005; Zouridakis M. y col., 2009).

Las subunidades

La organizacion de cada subunidad del AChR presenta un patron
similar, ya que cada cadena polipeptidica consta de: un fragmento N-terminal
extracelular de aproximadamente 200 aminoacidos que contiene el Cys-loop;
cuatro fragmentos transmembranales (M1-M4); un bucle citoplasmatico de
100 o mas aminoacidos que conecta los fragmentos M3 y M4; y finalmente, el
fragmento C-terminal, que también es extracelular (Figura 4) (Tsetlin V. y col.,
2011). Dichas subunidades no solo tienen un tamano similar sino que
también comparten su plegado tridimensional (Unwin N., 2005).

Existe una gran variedad de AChR, distintos farmacologicamente
dependiendo de las combinaciones pentaméricas de las 17 subunidades
conocidas en vertebrados (al-alO, B1-B4, 6, y y €) (Zouridakis M. y col., 2009;
Unwin N., 2013).
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Figura 4. Estructura de
cada subunidad del
AChR. En el dibujo se
observan las a-hélices
transmembranales M1-
M4, donde M2 se colorea
diferente al resto ya que
no se encuentra en
contacto directo con los
lipidos de la membrana.

El AChR muscular humano es un heteropentamero formado por las
subunidades al:Blyd en el embrion, mientras que el adulto reemplaza la
subunidad y por € (alz:f1ed) (Figura 5). La inervacion del musculo esquelético
gatilla este cambio de subunidades, donde la estructura del AChR maduro se
mantiene a lo largo de la vida (Zouridakis M. y col., 2009; Unwin N., 2013). La
conversion de las subunidades de todos los receptores presentes en la UNM
comienza antes del nacimiento, y contintia en el tiempo. Este proceso requiere
de dos semanas en roedores (Sanes J. y Lichtman J., 2001), mientras que en
la especie humana requiere de mas tiempo (Martyn J. y col., 2009). La
aparicion postnatal del AChR inmaduro en la UNM se observa frente a
situaciones patologicas que afecten directa o indirectamente al musculo
esquelético, como lo son la injuria de las motoneuronas, las quemaduras o la
septicemia (Martyn J. y col., 2009), asi también como las enfermedades
genéticas como los sindromes miasténicos (Barrantes F., 2007).

Por la similitud estructural (homologia del 55-80 %) del AChR fetal con
el receptor de Torpedo (a:fyd) (Figura 5), ambos son considerados AChR de
tipo muscular (Unwin N., 2005; Zouridakis M. y col., 2009; Unwin N., 2013).

Por otra parte, los AChR neuronales pueden ser homopentameros de
subunidades a (a7-al0) o heteromeros combinados de a (a2-a6) y B (B2-B4)
(Figura 5). Segun las subunidades y su relacion estequiométrica, los AChR
neuronales varian su localizacion y sus propiedades farmacologicas, biofisicas
y funcionales (Zouridakis M. y col., 2009; Tsetlin V. y col., 2011).

Una clasificacion de los AChR neuronales se basa en la afinidad de los
receptores por la BTX. Los receptores homo o heteroméricos formados por las

subunidades a7-al0 presentan alta afinidad por la toxina, mientras que los
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AChR heteroméricos resultantes de la combinacion de las restantes
subunidades a y B no interaccionan con la BTX (Tsetlin V. y col., 2009;

Colombo S. y col., 2013).

Figura 5. AChR musculares y neuronales. La imagen
ilustra las subunidades que forman los AChR
musculares y algunos ejemplos de AChR neuronales.

Los dominios

Hasta el presente, el estudio estructural de mayor resolucion del AChR
fue alcanzado mediante microscopia electronica de membranas tubulares de
Torpedo congeladas en un medio que semejaba las condiciones fisiologicas del
entorno del AChR, alcanzandose a discernir las cadenas polipeptidicas de la
proteina con 4 A de resolucion (Unwin N., 2005). En combinacion con datos de
la fisiologia y la bioquimica de este receptor, fue posible obtener una definicion
integral de la estructura (Figura 6, A, B y C) (Unwin N., 2013). Existen
estudios estructurales de mayor resolucion obtenidos mediante difraccion de
rayos X, pero solo abarcan la porcion extracelular del AChR (Dellisanti C. y
col., 2007).

Del ensamble natural de las 5 subunidades que forman el AChR, se

pueden visualizar tres dominios. Estos dominios son: extracelular,
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transmembranal y citoplasmatico (Figura 6, A y D), los cuales contribuyen a la
union de los ligandos, contienen la compuerta del canal idonico y permiten la
interaccion con proteinas que favorecen la clusterizacion del AChR,
respectivamente (Unwin N., 2013).

El dominio extracelular (Figura 6, A, B y D) es el mas grande de los
dominios del AChR, y presenta los sitios de unién de ligandos, que gatillan la
apertura del canal iénico.

Cada subunidad tiene 4 fragmentos transmembranales, M1-M4 (Figura
4). Los fragmentos M2 tienen como funcion formar el poro del canal, mientras
que los fragmentos M4 son los mas externos y estan en contacto con los
lipidos de la membrana en la que esta inserto el AChR. Los restantes, M1 y
M3, se ubican entre los fragmentos mencionados (Figura 6, A, C y D) (Tsetlin
V. y col., 2011; Barrantes F., 2004).

Finalmente, el dominio citoplasmatico se forma por la contribucion de
los bucles presentes en el interior celular entre los fragmentos
transmembranales M3 y M4 de todas las subunidades (Figura 6, A y D; Figura
5) (Tsetlin V. y col., 2011; Unwin N., 2013). Este dominio es vital para la
clusterizacion del AChR en la unién neuromuscular. Este proceso es
dependiente del estado de fosforilacion de dicho dominio y de su interaccion

con la proteina intracelular rapsina (Borges L. y col., 2008).

Los sitios de union de ligandos

Los sitios de union de ligandos del AChR se encuentran en el espacio
extracelular, apartados de la membrana plasmatica por aproximadamente 40
A y ubicados del lado opuesto al poro del canal (Unwin N., 2005). Se demostré
que la afinidad de los ligandos por el AChR no solo se encuentra influenciada
por las subunidades que lo conforman sino también por su relacion
estequiométrica (Moroni M. y Bermudez 1., 20006).

Estos sitios son bolsillos hidrofobicos ubicados en la interfase de dos
subunidades adyacentes y estan formados por dos componentes, uno primario
(+) y otro complementario (-). La subunidad a siempre forma el “polo” positivo,
mientras que las demas subunidades pueden formar el polo negativo de cada
complemento (Figura 7) (Millar N. y Gotti C., 2009; Albuquerque E. y col.,
2009; Colombo S. y col., 2013).

En estudios ya clasicos sobre el AChR muscular, la union de BTX

tritiada al AChR purificado de Torpedo marmorata resulté en la marcacion
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radiactiva no solo a las subunidades a, sino que también a las 6 y v,
infiriéndose que la unién de la toxina se encontraba en las interfases de las
subunidades a-8 y a-y (Figura 7) (Oswald R. y Changeux JP., 1982). La misma
localizacion se observa en los restantes AChR musculares, ya sean inmaduros
(al-6 y al-y) o maduros (al-6 y al-g) (Figura 7) (Hogg R. y col., 2003; Tsetlin
V. y Hucho F., 2009; Tsetlin V. y col., 2011).

Figura 6. Los dominios del AChR de Torpedo,
en su configuracion cerrada. La estructura y
plegado del AChR en diagramas de cintas se
observa en (A), (B) y (C) (Unwin A., 2013). A)
Vista de todas las subunidades del AChR inserto
en la membrana plasmatica, donde a y y se
encuentran en primer plano. Cortes transversales
(lineas punteadas rojas en (A)) del AChR en el
dominio extracelular (B) y transmembranal (C).
En este ultimo se resalta en rojo la localizacion de
M1-M4. D) Esquema de la estructura del AChR
obtenida en (A), donde las subunidades se
grafican como pseudo-cilindros.

En los AChR neuronales, los sitios de union de ligandos se encuentran
en las interfases de las subunidades a en los receptores homomeéricos, dando
lugar a un total de cinco sitios (Figura 7), mientras que los heteropentamericos
presentan dos sitios de union localizados entre las subunidades a y las B

(Figura 7), salvo los casos de a5 y B3, que no participan en la formacién de
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dicho sitio, pero podrian estar involucradas en la localizacion de estos
receptores (Zouridakis M. y col., 2009; Taly A. y col., 2009; Colombo S. y col.,
2013).

Figura 7. Localizacion de los sitios de uni6on de ligandos en las distintas clases
de AChR. Los sitios se esquematizan en forma de gotas rojas. Presentan dos
componentes: uno primario (+) y otro complementario (-).

Para lograr la activacion estable de los AChR heteroméricos se necesita
la union de la ACh a sus dos sitios de unién, mientras que los receptores
homomeéricos necesitan de la union de este neurotransmisor en al menos uno
de sus cinco sitios (Andersen N. y col., 2013; Colombo S. y col., 2013).

Los estudios realizados en el AChR de Torpedo en su estado cerrado
demostraron que la afinidad de la ACh por el sitio de unién a-y era
aproximadamente 100 veces menor que por a-§, situacion que se igualaba
cuando el canal se encontraba abierto (Andreeva I. y col., 2006; Sine S. y col.,
1990; Jackson M., 1988). Jackson M. (1988) postulé que esta diferencia
podria deberse a que la baja afinidad (a-y) favorece la finalizacion de la
respuesta postsinaptica, mientras que el sitio de mayor afinidad (a-6) acelera

el proceso de activacion del canal iénico.

El canal ionico

El AChR descripto a una resolucion de 4 A, permitié que la apariencia
del poro del canal dejara de ser hipotética (Unwin N., 2005). El poro es una
estructura estrecha a través de la membrana con agua en su interior.
Contiene la compuerta del AChR, la que ubicada en cercanias de la mitad de

los segmentos M2, se encarga de permitir el paso de cationes al interior celular
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cuando la ACh u otro agonista ocupa los dos sitios de union de ligando en el
AChR muscular (Unwin N., 2005; Unwin N., 2013).

La selectividad del AChR esta basada principalmente en una
discriminacién por tamano de los cationes (Na*, K* y Ca2?*) y en el tapiz de
residuos anionicos en los vestibulos del poro del canal (Sine S. y Wang H.,
2010; Unwin N., 2013).

La uniéon de ligandos especificos del AChR, como la ACh, gatilla la
apertura reversible de la compuerta del poro de canal para permitir el pasaje
de Na* y K*, y especificamente de Ca2* en el caso del AChR-a7 (Fucile S.,
2004). La entrada de estos cationes despolariza la membrana celular donde se
ubica el receptor y en consecuencia se modula la actividad celular o se
produce la contraccion muscular (Zouridakis M. y col., 2009). El flujo de
cationes, principalmente de Na* en el receptor muscular, a favor del gradiente
de concentracién ocurre a gran velocidad, aproximadamente 20.000 iones/ms
(Unwin N., 2013).

Los procesos de apertura y cierre de este canal iénico ocurren con
extrema rapidez, permitiendo que tanto el inicio (us) como la finalizacion de la
respuesta postsinaptica ocurran inmediatamente (Unwin N., 2013;
Chakrapani S. y Auerbach A., 2005; Maconochie D. y col., 1995). Debido a la
presencia de dos o mas sitios de union del neurotransmisor en los distintos
tipos de AChR, solamente se logra la apertura del canal cuando la
concentracion de ACh es muy alta (Unwin N., 2013; Dilger J. y Brett R.,
1990).

Los AChR son proteinas alostéricas (Changeux JP., 1989; Changeux JP.
y Edelstein S., 2005; Auerbach A., 2012) con al menos tres estados
conformacionales: un estado de reposo o cerrado, donde no permea iones y
tiene baja afinidad por agonistas; un estado abierto, en el cual permite el
pasaje de cationes y su afinidad por agonistas es alta; y un estado
desensibilizado, donde no permite el pasaje de iones a través de la membrana
aunque tiene alta afinidad por sus agonistas (Zouridakis M. y col., 2009). Las
subunidades a (ubicada entre yy B), B y 6 estan principalmente involucradas
en los cambios conformacionales que llevan a la apertura de canal (Unwin N.,
2013).

Si bien cuando la compuerta se encuentra cerrada, el poro del canal
presenta un diametro mucho mayor que el del Na*, lo que haria posible su

paso, el tapizado de cadenas hidrofobicas del vestibulo del poro constituye una
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barrera adicional que impide el pasaje de iones. Cuando el poro se abre frente
al estimulo, se hace mas amplio y polar en la zona de la compuerta, lo que

favorece la entrada de cationes a las células (Unwin N., 2013).

Sintesis, ensamble y degradacion

La sintesis y el ensamble del AChR son procesos que ocurren en el
reticulo endoplasmatico (RE) rugoso, siendo ambos procesos notablemente
lentos en el caso de esta proteina (Merlie J. y Lindstrom J., 1983; Green W. y
Claudio T., 1993). Cada subunidad del AChR es sintetizada en los ribosomas
ubicados en dicha organela, para luego insertarse en su membrana (Figura 8)
a través de un traslocon (Alder N. y Johnson A., 2004). Estos péptidos sufren
procesos de maduracion mediante la escision de secuencias de senalizacion,
oxidacion de puentes disulfuro y N-glicosilacion en regiones especificas
(Colombo S. y col., 2013). El correcto plegado de cada subunidad, previo al
ensamblado, es necesario para que los aminoacidos que permiten la
interaccion entre ellas (segmentos N-terminal y M1) queden expuestos (Keller
S. y Taylor P., 1999). El tiempo de latencia entre la sintesis de las
subunidades hasta la conformacion del pentamero ronda las dos horas (Merlie
J. y Lindstrom J., 1983).

Existen dos modelos que explican el ensamblado del AChR muscular,
llamados: secuencial y heteromérico. El modelo secuencial postula que las
subunidades al, B y y se ensamblan para dar un trimero, al que a
continuaciéon se le unen las subunidades al y 6 (Figura 8, RE: flecha verde)
(Green W. y Claudio T., 1993). En cambio, el modelo heteromérico considera
que el ensamble del AChR se logra por la formacion de dos dimeros
independientes, 6-al y y-al, que concluyen en un pentamero al unirse con la
subunidad B (Figura 8, RE: flecha azul) (Blount P. y col., 1990).

El proceso de ensamblado de los AChR es critico, ya que solamente el 30
% de las subunidades sintetizadas son capaces de formar receptores
funcionales, tras lograr la correcta topologia en la membrana y las
modificaciones post-traduccionales (Christianson J. y Green W., 2004; Millar
N. y Harkness P., 2008; Wanamaker C. y col., 2003; Colombo S. y col., 2013).
En el RE, las proteinas que no alcanzan la conformaciéon o ensamblado
correcto no pueden salir de la organela para alcanzar su destino final, sino
que son degradadas dentro de proteosomas. La translocacion fuera del RE se

logra por la formacion de enlaces covalentes entre las subunidades
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defectuosas y uno o mas monomeros de ubiquitina, proceso denominado
ubiquitinizacion (Figura 8) (Colombo S. y col., 2013).

Tras el ensamblado del pentamero, los receptores aptos para insertarse
en la membrana celular son transportados en vesiculas COPII hasta al aparato
de Golgi (Figura 8). La superficie celular es finalmente alcanzada por los AChR
que viajaron por los diferentes compartimentos del complejo de Golgi (cis,
medio, trans y la red trans Golgi, TGN) y fueron expulsados en vesiculas
secretorias rumbo a la membrana plasmatica (Figura 8) (Colombo S. y col.,
2013).

Existen proteinas llamadas chaperonas, que contribuyen a la
conformaciéon y maduracion apropiada de las subunidades, mediante la
estabilizacion por interaccion durante el ensamblado, regulando de esta forma
los niveles de AChR ensamblado en el RE (Wanamaker C. y col., 2003).

Que la resultante del ensamble sea una proteina funcional depende de
multiples factores que aun no se han llegado a dilucidar. En el caso particular
de las células del musculo esquelético, la estequiometria y las subunidades
que componen al AChR son elementos muy importantes, ya que de las 208
combinaciones posibles para el receptor muscular, solo una es funcional
(Colombo S. y col., 2013).

En el equilibrio constante de biosintesis-degradacion del AChR, los
receptores ya insertos en la membrana celular pueden ser internalizados en
compartimentos endosomales tempranos, luego tardios y finalmente
lisosomas, donde son degradados (Figura 8) (Kumari S. y col, 2008; Colombo

S. y col., 2013).

Localizacion, funcion y patologias relacionadas

Como ya se mencionara, los AChR musculares se localizan en la
postsinapsis de la UNM, donde convierten la sefial quimica transmitida por las
motoneuronas en corriente eléctrica, mediada por el ingreso de Na+*al musculo
esquelético.

Por otra parte, la localizacion de los AChR neuronales es extensa y no
uniforme. En el sistema nervioso, puede ser pre o postsinaptica. La expresion
en membranas presinapticas, media la transmision modulando la liberacion
de numerosos neurotransmisores (ACh, dopamina, noradrenalina, glutamato y
GABA).
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Figura 8. Sintesis, ensamble y degradacion del AChR. Las flechas rojas indican
el camino de sintesis y trafico del receptor hasta la membrana plasmatica. Los
mecanismos de degradacion durante el ensamblado (proteosomas) y tras la
internalizaciéon del AChR (endosomas-lisosomas) se detallan con flechas negras. Los
modelos de ensamble secuencial y heteromérico se esquematizan con flechas
verdes y azules, respectivamente. El dibujo del AChR y sus colores por subunidad

corresponden a la figura 6.
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La presencia postsinaptica de los AChR neuronales se relaciona con
mecanismos de senalizacion celular (que culmina en algunos casos en la
expresion de genes), asi como con procesos de excitabilidad, diferenciaciéon y
supervivencia neuronal (Zouridakis M. y col., 2009; Hurst R. y col., 2013).
Estos receptores se encuentran ademas en células endécrinas, endoteliales,
epiteliales y del sistema inmune (Gahring L. y Rogers S., 2005; Steinlein O. y
Bertrand D., 2008), tanto en vertebrados como en invertebrados (Raymond-
Delpech V. y col., 2005).

Los receptores neuronales formados solamente por las subunidades a4p2
constituyen el 90 % del los AChR en el cerebro de mamiferos, donde
predominan los AChR heteroméricos, mientras que de los receptores
homoméricos, el AChR-a7 es el mas expresado en el sistema nervioso central
(Albuquerque E. y col., 2009; Colombo S. y col., 2013).

Los AChR se encuentran implicados en procesos fisiologicos y
patologicos, relacionados a la contraccion muscular, el aprendizaje y la
memoria, el control motriz, la excitacion y la analgesia, por lo que son
ampliamente estudiados como blanco terapéutico en la busqueda de nuevas
drogas y posibles tratamientos (Zouridakis M. y col., 2009).

El AChR muscular esta involucrado en la enfermedad autoinmune
miastenia gravis, donde la mayoria de los pacientes (85 %) presentan auto-
anticuerpos contra los AChR presentes en el musculo esquelético (Silvestri N.
y Wolfe G., 2012; Wondolowski J. y Dickman D., 2013). Estos anticuerpos
reconocen, en su mayoria, la region inmunogénica principal (MIR) ubicada en
el dominio extracelular del AChR (Tzartos S. y Lindstrom J., 1980; Beroukhim
R. y Unwin N.,1995; Tzartos S. y col., 1998). Ademas afectan la funcionalidad
normal del receptor al bloquear el sitio de union de la ACh, acelerar su
internalizacion y/o favorecer su degradacion por procesos dependientes del
complemento (Silvestri N. y Wolfe G., 2012; Wondolowski J. y Dickman D.,
2013). En los pacientes, la miastenia gravis se manifiesta con cuadros de
debilidad muscular y fatiga (Silvestri N. y Wolfe G., 2012).

La alteracion de los niveles de los subtipos restantes de AChR se
encuentran asociados a enfermedades como Alzheimer, Parkinson,
esquizofrenia, autismo, sindrome de Tourette, déficit de atenciéon, depresion, y
trastornos de ansiedad (Gotti C. y Clementi F., 2004; Zouridakis M. y col.,
2009), asi como también a la dependencia producida por la nicotina y el

habito de fumar (Brody A., 2006).
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MATERIALES

Los reactivos quimicos utilizados en este trabajo de Tesis son de Sigma-
Aldrich (St Louis, MO, EE.UU.), excepto los que se mencionan a continuacion.
Se compr6 en Invitrogen (Carlsbad, CA, EE.UU.) la lipofectamina 2000 y la a-
bungarotoxina (BTX), proveniente de Bungarus multicinctus. El radionucleido
Iodo!25 (I'25Na) de 2mCi (74MBq) se obtuvo de Perkin Elmer (Wellesley, MA,
EE.UU.). Los compuestos Rojo Nilo, Alexa fluor-BTX, Faloidina-Rodamina y
los anticuerpos secundarios marcados con Alexas fluorescentes se compraron
en Molecular Probes (Eugene, OR, EE.UU.) o en Invitrogen (Carlsbad, CA,
EE.UU.). La Jasplakinolida (Jas) es de Calbiochem (San Diego, CA, EE.UU.) y
el CID755673 es de TOCRIS Bioscience (Bristol, Reino Unido). E1 ARN de
interferencia (ARNi) de la proteina Nir2 se compré en Novus Biologicals
(Littleton, CO, EE.UU.).

Los plasmidos que codifican para las proteinas fluorescentes Daglas de
membrana plasmatica (Dpm1) y de endomembranas (Dem1) los proveyo el Dr.
Yoshio Umezawa, del Departamento de Quimica de la Escuela de Ciencia,
Universidad de Tokio, Tokio, Japon. El anticuerpo mAb 210 fue una donacion
del Dr. J. Lindstrom, de la Universidad de Pensilvania (EE.UU.). El fPEG-Chol
(de inglés: fluorescein ester of polyethylene glycol-derivatized cholesterol, éster
de fluoresceina de colesterol derivatizado con polietilenglicol) lo doné el Dr. T.
Kobayashi, de la Escuela de Postgrado de Ciencias, Universidad de Kyoto,
Kyoto, Japon. El di-4-ANEPPDHQ fue un obsequio del Prof. L. Loew, de la
Universidad de Connecticut, del Centro de Salud para el Analisis y modelado
celular (Farmington, CT, EE.UU.). El plasmido que codifica para la Proteina G
del Virus de la Estomatitis Vesicular conjugada con la Proteina Fluorescente
Verde (VSVG-GFP) fue amablemente cedido por el Dr. Alfonso Gonzalez, de la
Pontificia Universidad Catélica de Chile (Chile). El Dr. Eunjoon Kim, del
Departamento de Ciencias Biologicas, Instituto Avanzado de Ciencia y
Tecnologia de Corea (KAIST, Republica de Corea) nos cedié generosamente los
plasmidos que codifican para la proteina fluorescente verde (EGFP: enhanced
green fluorescent protein) sola o adosada a la enzima diacilglicerol quinasa ¢
(DGK{-EGPF).

Los anticuerpos policlonales de conejo anti-PKD, anti-pPKD (Ser916),
anti-pPKCa/BII (Throess/e41) y anti-pPKC6/0 (Sero+3/676) se compraron en Cell

Signaling (Beverly, MA, EE.UU.). Los anticuerpos monoclonales de raton anti-
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PKCR, anti-PKCn y anti-PKC6 se adquirieron en BD Biosciences (San Jose, CA,
EE.UU.). Se compr6é en Life technologies (Grand Island, NY, EE.UU.) el
anticuerpo policlonal de conejo anti-pPKCn (Thr¢s5). Se obtuvo de Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, EE.UU.) los anticuerpos secundarios
policlonales de cabra anti-conejo y anti-ratéon conjugados con una peroxidasa

(HRP: del inglés horseradish peroxidase, peroxidasa de rabano picante).

METODOS

CULTIVO CELULAR

Los cultivos se realizaron en un incubador SANYO modelo MCO-18AC a

37 °Cy 5 % de COs,.

Células CHO-K1/A5

El sistema modelo que principalmente se utilizo en este trabajo de Tesis
fue la linea celular CHO-K1/AS5, desarrollada en nuestro laboratorio (Roccamo
A. y col., 1999) a partir de las células CHO-K1 (CHO: chinese hamster ovary
cells, células de ovario de hamster chino). Esta linea celular, que expresa en
forma heterologa y estable el AChR muscular murino adulto (al.f168¢), se
cultivo en placas de 35 mm de diametro, con medio Ham’s F12 con suero fetal
bovino al 12 %, 50 U/mL de penicilina, 50 ug/mL de estreptomicina y 40

ug/mL de G418 como antibidtico de seleccion.

Neuronas de hipocampo

El cultivo primario de neuronas de hipocampo de embriones de rata se
realizd segun Kaech S. y Banker G. (2006) y Brocco M. y col. (2003). Se
aparearon ratas de la cepa Wistar-INIBIBB, utilizandose hembras a partir de
los 2 meses y medio de vida. Se control6 el dia de apareamiento con la pérdida
del tapon vaginal. El dia 18 post-apareamiento se sacrifico a la hembra en una
camara de CO, y se le extrajeron los embriones (10-15 en promedio/rata). Los
hipocampos de embriones de 18 dias se obtuvieron por disecciéon de sus

cerebros. Durante el procedimiento, tanto los cerebros como los hipocampos
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se conservaron en medio de Hank (KC1 0,4 g/L; K:HPO4 0,06 g/L; NaCl 8 g/L;
NaH>PO4 0,05 g/L; glucosa 1 g/L; NaHCOs 0,35 g/L; pH 7,4). Luego se
disgrego el tejido hipocampal para obtener las neuronas usando tripsina 1x en
medio Neurobasal (Invitrogen) durante 15 min a 37 °C. Se extrajo el medio con
tripsina y las neuronas se resuspendieron en medio Neurobasal con suero
(glutamina 2 mM; glucosa 0,35 %; penicilina 100 U/mL; estreptomicina 100
ug/mL; suero de caballo 10 %). Las células se contaron en camara
de Neubauer y se sembraron 50.000 neuronas/pocillo en multiplacas de 24
pocillos. Para favorecer la adherencia de las neuronas, las placas fueron pre-
tratadas con hidrobromuro de poli-L-lisina 0,1 mg/mL a temperatura
ambiente durante la noche previa a la diseccion. Luego las placas se lavaron
con agua ultrapura estéril y se guardaron en el incubador con 500 uL de
medio con suero/pocillo a la espera de la siembra de las neuronas.
Transcurridas 3 hs de la siembra, se cambi6 el medio de las multiplacas
por medio Neurobasal definido (glutamina 2 mM; glucosa 0,35 %; penicilina
100 U/mlL; estreptomicina 100 ug/mL, ovoalbumina 1 g/L; suplementos B27
y N2 1X, de Invitrogen). Las neuronas se mantuvieron en cultivo en medio

definido a 37 °C hasta el dia 14, en el cual se realizaron los experimentos.

MICROSCOPIiA DE FLUORESCENCIA

Las células CHO-K1/AS5 crecieron en placas con cubreobjetos de vidrio
de 20-25 mm de diametro en medio Ham’s F12 a 37 °C. Luego de las
incubaciones con los fluoréforos correspondientes a cada experimento, las
células se lavaron tres veces con medio 1 (ml: NaCl 150 mM; CaCl. 1 mM,;
MgCl, 1 mM; KC1 5 mM; HEPES 20 mM; pH 7,4) frio y se montaron sobre un
portaobjeto para ser examinadas en el microscopio.

La visualizacion de las vesiculas unilaminares gigantes (GUV) se realizo
colocando una gota de 10 uL de la suspension que las contenia entre un

porta- y un cubre-objeto.
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Microscopios

Microscopia de campo ancho

Los objetivos de inmersiéon utilizados fueron de 40x (1.0 A.N.), 60x (1.4
A.N.) y 100x (1.49 A.N.). Los filtros de excitacion, de emision y dicroicos fueron
los apropiados para cada fluoroforo. Se obtuvieron imagenes de 16 bits que se

exportaron para su posterior analisis en formato tiff.

Se utilizaron dos microscopios Nikon (Chiyoda, Tokio, Japon):

Microscopio Nikon Eclipse E-600:
Acoplado con una camara digital CCD (del inglés Charge-Coupled
Device, dispositivo de cargas interconectadas) SBIG modelo ST-7 (765x510
pixeles, Santa Barbara, CA, USA) operada con el software CCDOPS (SBIG

Astronomical Instruments, version 5.02).

Microscopio Nikon Eclipse TE-300:

La particularidad de este equipo es que tiene adosado entre la camara y
el microscopio un Dual-Viewer (Figura 9), construido en el Departamento de
Nanobiofotonica del Instituto Max Planck para la Quimica Biofisica (G6ttingen,
Alemania). Este dispositivo divide la fluorescencia de emision en dos haces,
usando un segundo filtro dicroico antes de la llegada de dichos haces a la
camara (Figura 9, D2). Cada haz de emision se separd espectralmente por los
filtros de emision especificos y se capté por una mitad de la camara CCD
Hamamatsu ORCA-ER C4742-95-12ERG (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu
City, Japan) refrigerada termostaticamente. Las imagenes de fluorescencia se
adquirieron con el programa SlideBook (Intelligent Imaging Innovations,
Denver, CO, EE.UU.).

Este microscopio se utilizo para la visualizacion de imagenes de cultivos
celulares marcados con di-4-ANEPPDHQ (En la figura 9: F1: 488/10 nm; D1:
488 nm; D2: 610 nm; F2: 680/50 nm; F3: 575/50 nm; Chroma Technol.
Corp., Rockingham, VT, EE.UU.) y para evaluar la expresion de las proteinas
Dpm1l y Deml1 (En la figura 9: F1: 438/24 nm; D1: 458 nm; D2: 495 nm; F2:
542/27 nm; F3: 483/32 nm; Semrock, New York, EE.UU.).
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Figura 9. Esquema del Dual-Viewer. La longitud de onda de excitacion se
selecciona por un filtro de excitacién (F1). La fluorescencia de emision de la
muestra se separa de la de excitacion por una lente dicroica (D1). Dicha emision
se separa una vez dentro del Dual-Viewer por una segunda lente dicroica (D2).
Cada haz de emision obtenido es filtrado por el filtro de emision correspondiente
(F2 y F3) y finalmente llega a la camara CCD para lograr la visualizacién de cada
imagen en una mitad de la camara. L1, L2 y L3 son lentes que direccionan los
haces de emision.

Microscopia Confocal

Las imagenes se obtuvieron con un microscopio confocal Leica TCS-SP2
(Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Alemania) equipado con un
divisor de haz de emision Optico. Este microscopio se utilizé para la

visualizacion de las GUV, con un objetivo de inmersiéon de 63x (1,2 A.N.).

Fijacion y permeabilizacion de células

La fijacion de las células CHO-K1/AS se realizé utilizando
paraformaldehido al 2 % en ml durante 40 min a temperatura ambiente.
Luego de lavar 3 veces con m1l frio, las células se permeabilizaron con 0,1 %
de Triton X-100 en m1 por 15 minutos a temperatura ambiente. Se repitieron
los lavados con m1l y se tineron las células con las sondas correspondientes.
Tanto la fijacion como la permeabilizacion pueden alterar la forma de
marcacion de las células, es por eso que solamente se emplearon cuando el
objetivo fue marcar algin componente del interior celular y la sonda utilizada

no atravesaba la membrana plasmatica.
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Sondas fluorescentes y sus protocolos de incubacion

Antes y después de la tincién de células CHO-K1/AS con los diferentes
fluorodforos, las placas se lavaron tres veces con m1l frio. En los casos que se
co-incubaron con fluoroforos para tenir un mismo compartimento celular (ej.:
la membrana plasmatica), siempre se realizé primero la tincion que demoraba

mas tiempo.

Alexa4s8-, Alexa5%4- y Alexa47-BTX

Estos derivados fluorescentes de la BTX se utilizaron para poner en
evidencia a los AChR presentes tanto en la superficie como en los
compartimentos intracelulares. En todos los casos la concentraciéon final de
estas sondas fue de 500 nM en m1 y se las incubé durante 1 h a 4 °C para el
AChR de superficie o0 a 1 h a temperatura ambiente si el objetivo era el de
marcar al AChR intracelular.

En el caso de la tincion de superficie, si la misma placa se utilizaba
para marcar los AChR intracelulares, la tincion de superficie se realizd antes
de fijar y permeabilizar las células.

Las longitudes de onda de excitacion y de emision de Alexa%8s-, Alexa594-
y Alexat47-BTX son: 499 nm y 520 nm; 589 nm y 618 nm; 652 nm y 667 nm,

respectivamente.

Sondas especificas del Capitulo I:

Rojo Nilo:

La funcion de este fluoréforo es poner en evidencia a las gotas lipidicas
presentes en el interior celular (Greenspan P. y col.,, 1985). La tincion se
realizo con Rojo Nilo 1,5 ug/mL en ml durante 10 min a temperatura
ambiente en células previamente fijadas y permeabilizadas. Las longitudes de
onda de excitacion y de emision son de 510 nm y 585 nm, respectivamente. Se
cuantifico la cantidad de gotas lipidicas por célula para cada condicion

experimental.

Faloidina-Rodamina:
La Faloidina es un péptido biciclico aislado del hongo mortal Amanita

phalloides. La conjugacion de dicho péptido con el fluoréforo Rodamina,
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permite la visualizacion de los filamentos de actina. Esta sonda se excita a
una longitud de onda de 540 nm, emitiendo a 565 nm.

Tras los tratamiento con las drogas correspondientes, las células CHO-
K1/AS, se fijaron y permeabilizaron, para luego ser incubadas con una
dilucion de Faloidina-Rodamina 1/500 durante 30 min a temperatura

ambiente.

Sondas especificas del Capitulo II:

mAb 210 y anticuerpo secundario-Alexa%47:

La marcacion del AChR de superficie también se realizo utilizando el
anticuerpo mAb 210, el cual reconoce un epitope extracelular de la subunidad
al del AChR. Las células se incubaron con mAb 210 y subsecuentemente con
el anticuerpo conjugado con Alexa®¥’. Ambos tratamientos se realizaron
durante 1 h a 4 °C utilizando una dilucién de cada anticuerpo de 1/250 en
ml con BSA (albumina sérica bovina) al 2 %. Este tratamiento permite la
formacion de clusteres de AChR en la membrana celular, lo que no ocurre con
la marcacion con la BTX fluorescente donde la tincién en la membrana es

difusa.

fPEG-Chol:

La marcacion del colesterol (Col) presente en la superficie celular se
realizo6 con 1 uM de fPEG-Chol en ml durante 15 min a 4 °C. En los
experimentos donde se evalud la internalizacion de esta sonda junto con
Alexat+7-BTX, las células se incubaron 30 min o 2 hs a 37 °C luego de la

marcacion y lavado con m1.

di-4-ANEPPDHQ:

Las células CHO-K1/AS se incubaron con di-4-ANEPPDHQ 20 uM en
ml durante 15 min a 4 °C para lograr la marcacion de la membrana
plasmatica.

La incubacion de las GUV se realizé6 a la misma concentracion, en el
medio en el cual se obtuvieron dichas vesiculas. Inmediatamente después de
agregar la sonda, se montaron en un portaobjeto y las imagenes se obtuvieron
por microscopia confocal.

Al igual que con el fPEG-Chol, para evaluar la internalizacion del
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fluoroforo junto con Alexa®7-BTX, las placas con las células CHO-K1/AS se

incubaron a 37 °C durante las 2 hs posteriores a la tincion.

Analisis cuantitativo de imagenes

Intensidad de fluorescencia promedio

Las imagenes se analizaron con el software ImageJ (NIH, Bethesda, MD,
EE.UU.). Se defini6 manualmente como regién de interés (ROI) el perimetro de
cada célula o de una region particular de la misma, segin correspondiera, y se
cuantifico la intensidad fluorescencia promedio. Por cada condicién
experimental se tomaron imagenes de al menos diez campos distintos elegidos
al azar. Las mediciones se realizaron sobre todas las células de la imagen que
tuvieran su morfologia normal, evaluada mediante la imagen de contraste de
fase. A cada valor de intensidad de fluorescencia asi obtenido se le sustrajo un
valor de fondo local, determinado por el promedio de la intensidad de
fluorescencia de tres regiones del campo libres de células de cada preparado.

Las imagenes obtenidas en simultaneo con el Dual-Viewer requirieron de
un procesamiento previo al analisis con el ImageJ. Las mismas se alinearon
con rutinas del SlideBook para tal fin, las que aplican los algoritmos de
Pearson (Manders E. y col., 1992), Manders (Manders E. y col., 1993) y Costes
(Costes S. y col., 2004) para la optimizaciéon de la alineacion 2-D (Figura 10).
Estos algoritmos cuantifican el grado de co-localizacion de todos los pixeles

presentes en las dos imagenes divididas en la camara CCD.

Analisis especificos del Capitulo I:

Transferencia de energia resonante de Forster (FRET) de las Daglas
Dpml y Deml:

La FRET es un proceso que involucra la absorcion de luz, en el cual un
fluoréforo dador en su estado excitado le transfiere energia a un fluoréforo
aceptor, por un mecanismo del tipo interaccion dipolo-dipolo inducido (Forster
T., 2012). Este proceso no radiativo solo sucede cuando ambos fluoréforos se
encuentran a una distancia de rango nanométrico (< 10 nm), y existe una
superposicion entre el espectro de emision del dador y el espectro de absorcion
del aceptor. Ademas, para la eficiencia de la FRET es muy importante el

rendimiento cuantico y la vida media de fluorescencia del dador, asi también
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como la orientacién relativa (# 90°) entre los fluoroforos dador y aceptor

(Padilla-Parra S. y Tramier M., 2012).

Figura 10. Mobdulo especial de SlideBook para evaluar co-localizacion.
Aplicacion de los algoritmos de Pearson, Manders y Costes a las imagenes de
Dpm1, de Dem1 o de di-4-ANEPPDHQ, con el objetivo de cuantificar el grado de co-
localizacién de todos los pixeles que componen los dos canales de emision
recolectados.

Las proteinas quiméricas Daglas se sintetizaron en el laboratorio del Dr.
Yoshio Umezawa (Sato M. y col., 2006). Su composicion consta de un sitio de
reconocimiento especifico de diacilgliceroles (DAG) (CRD: dominio rico en
cisteina, de la proteina quinasa CP) fusionado con las proteinas fluorescentes
ciano (CFP, dador) y amarilla (YFP, aceptor) a través de a-hélices rigidas
conectoras (Figura 11). A uno de estos conectores se le agregé un par de
glicinas, que funcionan como bisagra. Cuando una molécula de DAG se une al
CRD, se produce un cambio conformacional en la proteina quimérica que
acerca a los fluordforos y permite que la FRET se produzca. Por lo tanto en
ausencia de DAG, al excitar la CFP solo se recolecta la emision de dicha
proteina fluorescente, mientras que en presencia de este lipido, ambos
fluoroforos emiten siendo iluminados por la longitud de onda de excitacién del
dador (CFP) (Figura 11).

Utilizamos dos tipos de Daglas, Dpml (pm: membrana plasmatica) y
Deml (em: endomembranas, tanto del aparato de Golgi como del reticulo

endoplasmatico (RE)) que se crearon al fusionar el complejo CFP-CRD-YFP con
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secuencias de localizacion especifica para las membranas mencionadas (Sato

M. y col 2006).

Figura 11. Daglas, un indicador fluorescente de los DAG. Estas proteinas
quimeéricas estan compuestas por las proteinas fluorescentes YFP y CFP junto al
dominio CRD de la PKCpB. En ausencia de DAG, al excitar (Ex) la CFP, se produce
solamente la emision (Em) de dicha proteina (A). En cambio, cuando el dominio
CRD se une a DAG, permite el acercamiento de los fluoréforos y da lugar a la FRET
(B), por lo tanto se va a observar emisién en el canal YFP al excitar con la longitud
de onda de CFP. Tomado y modificado de Sato M. y col. (2006).

La visualizacion de estas proteinas se realizo con el Dual-Viewer
acoplado al microscopio Nikon TE-300, obteniendo ambas imagenes en
simultaneo luego de excitar a la CFP con la longitud de onda apropiada. El
método utilizado para analizar la FRET fue el del cociente de imagenes (R,
Ratio imaging, Ecuacion 1) (Padilla-Parra S. y Tramier M., 2012). Dicho
cociente se calcula al dividir las intensidades de fluorescencia (J) de la imagen

FRET (YFP) y del dador (CFP), como lo expresa la siguiente ecuacion:

R= Verer (Ecuacion 1)
I D

La condicion necesaria para aplicacion del cociente de imagenes es que
ambas proteinas fluorescentes se encuentren en una estequiometria fija en
cada pixel. Esto sucede en las Daglas, ya que cada proteina quimérica
contiene una sola proteina fluorescente de cada color (CFP e YFP).

Previo a la realizaciéon del cociente de imagenes con ImageJ, las
imagenes obtenidas de 16 bits se transformaron en imagenes de 32 bits, y se
les sustrajo el fondo matematicamente al restarle a toda la imagen el valor
promedio de dicho fondo. Sobre estas imagenes de intensidad de fluorescencia
de cada canal se aplico una mascara, en la cual al fondo remanente se le
asign6é un valor no numérico (Not a number, NaN, ImageJ) y la senal de

fluorescencia de las células no se modifico. Luego de este procesamiento, se
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obtuvo el cociente de imagenes R. Los valores de este cociente son

proporcionales a la eficiencia de FRET que ocurre por pixel.

Evaluacion del porcentaje AChR desensamblado:

El método de fluorescencia empleado para determinar la cantidad de
AChR desensamblado se basa en la afinidad de distintos ligandos por el AChR
ensamblado o por sus subunidades (Baier C. y Barrantes F., 2007). La BTX
tiene la propiedad de unirse con alta afinidad a la subunidad al antes de
formar parte del pentamero en el proceso post-traduccional de plegado y
ensamblado, mientras que la Carbamilcolina (Carb) solo se une al receptor
completo. Por lo tanto, se puede diferenciar entre ambos tipos de
conformaciones y determinar entonces la magnitud de receptores
ensamblados/desensamblados en el sistema celular de expresion heterologa.

Para poderlos determinar, se utilizaron cultivos celulares de CHO-
K1/AS realizados sobre cubreobjetos de vidrio en placas de 35 mm. Con el fin
de saturar los sitios especificos de uniéon de los receptores de superficie, las
placas se incubaron con BTX 500 nM en m1 durante 1 h a 4 °C. Luego de tres
lavados con m1l frio, las células se fijaron y permeabilizaron (aplicando los
protocolos ya descriptos). Para cada condicion experimental, el AChR
intracelular se puso en evidencia incubando con Alexa*88-BTX, en presencia de
ml o Carb 10 mM en m1. El total de los AChR intracelulares corresponde a la
marcacion del preparado sin Carb (receptores ensamblados +
desensamblados), mientras que en las placas con Carb, la BTX fluorescente
solo evidencia los receptores intracelulares desensamblados. Por lo tanto, se
midi6 la intensidad de fluorescencia y se calculé el porcentaje de AChR
desensamblado por comparacién con la sefial fluorescente en ausencia de

Carb.

Analisis especificos del Capitulo II:

La polarizacion generalizada (GP) de di-4-ANEPPDHQ:

El grado de orden presente en una membrana puede ser calculado
luego de incubar a las células con sondas sensibles a la polaridad de las
membranas, como di-4-ANEPPDHQ. Dicho orden se expresa como la GP, un
cociente de intensidad normalizado, obtenido de dos canales de emision

diferentes para una misma sonda, a una misma longitud de onda de
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excitacion (Ecuaciéon 2). Sus valores dependen de las propiedades de emision
del fluordéforo en el entorno lipidico en el que se encuentre (Miguel L. y col.,
2011). Ya que los valores de la GP son cocientes de intensidad de
fluorescencia, esto los hace independiente de la concentracion local de la
sonda y del area superficial evaluada (Gauss K. y col., 2006).

Las longitudes de onda recolectadas en cada imagen del Dual-Viewer
fueron las correspondientes al canal azul (575/50 nm) y al canal rojo (680/50
nm) de emision de di-4-ANEPPDHQ, relacionadas con dominios liquido
ordenado (Lo) y liquido desordenado (Ld) de membranas modelo,
respectivamente. Se obtuvieron los valores de la GP, a partir del cociente de
las intensidades de fluorescencia () de cada canal, basandonos en la

siguiente ecuacion:

GP= l'650.600 = 165 705

+1

(Ecuacion 2)
I 550- 600 655- 705

Dichas operaciones se realizaron con las imagenes obtenidas para cada canal
utilizando el programa Imaged. Los valores del fondo local se transformaron en
cero al multiplicar a la imagen de la GP por la imagen denominador (Isso-
s00tlss5.705) convertida en una imagen binaria (fondo = O; sefial especifica = 1),
como lo describen Gauss K. y col. (2006). Las imagenes de la GP se expresaron
con una escala de 16 colores (Gauss K. y col., 2006; Miguel L. y col., 2011;
Toro C. y col., 2009; Sanchez S. y col., 2010; Owen D. y col., 2010).

Con el proposito de medir la relacion espacial entre los clusteres de
AChR (consecuencia de la union del anticuerpo y ulterior formacion del
complejo receptor-anticuerpo) y la GP de di-4-ANEPPDHQ, se delinearon las
ROI manualmente sobre la imagen de fluorescencia correspondientes al AChR
y midiéndose la GP en la imagen final de GP del di-4-ANEPPDHQ (Ecuacion 2).
Dichas ROI correspondian a zonas de la membrana plasmatica con tincion
positiva (o no) del anticuerpo mAb 210-anticuerpo secundario Alexa®4’. De
cada cluster de AChR se obtuvo su valor de la GP y se lo comparé con el valor
de la GP promedio de la membrana plasmatica, clasificandolos en tres grupos:
ROI con valores de la GP al menos 0,001 mayor, menor o igual que la GP
promedio de la membrana donde estaban inmersos. El numero de
clusteres/condicion se normaliz6 considerando que el numero total de
clusteres en la condicion estudiada era igual a 100. Los histogramas se

realizaron promediando los valores de cada grupo de cltasteres de diferentes
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experimentos, reflejando de esta forma la preferencia de los clusteres de AChR

por un rango de valores de GP en comparacion a la GP de la membrana.

METODOS: CAPITULO 1

Transfeccion de las células CHO-K1/AS5

Las células en cultivo se transfectaron con el fin de favorecer la
incorporacion de una molecula de ADN o ARNi que lleve a la sobreexpresion de
una proteina o silencie su expresion, respectivamente. El reactivo de eleccion
fue la lipofectamina 2000, compuesta por lipidos catiénicos que acomplejan el
ADN plasmidico o el ARNi favoreciendo su ingreso al interior celular.

Las células se transfectaron uno o dos dias después de repicadas (40-
50 % de confluencia) y los experimentos se realizaron a las 24, 48 o 72 hs
post-transfeccion, segin cada caso particular, con el fin de obtener una
maxima eficiencia de transfeccion y minima citotoxidad. La cantidad de
ADN/ARNi y el tiempo de incubacion usados con la lipofectamina 2000 se
ajustaron a los protocolos sugeridos por el fabricante (Invitrogen). La

concentracion final de ADN utilizada fue de 1 pg / placa.

Ensayos de union de radioligando

Obtencion de [I'25]a-bungarotoxina

La derivatizacion de la [[!25|a-bungarotoxina ([I!25]-BTX) fue realizada
tomando como referencia el método de Hunter W. y Greenwood F. (1962). Se
disolvieron 10 nmoles de BTX (80 uL de BTX 125 uM en agua ultrapura), en
80 uL de buffer fosfato 200 mM (pH 7,4), a los que se le agregaron 0,7 mCi de
125 (I125Na, actividad especifica 17 Ci/g). La reaccion de oxidacion que permitio
la unioén del iodo radiactivo a la BTX se realizo a temperatura ambiente con el
agregado de 2 uL Cloramina T (20 mg/mL). Dos min después, se freno la
reaccion con 2 uL de metabisulfito de sodio (20 mg/mL). A continuacion, el
producto obtenido se sembr6 en una columna de exclusion de Sephadex G-25
equilibrada con buffer fosfato 100 mM (pH 7,4), mantenida a 4 °C y conectada
a un colector de fracciones. Dicho equipo recogio 0,8 mL de la elucién/tubo.

Se tomaron 10 pL de cada tubo para determinar el nivel de radiactividad en un
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contador gamma con una eficiencia del 80 %, gracias a la gentileza de Patricia
Fernandez, Lic. en Bioquimica de IACA Laboratorios. Con este procedimiento

se logro separar la BTX iodinada del iodo libre (Figura 12).

Figura 12. Obtencion de [I125]-BTX. Esquema del protocolo de obtencién de la
toxina iodinada. En el perfil de elucién, las fracciones correspondientes al primer
pico contienen [I!25]-BTX, mientras que el segundo pico, obtenido hacia el final de
la elucion, corresponde al iodo libre (I125Na).

Como lo indican Hunter W. y Greenwood F. (1962), se calculé la
actividad especifica, la cual fue de alrededor de 50 uCi/nmol de BTX, en todas
las derivatizaciones realizadas en el laboratorio. Las fracciones
correspondientes a la toxina radiactiva se alicuotaron y se guardaron a -20 °C
durante un periodo no mayor a dos meses, tiempo durante el cual se
realizaron los experimentos, ya que la vida media de este is6topo radiactivo es

de 60 dias aproximadamente.
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Determinacion de la union de [I'25]-BTX en células en cultivo

Union en superficie:

La cantidad de AChR presente en la superficie celular se determiné por
la union de [I['25]-BTX. Las células CHO-K1/AS se cultivaron durante 2-3 dias
en placas de 35 mm hasta alcanzar una confluencia del 70-80 %. Luego de
realizar los tratamientos correspondientes a cada experimento, las células se
incubaron durante 50 min a temperatura ambiente, con concentraciones entre
0-100 nM de [I125]-BTX en medio de cultivo completo. Cumplido dicho tiempo,
se realizaron dos lavados con buffer fosfato SO0 mM (pH 7,4), se levantaron las
células de las placas con 1,5 mL de NaOH 0,1 N y se cont6 la radiactividad
total en el contador gamma. La union inespecifica de la toxina se determino
por preincubacion de muestras controles con 50 mM de Carb a 37 °C durante
los 50 min previos al tratamiento con diferentes concentraciones de [[125]-BTX.
La radiactividad correspondiente a la union especifica de cada concentracion
de toxina utilizada, se obtuvo por diferencia entre la radiactividad medida para
la union total e inespecifica.

Como se observa en la figura 13, la saturacion de los sitios especificos
del AChR se alcanza en las células CHO-K1/AS5 a una concentraciéon de 60 nM
de [[125]-BTX (50 min a temperatura ambiente). Por tal motivo, en la mayoria
de los experimentos realizados, se utilizd esta concentracién de toxina

radiactiva.

Figura 13. Curva de saturacion
de BTX radiactiva en células
CHO-K1/A5. El equilibrio de
uniéon de la toxina a sitios
especificos (flecha) se alcanzo
luego de incubar las células con
una concentraciéon de 60 nM de
[1125]-BTX.

Los ensayos de desplazamiento se realizaron agregando concentraciones
crecientes de Carb (0, 1.10-8, 1.10-7, 1.10-6, 1.10-5, 1.104, 1.10-3, 1.102 M), a
las diferentes placas tratadas con las drogas a estudiar, 30 min antes de que

culmine el tratamiento. El objetivo experimental consistia en evaluar el
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desplazamiento de la union de BTX por la Carb, ya que ambas compiten por el
mismo sitio de uniéon al AChR. Pasados los 30 min, se incubaron las células
con una misma concentracion de [I125]-BTX (20 nM) durante 50 min a
temperatura ambiente. Finalmente, las placas se lavaron dos veces con buffer
fosfato 50 mM, se solubilizaron con 1,5 mL de NaOH O,1N y se midio la
radiactividad.

Para determinar la cantidad de AChR presente en la superficie de
neuronas de hipocampo, las mismas se cultivaron en multiplacas de 24
pocillos durante 14 dias (como ya mencionamos en esta seccion). La union
inespecifica de la toxina radiactiva se determiné incubando las neuronas con
Carb 200 mM, 1 h antes de que culmine el tratamiento correspondiente. Al
realizar los ensayos de saturacion con [[125]-BTX, observamos que se lograron
ocupar los sitios especificos del AChR al utilizar 60 nM de toxina radiactiva,
motivo por el cual todos los experimentos posteriores se realizaron a esa

concentracion (Figura 14).

Figura 14. Curva de saturacion
de BTX radiactiva en neuronas
de hipocampo. Como se puede
observar, al incubar con 60 nM
de [[125]-BTX se lleg6 al equilibrio
de unién de la toxina a sitios
especificos del AChR (flecha).

Luego de tratar durante 50 min a temperatura ambiente con [I125]-BTX,
se realizaron dos lavados con PBS (NaCl 150 mM; Na,HPO4 10 mM; NaH>PO4
10 mM; pH 7,5), se solubilizaron las células con 600 uL NaOH 0,1 N y se midi6

la radiactividad en un contador gamma.

Union total de [I125]-BTX en células permeabilizadas:

Con el objetivo de determinar el total de receptores expresados en
células CHO-K1/AS y cuantificar de esta manera los receptores intracelulares,
se realizo el ensayo de union con toxina radiactiva en células permeabilizadas.
Para lograrlo se quit6 el medio de cultivo de cada placa, se agregoé 0,5 mL de

buffer saponina 1 % (preparada en buffer fosfato 10 mM, pH 7,4 con el
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agregado de EDTA 30 mM y BSA 0,1 %). Se retir6 la saponina inmediatamente
y se dejaron las placas semi-secas durante 5 min. Las células se lavaron dos
veces con buffer fosfato 50 mM y se trataron como se describi6 para la
determinacion de receptores en superficie. De esta manera, el nimero de
receptores intracelulares se obtuvo como la diferencia entre la radiactividad

especifica del total de AChR y la de los receptores de superficie.

Determinacion de proteinas

La cuantificacion de las proteinas presentes en cada muestra, ya sea de
cultivos de células CHO-K1/AS5 o de cultivos neuronales, se realizo aplicando
el método colorimétrico de Lowry O. y col. (1951). Las muestras se disolvieron
en NaOH 0,1 N y se utilizé6 una soluciéon de BSA 1 mg/mL como estandar, de
la cual se tomaron alicuotas de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 80 uL para realizar
la curva de calibrado. A partir de dicha curva se calculé el contenido proteico
de cada muestra. Los volumenes de muestra sobre los que se cuantificaron
proteinas fueron de 200 y 10 uL para los ensayos de union de radioligando y
de Western Blot, respectivamente. La curva estandar de esta tltima técnica se
realizo con el agregado de 10 uL de buffer de lisis, para restar interferencias

del mismo en la determinacién colorimétrica.

Ensayos de Western Blot

La inmunodeteccion de proteinas se realizo por ensayos de Western Blot
(WB). Al finalizar los tratamientos correspondientes a cada experimento, se
colocaron las placas sobre una base de hielo, se les retir6 el medio de cultivo y
se les agrego buffer de lisis (HEPES 20 mM; EGTA 10 mM; B-glicerolfosfato 5
mM, Nonidet P-40 1 %; MgClz 2,5 mM) con inhibidores de proteasas (DTT 1
mM; leupeptina 2 pg/mL; aprotininal ug/mL; pepstatina 1 ug/mL; PMSF 0,1
mM). Los volumenes de buffer anadidos fueron de 80 y 50 uL para las placas
de 35 mm y los pocillos de las multiplacas, respectivamente. Las células en
dicho buffer se levantaron de la placa raspando con una espatula, se
colectaron en microtubos, y se homogeneizaron utilizando jeringas con agujas
25G. Después de 1 h en hielo, se centrifugaron a 13.200 rpm durante 20 min
a 4 °C. Se colecto el sobrenadante de cada tubo, se midieron las proteinas por

el método de Lowry O. y col. (1951), se les agregd un volumen adecuado de
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buffer Laemmli 5x (Trizma Base 0,30 M; dodecilsulfato de sodio, SDS, 10 %;
glicerol 50 %; 2-mercaptoetanol 25 %; pH 6,8) y se hirvieron durante 5 min.
Las proteinas se resolvieron por SDS-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS) (Laemmli U., 1970) en un gel de poliacrilamida al 10
%. Las corridas se realizaron con dos geles en simultaneo, a voltaje variable y
amperaje constante de 20 mA durante aproximadamente 2 hs. A
continuacion, los geles se transfirieron a membranas de polivinilidenofluoruro
(PVDF, Immobilon-P Transfer Membrane, Millipore, Billerica, MA, EE.UU.)
utilizando un Mini Trans-Blot cell electroblotter (BIO-RAD Life Science Group,
California, EE.UU.). La transferencia duré 1,45 hs y se realizo a 350 mA y
voltaje variable. La cantidad de proteinas sembrada por calle fue de 40-50 pg.
Con el objetivo de bloquear las membranas de PVDP, se las incub6 con
BSA al 10% en buffer T-TBS (Trizma base 3 g/L pH 7,5; NaCl 8 g/L; KC1 0,2
g/L; Tween-20 0,1 %) durante 2 hs a temperatura ambiente. Luego del
tratamiento con los anticuerpos primarios y secundarios correspondientes a
cada experimento, las inmuno-reacciones se detectaron realizando un ensayo
de quimioluminiscencia con el reactivo Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent y posterior revelado con placas autorradiograficas, ambos

productos de GE Healthcare (Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino Unido).

Incubacion de membranas de PVDP con anticuerpos

Tras el bloqueo con BSA al 10% en T-TBS, todos los anticuerpos
primarios utilizados en este trabajo de Tesis estuvieron en contacto con las
membranas de PVDP mediante agitacion constante durante 18 hs a 4 °C.
Seguidamente, se incubaron los anticuerpos secundarios con agitacion
constante por 2 hs a temperatura ambiente. Las diluciones utilizadas de los
anticuerpos primarios y secundarios fueron de 1/1000 y 1/2000,

respectivamente.

Registros de patch-clamp

Esta serie de experimentos fueron efectuados por la Dra. Ana Sofia
Vallés. Esta metodologia electrofisiologica permite estudiar el funcionamiento
de cada molécula individualmente, como asi también del total de los canales
expresados en la célula (Hamill O. y col., 1981). Los registros de canal unitario

se obtuvieron en la configuracion célula adherida.

50



Materiales y Métodos

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Se utilizé un microscopio invertido Nikon con un objetivo 20x montado
sobre una mesa anti-vibratoria neumatica con el fin de obtener sellos estables.
El ruido eléctrico se elimin6 colocando al microscopio dentro de una jaula de
Faraday. La pipeta se coloca en un soporte de plastico con roscas de teflon,
que contiene un electrodo de platino que se conecta con un amplificador por el
otro extremo. El soporte se encuentra montado sobre un micromanipulador
que permite el desplazamiento adecuado de la pipeta con respecto a la célula.
Dentro del bano de la capsula que contiene a las células se encuentra un
electrodo de referencia conectado también al amplificador por el extremo
opuesto. Las corrientes generadas por los AChR se registraron usando un
amplificador de corriente AXOPatch 200B (Axon Instruments, Burlingame, CA,
EE.UU.). Los datos se digitalizaron con una interfase ITC-16 (Instrutech
Corporation, Long Island, NY, EE.UU.). El programa de adquisicion continua

utilizado fue Acquire (Bruxton Corporation, Seattle, WA, EE.UU.).

METODOS: CAPITULO II

Preparacion de las GUV

La formacién de las GUV permite obtener membranas lipidicas de
composicion especifica. En este trabajo se realizaron con el fin de obtener
membranas modelo Lo y Ld, compuestas por dipalmitoilfosfatidilcolina:
colesterol (7DPPC:3Col) y dioleilfosfatidilcolina (DOPC), respectivamente.
Ambas soluciones lipidicas se prepararon en etanol a una concentracion de 1
mg/mL como lo indican Jin L. y col. (2006). En cada caso, se secoé una
pelicula de lipidos de 20 uL sobre los portaobjetos cubiertos con 6xido de indio
y estano del equipo de preparacion de las GUV Vesicle Prep-Pro (Nanion,
Munich, Alemania). Rapidamente se les agregdé 200 uL de una solucion de
sacarosa 0,5 M y se sometié por 4,3 hs a un voltaje de 1,3 V y una frecuencia

de 500 Hz a 45 °C para lograr la formacion de dichas vesiculas.

Fluorimetro

Todas las medidas fluorimétricas se realizaron en un fluorimetro SLM

modelo 4800 (SLM Instruments, Urbana, IL, EE.UU.) utilizando un rayo de luz
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polarizada verticalmente de una lampara de arco de mercurio/xen6n obtenido
con un polarizador Glan-Thompson (hendiduras de excitacion y emision de 4

nm).

PROTOCOLOS DE INCUBACION

Capitulo 1

Tratamientos a tiempos cortos y largos de incubacion

Las células se incubaron a 37 °C principalmente durante dos tiempos
de incubacion que denominamos cortos (30 min, 3 o 4 hs) y largos (18 hs). Se
utilizaron células crecidas en placas de 35 mm de diametro para las células
CHO-K1/AS5 y multiplacas de 24 pocillos para las neuronas de hipocampo.
Dichas células en cultivo se utilizaron a los 2-3 y 14 dias posteriores al
sembrado, respectivamente.

Todas las drogas empleadas para los tratamientos se disolvieron en
dimetilsulfoxido (DMSO) de forma tal que la concentracion final en las placas
fuera siempre menor al 0,5 % DMSO (v/v). Tanto las condiciones controles
como las experimentales se incubaron siempre con el mismo volumen final de
DMSO.

En el caso de utilizarse un inhibidor enzimatico en presencia de otra
droga, se agrego dicho inhibidor 10 min antes de la incubacién con el otro
componente.

A continuacion se detallan las drogas empleadas:

Agregado exogeno de DAG y analogos:

Se utilizaron dos tipos de DAG, compuestos por acidos grasos de
cadena larga y corta. El palmitoiloleilglicerol (POG, 300 uM) es un DAG de
cadena larga de tipo natural y estructuralmente relacionado con
fosfatidilcolina (PC), mientras que el dioctanoilglicerol (DOG, 300 uM) es un
lipido no sintetizado por las células eucariotas, con mayor solubilidad en
medio acuoso y menor velocidad de metabolizacion en comparacion con los

DAG de cadena larga (Henneberry A. y col., 2001).
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Se estudiaron también los efectos mediados por un analogo no
metabolizable de los DAG, un éster de forbol (EF) activo (forbol 12,13-
dibutirato, 20 uM). Para estudiar la especificidad de la accién de los DAG en
los efectos observados, se utilizé también un éster de forbol inactivo (EF-, 4a-

forbol 12-miristato 13-acetato, 20 uM).

Incremento o disminucion de la cantidad de DAG endogenos

Se utilizaron dos inhibidores enzimaticos para aumentar los niveles de
DAG: R59949 y Geranilgeraniol (GGOH). El R59949 (300 nM) (Jiang Y. y col.,
2000) produce la inhibicion de las DGK, enzimas encargadas de fosforilar al
DAG para convertirlo en acido fosfatidico (PA). La acciéon de esta familia de
enzimas es considerada la principal ruta de metabolizacion del DAG a nivel
intracelular (Luo B. y col., 2004), por lo tanto al inhibirlas se incrementa la
cantidad de DAG endégeno.

Por otra parte, el GGOH (80 uM) es un compuesto de tipo isoprenoide
que inhibe competitivamente a la colina fosfotransferasa (CPT), tiltima enzima
de la via de Kennedy de biosintesis de PC a partir de colina y DAG (Miquel K. y
col., 1998). Inhibiendo esta reaccion se promueve también un aumento del
DAG endégeno.

La disminucion de la cantidad del DAG endogeno se realizo a través de
transfecciones transientes con DGK{-EGPF y con el ARNi de la proteina Nir2.

Logrando la sobre-expresion de la enzima DGK({-EGPF, se busco
aumentar el metabolismo del DAG hacia PA, disminuyendo de esta forma la
cantidad de este lipido neutro.

La proteina Nir2 esta involucrada en la regulacion de los niveles de DAG
mediante la inhibicion de la sintesis de PC mediada por CDP-colina, por lo que
la disminucion en la cantidad de Nir2 intracelular desencadena el descenso de
los niveles de DAG presentes en el complejo de Golgi (Litvak V. y col., 2005).
Se silenci6 la expresion de Nir2 al transfectar a las células con el ARNi para
impedir la traduccion de esta proteina. Se esper6 72 hs post-transfeccion para
asegurar el silenciamiento de la expresion de esta proteina, como en Litvak V.
y col. (2005).

El ARNi utilizado es una quimera entre ADN y ARNi. Las ventajas sobre
los ARNi convencionales son que se necesita menos concentracion para lograr
el silenciamiento proteico y su gran estabilidad minimiza la aparicion de

reacciones adversas. Estos compuestos actian promoviendo la destruccion de
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los ARN mensajeros (ARNm), sin afectar los genes que codifican para otras

proteinas.

Aumento de los niveles de calcio (Ca2*)

Se recurrio a dos mecanismos diferentes con el fin de incrementar la
cantidad de Ca?2* presente en el interior celular. En primer término, las células
se incubaron con un ionoéforo de Ca2?+*, A23187 (10 uM), el cual permite el
pasaje de iones Ca2?* a través de la membrana plasmatica de células intactas,
normalmente impermeables a estos iones. En otra serie de experimentos, las
células se trataron con Thapsigargina (Thapsi, 5 uM), droga que inhibe las
enzimas Ca?*-ATPasas del RE, impidiendo que dicho ion se acumule en la
organela. Esto también desencadena el aumento del de Ca2* en el espacio

intracelular.

Inhibicion de Proteinas Quinasas

Para evaluar si los efectos mediados por Ca2* estaban relacionados a la
activacion de la proteina quinasa de tipo II dependiente de Ca2+ y calmodulina
(CaMKII), usamos el inhibidor de estas proteinas, KN-62 (10 uM).

Se utilizaron ademas inhibidores especificos de las proteinas quinasas
C (PKC) clasicas a 'y Bl (G6 6976,1 uM), y de la PKC§ (Rottlerina, ROT, 3 uM)
perteneciente a la familia de las PKC noveles (PKCn).

La inhibicion selectiva de proteinas quinasas D (PKD1, PKD2 y PKD3)
se realiz6 incubando las células con 7 y 25 uM de CID755673.

Capitulo 2

Variaciones de 1los niveles celulares de colesterol: deplecion y
enriquecimiento

Las células CHO-K1/AS se incubaron con diferentes concentraciones de
metil-B-ciclodextrina (CDx; 5, 10 y 15 mM ) preparada en m1, a 37 °C durante
30 min. Con este tratamiento se logra depletar de forma aguda el contenido de
Col de las células, como se demostré previamente en nuestro laboratorio
(Borroni V. y col., 2007; Borroni V. y Barrantes F., 2011). La concentracion de
CDx elegida para los experimentos posteriores fue de 15 mM.

Para los experimentos de enriquecimiento de Col, se prepararon

complejos de CDx-Col siguiendo el protocolo utilizado por Christian A. y col.
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(1997). Las células se incubaron en presencia de los complejos de CDx-Chol

(6:1) a 37 °C por 30 min.

Disrupcion y estabilizacion del citoesqueleto de actina

Se utilizaron Citocalasina D (Cito D; 2,5 uM) y Latrunculina A (Lat A; 4
uM) como agentes despolimerizantes de los filamentos de actina. El agente
estabilizador de los filamentos de actina empleado fue Jasplakinolida (Jas; 1
uM). La efectividad de estos tratamientos se corroboré observando los cambios
producidos en la morfologia celular mediante microscopia de contraste de fase
y de fluorescencia.

Estas drogas se disolvieron en DMSO y las soluciones de trabajo se
realizaron en ml. Por lo tanto en las condiciones controles para cada
tratamiento se incubaron con el maximo volumen de DMSO utilizado, siempre

por debajo del 0,5 % de DMSO en m1 (v/v).

Internalizacion del AChR mediada por la union de BTX

La unién de BTX o anticuerpo sobre el AChR gatilla la internalizacion
de dicho receptor, como se describié previamente en el trabajo de Kumari S. y
col. (2008). Con tal fin, las células se incubaron con 500 nM de BTX en m1l
durante 1 h a 4 °C. Al finalizarse este tratamiento, se lavaron 3 veces con m1l
frio y en este mismo medio fueron trasladadas a un incubador a 37 °C por 2

hs.

Tratamientos con agonistas del AChR

Las células CHO-K1/AS5 se incubaron con nicotina (Nic; 100 uM) y Carb
(500 uM) a 37 °C durante 30 y 50 min, respectivamente. Ambas drogas se
prepararon en ml. Debido a que la union de estos agonistas al AChR es un
proceso reversible, los lavados se realizaron con m1 frio que contenia la misma

concentracion de agonista.

ANALISIS ESTADISTICO

La significancia estadistica de los datos obtenidos se analiz6 utilizando
el test t de Student a dos puntas o ANOVA de un factor con el posterior test de
Tukey, seguin correspondiera. Dichos analisis estadisticos se realizaron con el

programa Prism 5.0 Graph Pad (San Diego, CA, EE.UU).
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Los grados de significancia (p) menores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

Cada experimento se repitio un minimo de tres veces, donde cada
condicion evaluada en los ensayos de union de radioligando se realiz6 por
triplicado en cada experimento, mientras que se adquirieron un minimo de 10
imagenes en los experimentos de microscopia.

En todos los experimentos analizados, se consideré que (*): p < 0,05;
(**): p < 0,01; (***): p < 0,001. En los histogramas mostrados en este trabajo de
Tesis, los asteriscos representan diferencias significativas entre la condicion
control y la experimental. Por otra parte, las lineas con asteriscos
corresponden a cambios con significancia estadistica, entre las condiciones

tratadas con diferentes drogas.

DISENO DE IMAGENES

Para el armado de las figuras con las imagenes obtenidas con todos los
microscopios empleados, se utilizo el programa Corel Draw 15. Este programa
también lo usamos para el disefio de los esquemas presentados en este trabajo
de Tesis.

Los graficos se realizaron con el programa Prism 5.0 Graph Pad, donde
se ven expresado por condicion el promedio de un minimo de tres
experimentos independientes con su correspondiente desvio estandar.

En aquellos casos en que se mencionan explicitamente, los cambios
visualizados en las imagenes son expresados como porcentajes,
correspondiendo al porcentaje (X) de cambio (aumento o disminuciéon) * su

correspondiente desvio estandar (DE): X £ DE %.
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LOS DIACILGLICEROLES

Los diacilgliceroles (DAG) son lipidos neutros formados por dos acidos
grasos unidos a molécula de glicerol en las posiciones 1 y 2, tal como se
esquematiza en la figura 1-1. Si bien los DAG son moléculas pequenas y de
composicion relativamente sencilla, son indispensables en la sintesis de otros
lipidos mas complejos, en la composicion de membranas biologicas y como

segundos mensajeros (Carrasco S. y Mérida I., 2007; Mérida I. y col., 2010).

EL METABOLISMO

Existen dos mecanismos principales de sintesis de novo de DAG en
mamiferos y en levaduras: uno de ellos, partiendo de dihidroxiacetona-3-
fosfato, y el otro, partiendo de glicerol-3-fosfato (Athenstaedt K. y Daum G.,
1999). Estas dos especies moleculares deben convertirse previamente en acido
fosfatidico (PA) para lograr el producto final, a través de la enzima PA
fosfohidrolasa (PAP) (Nanjundan M. y Possmayer F., 2003) (Figura 1-1).

A su vez, existen tres vias adicionales de obtencion de DAG, a partir de
precursores lipidicos. Dos de los mecanismos se basan en la hidrélisis de los
fosfolipidos de las membranas por accion de las fosfolipasas C (PLC) y D (PLD)
(Figura 1-1). Ambas vias dependen de la activacion de las enzimas por
estimulos extracelulares, y en ambos casos los DAG producidos actian como
segundos mensajeros y no se utilizan con fines metabdlicos (Carrasco S. y
Mérida I., 2007; Mérida I. y col., 2010).

El tercer mecanismo se basa en la sintesis de esfingomielina (SM) a
partir de fosfatidilcolina (PC) por la enzima esfingomielina sintasa (SMS),
siendo el DAG el co-producto obtenido de esta reaccion enzimatica, cuando el
grupo glicerol de la PC es reemplazado por una ceramida (Figura 1-1). Se han
encontrado dos isoformas de la SMS, llamadas SMS1 y SMS2. Estas enzimas
se localizan en el complejo de Golgi (SMS1 y SMS2) y en la membrana
plasmatica (SMS2). Las dos isoformas funcionan como colina fosfotransferasas
bidireccionales, capaces de convertir PC y ceramida en SM y DAG, y viceversa
(Figura 1-1), regulando de esta forma los niveles de estos lipidos en las
membranas segun los requerimientos celulares (Lev S., 2006; Holthuis J. y
Luberto C., 2010; Carrasco S. y Mérida 1., 2007). A diferencia del PA, el DAG

tiene mayor vida media y existen niveles constantes de este lipido en el
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complejo de Golgi, donde es principalmente obtenido a través de la accion de
la SMS (Lev S., 2006). A su vez los DAG pueden ser utilizados como
precursores en la sintesis de fosfolipidos, monoacilgliceroles (MAG) vy

triacilgliceroles (TAG).

Figura 1-1. El metabolismo del DAG. El esquema ilustra los mecanismos
enzimaticos de produccion o de utilizacibn del DAG, donde las enzimas
involucradas estan coloreadas en verde (abreviaturas detalladas en el texto).

(OH: grupo oxhidrilo; Ry R™: acidos grasos; P: grupo fosfato; el esqueleto del glicerol
se esquematiza con lineas negras).

La PC es el fosfolipido mayoritario presente en las membranas de las
células eucariotas. Puede ser sintetizada a partir del DAG por accion de las
enzimas colina (CPT) y la colina/etanolamina (CEPT) fosfotransferasas, en el
complejo de Golgi y el RE, respectivamente (Lagace T. y Ridgway N., 2013;
Carrasco S. y Mérida 1., 2007; Mérida 1. y col., 2010) (Figura 1-1). Dichas

proteinas median el ultimo paso de la via de Kennedy de sintesis de PC a
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partir de colina. La CEPT también lleva a la produccion de
fosfatidiletanolamina (PE) (Figura 1-1).

La diacilglicerol quinasa (DGK) fosforila al DAG y lo convierte en PA
(Figura 1-1), intermediario en la sintesis de la cardiolipina y del
fosfatidilinositol (Holthuis J. y Luberto C., 2010; Lagace T. y Ridgway N., 2013;
Carrasco S. y Mérida I., 2007; Mérida I. y col., 2010). La accién de la DGK es
considerada uno de los principales mecanismos de metabolizacion de los DAG
involucrados en vias de senalizacion (Luo B. y col., 2004).

De la esterificacion del DAG por la enzima diacilglicerol aciltransferasa
(DGAT), tanto en la membrana plasmatica como en el RE, se obtiene TAG
(Figura 1-1). En cambio, si los DAG son alcanzados por las enzima
diacilglicerol lipasa (DAG lipasa), son hidrolizados a MAG al perder un acido
graso en la posicion uno o dos del glicerol (Figura 1-1) (Carrasco S. y Mérida I.,

2007; Mérida I. y col., 2010).

LA TRANSDUCCION DE SENALES

Un bolsillo hidrofébico formado por una secuencia conservada de 50
aminoacidos rica en cisteina es la clave de la accion de los DAG sobre
determinadas proteinas. El renombrado dominio C1 (también llamado CRD:
dominio rico en cisteina) esta presente en las proteinas que se unen a los
DAG, generandose una respuesta tras la union del lipido a este dominio
(Carrasco S. y Mérida I., 2007; Mérida I. y col., 2010). En un principio, se
postulé que la accién de los DAG solamente se basaba en la translocacion de
las proteinas hacia las membranas donde este lipido se acumulaba (Johnson
J. y col., 1998). Sin embargo, con el correr de los afios se comprobé que los
dominios C1 gatillaban la localizacion de las proteinas en dominios de
membrana ricos en DAG y fosfolipidos cargados negativamente, modulando de
esta forma su activacion (Hall C. y col., 2005).

Los primeros ligandos descubiertos con afinidad por los dominios C1
fueron los ésteres de forbol (EF). No obstante, luego se comprobé que los DAG
y otros compuestos relacionados también se unian a dichos dominios
(Kazanietz M. y col., 2000).

Existen dos tipos de dominios C1, los tipicos y los atipicos. Las
proteinas que llevan en su estructura uno o dos dominios tipicos, son las que

son sensibles a la modulacion por DAG. Entre ellas se encuentran las
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proteinas quinasas C (PKC) clasicas y noveles, las proteinas quinasas D (PKD),
las quimerinas, las isoformas 3 y y de la DGK, las unc13 de mamiferos (Munc
13) y las proteinas liberadoras de guanina de Ras (RasGRP) (Figura 1-2) (Luo
B. y col., 2004; Carrasco S. y Mérida 1., 2007; Mérida I. y col., 2010).

Figura 1-2. Los dominios C1 y la transduccion de sefiales mediada por el DAG.
En el esquema se observa la presencia de uno o dos dominios C1 tipicos en las
proteinas y los efectos que desencadenan tras la unién del DAG a los mismos.

La especificidad por distintas especies moleculares de DAG de los
dominios C1 tipicos, determina que las proteinas que los contienen ejerzan su

actividad en localizaciones subcelulares especificas. Asi por ejemplo, los
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dominios C1 de la PKD, tienen mayor afinidad por DAG con acidos grasos
saturados, lo que hace que esta enzima se active en el complejo de Golgi,
donde predomina esta especie lipidica (Carrasco S.y Mérida I., 2007).

Por otra parte, la funcion de los dominios C1 atipicos, presentes
principalmente en la familia de las DGK, no se encuentra completamente
dilucidada, pero se postula que estaria relacionada a la interaccion con
subdominios de membrana (Colén-Gonzalez F. y Kazanietz, M., 2006).

En conclusion, los dominios C1 funcionan como transmisores del
mensaje codificado en los moédulos reguladores dependientes de DAG, que
controlan la activacion de proteinas y determinan su sitio especifico de
interaccion (Carrasco S. y Mérida I., 2007).

Dado que en este trabajo de Tesis nos centramos principalmente en el
estudio de los mecanismos de transduccion de senales de los DAG que
involucran a las enzimas PKC y PKD, a continuacion describiremos la accion

de estas enzimas.

Las proteinas quinasas C y D

El mecanismo principal de senalizacion celular tras un estimulo externo
esta mediado por la fosforilacion y desfosforilacion de proteinas intracelulares,
donde la fosforilacién involucra la accion de proteinas quinasas. Estas
proteinas fosforilan a sus sustratos en residuos serina, treonina o tirosina, y
de esta forma los estabilizan en un estado conformacional que altera su

funcion biolégica (Zeng L. y col., 2012).

Las PKC:

Estas proteinas pertenecen a la familia de las serina/treonina quinasas
y fueron unas de las primeras quinasas en ser descubiertas (Inoue M. y col.,
1977). Segun el requerimiento de co-factores para lograr su activacion (DAG,
Ca?+, fosfatidilserina: PS; Figura 1-3A), las diez diferentes isoformas de PKC se
dividen en tres grupos: convencionales o clasicas (PKCc: a, BI, BII y y), noveles
(PKCn: 6, &, ny 0) y atipicas (PKCa: { y A, denominada 1 en células murinas)
(Figura 1-3A) (Zeng L. y col., 2012).

Todas las PKC se caracterizan por tener en su estructura un sitio
quinasa altamente conservado y un pseudosustrato autoinhibitorio, en sus

extremos C- y N-terminal, respectivamente. Las diferencias radican en los
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restantes componentes del sitio regulatorio (Figura 1-3A) (Antal C. y Newton
A., 2013).

En relacion a la presencia del dominio C1, las PKCc y PKCn presentan
dos dominios sensibles a DAG, C1A y C1B, mientras que las PKCa tienen un
solo dominio C1, el C1 atipico, que no interacciona con estos lipidos (Figura 1-
3A) (Zeng L. y col., 2012; Antal C. y Newton A., 2013). La simple diferencia de
un aminoacido en el dominio C1B es la responsable de que las PKCc tengan
menor afinidad por el DAG que las PKCn (Gallegos L. y Newton A., 2008).

La interaccion con el Ca2+ con las PKCc se logra a través del dominio
C2, gracias a la presencia de residuos de aspartato (Figura 1-3). Esta union,
que es crucial para la activacion de las PKCc, no ocurre en las PKCn, ya que
carecen de estos aminoacidos en su dominio C2, denominado C2 novel (Figura
1-3A). Esto implica que la activacion de las PKCn no es dependiente de Ca2*,
situacion que estaria compensada por tener el doble de afinidad por los DAG
que las PKCc (Figura 1-3A) (Zeng L. y col., 2012; Giorgione J. y col., 2006;
Newton A., 1995).

Los dominios C1 de todas las isoformas de las PKC interaccionan con
la PS presente en las membranas (Figura 1-3A) (Zeng L. y col., 2012; Antal C.
y Newton A., 2013), donde el dominio C1B seria el principal involucrado en las
PKCc y PKCn (Johnson J. y col., 2000). Ademas, los dominios C2 de las PKCc
interaccionan con fosfolipidos aniénicos, incluyendo PS, de forma dependiente
(Figura 1-3B) o independiente de la union del Ca2?*, debido a la existencia de
un parche basico distante al sitio de union dependiente de Ca2?* (Corbalan-
Garcia S. y col., 2003; Evans J. y col., 2006).

Las PKCa no unen DAG ni Ca?2*, por lo que su regulacion esta basada
en la interaccion con otras proteinas a través del dominio PB-1 (Lamark T. y
col., 2003), ausente en las demas PKC (Figura 1-3A) (Zeng L. y col., 2012;
Antal C. y Newton A., 2013).

El dominio catalitico de las PKC (Figura 1-3A) presenta tres sitios de
fosforilacion/autofosforilaciéon criticos para la maduracién de las enzimas: el
sitio de activacion y los dominios de giro e hidrofobico (Gallegos L. y Newton
A., 2008). La fosforilacion en todos estos sitios es crucial para el proceso de
maduraciéon de las PKC, necesario para lograr una enzima competente aunque
inactiva (Figura 1-3B). Tras su sintesis, las PKC son rapidamente fosforiladas
en estos tres sitios en ausencia de estimulo de activacion (Freeley M. y col.,

2011). En el caso particular de la PKCa, la fosforilacién se logra luego de 5-10
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min de ser sintetizada (Antal C. y Newton A., 2013). Si la enzima no se
encuentra fosforilada en alguno de estos sitios, su activacion se encuentra
comprometida (Freeley M. y col., 2011).

El proceso de maduracion de las PKC comienza con la fosforilacion en el
sitio de activacion por la proteina quinasa dependiente de fosfoinositido (PDK-
1). Esta accion gatilla rapidamente dos fosforilaciones, en los dominios de giro
e hidrofébico, donde participarian el complejo proteico mTORC2 (del inglés:
mammalian target of rapamycin complex 2) y la misma PKC, con procesos de
autofosforilacion (Figura 1-3B).

Las PKC recién sintetizadas tienen libre el sitio de union al sustrato. El
proceso de maduracion por fosforilacion localiza al pseudosustrato
autoinhibitorio en este sitio, logrando de esta forma wuna enzima
cataliticamente competente, aunque aun inmadura. En el caso particular de
las PKCc (Figura 1-3B), la union de Ca?2* seguida de la interaccion con PS y
DAG, presentes en la membrana plasmatica, como consecuencia de un
estimulo extracelular, llevan a la obtencién de una enzima madura y activa.
Esto se debe a la interaccion del dominio C1 con el DAG, que favorece la salida
del pseudosustrato del sitio de union de sustrato y permite la sefializacion por
fosforilacion corriente abajo de PKC (Figura 1-3B) (Antal C. y Newton A,
2013).

El fin del proceso de senalizacion mediado por la PKC ocurre por
desfosforilacion de la enzima. La desfosforilacion depende del estado
conformacional en el que se encuentren las PKC. En su conformacion madura
pero inactiva (Figura 1-3B) son resistentes a la desfosforilacion. Sin embargo,
la conformacion abierta que adoptan las PKC activadas (Figura 1-3B), las
convierte en un blanco facil de las fosfatasas (Gao T. y Newton A., 2005; Gao
T. y col., 2008; Newton A., 2009).

La enzima fosfatasa PHLPP (del inglés: PH domain leucine-rich repeat
protein phosphatase) es la responsable de la primera desfosforilacion (Figura
1-3B), en el sitio hidrofobico del extremo C-terminal de las PKCc y PKCn (Gao
T. y Newton A., 2005; Gao T. y col., 2008; Newton A., 2009). Este proceso
gatilla la localizacion citoplasmatica de las PKC (Figura 1-3B), donde son
ademas desfosforiladas en el dominios de giro y en su sitio de activacion por

otras fosfatasas (Gao T. y col. 2008; Newton A., 2010).
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Figura 1-3. Las PKC. A) Estructura primaria de las tres familias de PKC. B)
Mecanismo de activacion de las PKCc.
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En ausencia de estimulo cronico, una misma PKC permanece durante
dias en las células en cultivo (Newton A., 2009). Sin embargo, el estimulo
prolongado con los EF disminuye los niveles de las PKCc y las PKCn en el
orden de horas, dependiendo del tejido evaluado (Newton A., 2009; Gould C. y
col., 2008; Santiskulvong C. y Rozengurt E., 2007; Rucci N. y col. 2005;
Leontieva O. y Black J., 2004; Junoy B. y col., 2002; Liu W. y Heckman C.,
1998; Parker P. y col., 1995). El aumento de la desfosforilacion en dos 6rdenes
de magnitud como consecuencia del estimulo sostenido con EF, resulta en
una PKC inestable que es rapidamente derivada hacia procesos de
degradacion, por mecanismos dependientes de ubiquitina y proteosomas
(Hansra G. y col.,, 1999; Newton A., 2009). Sin embargo, pueden ser
rescatadas del proceso de protedlisis por una chaperona, la Hsp70, cuya
union al sitio de giro de la PKC promoveria su refosforilacion, aumentando asi
la vida media de esta proteina (Gao T. y Newton A., 2006; Newton A., 2010).

La localizacion de las distintas isoformas de PKC depende del tipo de
célula y tejido. En general, las PKCa, PKC6 y PKC( se encuentran en la
mayoria de las células, mientras que otras PKC se expresan especificamente
en determinados tejidos, como es el caso de la PKCy (sistema nervioso central)
y la PKCO (linfocitos T y UNM) (Zeng L. y col., 2012).

En este trabajo de Tesis nos centramos en el estudio de las PKCc y las
PKCn y su posible relevancia en mecanismos que involucren al AChR. La
dinamica de estas proteinas se encuentra especificamente controlada por su
unién a lipidos de membrana a través sus dominios Cl1 y C2. Las variables
afinidad y selectividad de estos dominios controlan la velocidad, magnitud,
duracion y localizacion de la sefnializacion mediada por las diferentes isoformas
de las PKC. Las PKCc suelen responder rapidamente al incremento de DAG en
la membrana plasmatica, pero esta sefializacion es breve, como consecuencia
del rapido recambio de los DAG intervinientes. En cambio, las PKCn dirigidas
por la union de su dominio C1 a membranas del complejo de Golgi ricas en
DAG, actian de forma mas lenta. La accion de estas enzimas es sostenida en
el tiempo, ya que la acumulacion de DAG en el aparato de Golgi es mas

duradera (Gallegos L. y Newton A., 2008).

Las PKD:
A comienzos de 1994, se descubrio una nueva isoforma de PKC en

humanos, la PKCy, y se la incluy6 dentro de la familia de las PKCa (Johannes
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F. y col., 1994). Ese mismo ano, se identifico en raton una nueva proteina,
denominada PKD (Valverde A. y col., 1994). Por la similitud estructural entre
la PKD y la PKCy, se las nombr6 finalmente como PKD.

Esta proteina comparte con la familia de las PKC la presencia de dos
dominios C1 de alta afinidad hacia DAG, en su extremo N-terminal. Sin
embargo, las PKD poseen en su estructura un dominio PH (del inglés:
pleckstrin homology domain), lo que las diferencia de las PKC (Figura 1-4A)
(Rozengurt E., 2010).

Figura 1-4. La PKD. A) Estructura primaria de la PKD. B) Mecanismo de
activacion de las PKD. La fosforilaciéon de PKD la lleva a cabo una PKCn (dominio
quinasa en azul), cuya estructura se encuentra detallada en la figura 1-3A.

Del estudio exhaustivo de las tres isoformas de PKD (PKD1, PKD2 y

PKD3), se determin6é que la PKD pertenecia al grupo de las quinasas
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dependientes de Ca2* y calmodulina (CaMK), al considerar de mayor
importancia la homologia en la secuencia del dominio catalitico, en la relacion
evolutiva de las quinasas (Hanks S., 2003; Rozengurt E., 2010).

La localizacién de estas proteinas es principalmente citosolica cuando
se encuentran en su forma inactiva, siendo translocadas a la cercania de
diferentes compartimentos subcelulares cuando son activadas (Figura 1-4)
(Rozengurt E., 2010).

En cuanto al mecanismo de activacion de las PKD, se sabe que su
localizacion en las membranas intracelulares esta determinada por la
presencia de DAG (Figura 1-4B). Tras la interaccion con los DAG de
membrana, la PKD es doblemente fosforilada por una PKCn en el sitio de
activacion, gatillando asi su rapida auto-fosforilacion en el extremo C-terminal
(Figura 1-4B). Una vez fosforilada, la enzima queda activada (Young S. y col.,
2012; Rozengurt E., 2010; Sinnett-Smith J. y col., 2009; Sinnett-Smith J. y
col., 2011; Matthews S. y col., 1999).

Del estudio de las PKD de diversos tipos de tejidos y células, se ha
podido concluir que las mismas presentan una actividad catalitica casi nula
en ausencia de DAG (Van Lint J. y col., 1995; Rozengurt E., 2010), lo que

convierte a estos lipidos en esenciales para su activacion.
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ANTECEDENTES

El AChR es una proteina transmembranal con una parte de su
estructura en contacto directo con los lipidos de la membrana plasmatica. Por
lo tanto, es de suma importancia estudiar si el ambiente lipidico que rodea al
AChR afecta su sintesis, ensamblado, trafico e insercion en la membrana, asi
también como su funcionalidad, ya sea el gatillado del canal o su capacidad de
reconocer ligandos especificos.

Estudios realizados en nuestro laboratorio sugirieron que la SM y el
colesterol son importantes en los procesos de distribucion y de trafico del
AChR (Roccamo A. y col., 1999; Baier C. y Barrantes F., 2007; Pediconi M. y
col., 2004; Gallegos C. y col., 2008; Borroni V. y col., 2007; Borroni V. y
Barrantes F., 2011; Barrantes F., 2012). Determinamos también que la
ceramida modula el trafico del AChR hacia la membrana plasmatica, efecto
que no solo esta relacionado con la funcion de la ceramida como precursor de
la SM (Gallegos C. y col., 2008).

La hipotesis central de este capitulo es que no solo la sintesis de SM y
ceramida intervendrian en la expresion y trafico del AChR, sino que el
mantenimiento de un correcto balance entre los co-productos de la reaccion y
los precursores metabolicos influiria en la regulacion de los niveles de este

receptor en la superficie celular (Figura 1-5).

Figura 1-5. Sintesis de SM por la enzima SMS
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OBJETIVOS

Vista la importancia del correcto balance lipidico en relacion al AChR,

en este capitulo de la Tesis nos propusimos:
* En células clonales CHO-K1/AS5, que expresan AChR muscular adulto:
M Evaluar los posibles efectos de los DAG sobre la estabilidad del
AChR en la membrana plasmatica y sobre los mecanismos
involucrados en el ensamblado y trafico hacia y desde la superficie

celular.

M Determinar los mecanismos de sefnalizacion implicados en el

accionar de los DAG.

* En neuronas de hipocampo en cultivo:

M Estudiar los efectos de los DAG sobre el AChR-a7, y compararlos

con los determinados para el AChR muscular.
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INCUBACION CON DAG Y ANALOGOS

Palmitoiloleilglicerol

Con el fin de evaluar los efectos de los DAG sobre la expresion y
distribuciéon del AChR, investigamos la posible accion mediada por un DAG de
cadena larga, el palmitoiloleilglicerol (POG) (Figura 1-6). Elegimos este DAG ya
que la especie molecular mayoritaria de PC presente en células de mamiferos
es la que contiene los acidos grasos constitutivos del POG (Aveldano M. y

Bazan N., 1983).

Figura 1-6. Estructura quimica del POG

Luego de incubar células CHO-K1/AS5 con POG durante 3 hs a 37 °C,
determinamos los niveles de AChR de superficie mediante la union especifica
del radioligando [I!25]-BTX. Pudimos observar que el tratamiento con POG a
distintas concentraciones (50,100, 200, 300 y 400 uM) aumenta los niveles de
AChR en la superficie celular, lo que se manifiesta a partir de 100 uM (Figura

1-7A).

Figura 1-7. Efecto de la incubacion de células CHO-K1/A5 con POG durante 3
hs a 37 °C. A) Determinacién del AChR de superficie por unién de [I125]-BTX a
diferentes concentraciones de POG (n=3). B) Cuantificacién de los niveles de AChR
en superficie, en el compartimento intracelular y en la totalidad de la célula, luego
de la incubacién con POG 300 uM (n=3). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01.
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Considerando las magnitudes de los cambios observados (Figura 1-7A),
elegimos la concentracion de POG 300 uM para los siguientes experimentos.
Determinamos entonces, la cantidad de receptor de superficie y total,
obteniendo de esta diferencia la cantidad de AChR intracelular. Observamos
que el aumento del AChR en superficie (27 = 10 %) se produce paralelamente

con el aumento en la cantidad del AChR total (25 + 13 %) (Figura 1-7B).

Dioctanoilglicerol

La composicion del POG, similar a la encontrada en los lipidos
endogenos (Aveldano M. y Bazan N., 1983), lo hace susceptible a la
metabolizacién una vez que ingresa a las células (Chuang M. y Severson D.,
1998), y por lo tanto los efectos observados sobre el AChR podrian ser
consecuencia del POG per se como asi también de sus metabolitos. Lo
reemplazamos entonces por un DAG de cadena corta, el sn-1,2-
dioctanoilglicerol (DOG) (Figura 1-8). Este DAG es un lipido sintético, que no
es producido por las células eucariotas, y que posee mayor solubilidad en
medio acuoso (Davis R. y col., 1985; Kearns B. y col., 1997). Cuando las
células son incubadas con DOG, el lipido no es metabolizado hacia PA y
tampoco afecta las vias de metabolizacion de los fosfolipidos. Por estos
motivos, su velocidad de metabolizaciéon es menor en comparacion con los

DAG de cadena larga, como el POG (Henneberry A. y col., 2001).

Figura 1-8. Estructura quimica del DOG

Realizamos los experimentos luego de incubar las células a tiempos
cortos (30 min, 3 y 4 hs) y largos (18, 24, 48 y 72 hs), utilizando la
concentracion de lipido que previamente habiamos establecido como 6ptima

con el POG (300 uM).

Incubacion con DOG durante tiempos cortos
Comenzamos evaluando el efecto del tratamiento con el DOG (300 uM)

durante 30 min a 37 °C, sobre la expresion del AChR de superficie en las
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células CHO-K1/AS. En la figura 1-9A se muestran los niveles de [[125]-BTX
unida al AChR de superficie /mg de proteina para esa condicion experimental.
Como podemos observar, luego de la incubacion con DOG, aumenta
significativamente el AChR en la superficie celular (40 = 18 %).

Para determinar la afinidad del AChR por la BTX, realizamos ensayos de
saturacion de la union del radioligando, incubando las células con diferentes
concentraciones de [[125]-BTX (Figura 1-9B). La curva de Scatchard
correspondiente a la uniéon de la toxina radiactiva en células controles y
tratadas con DOG, pone en evidencia la disminucién de la afinidad del AChR
de superficie por la BTX luego del tratamiento con el lipido (Kp control: 14,01 *
5,29 nM; Kp DOG: 47,65 = 24,56 nM). Sin embargo, su union maxima
aumenta, tal como lo muestra también la figura 1-9A. El tratamiento con DOG

no alter6 la cantidad de proteinas por placa, en comparacion con el control.

Figura 1-9. Efectos sobre el AChR luego del tratamiento con DOG durante 30
min. A) Unién de la toxina radiactiva al AChR de superficie, donde la
concentracion de [I125]-BTX utilizada permite la saturacién de todos los sitios
especificos de union (n=3). (***) p < 0,001. B) Curva de Scatchard correspondiente a
la union de diferentes concentraciones de [[125]-BTX a los AChR presentes en la
membrana plasmatica de las células CHO-K1/AS5 (Experimento representativo de
n=3).

A continuacion llevamos a cabo experimentos de microscopia de
fluorescencia con el objeto de intentar mediciones independientes del cambio
de la expresion del AChR de superficie. Para ello, marcamos al AChR con un
derivado fluorescente de la BTX, Alexa*®8-BTX (Figura 1-10). Como se observa
en las imagenes de contraste de fase de ambas condiciones, durante el tiempo

estudiado no se produjeron alteraciones en la morfologia de las células (Figura
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1-10). Si bien se observo una tendencia al aumento en los niveles del AChR de
superficie debida al tratamiento con DOG (Figura 1-10), esta no es
estadisticamente significativa como el cambio evidenciado por la unién de la

toxina iodinada (Figura 1-9A).

Figura 1-10. Microscopia
de fluorescencia de células
CHO-K1/A5 luego del
tratamiento durante 30
min con DOG. Imagenes de
contraste de fase (paneles
superiores) y de
fluorescencia (paneles
inferiores), donde la tincién
con Alexa*®8-BTX puso en
evidencia a los AChR
presentes en membrana
plasmatica. Escala: 10 um.

Seguidamente, evaluamos la funcionalidad del AChR a través de
registros electrofisioloégicos de canal unitario mediante la técnica de patch-
clamp. Los registros fueron llevados a cabo por la Dra. Ana Sofia Vallés, de
este Instituto, en la configuracion célula adherida. Se observo que tras la
exposicion a DOG durante 30 min, el tiempo de estado abierto del canal,

activado con ACh 1 puM, disminuye (Figura 1-11).

Figura 1-11. Cambios en la cinética
del AChR mediados por DOG
incubado durante 30 min. Registros de
patch-clamp (célula adherida-canal
unitario) de la actividad del AChR frente
al estimulo con ACh (n=4). (**) p < 0,01.

Si bien se observan cambios sobre el AChR de superficie tras la
incubacién con DOG durante 30 min (Figura 1-9A), la dispersiéon de los datos
obtenidos en la curva de Scatchard (Figura 1-9B), nos hizo preguntarnos qué
sucederia a otro tiempo, que también denominamos tiempo corto de

incubacién: 4 hs. Cuantificamos entonces la expresiéon del AChR en los
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diferentes compartimentos celulares luego de la incubacién con DOG (300 uM)
durante 4 hs a 37 °C. Tal como lo muestra la figura 1-12A, este tratamiento
produce el mismo efecto sobre los niveles del AChR de superficie (aumento: 34
*+ 8 %) que el observado luego de 30 min de incubacién. Sin embargo, no se
observan cambios en los niveles de AChR total en las células CHO-K1/AS
(Figura 1-12A), a diferencia de lo obtenido en los experimentos con POG
durante tiempos cortos (Figura 1-7B).

Encontramos el mismo patron de expresion del AChR frente a la
incubacion con DOG durante 3 hs (aumento del AChR de superficie: 40 = 5 %,
AChR intracelular y total, sin cambios) (Figura 1-12B). Tanto a 3 como a 4 hs

de tratamiento, el DOG no alter6 la cantidad de proteinas por placa.

Figura 1-12. Distribucion del AChR luego de periodos cortos de incubacion
con DOG. Ensayo de unién de BTX radiactiva luego del tratamiento con DOG
300 uM durante: A) 4 hs (n=4); y B) 3 hs (n=3). (**) p < 0,01.

Efectos del DOG a tiempos largos de incubacion

Dado que luego del tratamiento con DOG durante 30 min, 3 y 4 hs
aumentan los AChR presentes en la superficie celular (Figura 1-9Ay 1-12), sin
encontrarse alterados los niveles del receptor total (Figura 1-12), nos
propusimos estudiar si la incubaciéon con DOG durante periodos mas
prolongados (18, 24, 48 y 72 hs) afectaba la expresion celular del AChR.

En la figura 1-13A se muestra que luego de 18 hs de exposicion con
300 uM de DOG, disminuye la cantidad de receptor de superficie (20 = 12 %)
con el concomitante aumento del AChR intracelular (43 * 22 %),

manteniéndose sin cambios los niveles de receptor total. Por microscopia se
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pudo comprobar que el tratamiento realizado no produjo alteraciones

morfologicas en las células (Figura 1-13B).

Figura 1-13. Tratamiento con DOG 300 uM durante 18 hs. A) Experimento de
union de radioligando en células CHO-K1/AS5 (n=4). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01. B)
Imagenes de contraste de fase luego 18 hs de incubacién.

Estos cambios sobre el AChR se mantienen hasta las 24 hs de
incubacion con DOG (Figura 1-14A, 24 hs). Sin embargo, exposiciones mas
prolongadas al lipido (48-72 hs) hacen que los niveles de AChR en la superficie
e intracelular retornen a valores normales (Figura 1-14A, 48 y 72 hs). En
ninguna de las condiciones experimentales estudiadas se observaron cambios
en la morfologia celular (Figura 1-14B), en la cantidad total de AChR
sintetizada por las células, ni en los niveles de proteinas por placa.

Los resultados de los experimentos anteriores demostraron que el DOG
ejerce un efecto diferencial sobre la distribucion del AChR en las células CHO-
K1/AS, que varia segun al periodo de incubacion estudiado. Por este motivo,
definimos para los experimentos siguientes, dos condiciones: tiempos cortos

(3-4 hs) y tiempos largos (18 hs) de incubacion.

Cuantificacion del DOG post-incubaciones

Si bien esta comprobado que el DOG tiene baja tasa de metabolizacion
en células eucariotas (Heneberry A. y col., 2001), nos propusimos evaluar que
sucedia en la linea clonal CHO-K1/AS5, nuestro sistema de estudio. Para ello
utilizamos las proteinas quiméricas Daglas Dem1, que actian como sensores
fluorescentes de DAG en el RE y en el complejo de Golgi (Sato M. y col., 2006).

Las Daglas estan formadas por las proteinas fluorescentes ciano (CFP) y
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amarilla (YFP), y entre ellas se ubica el dominio CRD de la PKCf, que reconoce
a los DAG. La interaccion del DAG con la proteina quimeérica produce el
acercamiento entre la CFP y la YFP, favoreciendo la transferencia de energia
de tipo Forster (FRET) (Para mas informacién, ver la seccion Materiales y
Métodos: Figura 11). Un indicador de las variaciones de la FRET es el cociente

R, resultante del cociente de las imagenes: YFP/CFP.

Figura 1-14. Células CHO-K1/A5: 24, 48 y 72 hs de exposicion a DOG. A)
Unién de radioligando luego de los tiempos evaluados, expresados como porcentaje
del AChR total, ya que la cantidad total de receptor no se modificé en los tiempos
estudiados (n=3). (*) p < 0,05. B) Imagenes de contraste de fase luego de 72 hs de
incubacion.

En nuestro sistema experimental, cuanto mayor es el nivel de DOG en
las endomembranas, mayor es el R debido al aumento en la FRET que ocurre
en las células transfectadas con la sonda Daglas Deml. En la figura 1-15 se
puede observar el incremento de la FRET debido a la incubacion con DOG
durante 4 hs a 37 °C, tanto en la imagen R (Figura 1-15A, R) como en su
cuantificacion (Figura 1-15B, 4 hs). No se observo dicho aumento cuando las
células fueron incubadas con DOG durante 18 hs (Figura 1-15B, 18 hs). Esto
puede deberse a que las Daglas son muy sensibles para la deteccion de
estimulos en el orden de los minutos (Sato M. y col., 2006), pero pueden no
serlo tanto en presencia de un estimulo continuo y prolongado como el del
DOG durante 18 hs. Otra alternativa es que durante este periodo, el DOG
incorporado en las células no se encuentre en cantidades suficientes en las

endomembranas como para ser detectado por las Dem1.
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Figura 1-15. La proteina Deml como
sensor de DAG en endomembranas. A)
Células CHO-K1/A5 transfectadas con
Dem1. Luego de 48 hs post-transfeccion,
se incubaron con DOG durante 4 hs a
37 °C. La imagen R esta coloreada en
una escala de pseudocolor, en la cual
cuanto mas claro es el color, mayor es el
valor de R. Escala: 10 uym. B)
Cuantificacién del cociente R promedio
para cada condicibn y @ tiempo
experimental, normalizado respecto del
control (n=4). (**) p < 0,01.

El deposito de lipidos en el interior celular en estructuras denominadas
gotas lipidicas ocurre en distintos tipos celulares, incluyendo bacterias,
levaduras, células vegetales y células animales (Murphy D., 2012). Las gotas
lipidicas estan formadas por un corazon de lipidos neutros: TAG y ésteres del
colesterol, rodeados por una monocapa de fosfolipidos, DAG y proteinas
(Thiele C. y Spandl J., 2008; Guo Y. y col., 2009). Dichas gotas permiten
también el almacenamiento de compuestos xenobioticos hidrofébicos (Thiele
C. y Spandl J., 2008). Para evaluar si el DOG era acumulado/metabolizado en
estas estructuras durante los periodos de incubacion estudiados, utilizamos el
Rojo Nilo (Figura 1-16), un fluoréforo que ingresa en el interior de las células,
previamente fijadas y permeabilizadas, y pone en evidencia a las gotas

lipidicas presentes en las mismas (Greenspan P., 1985).
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En la figura 1-16A se muestra la imagen de fluorescencia de células
tenidas con Rojo Nilo, en las cuales se pueden apreciar las gotas lipidicas
coloreadas en verde, para las condiciones C y DOG luego de 4 y 18 hs de
incubacién. Como se observa en las imagenes, no existen diferencias entre el
control y las células incubadas 4 hs con DOG (Figura 1-16A, 4 hs). Sin
embargo, luego de 18 hs en presencia del DOG, las células poseen mas

cantidad de gotas lipidicas en su interior (Figura 1-16A, 18 hs).

Figura 1-16. Distribucion de gotas lipidicas luego de la incubacion durante 4 y
18 hs con DOG. A) Imagenes de fluorescencia de células CHO-K1/AS5 tenidas con
Rojo Nilo para evidenciar la presencia de gotas lipidicas (coloreadas en verde). La
marcacion se realizé luego de los respectivos tratamientos durante 4 y 18 hs. Los
bordes de las células estan dibujados con lineas blancas. Escala: 10 um. Se
cuantificé la cantidad de gotas lipidicas por célula y se graficé en funcion del total
de células normalizado (100 %) luego de 4 (B) y 18 hs (C) de tratamiento a 37 °C
(n=3). Cvs DOG: (*) p < 0,05; (**) p < 0,01.
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Al cuantificar la distribucion de la cantidad de gotas lipidicas por célula
(Figura 1-16, B y C), observamos que la misma no se modifica luego de 4 hs de
incubacién con DOG (Figura 1-16, A, 4 hs, y B). Por el contrario, la incubacion
prolongada con el lipido aumenta el niumero de células que poseen dos o mas
gotas lipidicas, respecto del control (Figura 1-16, A: 18 hs y C). Debido a las
caracteristicas del DOG, no podemos discernir si su acumulacién en gotas
lipidicas es debida a la acumulaciéon del lipido per se o de su metabolizacion

hacia TAG.

Esteres de forbol

Con el fin demostrar que los efectos observados sobre el AChR en las
células CHO-K1/AS5 se debian a la accion de los DAG y no a sus productos
metabdlicos, utilizamos dos analogos no metabolizables del DAG: los ésteres
de forbol (EF), uno activo (forbol 12,13-dibutitaro) y otro inactivo (4a-forbol 12-
miristato 13-acetato, EF-) (Figura 1-17).

Figura 1-17. Estructura quimica de los EF utilizados

Efectos de la incubacion durante tiempos cortos con EF y EF-

Para determinar la concentracion de EF a utilizar, evaluamos la
expresion del AChR de superficie luego de incubar las células con 10, 20, 200
y 300 uM de EF (Figura 1-18A). La condicion EF 20 uM fue la que produjo el
efecto mas marcado y reproducible sobre la expresion del AChR (promedio de
aumento similar al obtenido con EF 300 uM y menor desvio estandar), por lo
que 20 uM fue la concentracion de eleccion para los siguientes experimentos
realizados con ambos ésteres de forbol.

La incubacién de células CHO-K1/AS durante 3 hs a 37 °C con EF
aumenta la cantidad del AChR de superficie (35 = 13 %), sin producir cambios

significativos en la expresion del AChR intracelular o total (Figura 1-18B).
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Estos resultados no se reproducen por el tratamiento con EF- (Figura 1-18B),
que no afecta a la distribucion del AChR en las células CHO-K1/AS.
Considerando que los resultados obtenidos sobre la expresion del AChR
en los distintos compartimentos celulares, son similares tras la incubacion
con EF o con DOG, implicaria entonces que la accion de estas drogas sobre el
AChR estaria relacionada con la activacion de mecanismos de transduccion de

senales especificos.

Figura 1-18. Incubacion durante 3 hs con EF y EF- a 37 °C. A) Expresion del
AChR en membrana plasmatica luego de la incubacién con diferentes
concentraciones de EF (n=3). B) Ensayo de unién de radioligando de células CHO-
K1/AS tratadas con 20 uM de EF o de EF- (n=4). (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

Seguidamente cuantificamos por microscopia de fluorescencia la
expresion del AChR de superficie. Para esto, incubamos las células con EF 20
uM y marcamos los AChR presentes en la membrana plasmatica con Alexa*8s-
BTX. Al igual que con el DOG, pudimos observar una tendencia al aumento en
la fluorescencia asociada a la superficie celular, que sin embargo no fue
estadisticamente significativa. Ademas, las imagenes de contraste de fase no
pusieron en evidencia alteraciones morfologicas debidas a la incubacion con el
EF (Figura 1-19).

A continuacion, evaluamos si la afinidad del AChR por la BTX se veia
alterada por el tratamiento con EF durante 3 hs. Realizamos con tal fin un
ensayo de union de saturacion (Figura 1-20A) y de desplazamiento (Figura 1-
20B). Ambos experimentos demostraron que la incubacién con el EF no afecta
la afinidad del receptor de superficie por la [[125]-BTX al tiempo de incubacion

estudiado.
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Figura 1-19. Microscopia de fluorescencia de células CHO-K1/A5 incubadas
con EF durante 3 hs a 37 °C. La marcacién del AChR de superficie se realizé con
Alexa+*88-BTX. Escala: 10 uM.

Figura 1-20. Estudio de la afinidad del AChR por la BTX luego de la incubaci6én
con EF durante 3 hs. A) Ensayo de saturacién de union de la BTX iodinada a
concentraciones crecientes. B) Ensayo de desplazamiento de [I'25]-BTX por Carb.
Experimentos representativos de n=3.

Tratamiento con EF durante 18 hs

El aumento del AChR de superficie debido al DOG es reproducido por el
EF a tiempos cortos de incubacion. Por tal razon, realizamos los experimentos
correspondientes para determinar si lo mismo sucedia luego de 18 hs de

incubacién. Mediante el ensayo de union de radioligando pudimos observar
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que luego de la incubacion a tiempos largos, el EF produce cambios en la
distribucion del AChR similares al DOG: disminucion del AChR de superficie
(22 £ 14 %) con el concomitante aumento del receptor en el compartimento
intracelular (79 + 24 %), sin cambios significativos en los niveles totales del

AChR (Figura 1-21).

Figura 1-21. Exposicion a EF
durante 18 hs. Ensayo de unién de
BTX radiactiva en células CHO-
K1/A5 (n=4). (**) p < 0,01.

MODIFICACION DEL NIVEL DE DAG ENDOGENO

Diacilglicerol quinasas: inhibicion y sobre-expresion

La enzima diacilglicerol quinasa (DGK) es la encargada de la
metabolizaciéon del DAG mediante su fosforilacién y transformacién en PA. Se
cree que este es uno de los mecanismos principales de metabolizacion de los
DAG involucrados en vias de sefnalizacion (Luo B. y col., 2004).

Existen diez isoformas de DGK en mamiferos, divididas en 5 grupos
segun su similitud estructural: tipo I (a, B, y), tipo II (6, n, k), tipo III (g), tipo IV
(¢, 1, y tipo V (0). Las isoformas mas comunes y ampliamente expresadas en
los distintos tejidos, generalmente en simultaneo, son la DGKa y la DGK(
(Shulga Y. y col.,, 2011). Con respecto a su localizacion, la DGKk es
constitutiva de membrana plasmatica, mientras que las demas enzimas de
esta familia se asocian de forma transiente con diferentes compartimentos
intracelulares, incluido el ntcleo, como respuesta a un estimulo relacionado a
la regulacion de los niveles de DAG (Wattenberg B. y col., 2006; Shulga Y. y
col., 2011).
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R59949: un inhibidor de las DGK

La inhibicion de DGK mediada por este compuesto afecta
principalmente a las DGK de tipo I (a y y) (Jiang Y. y col., 2000; Chianale F. y
col., 2007), pero también ejerce una inhibicibn moderada sobre las DGK de
tipo II, 6 y ¥ (Sato M. y col., 2013).

El objetivo experimental del empleo del R59949 fue el de aumentar los
niveles de DAG endogenos (Figura 1-22), al inhibir su conversiéon a PA. De esta
forma es posible comparar lo que sucede con la expresion del AChR, en

relacion a lo observado con el agregado de DAG exogenos.

Figura 1-22. Mecanismo de accion
del R59949. Este compuesto inhibe
a la enzima DGK, impidiendo la
conversion del DAG en PA. Esto
conlleva al incremento del nivel de
DAG endoégeno.

Para ello, incubamos a las células CHO-K1/AS5 con R59949 300 nM, en
ausencia y en presencia de DOG, durante 4 hs y evaluamos la expresion del
AChR, tanto por ensayo de unién de radioligando (Figura 1-23) como por

microscopia de fluorescencia (Figura 1-24).

Figura 1-23. La inhibicion
de las DGK por el R59949
afecta a la distribucion del
AChR. Ensayo de union de
[I1125]-BTX al AChR expresado
en células CHO-K1/A5 luego
del tratamiento durante 4 hs
en presencia del R59949 y
DOG (n=4). () p < 0,05; (**) p
< 0,01.

Como se muestra en la Figura 1-23, el aumento de DAG endodgeno
afecta a la distribucion del receptor de forma similar a la incubacién con DOG:
incremento del AChR presente en la membrana plasmatica (35 = 14 %), sin
cambios estadisticamente significativos en los niveles totales e intracelulares

del receptor. La co-administracion de DOG con R59949 produce un aumento
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mayor sobre los niveles de AChR presentes en la superficie celular (84 + 34 %),
que el alcanzado con cada droga por separado. Bajo este tratamiento, la
disminuciéon del receptor en el compartimiento intracelular es
estadisticamente significativa (48 = 31 %). En ninguna de las condiciones
experimentales se encuentran afectados los niveles del AChR total (Figura 1-
23).

A continuacién, evaluamos la expresion del AChR en superficie y en el
interior de las células CHO-K1/AS por microscopia de epifluorescencia (Figura

1-24).

Figura 1-24. Efectos sobre 1la
expresion del AChR mediados por
el R59949 y el DOG. A) Luego de
la incubacién con las drogas
durante 4 hs a 37 °C, las células
CHO-K1/AS5 se marcaron con
Alexat88- y Alexa 394-BTX, para
poner en evidencia a los receptores
de superficie e intracelulares,
respectivamente. Escala: 10 um. B)
Cuantificacion de la fluorescencia
promedio de superficie e
intracelular (n=4). (*) p < 0,05.
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Debido a la gran variabilidad presente en la cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia, solamente los cambios en la expresion del AChR
intracelular luego de la incubacion por 4 hs con R59949 + DOG mostraron
valores estadisticamente significativos (Figura 1-24, A y B). Ademas de la
disminucion de los niveles intracelulares del receptor, observamos cambios en
su distribucién, la cual deja de ser difusa (Figura 1-24A, R59949 + DOG:
Alexas94-BTX, recuadro magnificado), como en las demas condiciones
experimentales (Figura 1-24A, C, R59949 y DOG: Alexa%9*-BTX, recuadros
magnificados).

Para cuantificar el aumento en los niveles de DAG endoégenos,
utilizamos el sensor fluorescente Daglas Dpml, proteina quimérica que se
localiza en la membrana plasmatica (Figura 1-25A). La eleccion del biosensor
se baso en la localizacién de las isoformas de DGK inhibidas por el R59949.
Las DGKa y DGKxk se encuentran principalmente en la membrana celular,
siendo la primera una de las proteinas ubicuas en los distintos tipos celulares
de esta gran familia de quinasas (Shulga Y. y col., 2011).

Realizamos las incubaciones correspondientes con R59949 y DOG, y
calculamos la imagen R con las imagenes de fluorescencia obtenidas de los
canales CFP e YFP (Figura 1-25A). La cuantificacion del R promedio evidencio
la generacion de DAG endogenos, por la inhibicién de las enzimas DGK (Figura
1-25B, R59949 y R59949 + DOG). Sin embargo, la incubacion con DOG
durante 4 hs, no produce un aumento en los DAG de membrana plasmatica
(Figura 1-25B, DOG).

Considerando que el aumento del AChR en la superficie celular por el
DAG podria deberse a un aumento en el trafico del receptor desde el interior
celular, estudiamos si las drogas utilizadas podian afectar también a otras
proteinas. Para tal fin, transfectamos a las células CHO-K1/AS con el
plasmido que codifica para la proteina VSVG-GFP (proteina del virus de la
estomatitis vesicular, VSVG, unida a la proteina fluorescente verde, GFP).
Este constructo es altamente eficiente para el estudio del trafico de las
proteinas integrales de membrana a lo largo de la via exocitica (Kuhle V. y col.,
2006). Un dia después de la transfeccion, realizamos las incubaciones
correspondientes a tiempos cortos de exposicion (3 o 4 hs, segin la droga). Por
microscopia de fluorescencia, tomamos imagenes en dos planos para cada
célula fotografiada, donde el foco estuviera centrado en la membrana

plasmatica (Sup) o en el interior celular (Intra) (Figura 1-26A).
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Figura 1-25. Cuantificacion de los DAG en la
membrana plasmatica. A) Imagenes de
epifluorescencia de CFP e YFP de las Dpml,
luego de la incubacién con las drogas
mencionadas, y sus correspondientes
imagenes R. Escala: 10 um. B) Cuantificacion
del cociente R promedio de tres experimentos
independientes. (*) p < 0,05.

Medimos luego la fluorescencia promedio en cada plano, y obtuvimos el
cociente: sup/intra por célula (Figura 1-26B). Cuanto mayor es el cociente,
mayor es la llegada de la VSVG-GFP a la superficie celular. Los tratamientos
con DOG, R59949 + DOG y EF aumentaron el trafico de la proteina
fluorescente a la membrana plasmatica (Figura 1-26B), por lo que podemos
inferir que el efecto de estas drogas no solamente afecta el transito exocitico
del AChR sino que también el de otras proteinas que se dirigen a la superficie

celular.
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Figura 1-26. La localizacion de la VSVG-
GFP se modific6 por el aumento de DAG
o EF. A) Las células CHO-K1/AS se
transfectaron con el plasmido codificante
de la VSVG-GFP. El dia posterior a la
transfeccion, las células se expusieron a
tiempos cortos de incubacién (3-4 hs,
segln la droga) y se tomaron las imagenes
para cada célula en 2 planos (Sup e Intra).
Escala: 10 pm. B) Cuantificaciéon de la
fluorescencia promedio de ambos planos
en un cociente (sup/intra) normalizado
(n=3). (*) p < 0,05.

Sobre-expresion de la DGKJ

Considerando los resultados obtenidos luego de la inhibicion de las
DGK con el uso del R59949, nos preguntamos qué sucederia con la expresion
del AChR cuando el metabolismo de DAG hacia PA estuviera exacerbado
(Figura 1-27), con la consecuente disminucién de DAG.

Para ello, sobre-expresamos de forma transiente la DGK({ unida a la
proteina GFP en su version mejorada (DGK{-EGFP) (Kim K. y col., 2009), en
células CHO-K1/AS (Figura 1-28).

Figura 1-27. Disminucion del
DAG endégeno por sobre-
expresion de la DGK(-EGFP.
Esta enzima, expresada de forma
transiente en células CHO-K1/AS5,

favorece la conversion del DAG en
PA
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En primer lugar, evaluamos la localizacion de la proteina fluorescente
verde cuando la enzima que metaboliza DAG estaba unida o no lo estaba.
Como podemos apreciar en la figura 1-28, la EGFP tiene una localizacion
difusa en las células CHO-K1/AS5 transfectadas transientemente, que cambia
hacia una ubicacion mas perinuclear cuando la proteina verde se encuentra
unida a la enzima DGK{. Esta localizacion es la descripta para la enzima

conjugada con el fluoréforo (Gharbi S. y col., 2011).

Figura 1-28. Expresion de
EGFP y DGK(-EGFP en células
CHO-K1/A5. Por microscopia
de epifluorescencia se evaluéd la
localizacién de ambas proteinas.
Escala: 10 um.

Seguidamente, determinamos la expresion del AChR en la superficie y
en el interior celular por la unién de Alexa®47-BTX en células que habian sido
transfectadas con el plasmido DGK(-EGFP 48 hs antes (Figura 1-29). La
marcacion del AChR en los diferentes compartimentos celulares se realizé en
experimentos separados, para evitar solapamientos en los espectros de
excitacion y/o emision de los diferentes fluoroforos Alexa con EGFP (Figura 1-
29, Ay B).

Para evaluar si la expresion del AChR se afectaba al aumentar la
expresion de la DGK{, realizamos la cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia de la sonda Alexa®*” en células que expresaron niveles bajos (<
500 U.A.), medios (501 U.A.-1000 U.A.) y altos (> 1000 U.A.) de la enzima.
Como control se utilizaron las células no transfectadas presentes en la misma
placa de cultivo (Figura 1-29C).

No se observan cambios en la cantidad del AChR de superficie debidos
al incremento de la DGK{ (Figura 1-29, A y C), pero es de destacar que
muchas de las células que expresan esta enzima no tenian marcacién alguna
de Alexa®47-BTX (15 = 5 %) en su superficie (Figura 1-29A, flecha). Dichas
células no fueron tenidas en cuenta para el analisis de la fluorescencia
promedio.

Por otra parte, la cuantificacion del AChR intracelular (Figura 1-29, By

C) muestra una tendencia al incremento, siendo esta mas importante en las
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células con mayor sobre-expresion de la enzima (Figura 1-29C, >1000 U.A.).

Sin embargo, estas diferencias no son estadisticamente significativas.

Figura 1-29. Expresion transiente de DGK{-EGFP en células CHO-K1/AS.
Imagenes de fluorescencia de células transfectadas con la enzima y tenidas con
Alexa®7-BTX para poner de manifiesto al AChR de superficie (A) o intracelular (B).
La flecha amarilla (A) marca una célula que expresa DGK{-EGFP pero no AChR. C)
Cuantificaciéon de la intensidad de fluorescencia promedio de la BTX de superficie e
intracelular en células negativas (C) y positivas (DGK(-EGFP) a la transfecciéon. De
estas ultimas, se cuantifico la marcacion de la BTX en todas las células
transfectadas (TOT) o segun la intensidad de fluorescencia de EGFP de la enzima (<
500 U.A., > 500 U.A. y >1000 U.A). D) Se realiz6 la medicion de la fluorescencia
emitida por Alexa®7-BTX en lineas trazadas a lo ancho de las células (linea roja),
donde se visualizaba mayor expresion del AChR. El grafico muestra el promedio de
intensidades en funcién de la distancia, para ambas condiciones experimentales.
En todas las imagenes de esta figura, la escala es de 10 um.
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Como muestran las figuras 1-29B y 1-29D, en las células que
sobreexpresan la DGK(, el AChR intracelular aparece mas condensado en la
zona perinuclear, que en las células que no expresan la enzima. Esto se
evidencia trazando un perfil de intensidad de fluorescencia de Alexa®’ que
abarque esta region celular (Figura 1-29D).

La variabilidad en la cuantificacion de la fluorescencia no permitio
evidenciar cambios estadisticamente significativos. Sin embargo, se observa
una tendencia que marcaria que la sobre-expresion de la DGKG, con la
concomitante disminucion del nivel de DAG endogeno, podria afectar la
llegada del AChR a la superficie celular (15 % de las células no expresan AChR
de superficie, Figura 1-29A, flecha), y como consecuencia se acumularia en los

compartimentos intracelulares (Figura 1-29D).

Modulacion de la sintesis de fosfatidilcolina

Geranilgeraniol: inhibidor de la colina fosfotransferasa

La biosintesis de PC en las células eucariotas depende de DAG. En la
via de Kennedy, tres son las enzimas involucradas en la sintesis de PC: la
colina quinasa (CK), que fosforila la colina para dar fosfocolina; la fosfocolina
citidiltransferasa (CCT), la cual produce CDP-colina a partir de fosfocolina y
CTP; y colina fosfotransferasa (CPT), que produce PC por unién de CDP-colina
y DAG (Figura 1-30) (Kennedy E. y Weiss S., 1956; Lev S., 2006; Gibellini F. y
Smith T., 2010). El paso final de esta sintesis también puede ser realizado por
la enzima colina/etanolamina fosfotransferasa (CEPT) (Carrasco S. y Mérida 1.,
2007; Mérida I. y col., 2010; Lagace T. y Ridgway N., 2013). En cuanto a su
localizacion subcelular, la CPT se encuentra en el complejo de Golgi, la CEPT
en el RE, mientras que las enzimas restantes son citosolicas (Lagace T. y
Ridgway N., 2013).

El objetivo que nos planteamos fue el de incrementar los niveles de DAG
intracelular por inhibicion de las enzimas que sintetizan PC mediante el
empleo de isoprenoides. Estos compuestos son esenciales para la proliferacion
y diferenciacion celular. Derivan del mevalonato, precursor comun para la
sintesis de isoprenoides esteroidales y no esteroidales. Un ejemplo de estos
ultimos es el geranilgeraniol (GGOH). EI GGOH inhibe la CPT, ultimo paso en
la biosintesis de PC, por competencia con el DAG por su sitio de unién a la

enzima (Miquel K. y col., 1998) (Figura 1-30).
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Figura 1-30. Inhibicion de la
sintesis de PC por el GGOH.

Esquema de los pasos
involucrados en la obtencion de
PC en células eucariotas a

través de la via de Kennedy. El
GGOH inhibe competitivamente
a la enzima CPT en el sitio de
union de DAG, produciendo
entonces el aumento del nivel de
DAG endogeno.

En primer lugar, incubamos a las células CHO-K1/A5 con GGOH 80
uM durante 3 hs y cuantificamos al AChR mediante un ensayo de unién de
radioligando. Trabajos previos indican que con estas condiciones de
incubacién (concentracion de droga y tiempo) se obtiene la maxima inhibicion
de la CPT (Miquel K. y col.,, 1998). Como muestra la figura 1-31A, el
tratamiento con GGOH produce un incremento en el AChR de superficie (21 *
4 %), sin cambiar los niveles de receptor total ni intracelular.

Una exposicion al isoprenoide mas prolongada (6 hs) genera un mayor
efecto sobre el AChR de superficie (32 = 3 %), sin evidenciarse cambios en el

AChR presente en los demas compartimentos celulares (Figura 1-31B).

Figura 1-31. Ensayos de uni6én de [I125]-BTX luego de la exposicion a GGOH.
Las células CHO-K1/AS se incubaron con este isoprenoide durante 3 (A) y 6 hs (B)
y se cuantifico el AChR en funcion de la unién especifica de la toxina radiactiva. (A:
n=4; B: n=3). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01.
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Sin embargo, luego de 18 hs de tratamiento con GGOH, no se registran

cambios en la expresion del receptor (Figura 1-32).

Figura 1-32. La exposicion
prolongada a GGOH no altera los
niveles de AChR. Ensayo de unién de
radioligando de células CHO-K1/AS5
tratadas con el isoprenoide por 18 hs a
37 °C. (n=4).

Considerando que la exposicion durante 18 hs con GGOH 80 uM no
altera la distribucion del AChR, realizamos la incubacién con GGOH 120 uM.
Con esta concentracion de isoprenoide tampoco se encontraron cambios sobre
el receptor (datos no mostrados). Sin embargo, al visualizar las células
mediante microscopia, se observaron alteraciones en su morfologia y en el
grado de mitosis (datos no mostrados). La disminucion de la cantidad de
células se reflej6 también en la disminucion de la cantidad de proteinas por
placa (50 + 21,1 %), situaciéon que no se observara al utilizar GGOH 80 uM a
los distintos periodos de incubacion.

En sintesis, el aumento de los niveles de DAG endoégenos, por inhibicion
de la CPT, afecta a los AChR de superficie de igual forma que la incubacion a
37 °C durante tiempos cortos con DOG, EF o la inhibicién de la DGK con
R59949.

Bloqueo de la expresion de la proteina Nir2

Como ya mencionamos, la CPT se encuentra en el complejo de Golgi,
donde su funcion es regulada por los niveles de sustrato y por la actividad de
la proteina Nir2. Esta proteina periférica al aparato de Golgi, con un dominio
de transferencia de fosfatidilinositol (Figura 1-33, Nir2, circulo verde), es
crucial para mantener la integridad estructural y funcional de la organela. A
través de este dominio, la proteina Nir2 sensa los niveles de PC en la célula, y
regula negativamente la produccion de este fosfolipido mediada por CDP-

colina, afectando por lo tanto los niveles de DAG (Figura 1-33). En sintesis, la
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Nir2 no afecta a la produccion de DAG a partir de ceramida o PC, pero si a la
utilizacion del DAG como sustrato de la sintesis de PC por la via de Kennedy
(Figura 1-33) (Litvak V. y col., 2005; Lev S., 2006).

Por otro lado, se comprob6 que la disminucion de la expresion de Nir2
en el compartimento intracelular inhibe el trafico de proteinas desde la TGN
hacia la membrana plasmatica, ademas de disminuir los niveles de DAG
presentes en el complejo de Golgi (Litvak V. y col., 2005).

Por tal motivo, transfectamos a las células CHO-K1/A5 de forma
transitoria con el ARNi de la proteina Nir2 (Figura 1-33, ARNi Nir2). El objetivo
fue el de impedir la traduccion de esta proteina y evaluar entonces si las
modificaciones de los niveles de DAG regulados por Nir2 afectaban a la

distribucion del AChR.

Figura 1-33. La proteina Nir2
controla la produccion de PC en
el complejo de Golgi. Utilizando su
dominio de transferencia de
fosfatidilinositol (Nir2, circulo verde)
controla los niveles de PC en la
organela. El bloqueo de la expresion
de Nir2 con su ARNi, conduce a la
disminucién de los DAG.

Basandonos en el trabajo publicado por Litvak V. y col. (2005),
realizamos los experimentos 72 hs post-transfeccion con el ARNi de Nir2, ya
que a ese tiempo los autores encontraron nula expresion de la proteina.

En primer lugar, quisimos evaluar por microscopia de fluorescencia que
sucedia con la expresion del AChR luego del bloqueo de la sintesis de Nir2.
Pasadas las 72 hs del tratamiento, cuantificamos los receptores de superficie e
intracelulares mediante su union a Alexa®47- y Alexa594-BTX, respectivamente
(Figura 1-34). Se realizé la transfeccion con el ARNi de Nir2 a dos
concentraciones, 5 nM (Figura 1-34, A, B y C) y 25 nM (Figura 1-34B),

considerando la concentracion minima y maxima de ARNi recomendada por
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los protocolos de transfeccion del reactivo empleado para tal fin (Lipofectamina
2000).

De la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de los fluoréforos
Alexa, observamos que al no expresarse Nir2 en las células CHO-K1/AS5,
aumentan los niveles de AChR en el interior celular, sin producirse cambios
estadisticamente significativos sobre estos mismos receptores presentes en la

membrana plasmatica (Figura 1-34, A y B, ARNi Nir2 5 nM).

Figura 1-34. La deplecion de Nir2 afecta al AChR. A) Microscopia de
epifluorescencia de células CHO-K1/AS transfectadas con el ARNi de Nir2 (5 nM).
72 hs post-transfeccion, las células se tiferon con Alexa®47- y Alexa’94-BTX para
evidenciar al AChR de membrana plasmatica e intracelular, respectivamente.
Escala: 10 uym. B) Cuantificacion de la fluorescencia emitida en la condicion C y
ARNi-Nir2, 5 y 25 nM (n=4). C) Cociente de fluorescencia normalizado, entre el
AChR de superficie (sup) y el AChR intracelular (intra), de los cuatro experimentos
realizados en (B). (*) p < 0,05; (***) p < 0,001.
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El aumento de los AChR en el interior celular también se ve reflejado
en el menor cociente de fluorescencia, entre el AChR de superficie e
intracelular, como consecuencia de la disminucién de los niveles de DAG en el
complejo de Golgi, al bloquearse la expresiéon de Nir2 (Figura 1-34C).

Para determinar la cantidad total de AChR, se estudiaron las células
transfectadas mediante WB, siguiendo el mismo protocolo aplicado
anteriormente. Utilizamos el anticuerpo mAb 35, que reconoce la subunidad
al de los AChR (Figura 1-35). Como se puede observar en las figuras 1-35A y
1-35B, la cantidad total de AChR detectado por este anticuerpo, no se

encuentra modificada por el bloqueo de la sintesis de Nir2.

Figura 1-35. Determinacion del AChR total por WB. A) La cantidad total de
AChR presente en las células CHO-K1/AS se puso en evidencia luego de un ensayo
de WB, mediante el anticuerpo mAb 35. Los niveles de actina, se utilizaron como
control de carga. B) Cuantificacion del AChR total (n=3).

Los resultados obtenidos en las figuras 1-34 y 1-35 demuestran que el
bloqueo de la expresion de Nir2, y en consecuencia, la disminucién de la
cantidad de DAG presente en el complejo de Golgi, llevaron a la acumulacion
del AChR en el compartimento intracelular, en las células CHO-K1/AS, sin
verse afectados los niveles de AChR total.

Dado que no pudimos determinar directamente el porcentaje de células
transfectadas con el ARNi, la cuantificacion del AChR mostrada en las figuras
1-34 y 1-35 se realiz6 en la totalidad de las células, sin discriminar entre las
positivas o negativas al bloqueo de expresion de Nir2. Con el fin de evaluar la
transfeccion del ARNi-Nir2, se midi6 el grado de activaciéon de la enzima PKD.

La PKD es reclutada a la TGN por union directa con los DAG (Baron C.
y Malhotra V., 2002) y alli es requerida para la regulacion del brote de
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vesiculas secretorias desde este compartimento (Yeaman C. y col., 2004;
Liljedahl M. y col.,, 2001; Jamora C., 1999). Por lo tanto, el bloqueo de la
sintesis de Nir2, y la consecuente disminucion de los DAG en el complejo de
Golgi, impide la translocaciéon de la PKD desde el citosol a dicho complejo y su
posterior activacion (Litvak V. y col., 2005). La activacion de esta proteina es
mediada por la fosforilacion de las PKCn, en las Ser744 y Ser748, en el sitio de
activacion de PKD, gatillando asi su rapida auto-fosforilacion en Ser916, en el
caso de la PKD1 (Figura 1-4) (Sinnett-Smith J. y col., 2009; Sinnett-Smith J. y
col., 2011; Matthews S. y col., 1999). Es decir que la activacion de PKD puede
evidenciarse cuantificando la auto-fosforilacion de PKD en Serd¢ (pPKD)
(Young S. y col., 2012). Por lo tanto, transfectamos las células con el ARNi
Nir2, y luego de 72 hs, evaluamos la presencia de la PKD, total y fosforilada,
mediante WB.

Tras la deplecion de Nir2, las células CHO-K1/AS presentan una
disminucion en los niveles totales de PKD (Figura 1-36, A y B). Esta enzima ya
tiene una actividad basal muy baja en la condicién control, y se hace nula en
el caso de las células transfectadas con el ARNi de Nir2 (Figura 1-36, Ay C).
Es de destacar entonces, que la disminucion de DAG debida al bloqueo de la
expresion de la proteina Nir2 en las células CHO-K1/AS5 no solamente afecta a

la activacion de la PKD, sino que también a los niveles totales de esta proteina.

Figura 1-36. Determinacion de la PKD por WB en células transfectadas con
ARNi-Nir2. A) Imagenes de la deteccion de la expresion de PKD total (PKD) y
fosforilada (pPKD) por anticuerpos especificos, siendo la actina la referencia del
control de carga. Cuantificacibn de PKD en funcion de actina (B) y pPKD en
relacion a la PKD (C) para las condiciones C (transfectadas con el vector vacio) y
ARNi de Nir2 (n=3). (***) p < 0,001.
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Kim S. y col. (2013) demostraron que la Nir2 modula mecanismos de
senalizacion especificos, cascada abajo del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). Dicho receptor regula uno de los mecanismos de
senalizacion mas importantes relacionados al crecimiento, supervivencia,
proliferacion y diferenciacion en las células de mamiferos (Oda K. y col., 2005).
Determinamos entonces la cantidad de proteinas totales y el numero de
células en las placas transfectadas con el ARNi de Nir2 en comparaciéon con
las transfectadas con el vector vacio. La transfeccion con el ARNi de Nir2
produce una disminucion del 30 % en la cantidad de proteinas y de células en
relacion al control (Figura 1-37), lo que indicaria una detencion del

crecimiento de las células.

Figura 1-37. Determinacion de la cantidad
de proteinas y células luego de 1la
transfeccion con el ARNi-Nir2. Las proteinas
se determinaron por el método de Lowry en
placas empleadas para WB (n=3), mientras
que las células se contaron en las imagenes
de contraste de fase de los experimentos de
microscopia (n=4). (**) p < 0,01.

Los resultados mostrados en las figuras 1-36 y 1-37 demuestran que la
transfeccion de células CHO-K1/A5 con el ARNi de Nir2 luego de 72 hs,
efectivamente bloquea la sintesis de la Nir2.

Para determinar de forma directa la disminucién en los niveles de DAG
en el aparato de Golgi como consecuencia del bloqueo de la expresion de Nir2,
transfectamos a las células con el ARNi y luego de 48 hs las transfectamos con
el plasmido que codifica para las Deml. Pasadas las 24 hs de la ultima
transfeccion, las células fueron examinadas mediante microscopia para la
cuantificacion del coeficiente R. Dado que era importante determinar las
variaciones de los DAG en el complejo de Golgi, lugar de acciéon de la Nir2,
decidimos calcular el coeficiente R en toda la célula y en la zona perinuclear,
delimitada por la acumulacion de las proteinas quiméricas Deml1 (Figura 1-

38A, ROI: rojo para C, blanco para ARNi Nir2).
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El cociente R perinuclear obtenido fue expresado en forma relativa al R
de la célula entera: Diferencia de R (%) = R célula (%) — R perinuclear (%)
(Figura 1-38B, Eje X). Se cuantifico para cada condicién cuantas células
presentaban dichos valores y se graficaron, como se muestra en la figura 1-
38B.

Se puede apreciar entonces que las células que presentan disminuida la
sintesis de Nir2, presentan una mayor diferencia de R como consecuencia de
la disminucion de los DAG en el complejo de Golgi, en comparacion a las

células de la condicion control (Figura 1-38).

Figura 1-38. El ARNi de Nir2 y
la disminuciéon de los DAG en
Golgi. A) Células CHO-K1/A5
que expresan (C) o no (ARNi
Nir2) a la proteina Nir2,
transfectadas con Deml. El
cociente R se determindé en la
totalidad de la célula y en las
regiones perinucleares, donde
las Deml presentaban mayor
emision de fluorencencia, en los
canales CFP e YFP (ROIs: rojo
en C, blanco en ARNi Nir2). B)
Cuantificacion de la diferencia R
% (R celular % — R perinuclear
%). Para ambas condiciones
experimentales se evalué que
porcentaje de las células
respondian a cada diferencia.
(n=3)
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LOS DAG Y LOS AChR: ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE
TRANSDUCCION DE SENALES INVOLUCRADOS

De los experimentos hasta aqui descriptos, podemos observar que los
DAG, ya sean exogenos o modificados en su expresion por diferentes
mecanismos, afectan la distribucion celular del AChR en las células CHO-
K1/AS en forma diferencial dependiendo del tiempo de exposicion.

Nos propusimos entonces evaluar los posibles mecanismos de
transduccion de sefnales a través de los cuales estarian actuando los DAG
para ejercer su efecto final sobre el AChR. Nos centramos en las PKC y las
PKD, ya que muchos de los efectos celulares ejercidos por los DAG involucran
la activacion de estas enzimas (Antal C. y Newton A., 2013; Wu-Zhang A. y
Newton A., 2013; Lipp P. y Reither G., 2011; Newton A., 2009; Gallegos L. y
Newton A., 2008; Rozengurt E., 2010; Young S. y col., 2012).

Las PKC clasicas y los DAG

Incremento del calcio intracelular

Considerando que para su activacion, las PKC clasicas (PKCc) requieren
de la union de Ca2+, PS y DAG (Figura 1-3), la serie inicial de experimentos se
dirigioé a evaluar si los efectos mediados por el aumento de los DAG estaban
relacionados al incremento de Ca2*, y en consecuencia, a la activacion de las
PKCc. Para ello, incubamos las células CHO-K1/A5 con A23187 y con
Thapsigargina.

Tratamiento con un ionéforo de Ca2+: A23187

El ionoforo A23187, también llamado calcimicina, es un antibiético
aislado de cultivos de Streptomyces chartreuses. Es un poliéter hidrofobico que
tiene la habilidad de unirse selectivamente al ion Ca?2+*, permitiéndole el ingreso
al interior celular a través de las membranas lipidicas, y aumentando de esta
manera la permeabilidad celular a dicho ion (Verma A. y col., 2011; Zmijewski
M. y col., 1983; Chaney M. y col.,, 1974; Reed P. y Lardy H., 1972). El
mecanismo por el cual el ionoéforo ejerce su funcion esta descripto

graficamente en la figura 1-39.
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Figura 1-39. El A23187: un ionéforo de Ca2*. Esquema del mecanismo a través
del cual el A23187 permite incrementar la permeabilidad de las células al ion Ca2*,
favoreciendo su ingreso desde el espacio extracelular.

Considerando los tiempos de exposicion previamente utilizados en las
células CHO-K1/AS, quisimos determinar si el ionoforo afectaba al AChR
cuando las células se incubaban durante tiempos cortos (3 hs) y largos (18
hs).

A23187, 3 hs de incubacion:

Comenzamos con la cuantificacion a través de ensayos de saturacion
con BTX radiactiva para determinar al AChR de superficie, luego de la
exposicion de las células al ionoforo (Figura 1-40A). Luego de 3 hs de
incubacién con A23187 10 uM, la unién maxima de la toxina por el AChR
disminuye, pero no cambia la afinidad del receptor por la BTX (Kp control:
11,34 £ 1, 18 nM; Kp A23187: 12,06 = 1,25 nM).

Al evaluar la distribucion del AChR en los diferentes compartimentos
celulares, observamos nuevamente una disminucion (13 * 1 %)
estadisticamente significativa en los AChR de superficie, mientras que los
AChR intracelulares y totales no se ven afectados (Figura 1-40B). La
incubacién con A23187 10 uM disminuye un 12 + 3 % la cantidad de
proteinas totales (Figura 1-40C).

Luego, repetimos el protocolo de incubacion del A23187 en células
CHO-K1/AS5, pero esta vez, cuantificamos a los AChR por la uniéon de las BTX
fluorescentes. Como podemos observar en la figura 1-41, el tratamiento con el
ionoforo provoca la disminucion de los AChR de superficie (30 £ 7 %) (Figura

1-41, A, Alexa*88-BTX, y B), e intracelular (34 £ 8 %) (Figura 1-41, A, Alexa®t47-
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BTX; y B), tendencia que ya veiamos en los experimentos de radiactividad

(Figura 1-40B, Intra).

Figura 1-40. Ensayos de uniéon de radioligando en
células CHO-K1/AS5 luego de 3 hs de exposicion al
A23187 10 pM. A) Ensayo de saturacion de los sitios de
union especificos de superficie de [[125]-BTX. B)
Cuantificacion del AChR en los diferentes
compartimentos por la unién de la toxina radiactiva. C)
Determinaciéon del porcentaje de proteinas por placa
para los experimentos realizados en (B). En (A), (B) y (C):
n=3. (*) p < 0,05.

Si bien la incubaciéon con A23187 produce una pequena disminucion en
la cantidad de proteinas totales (Figura 1-40C), la morfologia de las células
CHO-K1/AS5 no sufri6 alteraciones, tal como se muestra en la imagen de
contraste de fase (Figura 1-41A).

En sintesis, de los experimentos de radiactividad y microscopia,
podemos concluir que el aumento del Ca2* intracelular debido al tratamiento
con A23187 durante tiempos cortos, afecta al AChR pero de manera diferente
a lo ocurrido luego del incremento de los DAG (Figura 1-12).

Por tal motivo evaluamos si el co-agregado de A23187 con DOG a cortos
tiempos, reproducia los resultados previamente descriptos para esta ultima

droga. Los experimentos de union de [[125]-BTX demostraron que la co-
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administraciéon del ionéforo con DOG durante 3 hs produce una sumatoria de
los efectos individuales de cada droga sobre la distribucion del AChR (Figura
1-42). Esto sugiere que el mecanismo por el cual actian los DAG a tiempos

cortos, no estaria relacionado al utilizado por el A23187.

Figura 1-41. Microscopia de fluorescencia de células CHO-K1/A5 tras la
incubacion con A23187 10 uyM durante 3 hs. A) Imagenes representativas de
contraste de fase y epifluorescencia luego del tratamiento indicado. Los AChR de
superficie e intracelulares se pusieron en evidencia mediante la tincién con
Alexat88- y Alexa®47-BTX, respectivamente. Escala: 10 uym. B) Cuantificacion de la
fluorescencia de las BTX (n=4). (***) p < 0,001.

A23187, 18 hs de incubacion:

A continuacion, realizamos experimentos con el A23187 a tiempos
largos de incubacion (18 hs). Comenzamos determinando la distribucion y
expresion del AChR mediante ensayos de union de la toxina radiactiva (Figura
1-43A). A diferencia de lo observado a tiempos cortos, la exposicion
prolongada con el ion6foro disminuye la cantidad de AChR total (29 £ 7 %) e
intracelular (42 £ 14 %). La misma tendencia existe con los receptores

presentes en la superficie celular (Figura 1-43A).
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Figura 1-42. Ensayos de union de radioligando a tiempos cortos luego de la
co-incubaciéon con A23187 y DOG. A) Comparacion de la unién de BTX radiactiva
en células CHO-K1/A5 en presencia de DOG, A23187 o DOG + A23187. Las barras
de DOG y A23187 corresponden a las figuras 1-12B y 1-40B, respectivamente
(n=4). (*) p < 0,05; (***) p < 0,001.

Asimismo, la incubacion prolongada con A23187 reduce (41 £ 10 %) la
cantidad de proteinas por placa y el numero de células (63 = 10 %) respecto a
la condicion control (Figura 1-43B). Esto podria indicar que el tratamiento

prolongado con el ionoforo retarda o detiene el crecimiento celular.

Figura 1-43. Incubacion con A23187 10 uM durante 18 hs. A) Experimento de
unién de toxina radiactiva luego de la incubacién con el iondforo (n=4). B)
Cuantificacién del porcentaje de proteinas (de los experimentos de (A)) y células (en
camara de Neubauer) luego del tratamiento con A23187, relativo al control
(Células: n=3). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

Al igual que en los ensayos con toxina radiactiva, por microscopia de
fluorescencia se observa la disminucion de los AChR presentes en el interior

celular (50 £ 22 %) (Figura 1-44, A y B). Ademas la tendencia a la disminucién
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de los AChR presentes en la membrana plasmatica (Figura 1-43A), es
estadisticamente significativa por esta ultima técnica (48 = 4 %) (Figura 1-44,
Ay B).

Figura 1-44. Células CHO-K1/A5 teiiidas con BTX fluorescentes luego del
tratamiento prolongado con A23187 10 uM. A) Imagenes de contraste de fase y
fluorescencia para las condiciones C y A23187. Los AChR de superficie e
intracelulares se pusieron evidencia mediante la marcacién con Alexa*8- y
Alexa®7-BTX, respectivamente. Escala: 10 um. B) Cuantificacion de la intensidad
de fluorescencia relativa de los experimentos realizados en (A) (n=4). (**) p < 0,01;
(***) p < 0,001.

El AChR es una proteina multimérica integral de membrana que se
sintetiza en el RE y mientras lo hace, debe plegarse y someterse a un proceso
de ensamblado (Figura 8). Solo los receptores pentameéricos, correctamente
ensamblados, logran salir del RE, llegar al complejo de Golgi (Smith M. y col.,
1987) y seguir su camino hacia la membrana plasmatica. Las subunidades no
plegadas ni ensambladas son retenidas en el RE y rapidamente degradadas
(Harikumar K. y col., 2005). Por este motivo, nos propusimos evaluar si la
disminuciéon en los niveles de AChR en la membrana plasmatica, producida
por el tratamiento prolongado con A23187 10 uM, era debida a un ensamble

ineficiente de las subunidades del AChR.
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Aplicando el protocolo descripto en la seccion Materiales y Métodos,
cuantificamos el porcentaje del AChR presente en el interior celular total
(ensamblado + desensamblado) y desensamblado, en células CHO-K1/AS.
Consideramos que la cantidad total de receptores intracelulares en la
condicion control y experimental correspondia al 100 %, para asi cuantificar si
existian cambios en la proporcion de receptor desensamblado a causa del
tratamiento durante 18 hs con A23187 10 uM (Figura 1-45). Efectivamente, el
ion6foro no solo afecta la cantidad total de AChR (Figura 1-43A) sino que
también aumenta la cantidad de AChR desensamblado con respecto al control

(C: 18,08 £ 1,32 %; A23187: 48,21 + 6,96 %).

Figura 1-45. La incubaciéon durante 18 hs con
A23187 disminuye el ensamblado del AChR.
Cuantificaciéon de la fluorescencia emitida por la
BTX fluorescente, marcando al AChR intracelular
total o desensamblado. (**: C vs A23187,
desensamblados) (n=3). (**) p < 0,01.

Como el receptor ensamblado es la resultante de la diferencia entre la
cantidad de AChR intracelular total menos el AChR desensamblado,
solamente el 52 % del receptor sintetizado en células CHO-K1/AS expuestas
18 hs al A23187 logra ensamblarse, a diferencia del control, en el cual esta
poblacién representa el 82 % del AChR intracelular. Esta podria ser una causa
por la cual se encuentra disminuido el AChR en la superficie celular (Figura 1-
44, A, Alexa*88-BTX, y B).

Determinamos a continuacion mediante ensayos de union del
radioligando [I125]-BTX, cémo se afecta la expresion y distribucion del AChR,
frente al co-tratamiento del ion6foro con DOG a tiempos prolongados (Figura
1-46). El agregado de DOG y A23187 en simultaneo no produce cambios
estadisticamente significativos sobre la distribucion ni la expresién del AChR,
indicando una posible compensacion de efectos individuales de las dos drogas
(Figura 1-46). Es decir que a tiempos largos, los efectos del DOG tampoco

estarian relacionados directamente con los mediados por el iono6foro.
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Figura 1-46. Co-incubacion de A23187 y DOG en células CHO-K1/A5 durante
18 hs. Ensayo de union de radioligando post-tratamiento con DOG, A23187 o DOG
+ A23187. Las barras de DOG y A23187 corresponden a las figuras 1-13A y 1-43A,
respectivamente (n=4). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01.

Exposicion de las células a Thapsigargina

La ATPasa de reticulo sarco- y endoplasmatico (SERCA) es una enzima
transmembranal encargada de transportar al Ca2+* en contra de su gradiente
de concentracion, utilizando ATP en dicho proceso. Su funcion fisiolégica es la
de secuestrar al Ca2+* citoplasmatico dentro de los mencionados
compartimentos intracelulares (Inesi G. y col., 2005).

El inhibidor mas potente y especifico utilizado contra las SERCA es la
Thapsigargina (Thapsi), una lactona sesquiterpénica derivada de la planta
Thapsia garganica (Rasmussen U. y col.,, 1978; Inesi G. y col.,, 2005;
Michelangeli F. y East J., 2011). Su selectividad por las SERCA permite su uso
sin afectar a otras Ca2*-ATPasas, como las presentes en la membrana
plasmatica (PMCA) o las involucradas en mecanismos secretorios (SPCA)
(Michelangeli F. y East J., 2011).

A diferencia de lo que sucede con el ion6foro A23187, la Thapsi logra el
aumento del Ca2?* intracelular de forma indirecta. Esta droga impide el
almacenamiento del ion en el RE, ya que la inhibicion de las SERCA bloquea
la funcion de estas enzimas de contrarrestar la liberacion de Ca2* desde el RE
al citosol y de este modo terminar los mecanismos de sefnalizacion mediados
por el ion (Treiman M. y col., 1998; Bublitz M. y col., 2013) (Figura 1-47).

La Thapsi inhibe la fosforilacion de la enzima y la union del Ca?2+, al
estabilizar a la SERCA en su estado conformacional con baja afinidad por el

ion. Este cambio es practicamente irreversible y persiste incluso luego de
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quitar el exceso del inhibidor mediante el lavado de las placas (Michelangeli F.
y East J., 2011; Treiman M. y col., 1998; Wictome, M. y col., 1992). Debido a
su gran liposolubilidad, la Thapsi puede acceder facilmente a su sitio de
interaccion con la enzima, que se encuentra dentro de la proteina (Winther A.

y col., 2010) (Figura 1-47).

Figura 1-47. Accidon inhibitoria de la Thapsi sobre las SERCA. Cuando la Thapsi
accede a su sitio de interacciéon en el interior de la enzima, impide la recaptacion de
Caz2* del citosol, por lo que indirectamente esta droga aumenta los niveles del ion en
dicho compartimento acuoso.

Se comprob6 también que el aumento de Ca2+ citosolico por accion de la
Thapsi induce la producciéon de DAG en el complejo de Golgi y en la
membrana plasmatica en células COS-7 (Kunkel M. y Newton A., 2010;
Kunkel M. y col., 2007). Por tal motivo, elegimos incubar a las células CHO-
K1/AS con esta droga para estudiar no solo como las afectaba el aumento de
Ca?* intracelular, y compararla con los efectos mediados por el A23187, sino
que también por su posible efecto secundario de aumentar los niveles de DAG
en las células.

En una serie inicial de experimentos, incubamos las células CHO-
K1/AS con Thapsi (5 uM) a distintos tiempos y evaluamos la expresion del

AChR en la superficie celular. Como podemos observar en la figura 1-48,
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disminuyen los niveles del receptor en la membrana plasmatica a partir de

una hora de incubaciéon con la droga.

Figura 1-48. Células
CHO-K1/A5 incubadas
a distintos tiempos con
Thapsi 5 pM. Para cada
tiempo estudiado: n=3.
(**) p < 0,01; (**) p <
0,001.

Como la Thapsi disminuye los niveles de AChR de superficie, decidimos
determinar la expresion del receptor en las células CHO-K1/AS5, a tiempos

cortos (3 hs) y largos (18 hs).

Thapsi, 3 hs de incubacion:

Los ensayos de unién con toxina radiactiva tras la incubacién con
Thapsi demostraron que efectivamente existe una disminuciéon en los niveles
de AChR de superficie (38 + 3 %) y que ademas disminuyen los AChR totales
(28 £ 7 %) (Figura 1-49A). Esto fue acompanado por una pequena disminucion
(11 £ 6 %) en la cantidad de proteinas por placa (Figura 1-49B).

La cuantificacion del AChR en la membrana plasmatica por microscopia
de fluorescencia reproduce la disminucién (29 + 17 %) observada por los
ensayos de union de radioligando, pero a su vez se encuentra afectado el
receptor intracelular (disminucion del 25 = 11 %) (Figura 1-50). En las
imagenes de contraste de fase (Figura 1-5S0A) se puede observar que no existen
cambios en la morfologia celular.

Los experimentos realizados (Figuras 1-49 y 1-50) demuestran que los
efectos sobre el AChR mediados por la Thapsi, son diferentes a los observados

con DOG a tiempos cortos (Figura 1-12).
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Figura 1-49. Células CHO-K1/AS5 incubadas con Thapsi 5 uM durante 3 hs. A)
Ensayo de unién de [[125]-BTX tras el tratamiento con Thapsi (n=3) B)
Determinacién de las proteinas de los experimentos realizados en (A). (*) p < 0,05;
(***) p < 0,001.

Figura 1-50. Unién de BTX fluorescentes luego del tratamiento con Thapsi por
3 hs. A) Imagenes de unién de Alexa*®®- y Alexa®47-BTX marcando al AChR de
superficie e intracelular, respectivamente. Escala: 10 uM. B) Cuantificacién de la
fluorescencia de los experimentos realizados en (A) (n=3). (*) p < 0,05.

Realizamos entonces ensayos de union de toxina radiactiva con el fin de
determinar si la co-incubacion con DOG y Thapsi producia un efecto
diferencial al observado con las drogas por separado (Figura 1-51). La

exposicion simultanea de las células CHO-K1/AS con Thapsi y DOG no afecta
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ni la expresion, ni la distribucion del AChR (Figura 1-51). Esto sugeriria que

existe una compensacion de los efectos de ambas drogas.

Figura 1-51. 3 hs de incubacién con Thapsi junto a DOG. Ensayo de union de
BTX iodinada para la combinaciéon de drogas (n=3). Las barras correspondientes a
DOG y Thapsi provienen de los graficos de las figuras 1-12B y 1-49A,
respectivamente. (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

Thapsi, 18 hs de incubacién:

Evaluamos a continuacion los efectos de la incubacion de células CHO-
K1/AS durante 18 hs con Thapsi (5 uM), sobre la expresion del AChR.
Observamos un descenso en los niveles de AChR totales (52 = 10 %), en los
receptores de superficie (34 £ 5 %) e intracelulares (54 = 7 %) (Figura 1-52A).
Estos cambios son mayores a los observados cuando las células se incubaron
con Thapsi durante 3 hs.

Para determinar si las 18 hs de incubacion con Thapsi afectaban la
proliferacion celular, cuantificamos la cantidad de proteinas por placa y el
numero de células luego de la exposicion a la droga. Como se muestra en la
Figura 1-52B, las proteinas y el nimero de células descendieron un 47 £ 7 %y
un 76 = 14 %, respectivamente.

Los experimentos de microscopia de fluorescencia (Figura 1-53)
confirmaron los resultados mostrados en la figura 1-52A. La disminucién en
los niveles del AChR de superficie e intracelular (Figura 1-53A) fueron del 38 *
11 y del 37 £ 21 %, respectivamente (Figura 1-53B). A diferencia de lo que
sucedia con Thapsi a tiempos cortos, la incubacion durante 18 hs produce
cambios en el patron de distribucion de los receptores intracelulares. Como se

observa en la figura 1-S3A (Alexa®47-BTX), las células incubadas con Thapsi no
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presentan la marcacion perinuclear tipica del control, sino que ésta es mas

difusa y aparecen acimulos puntiformes del AChR en cercanias del RE.

Figura 1-52. Células CHO-K1/AS5 expuestas a Thapsi durante 18 hs. A) Ensayo
de unién de la BTX radiactiva al AChR de superficie, intracelular y total. B)
Cuantificacion de proteinas de (A) y del nimero de células en camara de Neubauer.
En (A) y (B): n=3. (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

Figura 1-53. Determinacion de la union de BTX fluorescentes tras el agregado
de Thapsi durante 18 hs. A) Imagenes de microscopia de fluorescencia, donde el
AChR presente en la membrana celular se puso en evidencia con Alexa*88-BTX, y el
AChR intracelular con Alexa®7-BTX. Escala: 10 uyM. B) Cuantificacion de (A) a
partir de 4 experimentos independientes. (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.
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Considerando que, como se explicara anteriormente, el AChR debe estar
formado por sus S5 subunidades ensambladas para llegar a la superficie
celular, evaluamos el efecto de la Thapsi sobre el proceso de ensamblado en
las células tratadas durante 18 hs con la droga, mediante la marcacion con
BTX fluorescente de los AChR intracelulares en presencia (desensamblado) o
ausencia de Carb (total) (Figura 1-54).

Como se observa en la figura 1-54, podemos concluir que existe un
aumento de la poblacion de AChR desensamblados (C: 18,08 + 1,32 % vs
Thapsi: 29,57 £ 2,97 %).

Figura 1-54. Las 18 hs de incubacion
con Thapsi afectan al ensamblado del
AChR. Cuantificacion de la fluorescencia
emitida por la BTX fluorescente, marcando
al AChR intracelular total o
desensamblado. (**: C vs Thapsi,
desensamblados) (n=3). (**) p < 0,01.

Es decir, la disminucion de los niveles del AChR de superficie, mediada
por Thapsi, podria deberse no solo a la menor expresion del AChR total a 18
hs de incubacion, sino que también a la disminucién del ensamblado del
receptor (Figuras 1-52A; 1-53A, Alexa*88-BTX; 1-53B; 1-54).

Por otro lado, al realizar la co-incubacion de Thapsi con DOG durante
18 hs (Figura 1-55), los resultados sobre el AChR parecen la consecuencia de
la sumatoria de los efectos individuales de ambas drogas, siendo los AChR de

superficie los Gnicos afectados por este co-tratamiento.

Inhibicion de las PKC clasicas: Go 6976

El G6 6976 pertenece a la familia de los indolocarbazoles y es uno de
los inhibidores mas selectivos de las PKC clasicas (PKCc) (Martiny-Baron G. y
col., 1993). Concentraciones en el rango nanomolar son suficientes para lograr
la inhibicion in vitro de las isoenzimas purificadas de las PKCc ay 1 (2,3 y

6,9 nM, respectivamente). El incremento del G6 6976 hasta concentraciones
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de 3 uM no afectan a las PKCn 6 y ¢, ni a las PKCa, como la PKC({ (Martiny-
Baron G. y col., 1993).

Figura 1-55. Co-tratamiento de Thapsi con DOG durante 18 hs. Experimento en
células CHO-K1/AS5 marcadas radiactivamente con [I125]-BTX luego de los
tratamientos con las drogas mencionadas en el grafico (n=3). Los resultados
correspondientes a DOG y Thapsi provienen de los graficos de las figuras 1-13A y
1-52A, respectivamente. (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

Este inhibidor compite con el ATP por su sitio de unién (Figura 1-56),
siendo las diferencias en estos sitios entre las isoformas de PKC la posible
causa de su selectividad hacia las PKCc. A su vez, el G6 6976 produce una
inhibicion no competitiva con los sustratos de la enzima (Martiny-Baron G. y

col., 1993; Wu-Zhang A. y Newton A., 2013).

GO 6976, 3 y 18 hs de incubacion:

Para dilucidar si la inhibicion de las PKCc producia cambios en la
expresion del AChR en células CHO-K1/AS5, incubamos a las células con tres
concentraciones distintas de G6 6976, durante 3 y 18 hs (Figura 1-57, Ay B,
respectivamente).

Luego de la incubacién con G6 6976 0,01, 0,5 y 1 uM, para ambos
tiempos, observamos cambios estadisticamente significativos sobre el AChR a
partir de 0,5 pM (Figura 1-57, A y B). Frente a estos resultados, elegimos
emplear para el resto de los experimentos G6 6976 1 uM, ya que las
variaciones sobre el AChR tienen mayor significancia estadistica que en el
resto de las concentraciones utilizadas. A las 3 hs se observa que aumentan

(38 £ 18 %) los niveles de AChR en la superficie celular (Figura 1-57A),
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mientras que a 18 hs no solo se encuentra incrementada esta poblacion (79 *

17 %), sino también los niveles de AChR total (52 £ 18 %) (Figura 1-57B).

Figura 1-56. Mecanismo de activacion de las PKCc y su inhibicion por Go
6976. El esquema ilustra los pasos previos a la senalizacion mediada por PKCc. El
proceso de activacion de estas enzimas no puede realizarse sin una maduracion
previa de las PKCc mediada por la fosforilacion en su sitio de activacién por PDKI1,
y luego por procesos de autofosforilacién y/o fosforilaciones gatilladas por el
complejo mTORC2. Una vez fosforilada la enzima, se encuentra madura y lista para
unirse a dos iones Ca2*, favoreciendo su translocacion a la membrana. Alli se ancla
mediante interaccién con PS y DAG, logrando su conformacién madura y activa. En
este momento es capaz de interaccionar con un sustrato, previa unién del ATP, y
llevar a la senalizacion corriente abajo de las PKCc. Pero si en vez de ATP se une el
GO 6976, las PKCc se inhiben.

Jung S. y col. (2013) demostraron que la incubaciéon con G6 6976 1 uM
incrementaba la adhesion y la distribucion esparcida de las células de

diferentes lineas celulares en cultivo. Por lo tanto, decidimos evaluar la
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morfologia celular y de los filamentos de actina, como indicadores de la

efectividad del tratamiento con G6 6976 sobre las células CHO-K1/AS.

Figura 1-57. Ensayos de
union de [I1125]-BTX
luego del tratamiento
con Go 6976. Las células
CHO-K1/AS5 se incubaron
con tres concentraciones
de G6 6976, indicadas en
los  histogramas con
distintas tonalidades de
rosado. El grafico (A)
corresponde a 3 hs de
tratamiento, mientras el
(B) se obtuvo luego de 18
hs de incubacion con Go6
6976. En (A): n=3; en (B):
n=4. () p < 0,05; (**) p <
0,01; (***) p < 0,001.

Para ello, realizamos la observaciéon microscopica de las células luego
del tratamiento con GO 6976, por contraste de fase y la marcaciéon con
Faloidina-Rodamina (Figura 1-58). La Faloidina es un péptido que se une
fuertemente a los filamentos de actina, y dicha interaccion puede observarse
mediante microscopia de fluorescencia al acoplarlo al fluoréforo Rodamina.
Tanto a 3 como a 18 hs, las células incubadas con el G6 6976 parecen
superponerse entre si, sugiriendo la pérdida de la inhibiciébn por contacto
(Figura 1-58, contraste de fase). Esto se observa mejor en las imagenes de
Faloidina-Rodamina, en donde las fibras de actina de cada célula se
superponen sobre las fibras de las células de su alrededor, como consecuencia
del solapamiento entre las células (Figura 1-58, Faloidina-Rodamina, G6 3 y

18 hs). Este cambio es mas pronunciado tras 18 hs de incubaciéon, donde
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ademas las células CHO-K1/A5 cambian su morfologia, de ahusada a mas
estrellada (Figura 1-58, Faloidina-Rodamina, G6 18 hs). Estos resultados

sugieren que el tratamiento con G6 6976 es efectivo.

Figura 1-58. Visualizacion
de los filamentos de actina
luego del tratamiento con
GO 6976 durante 3 y 18 hs.
Imagenes de contraste de fase
y fluorescencia de células
CHO-K1/AS5 tenidas con el
complejo Faloidina-
Rodamina. Escala: 10 uM.

Considerando el incremento del AChR de superficie gatillado por este
inhibidor, principalmente luego de 18 hs de tratamiento, nos propusimos
determinar si este se debia a un mayor ensamblado del AChR (Figura 1-59). A
diferencia de lo que sucedia con el A23187 y la Thapsi, la cantidad de AChR
ensamblado en relacion a la totalidad del AChR en el compartimento

intracelular, no se encontr6 afectada por el G6 6976.

GO 6976 y DOG, 3 y 18 hs de incubacion:
Habiendo descripto la accion del inhibidor de PKCc en las células CHO-
K1/AS5, continuamos evaluando si esta droga era capaz de evitar los efectos

mediados por el DOG sobre el AChR a corto y largo plazo (Figura 1-60).
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Figura 1-59. El tratamiento con G6 6976 durante
18 hs no modifica al ensamblado del AChR.
Cuantificacién de la fluorescencia emitida por la BTX
fluorescente, marcando al AChR intracelular: total o
desensamblado (n=3).

A tiempos cortos (Figura 1-604A), tanto el DOG como el G6 6976
agregados por separado o co-incubados, producen el mismo efecto final sobre
el AChR: aumento de los niveles de receptor en la superficie celular. Por lo
tanto, los efectos mediados por los DAG a tiempos cortos podrian estar
relacionados con la inhibicion de las PKCc.

Por otra parte, el tratamiento prolongado (18 hs) con DOG y G6 6976
lleva a efectos opuestos entre si (Figura 1-60B). Mientras que el DOG
disminuye los niveles de AChR de superficie, el G6 6976 los incrementa y
ademas aumenta los niveles de AChR total (Figura 1-60B). Del co-tratamiento
resulta el bloqueo de la accién del DOG. Esto podria deberse a que los efectos
mediados por el DOG a largo plazo estarian ejercidos a través de la activacion
de PKCc, por lo que, en presencia del inhibidor, el DAG no puede gatillar su

accion sobre el AChR.

GO 6976, A23187 y Thapsi, 18 hs de incubacion:

Considerando que la activacion de PKCc requiere de la unién de las
enzimas a DAG, Ca2?* y PS (Figura 1-56), y que el incremento de los niveles de
Ca2* intracelular debidos al A23187 y a la Thapsi no afectan de igual manera
al AChR que el DOG, decidimos evaluar si la co-administraciéon de cada una
de estas drogas con G6 6986 a tiempos largos afectaba a los cambios sobre el
AChR (Figura 1-61).

Los resultados obtenidos por los ensayos de union de [I!25]-BTX
muestran que los efectos de inhibicion prolongada de PKCc por G6 6976 sobre
el AChR son bloqueados tanto por A23187 como por la Thapsi (Figura 1-61A).
La cuantificacion del porcentaje de proteinas y células tras la co-incubacion

con las drogas se ve afectada de igual manera que en el caso de A23187 y
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Thapsi en ausencia del inhibidor de PKCc (Figuras 1-61B, 1-43B y 1-52B). En
el caso de las proteinas se registro un descenso del 62 = 4 y 51 £ 10 %,
mientras que la disminucién del porcentaje de células fue del 70 £ 6 y 69 £+ 9
%, ambos casos para G6 6976 + A23187 y G6 6976 + Thapsi, respectivamente
(Figura 1-61B). En la figura 1-61B también se puede apreciar que la inhibicion
de PKCc durante 18 hs con G6 6976 no afecta la cantidad de proteinas ni de

células.

Figura 1-60. Co-
incubaciéon con Go
6976 y DOG a
tiempos cortos y
largos. A) Histograma
obtenido tras 3 hs de
incubaciéon con ambas
drogas. Las barras de
DOG y Go6 6976 solos
corresponden a los
graficos de las figuras
1-12B y 1-57A,
respectivamente. B)
Unioén de BTX
radiactiva a los AChR
luego de 18 hs del
tratamiento con ambas
drogas. De las figuras
1-13A 'y 1-57B se

obtuvieron los
histogramas
correspondientes a

DOG y Go6 6976,
respectivamente. En (A)
y (B): n=3. (*) p < 0,05;
(™) p < 0,01; (™) p <
0,001.

Repetimos luego los experimentos de union de BTX de la figura 1-61A,
pero esta vez utilizando BTX fluorescentes (Figura 1-62). De las imagenes de
microscopia de fluorescencia y su posterior cuantificacion (Figuras 1-62, A y
B, respectivamente) se puede concluir que aun en presencia del G6 6976,
sigue observandose el efecto del incremento de los niveles de Ca2* intracelular

sobre el AChR (Figuras 1-62, 1-44 y 1-53).
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Figura 1-61. Co-incubacion durante
18 hs con Go 6976 y A23187 o
Thapsi. A) Ensayo de union de
radioligando luego del tratamiento con
ambas combinaciones de drogas (n=4).
Las barras correspondientes a las
drogas por separado provienen de las
figuras 1-43A, 1-52A y 1-57B, para
A23187, Thapsi y Go 6976,
respectivamente. B) Determinacién del
porcentaje de proteinas de (A) y células,
(n=3). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p <
0,001.

Por lo tanto de los experimentos de las figuras 1-61 y 1-62, observamos
que los efectos ejercidos por el Ca2* a tiempos largos sobre el AChR no estarian

mediados por la acciéon de las PKCc.

Cuantificacion de las PKCc por WB

Los experimentos realizados con el G6 6976 mostraron la participacion
de las PKCc en el mecanismo de senalizacion a través del cual los DAG ejercen
su efecto sobre el AChR. Nos propusimos entonces, cuantificar las PKC
clasicas, totales y fosforiladas, mediante ensayos de WB, con el fin de validar
dicha participacion.

Trabajos previos publicados sobre las PKC y su fosforilacion (Antal C. y
Newton A., 2013; Lipp P. y Gregor Reither G., 2011; Newton A., 2009; Griner
E. y Kazanietz M., 2007) indican que una vez fosforilada en sus tres sitios, la

enzima madura a una conformacion cataliticamente competente pero inactiva
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(Figura 1-56), logrando su activacion al interaccionar con DAG, PS y Ca?*, en
el caso de las PKCc (Para mas informacion, ver la introduccion de este

capitulo).

Figura 1-62. Uniéon de BTX
fluorescentes en células CHO-
K1/A5 tras la incubacion con Go
6976 solo o en presencia de
A23187 o Thapsi. A) Imagenes de
fluorescencia, donde el AChR de
superficie se puso en evidencia
mediante la tincién con Alexa*88-BTX,
mientras que Alexa®¥7-BTX marcé a
los AChR intracelulares. Escala: 10
uM. B) Cuantificacion de tres
experimentos  independientes de
microscopia de fluorescencia. (¥*) p <
0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

Para cuantificar la cantidad de enzima total y fosforilada, utilizamos los
anticuerpos anti-PKCp y anti-pPKCa/pII (se une a las Thre38/641 ybicadas en el
dominio de giro de la regién carboxi-terminal, Figura 1-56).

Cuando las células CHO-K1/AS5 se exponen durante 3 hs al G6 6976,
aumentan de los niveles de PKCB (Figura 1-63, A y B), pero no se observan

cambios en su fosforilacion neta (Figura 1-63, A y C). Esto puede deberse a
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que, como el G6 6976 bloquea a la enzima una vez madura y activada (Figura
1-56), las células estarian respondiendo con un aumento de la sintesis o
disminuyendo la degradacion de las PKCp, para compensar los niveles basales
de enzima cataliticamente competente.

No se registraron cambios significativos en las PKCc, tanto en las
proteinas totales como en las fosforiladas, tras la incubaciéon con DOG (Figura
1-63). Sin embargo, el co-tratamiento del G6 6976 con DOG, muestra una
marcada reduccion en los niveles de fosforilacion de las enzimas (Figura 1-63,
Ay C), sin verse alterada su expresion (Figura 1-63, A y B). Considerando que
la enzima debe estar fosforilada para activarse, estos cambios podrian indicar
que la co-administracion de ambas drogas durante 3 hs lleva a la inhibicion
neta de la enzima, confirmando entonces que las PKCc estarian involucradas
en los efectos del DAG sobre el AChR (Figura 1-60A).

Por otra parte, el incremento del Ca2+ intracelular, ya sea por la
incubacion con A23187 o Thapsi durante 3 hs, gatilla el aumento de los
niveles de PKC (Figura 1-63, A y B). Esto es coincidente con el aumento en la

fosforilacion de las PKCa/BII por Thapsi (Figura 1-63, Ay C).

Figura 1-63. Las PKCc tras 3 hs de incubacion con G66976, DOG, A23187 y
Thapsi. A) Las imagenes son representativas de cuatro experimentos. Se muestra
la cuantificacion de los distintos experimentos para PKCB (B) y pPKCa/BIl en
funcién de PKCB (C). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

125



Capitulo I: Resultados

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

A las 18 hs de exposicion, todas las drogas testeadas presentan un
patron de expresion y fosforilacion de PKCc diferente al obtenido a las 3 hs. El
inhibidor G6 6976 no altera la cantidad de la PKCpB (Figura 1-64, A y B), pero
si disminuye su fosforilacion. Por otra parte, el tratamiento prolongado con
DOG regula negativamente los niveles de la PKCpB (Figura 1-64, A y B), como
esta reportado en la bibliografia para los EF (Santiskulvong C. y Rozengurt E.,
2007; Rucci N. y col. 2005; Junoy B. y col., 2002; Liu W. y Heckman C.,
1998). Sin embargo, las células CHO-K1/AS5 incubadas con DOG aumentan la
fosforilacion de las PKCc (Figura 1-64, A y C). De esta forma, las células
mantendrian la cantidad de PKC cataliticamente maduras, listas para ser
activadas.

La co-incubaciéon del DOG con el G6 6978 no produce cambios
significativos sobre la expresion ni la fosforilacion de las PKCc (Figura 1-64).
Por lo que el G6 6978 bloquearia los efectos del DOG a tiempos largos sobre el

AChR mediante la inhibicion de las PKCc (Figura 1-60B).

Figura 1-64. Las PKCc frente a la exposicion durante 18 hs con G66976, DOG,
A23187 y Thapsi. A) Imagenes representativas de cuatro experimentos. B) y C)
corresponden a la cuantificaciéon de los experimentos para PKCP y pPKCa/BII en
funcion de PKCpB, respectivamente. (*) p < 0,05; (***) p < 0,001.
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El incremento del Ca2* intracelular tras 18 hs de incubacion con
A23187 y Thapsi genera una disminucion en la fosforilacion de las PKCa/BII
sin afectar los niveles totales de la PKCP (Figura 1-64). Estos efectos son
similares a los observados para el G6 6976 tras 18 hs de incubacion (Figura 1-
64). Sin embargo, la accion de las drogas que incrementan los niveles de Ca2*
intracelular sobre las PKCc luego de 18 hs de incubacion, no estaria
directamente relacionada con sus efectos sobre el AChR, tal como lo muestran

las figuras 1-61A y 1-62.

Las PKC noveles y los DAG

Inhibicion de la PKCS: Rottlerina

A continuacién, nos centramos en la posible relacion de los efectos
mediados por el DAG y las PKC noveles (PKCn). Para ello, utilizamos un
inhibidor de la PKC®&: la Rottlerina (ROT). Este compuesto fue aislado de la
planta Mallotus philippensis (Gschwendt M. y col., 1994). Inhibe in vitro a la
PKCb6 con una ICso de 3-6 uM, mientras que para lograr el mismo efecto con
las demas PKC, requieren por lo menos una concentracion 10 veces mayor
(Gschwendt M. y col., 1994). Como se observo que los valores de la ICso para la
inhibicion de PKC6 aumentaban tras el incremento de la concentracion de ATP
utilizada, se sugirié una posible competencia de la ROT con el ATP por su sitio
de unién a la PKC8 (Gschwendt M. y col., 1994; Soltoff S., 2007).

Desde su descubrimiento, la ROT gener6 posturas contrapuestas sobre
su mecanismo de accion y especificidad hacia las PKCS. Se postul6 que la ROT
modula indirectamente la localizacion de la PKCH, por lo que el efecto neto
asemejaria a la inhibiciéon por interaccion directa de la droga con la enzima
(Maioli E. y col. 2012a; Maioli E. y col. 2012b; Soltoff S., 2007). Sin embargo,
en el 2013 se publicaron numerosos articulos que validan el uso de la ROT
como inhibidor especifico de la PKC8 (Choi Y. y col., 2013; Zhu S. y col., 2013;
Kim Y. y col, 2013; Fan Y. y col., 2014; Khor E. y col., 2013).

Considerando lo anteriormente descripto, en este trabajo de tesis
decidimos wutilizar a la ROT como inhibidor de PKC6 a la minima

concentracion (3 uM) propuesta (Gschwendt M. y col., 1994).
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Del estudio de los mecanismos de activacion de las distintas isoformas
de PKC por DAG, se demostré que existen diferencias entre el inicio y la
duracion de la actividad enzimatica. En general, la senalizacion por PKCc es
un proceso de inicio y terminaciéon rapido, generalmente localizado en la
membrana plasmatica. Sin embargo, las PKCn se activan principalmente tras
la union a los DAG del complejo de Golgi, donde existen niveles estables de
DAG, a diferencia de la membrana plasmatica. Esto hace que el proceso de
activacion demore mas tiempo, pero que la accion de las PKCn sea mas
prolongada (Gallegos L. y col., 2006; Gallegos L. y Newton A., 2008; Antal C. y
Newton A., 2013). Por tal motivo, evaluamos la participaciéon de la PKCO6 en los
cambios sobre el AChR, provocados por la incubacion de células CHO-K1/AS5
con DOG y ROT durante 18 hs.

Los ensayos de union de BTX iodinada demuestran que la ROT
aumenta la proporcién del receptor de superficie (75 £ 32 %), mientras que el
AChR intracelular disminuye (41 + 22 %), en comparacion a la condicion
control (Figura 1-65A). El tratamiento prolongado con ROT disminuy6 (50 = 8
%) la cantidad de proteinas totales por placa (Figura 1-65B). Estos efectos son
opuestos a los que produce el DOG tras 18 hs de incubacion (Figura 1-65A).
Por otro lado, la incubacién con DOG en presencia de ROT, impide que el DOG
ejerza su accion sobre el receptor estudiado (Figura 1-65A). La misma

tendencia se observa por microscopia de fluorescencia (Figura 1-66).

Figura 1-65. La ROT durante 18 hs y las células CHO-K1/AS5. A) Ensayo de
union de BTX radiactiva luego del tratamiento con ROT y ROT + DOG. Las barras
del DOG corresponden a la figura 1-13A. B) Determinacién de las proteinas de los
experimentos realizados en (A) (n=4). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.
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Figura 1-66. Microscopia de fluorescencia de células CHO-K1/A5 tratadas con
ROT y DOG durante 18 hs. Se utilizaron las BTX fluorescentes, Alexa*®s- y
Alexa®94-BTX, para poner en evidencia a los AChR presentes en la membrana
plasmatica y en el interior celular, respectivamente. Escala: 10 uM.

A continuacion, realizamos ensayos de WB para cuantificar la expresion
de la PKC§ y su fosforilacion (pPKC8/6), luego de los tratamientos con DOG y
ROT. La incubacién durante tiempos largos con ROT, DOG o ROT + DOG no
afecta los niveles de la PKCH (Figura 1-67, A y B). Sin embargo, la proporcion
de pPKC8/6 en relacion a la PKCS total, disminuye significativamente, luego
del tratamiento con ROT y ROT + DOG (Figura 1-67, Ay C). E1 DOG agregado
solo no ejerce cambios sobre las pPKC&/6 tras 18 hs de incubacion (Figura 1-

67, Ay C).

Figura 1-67. PKC&: expresion y fosforilacion
en células CHO-K1/A5 tratadas 18 hs con
ROT y DOG. A) Imagenes representativas de
experimentos de WB (n=4). B) y C)
corresponden a la cuantificacion de los
experimentos para PKC6 y pPKC8/6 en funcion
de PKC§, respectivamente. (***) p < 0,001.
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Estos experimentos (Figuras 1-65 y 1-67) indicarian que el DOG
aplicado durante 18 hs podria ejercer su efecto sobre los AChR, a través de
activacion de la PKC9S, ya que a este tiempo esta enzima se encuentra madura,
lista para ser activada por el DOG.

Seguidamente, nos preguntamos si la PKC§ estaria involucrada en la
accion del DOG sobre el AChR a tiempos cortos. Determinamos entonces la
presencia de la PKCH total y fosforilada por ensayos de WB tras la incubacion
con DOG, ROT o ROT + DOG durante 4 hs (Figura 1-68). Ninguna de las dos
formas de las PKCH (total y fosforilada) se encuentra modificada a causa del
tratamiento con ROT (Figura 1-68). Esta droga tampoco altera el patron de
expresion del AChR a tiempos cortos (Figura 1-69). La incubacion con DOG o
ROT + DOG no afecta la expresion de la PKCO (Figura 1-68, A y B). Sin
embargo el agregado del DOG reduce significativamente la proporcion de
pPKC&/6 luego de 4 hs de incubacion (Figura 1-68, A y C, DOG y ROT +
DOG).

De estos resultados podemos concluir que el tratamiento durante 4 hs
con DOG disminuye la proporcion de PKC6/0 listas para ser activadas frente a
un estimulo (Figura 1-68, A y C). Sin embargo, los efectos de este DAG sobre
el AChR a tiempos cortos no estarian relacionados con la inhibicion de la
PKCH, ya que la ROT no cambia el patron de expresion del AChR luego de 4 hs

de incubacion (Figura 1-69).

Figura 1-68. La PKC& en células CHO-
K1/A5 expuestas a DOG y ROT durante 4
hs. A) Imagenes representativas de
experimentos de WB (n=4). B) y C)
corresponden a la cuantificacion de los
experimentos para PKC6 y pPKC6/0 en
funcion de PKCO, respectivamente. (*) p <
0,05; (***) p < 0,001.
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Figura 1-69. La ROT y el
AChR, luego de 4 hs de
tratamiento. Ensayo de union
de [I'25]-BTX en células CHO-
K1/AS5 tras la incubacion con
ROT (n=3).

Los DAG y la PKCn

Determinamos a continuaciéon, por ensayos de WB la expresion y
fosforilacion de la PKCn), otra integrante de la familia de las PKCn. Las células
CHO-K1/AS fueron incubadas con DOG durante 4 y 18 hs, y se realiz6 la
cuantificacion de la fraccion fosforilada de la PKCn en funcion de la expresion
total de dicha proteina (Figura 1-70, A y B). Los niveles de PKCn no se
encuentran alterados significativamente como consecuencia de la incubacion
con DOG (Figura 1-70A). La proporcion de PKCn fosforilada en relacion a la
misma proteina total, tampoco se ve afectada por el DOG (Figura 1-70, Ay B).

Al encontrarse sin cambios la proporcion de la fraccion de la PKCn
madura pero inactiva, el DOG podria activar esta enzima a tiempos cortos y
largos y gatillar de esta forma los efectos de este lipido sobre la distribucién

del AChR.

Figura 1-70. E1 DOG y la PKCn. A) Imagenes representativas de tres experimentos
de WB. B) Cuantificacién de la pPKCn/PKCr luego de 4 y 18 hs de incubacion con
DOG en las células CHO-K1/AS.
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La PKD y los DAG

Desde el descubrimiento de la PKD en 1994 (Johannes F. y col., 1994;
Valverde A. y col., 1994) no se reportaron inhibidores selectivos contra esta
enzima hasta el 2008. Sharlow E. y col. presentaron una
benzoxoloazepinolona como la primera molécula descubierta como inhibidor
potente y selectivo contra todas las isoformas de PKD (PKD1, PKD2 y PKD3): el
CID755673.

Los ensayos in vitro, realizados con las enzimas purificadas,
demostraron que alrededor de 200 nM de CID755673 eran necesarios para
alcanzar la ICso de las tres isoformas, mientras que concentraciones en el
orden de los uM demostraron inhibicion de los efectos mediados por PKD en
distintos tipos celulares (Sharlow E. y col., 2008).

E1 CID755673 ejerce su accion sobre la PKD, inhibiendo su fosforilacion
en los sitios de activacion en Ser738/Ser742 y su posterior autofosforilacion en
Ser916 (Figura 1-71) (Sharlow E. y col.,, 2008). Si bien no esta claro el
mecanismo de accion, se sabe que el CID755673 no compite con el ATP por su
sitio de unién a la enzima ni inhibe la accion de las PKCn (Sharlow E. y col.,
2008).

Realizamos entonces ensayos de WB para determinar si el tratamiento
en células CHO-K1/AS5 con CID755673 7 uM durante 4 y 18 hs inhibia la
fosforilacion de PKD. Como muestra la Figura 1-72, el tratamiento con el
inhibidor durante 4 y 18 hs no altera los niveles de PKD total. Ademas, no se
detectan cantidades significativas de PKD fosforilada (pPKD) en la condicion
control ni en las células tratadas con el inhibidor, indicando que no existen
niveles basales de activacion de esta enzima en las células CHO-K1/AS.

Evaluamos la expresion del AChR por ensayos de union de [[125]-BTX
tras la incubacion de las células CHO-K1/AS5 con CID755673 7 y 25 uM.
Elegimos estas dos concentraciones ya que, con CID755673 7 uM no existe
inhibicion in vitro de las PKC clasicas y noveles purificadas (Sharlow E. y col.,
2008), mientras que CID755673 25 uM es una concentracion ampliamente
utilizada en células en cultivo (LaValle C. y col., 2010; Torres-Marquez E. y
col., 2010; Sharlow E. y col., 2008).

Luego de 4 y 18 hs de incubaciéon con CID755673 (Figura 1-73, Ay B,
respectivamente), el AChR no presenta cambios en el patron de expresion a

ninguna de las concentraciones probadas.
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Figura 1-71. Mecanismo de activacion de PKD y su inhibicion por CID755673.
El esquema ilustra los pasos previos a la sefnalizacion mediada por PKD. Frente a
un aumento del DAG en las membranas, ya sea plasmatica o de Golgi, la PKD
transloca del citosol a dichas membranas. Alli, es fosforilada por las PKCn en las
Ser73® y Ser742 de su sitio de activacién. Estas fosforilaciones gatillan la
autofosforilacién de la PKD en la Ser916, proceso necesario para lograr la activacion
de la enzima. E1 CID755673 bloquea los tres procesos de fosforilacion de la enzima.

Figura 1-72. Expresion y fosforilacion de la
PKD en células CHO-K1/A5 tratadas con
CID755673. Imagenes representativas de tres
experimentos independientes.
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Figura 1-73. El CID755673 y
las células CHO-K1/AS5.
Ensayos de unién de BTX
radiactiva tras la incubaciéon
de las células con el inhibidor
durante 4 (A) y 18 hs (B)
(n=3).

Nos preguntamos a continuacion si el tratamiento con DOG a tiempos
cortos y largos activaria a la PKD (Figura 1-74). Como puede observarse en la
figura 1-74A (PKD), si bien el tratamiento con DOG a 4 y a 18 hs no afecta los
niveles totales de la enzima, la fosforilacion de PKD presenta un abrupto
aumento a ambos tiempos (Figura 1-74, A, pPKD, y B), indicando que el DOG
estaria activando a la enzima. Esta activacién es mas importante luego de 4 hs
de tratamiento (Figura 1-74B). Estos resultados involucrarian a la PKD en los

efectos mediados por DOG sobre el AChR a los tiempos estudiados.

El incremento del Ca2+ y el AChR

Dado que previamente demostramos que el incremento de Ca?2*
intracelular, mediado por A23187 y Thapsi, afecta el patron de expresion del

AChR (Figuras: 1-40B, 1-41, 1-43A, 1-44, 1-45,1-48, 1-49A, 1-50, 1-52A, 1-53
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y 1-54) decidimos investigar por qué mecanismos estas drogas ejercian su

accion.

Figura 1-74. El DOG y la PKD. Las células CHO-K1/AS5 se incubaron con DOG
durante 4 y 18 hs. A) Imagenes representativas de tres experimentos de WB. B)
Cuantificaciéon de la pPKD en funcién de la expresion de PKD de (A). (**) p < 0,01;
(***) p < 0,001.

Una de las vias de sefnalizacion celular que media diversas respuestas
fisiologicas, como consecuencia del incremento de los niveles de Ca?2*
intracelular, es la que involucra a la proteina quinasa II dependiente de Ca2+y
calmodulina (CaMKII) (Figura 1-75).

La CaMKII se expresa en numerosos tejidos y se activa por la union del
complejo Ca2?*-calmodulina y posterior autofosforilacion (Figura 1-75). La
union de dicho complejo a la CaMKII rompe las interacciones autoinhibitorias
entre el domino inhibitorio y el dominio catalitico de la enzima, permitiendo el
acceso del ATP y de los sustratos a fosforilar (Figura 1-75) (Hudmon A. y
Schulman H., 2002; Colbran R., 2004). La activacién de la enzima puede
realizarse por mecanismos independientes o dependientes de Ca?2+*-
calmodulina (Figura 1-75).

Para evaluar la participacion de la CaMKII en los cambios mediados por
el Ca2?* sobre el AChR, utilizamos un inhibidor de la misma, el KN-62
(Tokumitsu H. y col., 1990). Este compuesto compite con la calmodulina en su
sitio de unién a la enzima (Figura 1-75) y presenta una alta selectividad a
concentraciones del rango uM (Tokumitsu H. y col., 1990; Davies S. y col.
2000).
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Figura 1-75. Mecanismo de accion del KN-62 sobre la CaMKII. El esquema
muestra los pasos hacia la activaciébn de la CaMKII, mediante procesos
dependientes o independientes del incremento de los niveles del Ca?* intracelular.
Tal como se muestra en la figura, el KN-62 afecta la activacion de la enzima al
competir con la calmodulina por su sitio de unién.

KN-62 y A23187:

Determinamos en primera instancia si el KN-62 (10 uM) afectaba la
expresion del AChR, cuando las células CHO-K1/AS se incubaban con esta
droga durante 3 y 18 hs (Figura 1-76, A y B). El Ginico cambio observado
por el ensayo de union de la BTX radiactiva es la disminucién del AChR en
la superficie celular tras la incubacién a tiempos largos, en comparacion
con la condicién control (Figura 1-76B).

La accion del A23187 sobre el AChR, tanto a 3 hs como a 18 hs de
incubacion, no se encuentra afectada por el co-tratamiento con el inhibidor
de la CaMKII (Figura 1-76, A y B), ya que los efectos observados sobre la
distribucion del AChR serian consecuencia de la sumatoria de los efectos

individuales de estas dos drogas sobre el AChR en las células CHO-K1/AS.

136



Capitulo I: Resultados

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Figura 1-76. Incubacién
de las células CHO-
K1/A5 con KN-62 vy
A23187. Ensayo de
unioén de [I125]-BTX tras la
incubacién con las drogas
durante 3 (A) y 18 hs (B)
(n=3). Las barras
correspondientes al
agregado de A23187 solo,
provienen de las figuras
1-40B y 1-43A, para 3 y
18 hs respectivamente. (*)
p < 0,05; (**) p < 0,01.

KN-62 y Thapsi:

Cuando el incremento de los niveles de Ca2?* intracelular es
consecuencia del tratamiento con Thapsi, la inhibicién de la CaMKII por el KN-
62 tampoco afectaria los efectos mediados por el inhibidor de las SERCA a
tiempos cortos y largos (Figura 1-77). La resultante de la co-incubacion de la
drogas es una sumatoria de los efectos individuales, donde prevalece

principalmente el efecto de la Thapsi sobre el AChR.

LOS DAG Y EL AChR NEURONAL

Luego del estudio exhaustivo del efecto de los DAG sobre el AChR
muscular adulto, quisimos evaluar si los AChR neuronales se encontraban
afectados como consecuencia de los efectos de este segundo mensajero

lipidico. Para tal fin, realizamos el cultivo primario de neuronas de hipocampo,
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estructura ubicada en el 1l6bulo temporal del cerebro, considerada de vital
importancia en los procesos de formacion de la memoria y aprendizaje. Estos
procesos ampliamente estudiados en el hipocampo se relacionan con la
participacion del AChR y receptores de acetilcolina muscarinicos, que estan
involucrados en la modulacion de la plasticidad sinaptica (Drever B. y col.,

2011).

Figura 1-77. Ensayos
de uniéon de [I125]-BTX
luego del tratamiento
con KN-62 y Thapsi.
Las células CHO-K1/AS
se incubaron con las
drogas durante 3 (A) y
18 hs (B) (n=3). Las
barras correspondientes
al agregado de Thapsi
sola, provienen de las
figuras 1-49A y 1-52A
para 3 'y 18 s,
respectivamente. (**) p <
0,01; (***) p < 0,001.

Los AChR neuronales estan compuestos por una combinacion
pentamérica de subunidades homoélogas y genéticamente distintas (a: a2-al0;
B: B2-B4). De las diferentes combinaciones de subunidades surgen Ilos
distintos AChR neuronales, cada uno con propiedades estructurales y
funcionales tinicas (Nai Q. y col., 2003). Si bien el AChR-a4B2 es el subtipo de
receptor neuronal con mayor distribucion en el tejido cerebral (Karlin A.,

2002), en el hipocampo predomina el AChR-a7 (Zarei M. y col, 1999). Este

138



Capitulo I: Resultados

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

ultimo tiene la particularidad tener la mayor permeabilidad al Ca2* de los
AChR (Drever B. y col., 2011), ademas de presentar gran afinidad de unién por
la BTX, a diferencia del resto de los AChR neuronales (Nashmi R. y Lester H.,
2006; Whiting P. y Lindstrom J., 1986). E1 AChR-a7 se encuentra en las
porciones pre y postsinaticas de las neuronas piramidales e interneuronas
(Drever B. y col., 2011).

Por lo expuesto, nos centramos en el estudio del posible efecto mediado
por los DAG sobre el AChR-a7, expresado en forma endoégena en neuronas de
hipocampo en cultivo.

Comenzamos marcando a las neuronas con BTX fluorescente, para
comprobar la presencia del AChR-a7 en nuestros cultivos de 14 dias, tal como

lo muestra la figura 1-78.

Figura 1-78. Imagenes de neuronas de Hipocampo en cultivo. Luego de 14 dias
de la siembra en las placas, las neuronas se fijaron con paraformaldehido y a
continuacion, se tieron con Alexa*$-BTX durante 3 hs a temperatura ambiente.
Escala: 10 uM.

A continuacion, cuantificamos el AChR presente en la superficie celular
de las neuronas de hipocampo, utilizando para tal fin la [[125]-BTX. Los
experimentos se realizaron sobre neuronas en cultivo expuestas a DOG, EF,
Thapsi, A23187, G6 6976 y ROT a cortos y largos tiempos de incubacion,
reproduciendo las condiciones experimentales utilizadas con las células CHO-
K1/AS. Los experimentos realizados con A23187 se descartaron, ya que esta
droga afecté la viabilidad neuronal, tanto a tiempos cortos como a tiempos
largos (datos no mostrados).

La cuantificacion de la union de la BTX a la superficie de las neuronas
en la condicion control presenté gran variabilidad entre los experimentos

realizados. Su promedio de ligamen, expresado en fmoles de [[125]-BTX/mg de
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proteina, fue de 123,2 + 61,3, motivo por el cual decidimos relativizar la
expresion del AChR-a7 respecto del control de cada experimento (C = 100 %).
Iniciamos los estudios de uniéon de BTX radiactiva a los AChR-a7 de
superficie, a tiempos cortos de incubacion con las diferentes drogas (Figura 1-
79A) y los comparamos con los resultados obtenidos con el AChR muscular en
células CHO-K1/AS5 (Figura 1-79B). El tratamiento con DOG durante 4 hs,
aumenta los niveles del AChR-a7, como también sucede en la linea celular,
pero en cambio el EF y la Thapsi no afectan a la cantidad del AChR que
llegaba a las membranas plasmaticas de las neuronas. La inhibicion de las
PKCc con GO 6976 y de la PKC6 con ROT aumentan los niveles de dicho
receptor en la superficie, tal como sucede con la incubacion con DOG (Figura

1-79A).

Figura 1-79. Neuronas de Hipocampo expuestas a diferentes drogas durante 3
o 4 hs. A) Ensayo de unién de [I125]-BTX en neuronas de Hipocampo (n=4). B)
Grafico comparativo de los tratamientos con las mismas drogas, pero en células
CHO-K1/AS5. Los datos obtenidos previamente (Figuras 1-12A, 1-18B, 1-49A, 1-
S7A, y 1-69), fueron convertidos en porcentajes de union de BTX radiactiva. (*) p <
0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

Luego realizamos los mismos experimentos, pero incubando las drogas
durante 18 hs (Figura 1-80A). El tratamiento con DOG aumenta los niveles del
receptor neuronal en la superficie, tal como sucede a las 4 hs de tratamiento
(Figura 1-79A). El EF y el G6 6976 no afectan al AChR-a7 tras 18 hs
exposicion, mientras que la incubacion con Thapsi o ROT reproduce el efecto

observado en el AChR muscular (Figura 1-80, A y B).
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Figura 1-80. 18 hs de tratamiento de neuronas de Hipocampo con diversos
compuestos. A) Experimentos de union de BTX radiactiva en neuronas de
Hipocampo luego del tratamiento con las drogas a tiempos largos (n=3). B)
Histograma comparativo de los tratamientos con las mismas drogas, pero en
células CHO-K1/AS. Los datos obtenidos previamente (Figuras 1-13A, 1-21, 1-52A,
1-57B y 1-66A), fueron convertidos en porcentajes de uniéon de BTX radiactiva. (*) p
< 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

Con los experimentos realizados sobre el AChR-a7 endogeno (Figuras 1-
79 y 1-80), podemos ver que su expresion en la superficie neuronal en
respuesta a las diferentes drogas es diferente a lo anteriormente determinado
para el AChR muscular en células CHO-K1/AS. Si bien el DOG aumenta la
cantidad de AChR-a7 en la membrana plasmatica de las neuronas de
Hipocampo tanto a 4 como a 18 hs, los mecanismos involucrados serian

diferentes a los encontrados para el AChR muscular.
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LOS DAG Y EL AChR

El DAG es un segundo mensajero lipidico, indispensable para la
senalizacion intracelular. Las caracteristicas estructurales de este lipido, como
su forma coénica y la ausencia de grupos polares voluminosos, le permiten
realizar movimientos del tipo flip-flop en la membrana y asi favorecer procesos
de brote, fusion y fision de vesiculas (Huttner W. y Zimmerberg J., 2001; Lev
S., 2006). Ademas, su capacidad de interaccionar con proteinas que poseen al
menos un dominio C1 en sus estructuras aminoacidicas, lo hace mediador de
las mas variadas funciones celulares (Figura 1-2) (Carrasco S. y Mérida I,
2007; Mérida I. y col., 2010).

La Unica organela que presenta niveles relativamente estables de este
lipido, en ausencia de estimulo, es el complejo de Golgi. En la membrana
plasmatica, en cambio, los DAG son generados como respuesta a la activacion
de una cascada de senalizacion extracelular, y tras cumplir su funcion de
transmision del mensaje, son rapidamente degradados (Gallegos L. y Newton,
2008; Lev S., 2006).

Existe una amplia evidencia sobre la importancia del entorno lipidico
que rodea a esta proteina transmembranal, para un correcto trafico y
funcionamiento de la misma (Roccamo A. y col., 1999; Baier C. y Barrantes F.,
2007; Pediconi M. y col., 2004; Gallegos C. y col., 2008; Borroni V. y col.,
2007; Borroni V. y Barrantes F., 2011). En este capitulo se estudian los
efectos de los DAG sobre el AChR. Ademas de los potenciales efectos del DAG
sobre la sintesis, el ensamble y el trafico del AChR, ejercidos por el lipido per
se, evaluamos también los ejercidos a través de la activacion de cascadas de
senalizacion intracelulares.

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que la SM y la
ceramida modulan al AChR, y que un correcto balance lipidico es un requisito
indispensable para que este receptor alcance su destino final, la membrana
plasmatica (Baier C. y Barrantes F., 2007; Gallegos C. y col., 2008; Roccamo
A. y col.,, 1999). Considerando que la SM, la ceramida y el DAG estan
relacionados mediante la reaccion catalizada por la enzima SMS (Figura 1-5),
ubicada en el complejo de Golgi y en la membrana plasmatica, postulamos
que los DAG serian también importantes en los procesos necesarios para

obtener niveles adecuados de AChR funcional en la superficie celular.
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Nuestro modelo experimental se baso principalmente en las células
CHO-K1/AS5, una linea celular desarrollada por nuestro laboratorio, capaz de
expresar de forma heteréloga y estable al AChR muscular adulto (al:B16¢g)

(Roccamo A. y col., 1999).

Tiempos cortos de incubacion

Comenzamos nuestro trabajo con la incubacion de las células con POG,
un DAG de cadena larga, derivado de la especie de PC mayoritaria en células
de mamiferos (Figura 1-6) (Aveldano M. y Bazan N., 1983). Observamos que el
tratamiento con este DAG durante 3 hs aumenta los niveles del AChR en la
superficie celular, asi como también los del receptor total (Figura 1-7B). Como
el POG tiene una composicion similar a la encontrada en los lipidos
endoégenos, es susceptible de ser metabolizado (Chuang M. y Severson D.,
1998). Entonces, los resultados obtenidos podrian deberse, no solo la mayor
disponibilidad de DAG, sino que también al aumento de sus metabolitos. Por
tal motivo, los estudios siguientes se realizaron utilizando un DAG de cadena
corta, no sintetizado y metabolizado muy lentamente en células eucariotas, el
DOG (Figura 1-8) (Henneberry A. y col., 2001).

Luego de 30 min de exposicion con DOG, los niveles del AChR en la
membrana plasmatica aumentan (Figura 1-9A). Sin embargo estos receptores
presentan menor afinidad por la BTX radiactiva (Figura 1-9B). Dado que ni el
tratamiento con EF, los cuales imitan la accion del DAG sobre las PKC
(Kazanietz M. y col., 2000), ni la incubacion con A23187, que favoreceria la
activacion de las PKCc (Oh Y. y col., 2009; Drexler H. y col., 1990), alteran la
afinidad del AChR por la BTX (Figura 1-20 y 1-40A), la disminucién de la
afinidad no seria consecuencia de la accion del DOG sobre esta via de
senalizacion

A su vez, los experimentos de patch-clamp revelaron una disminucion
del tiempo de estado abierto del canal del AChR como consecuencia del
tratamiento con DOG (Figura 1-11). Estos resultados podrian explicarse,
considerando que el aumento del DOG en las células CHO-K1/AS5, luego de 30
min de incubacién, ocurre principalmente en la membrana plasmatica.
Estudios con membranas modelo han demostrado que la presencia de DAG en
la membrana altera sus propiedades biofisicas (Jiménez-Monrea A. y col.,

1998; Heimburg T. y col., 1992; Coorssen J. y Rand R., 1990; Das S. y Rand

144



Capitulo I: Discusiéon

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

R., 1986). Dado que el AChR es muy sensible a la composicion y al estado de
su entorno lipidico (Barrantes F., 2004; Borroni V. y Barrantes F., 2011;
Barrantes F., 2010; Borroni V. y col., 2007), podriamos hipotetizar que estas
alteraciones disminuyen la funcionalidad del canal y su capacidad de
reconocer ligandos, como la BTX. Resultados similares se encontraron en
trabajos previos realizados sobre el AChR neuronal, en los cuales se demostro
que la aplicacion de distintos DAG, entre ellos el DOG, inhibian al canal iénico
en forma independiente de la actividad de las PKC (Andoh T. y col., 2004;
Andoh T. y col., 2001). Carrillo C. y col. (2012) observaron que el DAG también
afectaba la funcionalidad de otros canales i6nicos. La incubacion con DAG
conduce a la apertura de los receptores TRPC3/6, aumentando la entrada de
Ca2* en las células Jurkat. Los autores especulan que el DAG se ubicaria en la
membrana en las cercanias del canal y modularia asi su funcion.

Luego de 3-4 hs de incubacion con DOG, persiste el aumento del AChR
en superficie, sin cambios en el receptor intracelular (Figura 1-12 y 1-81).
Ademas, no se observan cambios en los niveles de receptor total a tiempos
cortos de incubacion con DOG, a diferencia de lo ocurrido con el POG (Figura
1-12, 1-7B). Es decir que, el aumento en la cantidad total de AChR observado
luego de la incubacion con POG, podria ser causado por el aumento en alguno
de los intermediarios lipidicos derivados del DAG, como por ejemplo PA (Xu Y.
y col., 1996), que no se forman cuando se incuba con DOG. Entre estos
metabolitos, se puede descartar a la PC, ya que ni su aumento, inducido por el
bloqueo de la expresion de la proteina Nir2 (Figura 1-33 y 1-35), ni su
disminucién, provocada por la incubaciéon con GOOH (Figura 1-30, 1-31 y 1-
32), alteraran los niveles de AChR total.

El incremento de los DAG endégenos a tiempos cortos produjo cambios
en la distribucion del AChR similares a los producidos por la incubacion con
DOG. Tanto la inhibicién de las DGK por el R59949 (impidiendo su conversion
a PA, Figura 1-22) como la inhibicion de la CPT por el GGOH (bloqueando su
uso en la sintesis de PC, Figura 1-30), aumentaron los AChR en la superficie
celular (Figura 1-23, 1-31 y 1-81). Estas drogas generan DAG a distintos
niveles, dependiendo de la localizacion subcelular de las enzimas
involucradas. Por ejemplo, la CPT se encuentra en el complejo de Golgi (Lagace
T. y Ridgway N., 2013), y su inhibicién incrementa los niveles de DAG en esa
organela (Miquel K. y col., 1998). Dentro de las DGK afectadas por el

tratamiento con el R59949, se destacan la DGKk y la DGKa, enzima
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constitutiva de la membrana plasmatica o que frente a un aumento de DAG se
asocian con ella, respectivamente (Shulga Y. y col., 2011). Precisamente en
este caso, el aumento de DAG se observa en la membrana plasmatica, como lo
muestran las imagenes de Dpm1 (Figura 1-25).

Es de destacar entonces, que tanto el tratamiento con DOG por 30 min
como por 3-4 hs, resulta en un aumento del AChR en la superficie de las
células CHO-K1/AS5. Lo mismo ocurre cuando se generan DAG endégenos en
la membrana plasmatica (R59949) o en el complejo de Golgi (GGOH) (Figura 1-
81). En cambio, el aumento de DAG en ambas membranas simultaneamente,
como ocurre tras la co-incubacién del DOG con el R59949, lleva a un mayor
incremento de los AChR de superficie, con una disminucion estadisticamente
significativa del receptor intracelular, sin encontrarse alterados los niveles
totales de dicha proteina (Figura 1-23 y 1-24). Ademas, la visualizacién de los
AChR en el interior celular, por la union de BTX fluorescentes, demostré una
marcacion mas puntiforme, que podria estar relacionada con un mayor trafico
del receptor hacia la superficie celular (Figuras 1-24, R59949 + DOG). Esto
indicaria que los mecanismos a través de los cuales los DAG ejercen su efecto
sobre el AChR dependerian del lugar donde se produzca el incremento del

lipido.

Tiempos largos de incubacion

Cuando el tratamiento con DOG se prolonga durante 18 hs, se observa
una disminucién de los niveles de receptor en la superficie celular con el
aumento concomitante de los niveles intracelulares, sin alterarse la cantidad
de AChR total (Figura 1-13A y 1-81). Si bien estos cambios se mantienen tras
24 hs de incubacion, a partir de las 48 hs de tratamiento con el lipido, los
niveles de AChR retornan a valores normales (Figura 1-14A). Los efectos
observados a tiempos largos, serian compatibles con un aumento en la
velocidad de internalizacion y/o una disminuciéon en la insercion en la
membrana plasmatica del AChR. Es de destacar que no hay estimulacion neta
de la degradacion, ni de la sintesis del AChR, ya que los niveles de AChR total
no cambian luego de la incubacién con DOG (Figura 1-13A y 1-14A).

A diferencia del tratamiento a tiempos cortos, la inhibicion durante 18
hs de la CPT por el GGOH no afecta la expresion del AChR (Figura 1-32). La

ausencia de efecto puede deberse a que el incremento del DAG como
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consecuencia del tratamiento GGOH lleva a la producciéon de moléculas de
DAG endégenas, capaces de ser metabolizadas por diversas vias enzimaticas,

a diferencia de lo que sucede con el DOG.

Figura 1-81. El DAG modula de manera diferencial al AChR dependiendo del
tiempo de incubacién. Esquema de los efectos sobre los AChR intracelulares y de
membrana plasmatica tras el incremento de los DAG por diferentes tratamientos.
En el panel de la izquierda, se observa el aumento del AChR en superficie a tiempos
cortos como consecuencia del efecto de las drogas indicadas. El panel derecho,
tiempos largos, muestra el efecto opuesto: disminucion del AChR de superficie, tras
el tratamiento con DOG o EF, y aumento de estos receptores intracelulares. Se
remite al lector a la Figura 8 para la descripcion mas detallada de esta figura.

Las consecuencias sobre la distribucién del AChR a los distintos
tiempos de tratamiento se corresponden con una localizacion subcelular
diferencial del DOG a lo largo del tiempo, como lo demuestran las imagenes de
Deml1, Dpm y gotas lipidicas (Figura 1-15, 1-25 y 1-16, respectivamente). Las
Dpm1 no evidenciaron un aumento en los DAG en la membrana plasmatica
tras 4 hs de incubacion con DOG (Figura 1-25B). Sin embargo, las Deml

demostraron la presencia de DOG en RE y/o Golgi a tiempos cortos (4 hs),
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pero no tras 18 hs de tratamiento (Figura 1-15). Por otra parte, el Rojo Nilo
mostro la acumulacion del DOG en gotas lipidicas, per se o posiblemente
metabolizado hacia TAG, solamente a tiempos largos de incubacion (Figura 1-
16, 18 hs). Es decir que el DOG, una vez que ingresa a las células CHO-K1/A5
a través de la membrana plasmdtica, se acumula en el aparato de Golgi y/o RE
a las 4 hs y luego es almacenado en gotas lipidicas, en donde se encontraria a
las 18 hs. Sin embargo, no podemos descartar la presencia de pequenas
cantidades de DOG en las diversas membranas celulares, capaces de gatillar
mecanismos de senalizacién, pero no detectadas por las metodologias

empleadas.
LOS DAG Y LAS PROTEINAS QUINASAS

La acciéon del DOG sobre la distribucion del AChR es reproducida tanto
a 3 hs (Figura 1-18B y 1-81) como a 18 hs por el tratamiento con EF (Figura
1-21 y 1-81), un analogo del DAG por su capacidad de unirse a los dominios
C1 de las proteinas que responden a este segundo mensajero lipidico (Figura
1-2). A su vez, la utilizacion de un analogo inactivo, incapaz de gatillar
mecanismos de sefalizacion al interaccionar con los dominios proteicos C1,
EF-, no afecta la distribucion del AChR (Figura 1-18B). Estos resultados
indicarian que la interaccién de los DAG con el dominio C1 seria indispensable
para la modulacién de la distribucion celular del AChR en las células CHO-
K1/A5 a 3-4 hs y a 18 hs. Es decir, que el DAG estaria actuando como
segundo mensajero para producir los efectos observados sobre el AChR. Por lo
tanto, para elucidar el mecanismo molecular involucrado, nos centramos en el
estudio de dos familias de proteinas quinasas dependientes del DAG para su
activacion, las PKC (PKCc y PKCn) y las PKD (Antal C. y Newton A, 2013; Wu-
Zhang A. y Newton A., 2013; Lipp P. y Reither G., 2011; Newton A., 2009;
Gallegos L. y Newton A, 2008; Rozengurt E., 2010; Young S. y col., 2012; Zeng
L.y col., 2012).

En la interpretacion de los datos obtenidos, es de suma importancia
tener presente como es el mecanismo de activacion de cada grupo de
quinasas. La determinaciéon de los niveles de PKD fosforiladas es indicativo de
su activacion (Figura 1-4) (Young S. y col., 2012), situacion que no ocurre para
las PKC, ya sean PKCc (Figura 1-3) o PKCn (Newton A., 2009). Esto hace

indispensable conocer entonces coémo es el proceso de
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fosforilacion /desfosforilacion de las PKC (Ver mas detalles en la Introduccion

del capitulo I; Figura 1-3).

Tiempos cortos de incubacion

La inhibicion de las PKCc mediante el G6 6976, altera la distribucion
del AChR en las células CHO-K1/AS a tiempos cortos de tratamiento,
incrementando los niveles del receptor de superficie (Figura 1-60A). Dicho
inhibidor, no afecta al ensamblado del AChR (Figura 1-59), ni a los niveles de
AChR intracelular (Figura 1-60A), por lo cual la funcién de las PKCc no estaria
involucrada en la llegada del AChR a la membrana, pero si en su
internalizacion. El aumento de los AChR presentes en la membrana celular,
sucede también al co-incubar el DOG con el G6 6976 (Figura 1-60A),
indicando una posible saturacion del efecto de la inhibicion de las PKCc sobre
la localizacion del AChR.

Los niveles de las PKCc fosforiladas no se afectan luego del tratamiento
con G6 6976 o con DOG durante 3 hs (Figura 1-63). Sin embargo, se puede
observar una tendencia a la disminuciéon de la poblacion fosforilada de las
enzimas luego la incubacién con DOG, que se hizo significativa tras la co-
incubacién del DOG con G6 6976 (Figura 1-63, A y C). Estos resultados
indicarian que la inhibicion de las PKCc por el DOG en las células CHO-K1/AS
podria ser mediada por la intervencion de este lipido en el proceso de
desfosforilacion de las enzimas. En su conformaciéon activa, las PKCc se
anclan a las membranas por su interaccion con PS y DAG, adoptando una
estructura abierta, el blanco oportuno de las fosfatasas (Figura 1-3). La
desfosforilacion afecta al extremo C-terminal de las PKC, primero en su sitio
hidrofébico y a continuacion en su sitio de giro (detectado por los anticuerpos
utilizados).

Con la evidencia experimental, podemos concluir que el DOG a tiempos
cortos inhibiria a las PKCc (Figura 1-60A) al favorecer su desfosforilacion
(Figura 1-63), no pudiendo desencadenar entonces la senalizacién corriente
abajo en presencia de los cofactores que la activan, como el mismo DOG, y este
efecto se traduciria en el aumento del AChR en la supertficie (Figura 1-12) de
las células CHO-K1/AS5 (Figura 1-82).

Estudios realizados sobre los AChR presentes en la UNM, demostraron

que estos receptores se ven afectados por la inhibicion de las PKC con
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calfostin C. Los niveles del AChR en las membranas postsinapticas
aumentaban como consecuencia de la disminucion de la internalizacion y del
aumento del reciclado de los receptores previamente internalizados (Martinez-
Pena y Valenzuela 1. y col., 2013). El proceso de reciclado, tanto en musculos
denervados (Bruneau E. y Akaaboune M., 2006; Martinez-Pena y Valenzuela I.
y col.,, 2010) como en células CHO-K1/A5 (Kumari S. y col.,, 2008), no
contribuye significativamente a sostener los niveles de AChR en superficie.
Dado que, la inhibicion selectiva de la PKC6 durante 4 hs no afecta el patron
de expresion del AChR (Figura 1-69), como si lo hace la inhibicion de las
PKCc, serian estas ultimas las que regularian la internalizacion del AChR en
las células CHO-K1/AS5 a tiempos cortos de tratamiento (Figura 1-82). Por lo
tanto, el aumento del AChR en la superficie celular, estaria relacionado en parte
con una disminucién de la internalizacion del receptor, producto de la inhibicién
por la exposicién al DOG de las PKCc.

Las PKD no se encuentran activas en las células CHO-K1/A5 en
ausencia de estimulo (Figura 1-72), y su inhibicion farmacolégica no afecta a
la distribucién ni a la cantidad del AChR, a ninguno de los tiempos estudiados
(Figura 1-73). Esto indicaria que en condiciones basales, la PKD no esta
especificamente involucrada en la llegada de los AChR a la superficie celular en
las células CHO-K1/AS5. No obstante, luego del tratamiento con DOG durante
4 hs, aumenta la cantidad de esta enzima fosforilada, indicando por lo tanto
su activacion (Figura 1-74, 4 hs). Ademas, el bloqueo de la expresion de Nir2,
con la consecuente disminucion de los niveles de PKD (Figura 1-36, A y B),
provoca que el AChR quede retenido en el interior celular (Figura 1-34).

El reclutamiento de proteinas citosodlicas es el proceso limitante de la
biogénesis de vesiculas transportadoras en la TGN. Estas proteinas se
encargan de desencadenar cascadas de senalizacion para transformar las
membranas de Golgi con baja curvatura, en estructuras altamente curvadas
(Bankaitis V. y col., 2002). En este proceso, el DAG es esencial para el anclaje
de la PKD a la TGN (Figura 1-4). La unién de la PKD a la TGN regula la fision
de vesiculas transportadoras, encargadas del traslado de proteinas hacia la
superficie celular (Baron C. y Malhotra V., 2002; Malhotra V. y Campelo F.,
2011). En nuestro sistema, todos los tratamientos que elevan los niveles de
DAG en Golgi (DOG, EF y DOG + R59949, durante 4 hs), resultaron en un
incremento de la llegada de la proteina VSVG-EGFP a la membrana

plasmatica (Figura 1-26). Esto sugiere que la activacion de la PKD, por el
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agregado de DOG, contribuiria en forma inespecifica al incremento de los niveles
de AChR en la superficie de las células CHO-K1/AS5, a tiempos cortos.

La activacion de las PKD no solo es dependiente de la union al DAG,
sino que requiere también de la fosforilacion por una PKCn (Figura 1-4)
(Young S. y col., 2012; Rozengurt E., 2010; Sinnett-Smith J. y col., 2009;
Sinnett-Smith J. y col., 2011; Matthews S. y col., 1999). Esta demostrado que,
dentro de esta familia de enzimas, la PKCn (Diaz Anel A. y Malhotra V., 2005)
y la PKCS (Storz P. y col., 2004) son las encargadas de la fosforilacion de la
PKD. La inhibicion de la PKD o de la PKCn, inhibe la fision de vesiculas en
Golgi, pero no afecta los procesos de empaquetado proteico previos al brote
vesicular (Diaz Anel A. y Malhotra V., 2005).

Luego de la incubacion con DOG por 4 hs, los niveles totales de las
PKCn (PKC6 y PKCn), no se modifican (Figura 1-68, A y B; 1-70). Sin embargo,
mientras que el tratamiento con DOG lleva a un descenso de la fosforilacion de
la PKC6 (Figura Figura 1-68, A y C), la de la PKCn no se encuentra afectada
(Figura 1-70). Esto indicaria que la PKCn esta disponible para ser activada en
presencia del DOG, fosforilar y activar a la PKD, estimulando entonces la salida
de proteinas de la TGN (Figura 1-82).

En resumen, los resultados obtenidos en las células CHO-K1/AS5
muestran que el efecto producido por el DOG a tiempos cortos involucra tanto a
las PKCc, como a la PKD (Figura 1-82). No obstante, los niveles de AChR
intracelulares no cambian significativamente por la sola incubaciéon con DOG,
sino que requieren la presencia de un estimulo mayor (Figura 1-23 y 1-24,
R59949 + DOG). Ademas, la inhibicién de las PKCc por G6 6976, desencadena
el mismo efecto mdximo que el tratamiento con DOG (Figura 1-60A), mientras la
inhibicién farmacolégica de la PKC6 o de la PKD, no produce efecto sobre la
distribucion del AChR a tiempos cortos (Figuras 1-69 y 1-73A). Por lo tanto, la
inhibicién de la internalizacion del AChR gatillada por la inhibicién de las PKCc
al favorecer su desfosforilacion, seria el mecanismo principal por el cual el DOG
ejerceria su efecto, a tiempos cortos de incubacién en las células CHO-K1/A5

(Figura 1-82).

Tiempos largos de incubacion

La incubacion prolongada con DOG (18 hs) modifica la distribucion del

AChR (Figura 1-13A y 1-81), respecto a la obtenida tras el tratamiento a corto
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plazo (Figura 1-12 y 1-81). Se observa una disminucion del AChR en
superficie, y un aumento del AChR intracelular (Figura 1-13A). Como ya
mencionamos, luego de 18 hs, el DOG se encuentra principalmente en gotas
lipidicas (Figura 1-16 y 1-83). Sin embargo, podrian existir pequenas
cantidades del lipido en las diferentes membranas, no detectables por las
proteinas Daglas, capaces de iniciar cascadas de sefnalizacion y afectar de esta

forma al AChR (Figura 1-83).

Figura 1-82. Mecanismos de transduccion de seiales gatillados por la
incubacién con DOG a tiempos cortos. La localizaciéon de las PKCc y las PKCn se
corresponde a la acciéon de cada grupo enzimatico en respuesta al incremento de
DAG, tal como lo indica Newton A., 2010.

A diferencia de lo que ocurre a tiempos cortos, la inhibicion de las PKCc
mediada por G6 6976 impide que el DOG ejerza su efecto sobre la distribucion
del AChR tras 18 hs de incubacion (Figura 1-60B). Ademas, el tratamiento con
G6 6976, no solo aumento los AChR de superficie, sino también los niveles
totales del receptor en las células CHO-K1/AS (Figura 1-57B) sin encontrarse
afectado su ensamblado (Figura 1-59). Se incrementa entonces el efecto
ejercido por el inhibidor sobre el AChR a tiempos cortos (1-57A). Estos
resultados indicarian que la activacion de las PKCc mediaria la accién del DOG
a tiempos largos (Figura 1-83). En efecto, la fosforilacion relativa de las PKCc

aumenta, demostrando que hay mas enzimas cataliticamente maduras listas
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para ser activadas por el DOG, aunque los niveles totales de PKCP disminuyen
(Figura 1-64).

La accion del DOG sobre las PKCc coincide completamente con los
datos aportados en la bibliografia sobre la exposicion prolongada a los EF
(Newton A., 2009; Gould C. y col., 2008; Santiskulvong C. y Rozengurt E.,
2007; Rucci N. y col. 2005; Leontieva O. y Black J., 2004; Junoy B. y col.,
2002; Liu W. y Heckman C., 1998; Parker P. y col., 1995). Estos analogos del
DAG, tras promover la desfosforilacion de las PKC (como el DOG a tiempos
cortos; Figura 1-63, A y C), llevan a la disminucion de los niveles totales de
estas enzimas, favoreciendo el proceso de degradacion (como el DOG a tiempos
largos; Figura 1-64, A y B). No obstante, frente a la exposicion prolongada con
EF (v en este caso particular, con DOG), la fosforilacion de las enzimas puede
recuperarse (Figura 1-64, A y C), mediante la accion de proteinas chaperonas
capaces de rescatar a las PKC de su degradacién al promover su
refosforilacion (Gao T. y Newton. A, 2006; Newton A., 2010).

El tratamiento con ROT durante 18 hs, aumenta los niveles de AChR en
superficie y disminuye los de receptor intracelular (Figura 1-65A), reduciendo
también los niveles de pPKCS (Figura 1-67, A y C). Por el contrario, los niveles
de PKC6 total y fosforilada, no cambian luego del tratamiento con DOG
durante 18 hs (Figura 1-67), respecto de los encontrados en células control, lo
que indicaria que esta perdiéndose la inhibicién provocada por el DOG a 4 hs
(Figura 1-68). Ademas, el efecto del DOG sobre la distribucion del AChR es
bloqueado por la ROT (Figura 1-65A) y esto fue coincidente con una
disminucién en la fosforilacion de la PKCO, causada por la presencia del
inhibidor (Figura 1-67, A y C). Estos experimentos sugieren entonces que la
activacion de la PKCS también contribuye al accionar del DOG sobre el AChR en
las células CHO-K1/AS5 a tiempos largos (Figura 1-83).

A las 18 hs, al igual que a tiempos cortos, aumenta la fosforilacion de la
PKD como consecuencia de la incubacién con DOG, pero en menor magnitud
(Figura 1-74, 18 hs). Como ya mencionaramos, la activacion de esta enzima
requiere de la fosforilacion previa de una PKCn y la presencia de DAG (Young
S. y col.,, 2012; Rozengurt E., 2010; Sinnett-Smith J. y col., 2009; Sinnett-
Smith J. y col.,, 2011; Matthews S. y col., 1999). En las células CHO-K1/AS5
tratadas con DOG durante 18 hs, la PKD podria ser fosforilada por la PKCo6
(Storz P. y col., 2004) y/o la PKCn (Diaz Anel A. y Malhotra V., 2005) (Figura

1-83), ya que ambas enzimas se encuentran cataliticamente maduras para ser
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activadas por el DOG (Figura 1-67 y 1-70, respectivamente). Sin embargo, los
niveles de DOG en el complejo de Golgi a 18 hs son menores que a 4 hs
(Figura 1-15B), lo que explicaria una menor activacion de la PKD a tiempos
largos de incubacién. Ademas, la inhibicion de la PKD por el CID755673
durante 18 hs no afecta la distribucion del AChR (Figura 1-73B). Por lo tanto,
la activacion de PKD no seria el mecanismo principal mediado por el DOG para
producir cambios en el patron de expresion del AChR en las células CHO-K1/AS5
(Figura 1-83).

Los resultados correspondientes a las PKCc y las PKCn estudiadas en
este capitulo, indican que el DOG podria ejercer su efecto a tiempos largos
mediante la activacion de estas PKC. Estos resultados son coincidentes con los
estudios del AChR en la UNM (Martinez-Pena y Valenzuela I. y col., 2013) y en
cultivos primarios de miotubos (Lanuza M. y col., 2000; Nelson P. y col.,
2003), donde el estimulo de las PKC por EF favorece la eliminacion del
receptor de las membranas postsinapticas. Se conoce que las subunidades a 'y
6 del AChR son fosforiladas por las PKC (Changeux JP. y col., 1984; Nimnual
A. y col., 1998; Lanuza M. y col., 2006; Martinez-Pena y Valenzuela I. y col.,
2013) y esta fosforilacion promueve la liberacion del receptor de su anclaje a
proteinas que lo fijan en la membrana (Nimnual A. y col., 1998; Lanuza M. y
col., 2000; Lanuza M. y col., 2006). Esto conlleva a la dispersion de los
clusteres de AChR y el consiguiente detrimento de la eficacia sinaptica
(Lanuza M. y col., 2000).

En la busqueda de las isoformas de PKC involucradas en estos efectos
sobre el AChR, se descubrié que en los ratones deficientes en la expresiéon de
la PKCO, una PKCn expresada en la UNM y en los linfocitos T, hay un retraso
en la maduracion de la UNM, coincidente con una disminucion en la
fosforilacion de la subunidad &6 del AChR (Lanuza M. y col., 2010). Esto es
atribuido a fallas en el proceso de eliminacion sinaptica, que se inicia con la
dispersion del AChR en las membranas postsinaticas (Lanuza M. y col., 2010).

En conclusion, en nuestro sistema de estudio, el estimulo con DOG a
tiempos largos (18 hs) de las distintas PKC estudiadas, favoreceria la
internalizacion del AChR. Estos efectos llevarian a una disminucion del AChR en
la membrana y a un concomitante aumento en los niveles del receptor en el

compartimento intracelular (Figura 1-83).
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Figura 1-83. El DOG a tiempos largos de incubacion y los mecanismos de
sefializacion involucrados. La localizacion de las PKCc y las PKCn se corresponde
a la accion de cada grupo enzimatico en respuesta al incremento de DAG, tal como
lo indica Newton A., 2010.

EL Ca2* Y EL AChR

Tanto el A23187 como la Thapsi generan incremento del Ca2*
citoplasmatico, aunque lo hacen por mecanismos diferentes. E1 A23187 es un
ion6foro que permite la entrada de Ca2* desde el exterior celular (Figura 1-39)
(Verma A. y col., 2011; Zmijewski M. y col., 1983; Chaney M. y col., 1974;
Reed P. y Lardy H., 1972), mientras la Thapsi inhibe la recaptacion de Ca2* por
el RE (Figura 1-47) (Rasmussen U. y col.,, 1978; Inesi G. y col.,, 2005;
Michelangeli F. y East J., 2011).

El tratamiento de las células CHO-K1/AS5 con A23187 (Figura 1-40B y
1-41) o con Thapsi (Figura 1-49A y 1-50) durante 3 hs, disminuye los niveles
del AChR, tanto en la superficie como en el compartimento intracelular. A su
vez, con el incremento intracelular de Ca2* se observan niveles mayores de
PKCp (Figura 1-63, A y B), y también de su fraccion fosforilada (Figura 1-63, A
y C, Thapsi). Tal como se observa en la figura 1-3, la unién del Ca2+a las PKCc
es indispensable para la translocacion de las enzimas hacia la membrana
plasmatica, para ser finalmente activadas. Por lo que una mayor poblacion
enzimatica a causa del incremento del Ca2?* intracelular, indicaria una mayor

probabilidad de activacion de las PKCc. Esta activacion mediada por el Ca2+,
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estaria relacionada no solo con su unioén directa a las PKCc, sino que también
generaria el estimulo directo/indirecto a enzimas como la PLD, que llevan a la
formacion de DAG en las membranas (Gonzalez-Garcia J. y col., 2013), ya sea
plasmatica (Kunkel M. y col., 2007) o del complejo de Golgi (Kunkel M. and
Newton A., 2010). De esta forma el incremento de Ca2+ también activaria a las
PKCn.

Dado que el DOG agregado durante 3 hs funciona como un inhibidor de
las PKCc (Figura 1-82), es esperable entonces que el incremento de Ca2* y el
tratamiento con DOG no produzcan el mismo efecto sobre la distribucion del
AChR. La co-incubacion del DOG con A23187 (Figura 1-42) altera la
distribucion del AChR de manera diferencial a lo observado con la incubacion
de las drogas por separado. Ademas, el DOG en presencia de Thapsi (Figura 1-
51) a tiempos cortos no afecta la distribucién del AChR respecto del control.
Estos resultados reafirman la efectiva inhibicion de las PKC en los efectos
mediados por el DOG, ya que su co-incubacién con drogas que aumentan los
niveles de Ca?* intracelular, se contraponen a los efectos del lipido sobre las
PKCec a tiempos cortos.

Estudios previos realizados por Macpherson P. y col. (2002)
demostraron que el tratamiento a tiempos largos con A23187 o Thapsi,
suprime la expresion de genes del AChR por un mecanismo independiente de
PKC, que involucra a la miogenina, un factor de transcripcion especifico de
musculo. Nuestro sistema experimental no expresaria este factor, ya que las
células CHO-K1/AS no son de origen muscular, por lo cual la regulacion de la
expresion del AChR no ocurriria por este mecanismo. Sin embargo tanto la
Thapsi como el A23187 causan stress en el RE (Kuda O. y col., 2011; Morris J.
y col., 1997), por lo cual se explicarian los efectos de menor ensamblado del
AChR (Figura 1-45 y 1-54), la disminucion del AChR total (Figura 1-43A y 1-
52A), y el decaimiento de la cantidad de proteinas y de células por placa
(Figura 1-43B y 1-52B), observados tras 18 hs de incubacion. Como
consecuencia, también disminuyen los niveles de AChR en superficie y en el
interior celular (Figura 1-43A, 1-44, 1-52A y 1-53).

Luego de 18 hs de exposicion a A23187 o Thapsi, disminuye la
fosforilacion de las PKCc (Figura 1-64, A y C), lo que sugiere una inhibicion de
la enzima por desfosforilacion, como consecuencia del incremento prologado y
sostenido del Ca2+ intracelular. Este mismo efecto sobre la fosforilacion de las

PKCc se observo tras el tratamiento prolongado con el inhibidor de las PKCc,
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GO 6976 (Figura 1-64, Ay C). Sin embargo, el co-tratamiento del G6 6976 con
A23187 o con Thapsi, muestra que el incremento prolongado de Ca2* bloquea
la accion del inhibidor sobre el AChR (Figura 1-61A y 1-62). Estos resultados
indicarian que si bien el A23187 y la Thapsi inhiben a las PKCc tras 18 hs de
incubacion en las células CHO-K1/AS5, esta inhibicion no seria la causa de los
efectos observados sobre la distribucion y expresion del AChR.

Por otra parte, el co-tratamiento de las células CHO-K1/AS durante 18
hs con DOG, que a este tiempo activa a las PKC (Figura 1-83), y A23187
(Figura 1-46) o Thapsi (Figura 1-55), produce una sumatoria de los efectos
individuales de cada droga.

Otro de los efectores activados por el incremento de Ca2* intracelular es
la CaMKII. Sin embargo, la inhibicion de esta enzima mediante el tratamiento
con KN-62 (Figura 1-75), no bloquea la accion del A23187 ni de la Thapsi
sobre la distribucion del AChR, ni tiempos cortos ni a tiempos largos (Figura
1-76 y 1-77). Estos resultados indicarian entonces que la CaMKII no estaria
involucrada en los efectos mediados por el Ca?* sobre el AChR.

Todos los resultados recopilados demostrarian la participacién de las
PKCc en los efectos mediados por el Ca?* sobre la distribucién/expresion del
AChR, principalmente a tiempos cortos de tratamiento en las células CHO-
K1/AS.

CONCLUSION GENERAL

En resumen, en este capitulo determinamos que los DAG, actuando
sobre las PKCc, las PKCn y la PKD, ejercen efectos diferenciales sobre la
distribucién del AChR muscular en las células CHO-K1/AS segun el tiempo
estudiado y la localizacion subcelular de los acimulos de este lipido. Por un
lado, la inhibicién de la internalizacion del AChR gatillada por la inhibicion de
las PKCc seria el mecanismo principal por el cual el DOG favoreceria el
aumento del AChR en superficie celular, a tiempos cortos de incubacion. Por
otro lado, el estimulo con DOG de las distintas PKC (tanto PKCc como PKCn) a
tiempos largos, favoreceria la internalizacion del AChR, disminuyendo el
receptor presente en la membrana y llevaria al concomitante aumento observado

en los niveles del AChR en el compartimento intracelular.
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LA MEMBRANA PLASMATICA

Composicion

La membrana plasmatica es una entidad dinamica que funciona como
barrera de separacion de los ambientes externos e internos de la célula,
ademas de ser una estructura celular encargada de controlar los mas variados
procesos biologicos (Head B. y col., 2014). Es el punto de encuentro de lipidos
y proteinas, estructuras involucradas en los diferentes mecanismos regulados
por las membranas, a partir de la segregacion lateral de sus componentes de
manera no aleatoria (Escriba P. y col., 2008; Lingwood D. y Simons K., 2010).

Los fosfolipidos, los esfingolipidos y los esteroles, en particular el
colesterol (Col), son los ingredientes lipidicos indispensables de las
membranas celulares eucariotas. Las caracteristicas anfifilicas de los
fosfolipidos les permiten la formaciéon espontanea de bicapas lipidicas cuando
se disuelven en agua, donde la cola hidrocarbonada se aisla del contacto con
la fase acuosa (Figura 2-1) (Komura S. y Andelman D., 2014). La presencia de
esteroles y esfingolipidos aumenta la complejidad de las membranas, y las
diferencia de las bicapas lipidicas presentes en células procariotas. Ademas, el
Col contribuye a las membranas aportando mayor rigidez y aumentando el
espesor de las mismas (Head B. y col., 2014).

Es importante destacar que en las biomembranas de las células
eucariotas, cada monocapa tiene una composicion lipidica diferencial, que le
provee una asimetria Unica y esencial para el desarrollo de las funciones
biologicas. Por ejemplo, en la capa externa de la membrana plasmatica
predomina la presencia de PC y de SM, mientras que la cara interna se
encuentra enriquecida en PE y en PS (Figura 2-1). Esta diversidad en la
composicion de los fosfolipidos logra mantenerse por diferentes procesos, tales
como el intercambio de lipidos entre membranas denominado flip-flop (Figura
2-1) (Zachowski A., 1993; Escriba P. y col., 2008; Komura S. y Andelman D.,
2014).
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Figura 2-1. Distribucion de los fosfolipidos en una membrana plasmatica
eucariota. En este esquema se pueden apreciar en los distintos colores (PC:
amarillo; SM: verde; PE: azul; PS: rojo) la contribucién diferencial y asimétrica de
las distintas especies de fosfolipidos a la membrana interna y externa de las
bicapas lipidicas. Imagen tomada y modificada de www.rbclab.com/Pages/
500/520/520.html.

Modelo de membrana: ¢mosaico fluido o raft?

A temperatura fisiolégica, las biomembranas se encuentran en un
estado fisico fluido, con el fin de garantizar la difusion lateral libre tanto de los
lipidos como de las proteinas que la forman, dentro del plano de la membrana
(Komura S. y Andelman D., 2014).

El primer modelo dinamico de las biomembranas lo postularon Singer
S. y Nicolson G. en 1972, y fue llamado el modelo de mosaico fluido. Este
modelo considera que las proteinas y los lipidos que conforman la membrana
plasmatica particionan al azar, con el fin de alcanzar la ubicacion con el
menor requerimiento de energia libre.

Sin embargo, la aceptacion de este modelo entré en conflicto frente a la
aparicion del modelo raft, propuesto por Simons K. e Ikonen E. en 1997. Este
modelo moviliz6 las bases de la comunidad cientifica, ya que considera la
presencia de heterogeneidades dinamicas no azarosas en las bicapas lipidicas,
de componentes multiples no homogéneos. Estas diferencias en la membrana
postuladas por el modelo raft se deben a la afirmacion de la existencia de
dominios en la nanoescala compuestos por Col y fosfolipidos especificos, como

los esfingolipidos. Estos dominios lipidicos junto con las proteinas de
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membrana actuarian como estaciones de relevo de la sefializacion celular, y
por lo tanto serian indispensables para numerosos procesos biologicos
(Komura S. y Andelman D., 2014).

La contribucion del Col en la formacion de estructuras no simétricas
lateral ni transversalmente, se debe a su estructura quimica. Su grupo
oxhidrilo interacciona con la fraccion polar de los fosfolipidos, mientras que su
esqueleto esteroide se encuentra en cercanias de las cadenas carbonadas de
estos lipidos. Estas interacciones regulan la fluidez y el empaquetamiento de
la membrana, asi también como la formaciéon de microdominios y la tendencia
hacia una fase lipidica no laminar (Escriba P. y col., 2008).

De la recopilacion de los experimentos realizados en las membranas, en
2006 se definio de forma unanime a los raft de membranas como dominios
pequenos (10-200 nm), heterogéneos, altamente dinamicos y enriquecidos en
esteroles y esfingolipidos, que compartimentan los procesos celulares (Pike L.,
2006). La presencia del Col en los dominios raft podria ocupar hasta el 50 %
de los mismos (Jurak M. y col., 2014). Los pequenos raft podrian estabilizarse
para formar plataformas mayores a través de interacciones proteina-proteina o
lipido-proteina (Komura S. y Andelman D., 2014).

La evidencia experimental a lo largo de los anos también demostro que
la organizacion/clusterizacion de los raft hacia plataformas de senalizacion
mas activas es dependiente de la interaccion con el citoesqueleto, y de su
reordenamiento dinamico. Los componentes del citoesqueleto asi también
como las moléculas que lo rodean, localizan a los dominios rafty participan de
la regulacion de la difusion lateral de las proteinas y lipidos de la membrana
en respuesta a eventos intra/extracelulares (Head B. y col., 2014).

Gracias al desarrollo de la microscopia de fluorescencia de “molécula
Unica” (single-molecule imaging), Kusumi A. y col. (2011) propusieron una
clasificacién jerarquica de los dominios presentes en estas membranas,
basada en dominios mesoescala (diametro: 2-300 nm) divididos en tres
niveles:

1. Compartimentos de membrana (diametro: 40-300 nm): corresponde a la
compartimentacion de toda la membrana plasmatica mediada por el
citoesqueleto de actina, encargado de formar “corrales”, delimitados
gracias a la presencia de proteinas transmembranales, que funcionan
como “estacas” (Figura 2-2A).

2. Dominios raft (diametro: 2-20 nm) (Figura 2-2B).
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3. Complejos proteicos (diametro: 3-10 nm): dominios formados por la
interacciéon directa entre proteinas, sin ninguna participacion lipidica
(Figura 2-2C).

Los autores utilizaron el término mesoescala para definirlos ya que no
consideraron correcto nombrar a estos dominios dentro de la nanoescala,
debido a la amplia variacion de tamano que puede existir entre ellos (Kusumi

A.y col., 2011).

Figura 2-2. Clasificacion jerarquica de
los dominios de membrana mesoescala.
A) Compartimentos de membrana. B)
Dominios raft. C) Complejos proteicos.
Las estructuras se esquematizan en:
verde, la membrana plasmatica; amarillo:
citoesqueleto; anaranjado, amarillo, azul
y violeta: proteinas; dominios raft: rosado.
Tomado y modificado de Kusumi A. y col.,
2011.

Los modelos de membranas

A pesar de todos los avances tecnologicos y experimentales, a la fecha
aun no se han resuelto las incognitas sobre el origen y la naturaleza real de
los raft de membranas, principalmente por la ausencia de métodos/fluoréforos
que permitan su visualizacion directa en las biomembranas (Komura S. y
Andelman D., 2014).

Los modelos de membranas resultan entonces la forma mas accesible
de estudiar la organizacion lipidica en las membranas celulares. Sin embargo,
una de las criticas mas comunes a estos modelos es la ausencia de proteinas,

ya que la contribucion porcentual de los lipidos y las proteinas a la formacion
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de la membrana plasmatica es similar. Con el fin de determinar Ila
contribucion real de las proteinas al interior de la bicapa lipidica, Sheetz M.
(1993) realiz6 un estudio de distribuciéon proteica. Llamativamente, encontro
que el 80 % de las estructuras aminoacidicas de la membrana se encuentran
en contacto con porciones acuosas, ya sea intra o extracelulares. Esto
significaria finalmente que la estructura la membrana plasmatica propiamente
dicha, se encontraria formada por un nivel casi insignificante de proteinas (10-
15 %), y validaria por lo tanto la utilizacion de membranas modelos lipidicas
(Heberle F. y Feigenson G., 2011).

En las membranas modelos formadas exclusivamente por lipidos, la
variacion de la temperatura conlleva un cambio de fase estructural, reflejado
en el cambio del orden de orientaciéon de las cadenas hidrocarbonadas. A altas
temperaturas, las bicapas lipidicas se encuentran en una fase liquido
cristalina (Lc), mientras que a bajas temperaturas aparece la fase gel, que casi
imposibilita la difusion de las moléculas presentes en la membrana (Komura
S. y Andelman D., 2014).

En la preparacion de membranas modelos, se utiliza generalmente una
mezcla ternaria de Col con un lipido saturado y uno insaturado, generalmente
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y dioleilfosfatidilcolina (DOPCQC),
respectivamente (Figura 2-3A). Debido a que los lipidos saturados presentan
una temperatura de transicion de fase mayor que los lipidos insaturados, en
un determinado rango de temperatura coexisten dos fases, ubicadas entre las
fases gel y cristalina: liquido ordenada (Lo) y desordenada (Ld) (Figura 2-3, B,
Cy D: Lo en verde y Ld en rojo) (Komura S. y Andelman D., 2014; Risselada H.
y Marrink S., 2008).

El Col (Figura 2-3A) es la molécula clave para la formaciéon de dominios
raft, tanto en sistemas in vitro como in vivo. A niveles de Col representativos a
los encontrados en membranas biologicas (10-30 %), las mezclas ternarias se
separan en dominios macroscopicos de fases Lo y Ld (Figura 2-3, B, C y D).
Por su composicion, se considera que los dominios Lo son tipo raft, mientras
que los dominios Ld forman parte de los dominios no raft. El agregado de Col a
la mezcla ternaria a una concentracion menor del 10 mol %, no permite la
separacion de fases, ya sea en simulaciones computacionales o en sistemas in
vitro (Risselada H. y Marrink S., 2008).

Es importante considerar que los términos Lo y Ld no deberian

utilizarse para las membranas celulares. Esto se debe a que estos términos
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hacen referencia a fases presentes en sistemas modelos, de las cuales se
puede determinar de forma exacta sus propiedades relacionadas al orden

conformacional y traslacional (Lingwood D. y Simons K., 2010).

Figura 2-3. Simulacion computacional de wuna
membrana modelo de mezcla ternaria. A)
Estructura de los componentes. En la zona azul y gris
se encuentran las porciones hidrofilicas e hidrofébicas
de las moléculas, respectivamente. B) La membrana
modelo resultante con sus dominios Lo (verde) y Ld
(rojo). Vista transmembranal (C) y de la monocapa
externa (D) de la membrana obtenida. La flecha
blanca sefiala una molécula de Col con ubicacién
perpendicular a los fosfolipidos de la bicapa en la fase
Ld (C y D). Tomado y modificado de Risselada H. y
Marrink S., 2008.

Como medir el orden de membrana:

Laurdan y di-4-ANEPPDHQ

Tras el postulado del modelo raft, comenz6 su busqueda mediante el
estudio del orden diferencial de las membranas (Owen D. y col., 2012). Este es
uno de los principales parametros biofisicos relacionado con los dominios
lipidicos. Un ambiente de membrana altamente ordenado afecta a la dinamica

de las proteinas insertas en la bicapa lipidica (Tanimura N. y col., 2003), ya

165



Capitulo II: Introducciéon

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

que altera la probabilidad de interaccion entre proteinas y por lo tanto se
producen variaciones en la eficiencia de los distintos mecanismos de
senalizaciéon (Owen D. y col., 2009).

El orden de membrana depende del grado de empaquetamiento lipidico,
del espesor de la bicapa lipidica y de la libertad rotacional de los lipidos dentro
de la membrana. Por lo tanto, la determinacion del empaquetamiento lipidico
es una forma de cuantificar el orden de membrana: cuanto mas eficiente sea el
empaquetamiento, mayor es la exclusion de moléculas polares, como el agua,
de la porcion no polar de la bicapa lipidica (Owen D. y col., 2012).

Una técnica cuantitativa basada en la microscopia de fluorescencia
permite localizar los diferentes microambientes lipidicos de la membrana en
las imagenes adquiridas, y cuantificar asi su orden lipidico (Owen D. y col.,
2012). Las dos sondas mas comuUnmente utilizadas para el estudio de las
diferencias en el orden de membrana en células y/o membranas modelos son
Laurdan (Weber G. Y Farris F., 1979) y di-4-ANEPPDHQ (Jin L. y col., 2005;
Jin L. y col., 2006) (Figura 2-4). Ambos fluoréforos son solvatocréomicos, por lo
que presentan una mayor separacion de sus cargas cuanto mas polar sea el
solvente donde se encuentren disueltos, aumentando de esta forma su
momento dipolar (Owen D. y col.,, 2012). En las membranas, modelos o
celulares, estos fluoréforos registran la polaridad segun el nivel de penetracion
de las moléculas de agua en las mismas, exhibiendo un corrimiento en el
espectro de emisién hacia menores longitudes de onda a mayor orden de la
membrana (menos agua, menos polar) (Figura 2-4) (Dinic J. y col., 2011;
Parasassi T. y col., 1994).

La utilidad de Laurdan y di-4-ANEPPDHQ se comprob6 marcando a dos
tipos de membranas modelos, con composicion lipidica correspondiente a los
dominios Lo y Ld (generalmente compuestas por 7 DPPC : 3 Col y DOPC,
respectivamente). El corrimiento del espectro de emision a longitudes de onda
menores, como consecuencia de un mayor orden de las membranas, registro
una diferencia entre los maximos de emision de 50 y 60 nm, para Laurdan
(Figura 2-4A) y di-4-ANEPPDHQ (Figura 2-4B), respectivamente (Owen D. y
col., 2012; Jin L. y col., 2005; Jin L. y col., 2006).

Los cambios en el perfil de emision registrado en membranas modelo
entre sus fases Lo y Ld, permiten una valoracién cuantitativa del orden de
membrana mediante el calculo de una medicion radiométrica de la intensidad

de fluorescencia registrada en los dos canales espectrales, conocida como
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polarizacion generalizada (GP) (Para mas detalles, ver la seccion Materiales y
Métodos) (Krasnowska y col., 1998; Parasassi T. y col., 1997; Parasassi T. y
col., 1990; Miguel L. y col., 2011).

Figura 2-4. Laurdan y di-4-ANEPPDHQ. Estructura quimica y espectros de
emision esquematicos de membranas modelos Lo y Ld, para Laurdan (A) y di-4-
ANEPPDHQ (B). En los espectros, las lineas delimitan la fluorescencia emitida por
cada membrana modelo, mientras que los cuadrados del mismo color muestran el
ancho de banda recolectado de cada imagen para realizar los calculos de la GP.
Tomado y modificado de Owen D. y col., 2012.

Posteriormente, se demostré que la incorporacion de proteinas en las
membranas de liposomas no modificaba los espectros de emisién obtenidos

para Laurdan ni para di-4-ANEPPDHQ (Dinic J. y col., 2011), indicando la
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conveniencia del empleo de estas sondas en el estudio de las propiedades
fisicas de las membranas de células vivas. Si bien, no es recomendable
referirse a dominios Lo y Ld en membranas celulares (Lingwood D. y Simons
K., 2010), con los valores de las GP obtenidos en los distintos experimentos, se
puede inferir un orden relativo en los distintos microambientes de las
membranas celulares estudiadas, al recolectar la fluorescencia en el ancho de
banda de emision correspondiente a los dominios Lo y Ld, definido en las
membranas modelo para cada fluoréforo (Figura 2-4, Lo y Ld).

Dentro de las ventajas de la utilizacion de di-4-ANEPPDHQ sobre Laurdan
se encuentran:

La longitud de onda de excitacion: di-4-ANEPPDHQ se excita a 488 nm,

longitud de onda correspondiente al espectro visible, mientras que

Laurdan tienen su longitud de onda de excitacién en el rango ultravioleta

del espectro, la cual produce eventos de fototoxicidad cuando se trabaja

con células vivas (Jin L. y col., 2005; Jin L. y col., 2006).

La menor marcacion del citosol, lo que facilita la visualizacion de la

membrana plasmatica (Owen D. y col., 2012).

Su solubilidad en agua, mientras que Laurdan requiere de solventes

organicos (Jin L. y col., 2006).

La presencia de dos cargas positivas (ver estructura quimica en la figura

2-4B), las que retardan los movimientos del tipo flip-flop entre las

monocapas externas e internas de las membranas, y por lo tanto retrasan

su internalizacion (Jin L. y col., 2006).

Por lo expuesto, en este capitulo de Tesis decidimos realizar la tincion de
las células CHO-K1/AS con di-4-ANEPPDHQ con el fin de determinar el orden

relativo de la membrana plasmatica.

EL AChR Y LAS MEMBRANAS LIPiDICAS

El AChR es el miembro fundador de los LGIC que componen la familia
de receptores Cys-loop. Cada subunidad que forma a este receptor
pentameérico posee cuatro segmentos transmembranales (M1-M4), de una
longitud aproximada de 20-30 aminoacidos (Figura 4) (Barrantes F. y col.,

2010). Los estudios de nuestro laboratorio han demostrado la vital
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importancia de la interaccién de este receptor con los lipidos que lo rodean
(Barrantes F., 2003; Barrantes F., 2004; Barrantes F., 2010).

Marsh D. y Barrantes F. (1978) demostraron la existencia de lipidos que
interaccionan directamente con el AChR, conformando un anillo lipidico
(Figura 2-5, fosfolipidos rojos). Gracias a la utilizacion de ERS (spin label
electron paramagnetic resonance), observaron la presencia de una poblacion de
lipidos Unica e inmovilizada, asociada a la proteina. Sin embargo los espectros
de ESR obtenidos no permitieron discriminar la composicion lipidica del anillo
que rodeaba a los AChR (Levitan I. y col., 2014).

En membranas ricas en AChR aisladas del 6rgano eléctrico de Torpedo,
se observé que todos sus lipidos se encuentran en una fase del tipo Lo. Sin
embargo, cuanto menor era la distancia entre los lipidos de la membrana y los
AChR, disminuia la polaridad de la bicapa lipidica, indicando una mayor
rigidez y orden en cercanias del receptor (Antollini S. y col., 1996; Antollini S.
y Barrantes F., 2002). Por lo tanto, se concluyé que los AChR de Torpedo se
encuentran embebidos en microambientes lipidicos que poseen diferencias
fisicas con el resto de la membrana lipidica (Barrantes F., 2004; Jones O. y
McNamee M., 1988). El descubrimiento de un anillo lipidico relativamente
inmovil (Figura 2-5) rodeando a cada AChR, dej6 de manifiesto la presencia de
heterogeneidades laterales en la membrana, mucho antes del postulado del

modelo raft (Fantini J. y Barrantes F., 2009).

Figura 2-5. El AChR y el
anillo lipidico. Esquema del
AChR en wuna membrana
proveniente de Torpedo. Los
fosfolipidos coloreados en rojo
y verde/amarillo corresponden
al anillo lipidico y a los que
componen el resto de la
membrana, respectivamente.
Tomado de Fantini J. y
Barrantes F., 2009.

Mantipragada S. y col. (2003) describieron por primera vez la
composicion dinamica del anillo lipidico que rodea a los AChR en membranas

de Torpedo. Estos lipidos se clasificaron en tres categorias, segun su
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especificidad por el anillo: alta (acidos grasos, cardiolipina, fosfatidilinositol,
androstanol y PA); intermedia (SM, PS y prostaglandinas); y moderada a baja
(PC, PE y gangliésidos).

La influencia de los microambientes lipidicos sobre la funcion de canal
ionico del AChR (apertura, cierre, cinética de desensibilizacion, etc.) es
probablemente el aspecto mas importante de la interaccion del receptor con
los lipidos (Barrantes F., 2004). La correcta funcionalidad del AChR en
sistemas reconstituidos demostré ser dependiente de la inclusion de esteroles
y de determinados fosfolipidos en las membranas modelos, siendo 45 el
numero minimo de moléculas de estos lipidos requeridas por receptor (Epstein
M. y Racker E., 1978; Jones O. y col, 1988; Barrantes F., 2004).

Una pregunta que sigue en vigencia es como sucede la interaccion entre
el AChR y el Col. A lo largo de los afnos, se postularon dos posibles
localizaciones del Col: como componente del anillo lipidico que rodea al AChR
o en sitios no anulares ubicados entre las hélices a transmembranales del
receptor, sin acceso a los fosfolipidos. Que el minimo numero de lipidos
requeridos por cada AChR sea mayor a la cantidad de moléculas necesarias
para rodear al receptor, indicaria que parte de estos lipidos se encontrarian en
una posicion no anular, completando los espacios libres entre las hélices
transmembranales del receptor (Levitan I. y col., 2014; Fantini J. y Barrantes
F., 2013).

Gracias a la técnica de modelado molecular, se demostré la existencia
de 15 sitios posibles de uniéon de Col en la regién transmembranal del AChR
de Torpedo (Figura 2-6, A y B) (Brannigan G. y col., 2008) y del AChR
muscular humano (Figura 2-6, C y D) (Baier C. y col., 2011). Sin embargo, la
ubicacion de los sitios posibles de union del Col postulados por estos dos
grupos, fueron completamente distintos. Brannigan G. y col. (2008) localizan a
las moléculas de Col insertas profundamente entre los espacios que quedan
entre los segmentos M1-M4 (Figura 2-6, A y B), mientras que el modelado
propuesto por nuestro grupo (Baier C. y col.,, 2011) muestra al Col
interaccionando solamente con los segmentos transmembranales que tienen
contacto directo con los lipidos de la membrana (M1, M3 y M4), pudiendo
entonces el Col formar parte del anillo lipidico (Figura 2-6, C y D). Tan
necesario es el Col para el AChR, que la realizacién del modelado del receptor
en ausencia de este lipido lleva al colapso de la estructura del AChR

(Brannigan G. y col., 2008).
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Figura 2-6. Sitios posibles de uniéon del Col al AChR, determinados por
modelado molecular. La estructura esquematica (A) y atomica (B) de los
segmentos transmembrana del AChR de Torpedo con la localizacion del Col
propuesta por Brannigan G. y col., 2008, ocupando los espacios libres entre los
segmentos. El modelo postulado por Baier C. y col. (2011), indica la ubicacién de
los sitios posibles de uniéon de Col rodeando al AChR muscular humano: vista
transversal (C) y lateral (D).

La importancia del estudio de la interaccion del AChR con los diferentes
dominios lipidicos de la membrana plasmatica se fundamenta en la
segregacion que sufren las proteinas integrales como mecanismo de regulacion
espaciotemporal de la sefnalizacion y del trafico (Allen J., 2007; Barrantes F.,

2007).
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ANTECEDENTES

La eficacia de la sinapsis colinérgica depende de los niveles de AChR en
las membranas postsinapticas y de su correspondiente organizacion. Esta
dependencia se hace evidente en la enfermedad autoinmune miastenia gravis,
donde la mayoria de los pacientes (85 %) presentan anticuerpos contra los
AChR presentes en el musculo esquelético (Silvestri N. y Wolfe G., 2012;
Wondolowski J. y Dickman D., 2013). Estos anticuerpos contra la region MIR
del receptor inducen la pérdida de los AChR ubicados en la superficie
postsinaptica de la UNM, afectando gravemente la transmision sinaptica
normal (Gémez A. y col.,, 2010). La pérdida de AChR de la superficie celular
mediada por anticuerpos, es consecuencia de un incremento en la velocidad
de endocitosis del receptor, y se ha logrado evidenciar in vitro en nuestro
laboratorio utilizando las células CHO-K1/AS (Roccamo A. y col., 1999,
Kumari S. y col., 2009).

En nuestro laboratorio se encontré la dependencia de Col y del
citoesqueleto en la organizacion y cantidad de clusteres del AChR inducidos
por anticuerpo, asi también como en su interrelacion (Borroni V. y col., 2007;
Borroni V. y Barrantes F., 2011; Kellner R. y col., 2007; Wenz J. y col., 2010).
La asociacion del AChR en miotubos en cultivo es extraordinariamente similar
a la observada en las células CHO-K1/AS5 (Stetzkowski-Marden F. y col.,
2006a; Stetzkowski-Marden F. y col., 2006b; Willmann R. y col., 2006; Zhu D.
y col., 2006), ya que la formacion y mantenimiento de los cltsteres de AChR
depende de la asociacion de estos receptores con dominios ricos en Col. Se
cree que estos dominios lipidicos promueven la reorganizacion del
citoesqueleto, lo que finalmente desencadena la agrupacion de AChR (Cartaud
A. y col., 2011). Los grandes cltusteres de AChR en miotubos se desintegran
como consecuencia de la deplecion de Col (Stetzkowski-Marden F. y col.,
2006a; Stetzkowski-Marden F. y col., 2006b; Willmann R. y col., 2006; Zhu D.
y col., 2006), sugiriendo la existencia de mecanismos conservados con el fin de
mantener niveles basales de AChR y su correcta organizacién, aun en
ausencia de senalizacion neuronal (Barrantes F., 2010).

Anteriormente, en nuestro laboratorio realizamos estudios combinados
de patch-clamp con espectroscopia de fluorescencia en células enteras o

membranas plasmaticas aisladas de células CHO-K1/AS tenidas con Laurdan
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(Zanello L. y col., 1996), donde se estudi6 la correlacion de las propiedades del
canal en funcion las propiedades fisicas de la membrana afectadas por
cambios en la temperatura.

En el 6rgano eléctrico de Torpedo, los AChR se encuentran embebidos
en microambientes lipidicos que poseen diferencias fisicas con el resto de la
membrana lipidica (Barrantes F., 2004; Jones O. y McNamee M., 1988). Esto
también ocurre en los miotubos C2C12, donde los grandes clusteres formados
en la membrana plasmatica como consecuencia del estimulo de la agrina,
residen en dominios lipidicos mas ordenados (Stetzkowski-Marden F. y col.,
2006a). Sin embargo, el efecto de esta asociacién en la endocitosis del AChR

aun no ha sido dilucidado.

OBJETIVOS

En este capitulo de Tesis nos propusimos estudiar en las células CHO-

K1/A5:

M La relacion espacial entre los clusteres de AChR y el estado fisico de la

membrana plasmatica donde se encuentran insertos.

M  La necesidad del Col y de la integridad del citoesqueleto para la ubicacion
de los clusteres de AChR en los diferentes dominios lipidicos de la

membrana.
M La dependencia de la localizacion de los clusteres de AChR en dominios

de membrana especificos, para la endocitosis del receptor gatillada por la

union de anticuerpos.
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LA POLARIZACION GENERALIZADA DE DI-4-ANEPPDHQ

La sonda di-4-ANEPPDHQ, sintetizada por Jin L. y col. (2005), es un
fluoroforo capaz de registrar cambios en la polaridad de las membranas, ya
que su emision depende del estado fisico y/o del contenido de colesterol de la
membrana en la que se encuentra inmerso (Jin L. y col., 2006). Su espectro de
emision sufre un corrimiento de 60 nm hacia menores longitudes de onda
cuando la sonda se ubica en membranas ordenadas o con colesterol, lo que
permite distinguir con muy buen contraste los dominios liquido ordenados (Lo)
de los liquidos desordenados (Ld), cuando estos coexisten en vesiculas
unilaminares grandes o gigantes (Figura 2-4B) (Jin L. y col., 2005, Jin L. y
col., 2000). Di-4-ANEPPDHQ también se utilizé para estudiar los cambios en
la estructura de la membrana de neutréfilos, cuando estos se
activan/adquieren el fenotipo migratorio. Los valores de emision de di-4-
ANEPPDHQ obtenidos en la region del lamelipodio son consistentes con un
enriquecimiento en colesterol de esta zona (Jin L. y col., 2006). Debido a la
complejidad de la membrana celular, el contraste entre los dos canales de
emision de di-4-ANEPPDHQ fue menor en las células que en las vesiculas (Jin
L. y col., 2006).

En este trabajo de Tesis se utilizo por primera vez a este fluoréforo para
marcar la superficie de un fibroblasto que expresa de forma estable y robusta
al AChR muscular adulto: las células CHO-K1/AS. Para ello, utilizamos el
Dual-Viewer, un instrumento que nos permitiéo registrar en simultaneo y en
una misma camara, las dos senales de emision (Figura 9) de di-4-ANEPPDHQ
separadas espectralmente: la senial del canal azul, correspondiente a regiones
de la membrana mas ordenadas y la senal del canal rojo, correspondiente a
regiones mas desordenadas (Jin L. y col., 2005; Jin L. y col., 2006). Cuando el
Dual-Viewer se alinea correctamente, la imagen de los dos canales registrados
proporciona un mapa de la distribuciéon 2-D de la sonda (Figura 10),
demostrando segun la emision de fluorescencia recolectada en cada pixel, el

estado de fase de las membranas.
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Di-4-ANEPPDHQ y las GUV: Lo y Ld

En la literatura esta reportado el uso de diferentes combinaciones de
filtros para la recoleccion de la emision de di-4-ANEPPDHQ, que varian
fundamentalmente en el ancho de longitudes de onda recolectado en el canal
azul (Jin L. y col., 2005; Jin L. y col., 2006; Owen D. y col., 2010; Owen D. y
col.,, 2011; Miguel L. y col., 2011). Por lo tanto, antes de comenzar nuestros
estudios en las células CHO-K1/AS5, validamos nuestro sistema de filtros a
utilizar en el Dual Viewer, preparando GUV con diferentes composiciones
lipidicas, para asemejar membranas Lo (DPPC:Col, 7:3) y Ld (DOPC) (Figura
2-7). En las GUV que contienen DPPC:Col, la membrana esta mas
empaquetada, por la presencia de los acidos grasos saturados y del Col,
mientras que en las GUV formadas por DOPC, la membrana se encuentra mas
desordenada por la presencia de los acidos grasos insaturados (Figura 2-3).

Recolectamos la emision de fluorescencia de di-4-ANEPPDHQ en un
microscopio confocal, el cual nos permitié obtener un barrido espectral de
ambas clases de GUV, luego de la excitacion de la sonda con el laser de 488
nm. Como podemos observar en la figura 2-7A, el espectro de emision de
fluorescencia de di-4-ANEPPDHQ se desplaza hacia longitudes de onda
menores en las GUV Lo, respecto de las GUV Ld (Figura 2-7A, espectro azul y
espectro rojo, respectivamente).

A continuacioén, recolectamos la intensidad de fluorescencia en el canal
azul y en el canal rojo (Figura 2-7B), y con ellas, calculamos la GP para cada
clase de GUV (Figura 2-7C) (para mas informacion, ver la seccion Materiales y
Métodos). La GP de di-4-ANEPPDHQ obtenida para las GUV Lo es mayor a la
obtenida para las GUV Ld, validando entonces el uso de los filtros
seleccionados para la recoleccion de la emision de di-4-ANEPPDHQ en ambos

canales (Figura 2-7C).

Di-4-ANEPPDHQ y las células CHO-K1/AS5

Habiendo demostrado que los filtros de recoleccion de la emision en los
canales azul y rojo, son adecuados para diferenciar las distintas fases de las
membranas mediante el calculo de la GP de di-4-ANEPPDHQ, emprendimos el
estudio en las células CHO-K1/AS. Para tal fin, las marcamos con di-4-

ANEPPDHQ 20 uM, durante 15 min a 4 °C, y tomamos las imagenes de
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fluorescencia en simultaneo para los canales azul y rojo (Figura 2-8),
utilizando el Dual-Viewer (Figura 9). La utilizacion de este dispositivo nos
permiti6 realizar los siguientes experimentos en wun microscopio de

fluorescencia de campo ancho.

Figura 2-7. La emision de di-4-ANEPPDHQ en membranas modelos. Tras la
preparacién de GUV Lo (DPPC:Col) y Ld (DOPC) y la tincién con di-4-ANEPPDHQ,
se tomaron las imagenes en un microscopio confocal, para la realizacion de un
barrido espectral (A), y a las longitudes de onda especificas de los canales azul y
rojo (B) para la obtencion de los valores de la GP promedio en cada caso (C). Escala
en (B): 10 um. (***) p < 0,001.

La marcaciéon de las células CHO-K1/AS con di-4-ANEPPDHQ a bajas
temperaturas se visualizé principalmente en la membrana plasmatica, debido
a que a 4 °C los procesos de internalizacion se encuentran inhibidos (Figura 2-

8, canal azul y canal rojo). Las imagenes de fluorescencia recolectadas para
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cada canal (Figura 2-8, canal azul y canal rojo), poseen diferencias en los
niveles de intensidad, siendo el canal azul mas intenso que el rojo. Ademas, la
superposicion de estas imagenes evidencia una co-localizacion casi perfecta
(Figura 2-8, Superposicion), calculada mediante los coeficientes de Pearson,
Manders y Costes, lo que demuestra que la alineacion del Dual-viewer es
correcta (Figura 10). No obstante, si observamos la zona de la membrana
celular, ninguna de las imagenes muestra heterogeneidades en la marca, lo
que indica que la intensidad de la fluorescencia emitida por di-4-ANEPPDHQ
per se no es adecuada para diferenciar dominios lipidicos. Sin embargo, la
obtencion de la imagen de la GP de di-4-ANEPPDHQ, pone en evidencia la
heterogeneidad presente en la membrana plasmatica de las células CHO-
K1/AS (Figura 2-8, GP). Podemos observar regiones con valores de la GP altos,
pseudo-coloreados en amarillo-rojo, principalmente en las protrusiones de la

superficie celular y en los filopodios finos (Figura 2-8, GP: flechas).

Figura 2-8. La GP de di-4-ANEPPDHQ en células CHO-K1/AS5 vivas. La GP se
calcul6 sobre una matriz de pixeles obtenida de la intensidad de fluorescencia
emitida por di-4-ANEPPDHQ, en el canal azul y rojo. Previamente al calculo de GP,
se realizé la superposicion de las imagenes de ambos canales (canal azul = verde;
canal rojo = rojo). Los valores de la GP se muestran en una escala de pseudo-color.
Las flechas senalan regiones con valores de la GP altos (mayor orden de membrana,
pseudo-coloreados en amarillo/rojo). Escala: 10 ym.

Por lo tanto, al igual que lo que ocurre en las GUV (Figura 2-7), di-4-
ANEPPDHQ también es capaz de diferenciar exitosamente zonas con diferente
orden en la membrana plasmatica de las células CHO-K1/AS in vivo.

A continuacion realizamos experimentos en un fluorimetro, con el fin de
determinar los espectros de excitacion y de emision de di-4-ANEPPDHQ
cuando se encontraba embebido en la membrana plasmatica de las células
CHO-K1/AS5 (Figura 2-9). Tal como es de esperar para una medicion

generalizada de todas las células, donde no hay resolucion espacial, se
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observa un solo pico de emision de la sonda, que abarca un amplio rango de
longitudes de onda (Figura 2-9, espectro en gris oscuro: 480-750 nm,
aproximadamente). Este pico de emision recolectado incluye las longitudes de
onda seleccionadas por los filtros de emision instalados en el Dual-Viewer.

El ancho del espectro de excitacion de di-4-ANEPPDHQ (Figura 2-9,
espectro en gris claro: 400-550 nm, aproximadamente) limito la eleccion de
fluoréforos para los experimentos en los que se requeria a una co-marcacion.
Por esto, el empleo de sondas excitadas en la zona del rojo lejano del espectro,
como por ejemplo la Alexa®7, fueron las Unicas que nos aseguraron la
ausencia de sangrado en los experimentos de co-marcacion con di-4-
ANEPPDHQ.

Mediante la utilizacién del fluorimetro, corroboramos a su vez, que los
anchos de banda de los filtros empleados en el Dual-Viewer, correspondian a
los declarados por el fabricante (Figura 2-9, filtros de excitacién, en verde, y de

emision en el canal azul y rojo, en sus respectivos colores).

Figura 2-9. Espectros de excitacion y de emision de di-4-ANEPPDHQ en las
células CHO-K1/A5. Los espectros se obtuvieron de células tenidas con el
fluoréforo, colocadas en suspension en cubetas de cuarzo de 1 cm. En gris claro se
marca el espectro de excitacion, mientras que el espectro de emision de di-4-
ANEPPDHQ se observa en gris oscuro. Sobre estos espectros, se observan los
anchos de banda correspondientes a los filtros de excitacién (verde) y de emisién,
en el canal azul y rojo.

A continuacion, se realizaron experimentos de deplecion del colesterol
celular mediante metil-B-ciclodextrina (CDx), con el objeto de evaluar si la
disminucion de este lipido neutro afectaba la distribucion de lipidos de

membrana, medida por la GP de di-4-ANEPPDHQ. La CDx fue ampliamente
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utilizada en distintos sistemas celulares por su habilidad de reducir el
contenido de Col presente en la superficie celular (Borroni V. y Barrantes F.,
2011; Buschiazzo J. y col., 2011; Borroni V. y col., 2007; Christian A. y col.,
1997). La CDx es un oligosacarido ciclico, formado por moléculas de glucosa
contiguas unidas en las posiciones 1 y 4. La estructura cilindrica de la CDx le
brinda propiedades Unicas, ya que posee un exterior con caracteristicas
hidrofilicas, mientras que la cavidad central es hidrofébica. Por lo tanto, si
bien la CDx es soluble en agua, la cavidad central ofrece un microambiente
compatible con compuestos lipofilicos (Lopez C. y col., 2013; Christian A. y
col., 1997).

El parametro limitante en la formacion de complejos entre la CDx y las
moléculas lipofilicas es el diametro interno del cono de la CDx, que mide 7,8 A,
equivalente a 7 monomeros de glucosa. Esto convierte a la CDx en una
herramienta eficaz y relativamente especifica para el estudio de la remocion
del Col de las biomembranas, ya que moléculas mas grandes no son afectadas
(Lopez C. y col., 2013).

El dimero de CDx es el estado de agregacion predominante de estas
moléculas cuando se encuentran en solucion (Lopez C. y col., 2011). El modelo
de deplecion de Col mediado por CDx en membranas lipidicas, se detalla en la
figura 2-10 (Lopez C. y col., 2013). En este modelo, los dimeros de CDx (Figura
2-10, estructuras blancas) se unen a la superficie de las membranas con gran
afinidad (35 kJ/mol), sin discriminar entre dominios Lo o Ld (Figura 2-10A,
Lo: fosfolipidos en verde y Ld: fosfolipidos en rojo). Sin embargo, la extraccion
de Col (Figura 2-10, estructuras amarillas) es mas favorable en las
membranas Ld, ya que de este proceso se obtiene un aumento de la energia
libre de 40 kJ/mol, comparado con los escasos 10 kJ/mol resultantes de la
extraccion de Col en dominios Lo (Figura 2-10A). Esto se debe a que el Col
forma complejos estequiométricos con los fosfolipidos saturados (Lo), que le
impiden su proyeccion en la fase acuosa, y por lo tanto limitan su contacto
con la CDx. Sin embargo, en dominios de membrana Ld, el Col presenta
constantes movimientos oscilatorios que facilitan su captura por los dimeros
de CDx (Figura 2-10B).

Lopez C. y col. (2013) proponen que la deplecion de Col en dominios Ld
causaria la redistribucion del Col desde los dominios Lo a los Ld, llevando
finalmente a la desaparicion de la coexistencia de las fases en las membranas

modelo (Figura 2-10A).
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Figura 2-10. La CDx y la extraccion del Col de membranas lipidicas. A) Modelo
del mecanismo de accién de los dimeros de CDx (estructuras blancas) en la
extraccion de Col (estructuras amarillas) sobre membranas con dominios Lo
(fosfolipidos en verde) y Ld (fosfolipidos en rojo). Los valores -35, -10 y -40
corresponden a valores de la energia libre (kJ/mol) resultante de la interacciéon de
la CDx con membranas Lo y Ld, y de la extraccion de lipidos de dominios Lo o Ld,
respectivamente. B) Esquema de la extracciéon de Col por un dimero de CDx,
observando desde la superficie de la cara externa de la bicapa lipidica, en este caso
Ld. Tomado y modificado de Lépez C. y col., 2013.

Estudios previos de nuestro laboratorio, establecieron la concentracion
optima de CDx para la incubacion de las células CHO-K1/AS, con el fin de
alcanzar la deplecion aguda del Col de la membrana sin afectar la viabilidad
celular: 30 min a 37 °C con CDx en el rango de concentraciones de 10-15 mM
en ml (Borroni V. y col., 2007).

En esta serie de experimentos, incubamos las células durante 30 min
con tres concentraciones de CDx (5, 10 y 15 mM), y determinamos
posteriormente la deplecion de Col, con fPEG-Chol (Figura 2-11), y los cambios
en el orden de la membrana, con di-4-ANEPPDHQ (Figura 2-12).

La sonda fPEG-Chol es un analogo fluorescente y soluble del Col, que
tiene la particularidad ubicarse en la capa externa de membrana plasmatica,
preferentemente en dominios ricos en Col, y permanecer en ella por tiempo
prolongado. Su internalizacion es lenta y se realiza en endosomas junto a
marcadores de dominios raft, por un mecanismo independiente de clatrina.
Por lo expuesto, la sonda es una excelente herramienta para el estudio de la
dinamica de dominios ricos en Col en la membrana plasmatica (Sato S. y col.,

2004).
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La tincion de las células con fPEG-Col, tras el tratamiento con
diferentes concentraciones de CDx (5, 10 y 15 mM) (Figura 2-11A), demuestra
una reduccién del contenido de Col en la membrana, evidenciada por la
disminucién de la marcacion en la superficie celular de dicha sonda (Figura 2-
11). Este descenso se hace estadisticamente significativo luego de la
incubacién con CDx 10 y 15 mM (Figura 2-11B). Ademas, investigaciones
previas de nuestro laboratorio demostraron que el tratamiento con CDx 15
mM, reduce en al menos un 50 % los niveles de Col totales en las células
CHO-K1/AS5 (Borroni V. y Barrantes F., 2011). Esto corrobora que el
tratamiento con CDx en estas condiciones afecta principalmente a la

superficie celular.

Figura 2-11. La visualizaciéon de la
deplecion de Col tras el tratamiento
con diferentes concentraciones de
CDx. A) Las imagenes se adquirieron
luego de la incubacién de las células
CHO-K1/A5 en ausencia (0) o
presencia de CDx 5, 10 o 15 mM, y su
posterior tincion con fPEG-Chol.
Escala: 10 ym. B) Cuantificacién de la
intensidad de  fluorescencia de
superficie de fPEG-Col (n=3). (***) p <
0,001.
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El descenso del contenido de Col en la membrana plasmatica (Figura 2-
11) esta directamente relacionado con la disminucion en los valores de la GP
promedio de di-4-ANEPPDHQ (Figura 2-12, A, B y C). Este ultimo cambio, se
hace estadisticamente significativo tras la incubaciéon con CDx 15 mM (Figura

2-12C), concentracion utilizada para los posteriores experimentos con CDx.

Figura 2-12. Cambios en los valores de la GP de di-4-ANEPPDHQ inducidos por
la deplecion de Col. A) Imagenes de fluorescencia obtenidas por la superposicion
de los canales azul y rojo (pseudocoloreados en verde y rojo, respectivamente) y sus
correspondientes imagenes de la GP, en células control y tratadas con CDx. Escala:
10 um. B) Histogramas de la distribucién de los valores de la GP en la membrana
plasmatica, basados en una matriz de pixeles normalizada, de las células CHO-
K1/AS para las diferentes condiciones experimentales (n=10 células/condicion). C)
Valores de la GP promedio de membrana, obtenidos por el ajuste de los
histrogramas de (B) a distribuciones gausianas (n=3). (*) p < 0,05.
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Es importante destacar, que debido al tratamiento con concentraciones
crecientes de CDx, no solo disminuye la GP promedio, sino que la distribucion
de la GP por pixel en la superficie celular se hace mas homogénea, siendo las
regiones con mayor GP, las mas afectadas tras la deplecion de Col (Figura 2-
12A). En consecuencia, el histograma de frecuencias de los valores de la GP se
hace mas angosto (Figura 2-12B). Estos resultados demuestran que la
deplecion de Col conduce a la pérdida de la compartimentacion de la
membrana (Figura 2-12, A y B), coincidentemente con lo demostrado en
membranas modelo por Lopez C. y col. (2013).

Nos propusimos luego, determinar si di-4-ANEPPDHQ era capaz de
registrar cambios en la GP como consecuencia del incremento de los niveles de
Col en la superficie celular (Figura 2-13). Para tal fin, preparamos complejos
de CDx-Col tal como lo indicaran Christian A. y col. (1997). En estos
complejos, la CDx funciona como vehiculo para favorecer el ingreso del Col a
las membranas celulares.

La incubacion de las células CHO-K1/AS con CDx-Col durante 30 min
a 37 °C, produce un pequeno enriquecimiento de Col en las membranas
plasmaticas, evidenciado por el aumento de fluorescencia proveniente del
fPEG-Chol (~10 %) (Figura 2-13A). Sin embargo, este cambio no es detectado
por la GP de di-4-ANEPPDHQ, que no muestra diferencias significativas entre

la condiciéon control y la incubada con CDx-Col (Figura 2-13B).

Figura 2-13. El tratamiento
con CDx-Col no afecta a la
GP de di-4-ANEPPDHQ. Las
células CHO-K1/A5 se
incubaron durante 30 min a
37 °C con CDx-Col, y
posteriormente se tinieron
con fPEG-Chol (A) o di-4-
ANEPPDHQ (B), y se
cuantificaron los cambios en
la intensidad de
fluorescencia o los valores de
la GP promedio de
membrana, respectivamente.
(*) p < 0,05.
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EL AChR Y LA COMPOSICION LIPIiDICA DE LA MEMBRANA
PLASMATICA

La BTX vs el mAb 210

Como ya mencionaramos, la amplitud del espectro de excitacion de di-
4-ANEPPDHQ, genera inconvenientes para la eleccion de un fluoréforo que no
produzca interferencias al co-marcar al AChR en las células CHO-K1/AS
(Figura 2-9, espectro gris claro).

Evaluamos entonces, si la tincion de las células con Alexat47-BTX o con
di-4-ANEPPDHQ producia sangrado en los canales correspondientes al otro
fluoréforo (Figura 2-14). La figura 2-14A muestra la adquisicion de las
imagenes para cada fluoréforo, excitado a las longitudes de onda
correspondientes a si mismo y a la otra sonda. Comprobamos que, en las
condiciones de marcacion aplicadas y con la combinacion de filtros
seleccionada, no existe sangrado de la senal de di-4-ANEPPDHQ ni de
Alexa®47-BTX, por lo cual es adecuado el uso de esta toxina para la marcacion
del AChR (Figura 2-14B).

Sin embargo, la marcacion de las células CHO-K1/A5 con BTX
fluorescentes, tal como se puede observar en las imagenes del capitulo 1, tifie
a toda la membrana plasmatica de forma difusa, lo que impide determinar la
localizacion del AChR en dominios mas o menos ordenados (Figura 2-15). No
obstante, la unioén del anticuerpo monoclonal mAb 210 a la subunidad al del
AChR en células CHO-K1/AS, produce la clusterizacion de los receptores.
Estos clusteres son visibles con el microscopio de campo ancho, lo que nos
permite diferenciar zonas de la superficie celular con o sin agregados de AChR
(Borroni V. y col., 2007; Baier C. y Barrantes F., 2007; Gallegos C. y col.,
2008). Aprovechando esta segregacion de los AChR en la membrana
plasmatica, incubamos las células CHO-K1/AS5 con este anticuerpo, seguido
de la marcacién con un anticuerpo secundario Alexa®4? (Figura 2-16, A, C, Dy
E), v finalmente di-4-ANEPPDHQ (Figura 2-16B), con el fin de establecer si
existia una correlacion entre los clisteres de AChR y el estado fisico de la
membrana donde se encontraban insertos.

Es de destacar, que la clusterizacion del AChR por mAb 210 no afect6

las propiedades de la membrana, ya que los valores de la GP promedio
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obtenidos (Figura 2-16F) son iguales a los valores de la GP de las células CHO-
K1/AS5 en ausencia de marcacion con anticuerpo (Figura 2-12C). A su vez, los
valores de la GP promedio correspondientes a regiones de la membrana
delimitadas (Figura 2-16, D y F: mAb 210+) o no (Figura 2-16, E y F: mAb
210-) por clusteres de AChR no mostraron diferencias estadisticamente

significativas.

Figura 2-14. Ausencia de sangrado entre los canales de emision de Alexa547-
BTX y de di-4-ANEPPDHQ. A) Las células CHO-K1/AS se marcaron con Alexa®47-
BTX (arriba) o con di-4-ANEPPDHQ (abajo) y se registr6 la emision (Em) en los
canales de los dos fluoréforos a la excitacion (Exc) correspondiente a cada uno de
ellos. B) Superposicién de las imagenes obtenidas en (A). Imagenes representativas
de tres experimentos.
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Figura 2-15. Alexa%47-BTX y di-
4-ANEPPDHQ. Células CHO-
K1/AS co-marcadas con ambos
fluoroforos. Escala: 10 um.

Figura 2-16. Los valores de la GP en regiones de la membrana con o sin
presencia de AChR. Las células CHO-K1/AS se co-marcaron primero con mAb 210
junto al anticuerpo secundario Alexa®’ (A, C, D, E), y finalmente con di-4-
ANEPPDHQ (B), antes de la adquisiciéon de las imagenes. A) La union de mAb 210
al AChR en la membrana plasmatica induce la clusterizacion de los receptores. B)
Imagen de la GP de di-4-ANEPPDHQ. El rectangulo blanco en (A) y (B) senala la
zona donde se realizé el analisis. C-E) Area magnificada, correspondiente a la
imagen (A). Se muestran las ROI trazadas en zonas de la membrana donde se
localizan (D, en amarillo zonas mAb 210+) o no (E, en rojo zonas mAb 210-) los
clusteres de AChR. F) Valores de la GP promedio de la superficie celular en zonas
mAb 210+ (amarillo) o mAb 210- (rojo) (n=3). Escala: 10 ym en (A) y (B), y 1 um en

(€), D)y (E).
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Estos resultados demuestran que los agregados de AChR en las células
CHO-K1/AS se encuentran asociados a dominios de membrana con una
composicion lipidica, y por lo tanto contenido de Col, similar al resto de la
membrana. Sin embargo, la imposibilidad de detectar cambios podria
atribuirse también al hecho de que el tamafno de los dominios de membrana
buscados, es menor al limite de resolucion de la microscopia de campo ancho
empleada (Kellner R. y col., 2007; Owen D. y col., 2011). Para subsanar esta
situacion, decidimos comparar el valor de la GP de di-4-ANEPPDHQ
correspondiente a cada ROI de cluster de AChR, con el valor promedio de la
GP de la membrana celular completa (ver mas detalles en la secciéon en

Materiales y Métodos).

El AChR y el Col

El Col es uno de los componentes estructurales principales de los
dominios mas ordenados de las membranas celulares (Jin L. y col., 2006), y en
particular, es un elemento esencial de estabilizacion y determinacion del
mecanismo y la velocidad de endocitosis del AChR (Borroni V. y Barrantes F.,
2011). Con el fin de evaluar la participaciéon de este lipido en la asociacion del
AChR con dominios de membrana, incubamos las células CHO-K1/AS5 con
CDx 15 mM a 37 °C durante 30 min, para lograr la disminucion de los niveles
de Col en la superficie celular. Pasado este tiempo, se realizo6 la tincion
correspondiente con mAb 210 junto con el anticuerpo secundario Alexa®4” y
finalmente di-4-ANEPPDHQ, todos tratamientos realizados a 4 °C. Las
imagenes se procesaron y analizaron, para obtener la distribucién de los AChR
con respecto al promedio de la GP de la membrana plasmatica. Tal como lo
describimos en la seccion Materiales y Métodos, clasificamos los valores de la
GP asociados a los clusteres de AChR en mayor, menor o igual a la GP de la
membrana.

La intensidad de marcacion de los clusteres de AChR con mAb
210/Alexa®7” disminuye casi un 70 % como consecuencia del tratamiento con
CDx 15 mM (Figura 2-17). A su vez, tal como mostramos previamente (Figura
2-12), se puede observar que el tratamiento con CDx reduce los valores de la
GP promedio de la membrana (Figura 2-18, A y B). Ademas, casi el 90 % de los
clusteres de AChR en las células CHO-K1/AS depletadas de Col, se localizan

en dominios de membrana con valores de la GP menores que los

189



Capitulo II: Resultados

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

correspondientes a los AChR en la condicion control. Esto puede inferirse de la
escasa superposicion de los histogramas de distribucion de la GP asociada a

los clasteres de AChR (Figura 2-18C).

Figura 2-17. Disminucion de la intensidad de
fluorescencia en los clisteres de AChR por el
tratamiento con CDx. Las células CHO-K1/AS se
tineron con mAb 210/Alexa®” y se cuantifico la
intensidad de fluorescencia emitida por cada
cluster de AChR (n = 200 clasteres de AChR). (***)
p < 0,001.

Es importante destacar que la disminuciéon de los niveles de Col afecta
significativamente a la distribuciéon de los clusteres de AChR en la membrana
plasmatica. La cantidad de acimulos de AChR asociados con valores de la GP
menor que el promedio de la GP de la membrana aumenta, con el
concomitante descenso del numero de clusteres asociados a dominios de

membrana con GP mayor (Figura 2-18D).

El AChR y el citoesqueleto de actina

Diversos estudios en distintos sistemas establecieron la importancia del
citoesqueleto de actina para una correcta organizacion y estabilidad del AChR
en la membrana plasmatica (Godfrey E. y Schwarte R., 2010; Pato C. y col.,
2008; Stetzkowski-Marden F. y col,, 2006a). El mismo fenémeno fue
establecido en las células CHO-K1/AS, en donde la despolimerizacion del
citoesqueleto de actina, inhibe la endocitosis del AChR, e incrementa el
tamano de los clusteres de receptor (Kumari S., y col., 2008; Baier C. y col.,

2010; Borroni V. y Barrantes F., 2011, Wenz J. y col., 2010).
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Figura 2-18. La distribucion de los
clusteres de AChR en la membrana
se modifica por la depleciéon de Col.
A) Las células CHO-K1/A5, en la
condiciéon control y CDx (15 mM), se
co-marcaron con anti-AChR Alexa®+7
(mAb 210) y con di-4-ANEPPDHQ. Las
regiones de la membrana celular donde
se realizo el analisis, se destacan con
un rectangulo. Los clusteres de AChR
asociados con areas de la membrana
con valores de la GP menores o
mayores que el promedio de la GP de la
membrana, se resaltan en blanco o
en rojo, respectivamente. Escala: 10 um, en las imagenes con el rectangulo blanco, y 1
um, en las imagenes magnificadas. B) La GP promedio de membrana para la condicién
control y depletada de Col (CDx). C) Histogramas de la distribucion de los valores de la
GP de la membrana subyacente a los ROI de clusteres de AChR para cada condicion,
ajustados a la suma de dos funciones Gaussianas. D) Clusteres de AChR con valores
de la GP menores, mayores o iguales que los valores promedio de la GP de la
membrana donde se localizan.
(n=3). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01.
191



Capitulo II: Resultados

©00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000080

Es de destacar, que la unién del antagonista BTX o de anticuerpos,
gatilla la internalizacion del AChR, que ocurre por mecanismos independientes
de clatrina, caveolina y dinamina, pero requiere de la correcta polimerizacion
del citoesqueleto de actina (Figura 2-19A) (Kumari S., y col., 2008). Por el
contrario, en las células CHO-K1/AS5 depletadas de Col, como consecuencia
del tratamiento con CDx, la internalizacion del AChR no depende de la union
de ligandos, de clatrina ni de dinamina, y tampoco es afectada por la

disrupcion del citoesqueleto (Figura 2-19B) (Borroni V. y Barrantes F., 2011).

Figura 2-19. La internalizacion del AChR. Esquemas de los mecanismos de
endocitosis seguidos por el AChR en células CHO-K1/AS5, en condiciones normales
(A) y tras la deplecion de Col por CDx (B). A) La union del antagonista BTX al AChR
gatilla su internalizacién, mediante una cascada de sefalizacién que involucra la
activacion de c-Src quinasas y Racl. El citoesqueleto de actina es regulado por las
Racl GTPasas, para permitir finalmente la endocitosis del AChR. B) La deplecién de
Col de la superficie celular, acelera la internalizacion del AChR, proceso
independiente de la uniéon de BTX y de la integridad del citoesqueleto. Sin embargo,
requiere de la activacién de otra GTPasa, Arf6, y sus efectores Racl y PLD. La
producciéon de PA por esta ultima, cumpliria la funcion del Col en el microambiente
lipidico, favoreciendo la formacion de vesiculas endociticas. Tomado y modificado
de Borroni V. y Barrantes F., 2011.

Estas diferencias entre los mecanismos de internalizacién, nos llevaron
a investigar si la localizaciéon del AChR, en regiones de la membrana
plasmatica con diferentes valores de la GP, dependia o no de la integridad del
citoesqueleto de actina. Por tal motivo, incubamos las células con tres toxinas
permeables a la membrana celular, que desorganizan el citoesqueleto de
actina por diferentes mecanismos (Figura 2-20). El tratamiento con

Citocalasina D (Cito D) o con Latruculina A (Lat A), inhibe la polimerizacion de
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actina, mientras que la Jasplakinolida (Jas) induce la polimerizacion

exacerbada de actina (Figura 2-20).

Figura 2-20. La polimerizacion de actina. En el esquema se muestran los
diferentes pasos involucrados en la conversion de G-actina en F-actina. Ademas se
observan a qué niveles actian las drogas que afectan la polimerizacion de actina
utilizadas: Cito D, Lat A y Jas.

La Cito D se une al extremo positivo (+) de los filamentos de actina (F-
actina), bloqueando asi la adicibn de nuevos monémeros (G-actina) e
impidiendo su elongacion (Figura 2-20, Cito D) (Fujimoto L. y col., 2000;
Lamaze C. y col., 1997; Sampath P. y Pollard T., 1991). Esta inhibicion en la
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polimerizacion de actina termina produciendo el agrupamiento de los
filamentos restantes en la célula (Borroni V. y Barrantes F., 2011).

La Lat A forma complejos con la G-actina (1:1) (Figura 2-20, Lat A), y de
esta forma, secuestra los monomeros de actina impidiendo que se polimericen
en filamentos. Como consecuencia, el equilibrio de formacion de actina se
desplaza hacia el estado desensamblado (Fujimoto L. y col., 2000; Lamaze C. y
col., 1997; Coue M. y col., 1987).

La Jas induce la formacion espontanea de sitios de nucleacion de G-
actina (Figura 2-20, Jas), y por lo tanto, la polimerizacion desorganizada y
desregulada de la actina en masas amorfas. Esto trae como consecuencia la
disminucion del remodelado de las fibras de stress, y su posterior
desaparicion, ya que se consumen todos los monémeros de actina libres. A
diferencia del tratamiento con Cito D o Lat A, es dificil de observar los cambios
sobre el citoesqueleto producidos con Jas mediante la tincién con Faloidina-
Rodamina, ya que la Jas compite con el fluoréforo por su sitio de unién a la F-
actina (Bubb M. y col., 2000; Fujimoto L. y col., 2000; Bubb M. y col., 1994).

La disrupcion del citoesqueleto de actina, tras la incubacion durante 2
hs a 37 °C con Cito D 2,5 uM, Lat A 4 uM o Jas 1 uM, produjo cambios en la
morfologia de las células CHO-K1/AS5 (Figura 2-21). La observacion de estas
alteraciones fue indicativa de la eficacia del tratamiento con las drogas

empleadas (Borroni V. y Barrantes F., 2011).

Figura 2-21. Cambios en Ila
morfologia celular debidos a la
disrupcion del citoesqueleto de
actina. Imagenes de células CHO-
K1/A5 tenidas con di-4-
ANEPPDHQ (canal azul), tras el
tratamiento con Cito D, Lat A o
Jas, y su correspondiente control.
Escala: 10 uM.
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Ademas, la incubacion con estas tres drogas disruptoras del
citoesqueleto produce la inhibicién de la internalizacién del receptor mediada
por la BTX (Figura 2-19A) (Kumari S., y col., 2008; Baier C. y col., 2010;
Borroni V. y Barrantes F., 2011), tal como lo muestra la figura 2-22A para el
tratamiento con Lat A 4 uM (Internalizacion de la BTX).

Tras aplicar el analisis realizado previamente (Figura 2-18), observamos
que la despolimerizacion de la actina gatillada por Lat A aumenta el numero
de clusteres de AChR ubicados en regiones de la membrana plasmatica con
valores de la GP mayores al promedio general de toda membrana. Esto es
acompanado por la disminucion de los clisteres de AChR asociados a regiones
con menor GP (Figura 2-22, A y B). La misma tendencia de cambio se produce
por el tratamiento con Cito D y Jas. Sin embargo, la dispersion de los datos
impide la obtencion de un resultado con significancia estadistica (Figura 2-
22B).

Es importarte destacar, que los valores de la GP promedio de la
membrana plasmatica de las células CHO-K1/A5 no se encuentran
modificados por las alteraciones del citoesqueleto de actina inducidas por el
tratamiento durante 2 hs a 37 °C con Cito D 2,5 uM, Lat A 4 uM o Jas 1 uM
(Figura 2-22C).

Con los resultados obtenidos en las figuras 2-22 y 2-18, podemos
concluir que la disrupciéon del citoesqueleto con Lat A 4 uM afecta de manera
opuesta a la localizacion de los clisteres de AChR en dominios lipidicos, que

la deplecion del Col causada por el tratamiento con CDx 15 mM.

El AChR: la interaccion con antagonistas y agonistas

Nos propusimos a continuacion, determinar si la unién de antagonistas
o agonistas al AChR afectaba su distribucion en dominios de membrana con
diferentes valores de la GP.

Entre los ligandos que se unen al AChR, la BTX merece una mencion
especial, ya que facilito la visualizacion y determinacion de este receptor, para
lograr su estudio exhaustivo a lo largo de los anos (Changeux JP., 2012).
Comenzamos entonces los experimentos con este antagonista, que ademas,
luego de unirse al AChR de forma casi irreversible, induce su endocitosis en

células CHO-K1/AS5, con una vida media de internalizacién de 1,98 hs (Figura
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2-23A, Internalizacion de la BTX) (Borroni V. y col., 2007; Kumari S. y col.,
2008).

Figura 2-22. La integridad del citoesqueleto de actina afecta la distribucién
del AChR en regiones de la membrana con diferentes valores de la GP. Las
células CHO-K1/AS se incubaron durante 2 hs a 37 °C con DMSO (C), Cito D 2,5
uM, Jas 1 uM o Lat A 4 uM. A) Imagenes de fluorescencia de las células de la
condicién control y Lat A, marcadas y analizadas como en la figura 2-18. En las
imagenes correspondientes a la internalizaciéon de BTX para ambas condiciones, la
tincién con Alexa®47-BTX se realizé previamente a la incubacién con las drogas 2 hs
a 37 °C. Escala: 10 um, en las imagenes con el rectangulo blanco y de
internalizacion de BTX, y 1 um, en las imagenes magnificadas. B) ROI de clusteres
de AChR con valores de la GP menores, mayores o iguales que los valores promedio
de la GP de la membrana donde se localizan. C) La GP promedio de la membrana
plasmatica para las condiciones control y con alteraciones en el citoesqueleto de
actina (Cito D, Jas y Lat A).

(n=3). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01.
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Por lo expuesto, decidimos cuantificar la asociacion de los clusteres de
AChR remanentes en la superficie celular, luego de la endocitosis inducida por
la BTX, con dominios lipidicos de diferentes valores de la GP. Para tal fin,
tratamos a las células CHO-K1/AS con BTX, para luego incubarlas durante 2
hs a 37 °C y asi permitir la internalizacion del AChR. Finalmente tenimos a las
células con el par de anticuerpos mAb 210/secundario Alexa®4’, y di-4-
ANEPPDHQ (Figura 2-23A).

Al realizar el mismo analisis que en los experimentos de las figuras 2-18
y 2-22, observamos que la internalizacion del AChR gatillada por la BTX no
modifica la localizacion en dominios lipidicos de los clusteres de receptor
remanentes en la superficie celular (Figura 2-23B), ni tampoco altera los
valores de la GP promedio de la membrana plasmatica (Figura 2-23C). Estos
resultados indicarian que los efectos de este antagonista sobre el AChR son
indiferentes a la distribucion de la proteina receptora en regiones de la
membrana con diferentes valores de la GP.

Luego, nos preguntamos si la union de agonistas al AChR alteraria la
ubicaciéon de los clusteres de receptor en la membrana plasmatica de las
células CHO-K1/AS5. Elegimos dos agonistas que se unen a este receptor de
forma reversible y con gran afinidad: Nicotina (Nic) y Carbamilcolina (Carb).
Akk G. y Auerbach A. (1999) demostraron que la Carb presenta mayor
afinidad que la Nic por el AChR muscular adulto, logrando en consecuencia
una mayor constante de apertura del canal. La exposicion prolongada del
AChR a altas concentraciones de agonistas, lleva al receptor a un estado
conformacional en el que el canal esta cerrado, pero tiene ocupados los sitios
de union a ligandos. Este estado se denomina desensibilizado y tiene
importancia, ya que impide la sobre-activacion del AChR (daCosta C. y
Baenziger J., 2013; Zouridakis M. y col., 2009; Andreeva I. y col., 20006). Es
por eso que decidimos probar los efectos de la desensibilizacion del AChR en
las células CHO-K1/AS, sobre la asociaciéon con dominios de membrana con
diferente GP.

Las células se expusieron a altas concentraciones de los agonistas, Nic
100 uM y Carb 500 uM, con el objetivo de alcanzar la desensibilizacion de los
AChR. Luego de la incubacion con Nic y Carb durante 30 y 50 min a 37 °C,
respectivamente, se realizé la tincion con los anticuerpos y di-4-ANEPPDHQ,

como en los experimentos con BTX (Figura 2-23).
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Figura 2-23. La distribucion del AChR en dominios de membrana con menor o
mayor GP no se modificé por la uniéon de antagonista o agonistas. A) Células
CHO-K1/AS5 incubadas en presencia o ausencia de BTX, y luego llevadas a una
estufa a 37 °C durante 2 hs. Las condiciones de marcacion con los fluoréforos se
realizaron como en la figura 2-18. La verificacion de la internalizacién de la BTX
durante el intervalo de tiempo elegido (2 hs a 37 °C), se realiz6 con un control
adicional, en el cual las células se tifieron con Alexa®*’-BTX (Internalizaciéon de la
BTX). Escala: 10 um, en las imagenes con el rectangulo blanco y de internalizacion
de BTX, y 1 um, en las imagenes magnificadas. B) Distribucién de los clusteres de
AChR (ROI) en regiones con valores mayores, menores o iguales que la GP promedio
de la membrana plasmatica, luego de la internalizaciéon (BTX) o la desensibilizacion
(Nic y Carb) del AChR. C) Valores de la GP promedio de la membrana tras la
incubacién de las células CHO-K1/AS5 con Carb, Nic y BTX.

(n=3).
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Tal como sucede tras la union del antagonista, la desensibilizacion de
los AChR inducida por los agonistas, no modifica la GP promedio de la
membrana plasmatica (Figura 2-23C), ni la localizacién de los clusteres de
AChR en los diferentes dominios de la membrana (Figura 2-23B).

Habiendo demostrado como se afecta o no la localizacion de los
clusteres de AChR en dominios de la membrana con diferentes valores de GP
como consecuencia de la deplecion del Col (Figura 2-18), la disrupcion del
citoesqueleto (Figura 2-22) o la union de antagonistas y agonistas (Figura 2-
23), en la Tabla 1 compilamos un resumen de los resultados obtenidos

(marcados con una cruz):

GP promedio de la Ubicacion predominante
Drogas membrana plasmatica de los clisteres de AChR
utilizadas | vs la condicion control vs la condicion control
Menor | Mayor Sin Menor | Mayor Sin
GP GP cambio GP GP cambio
CDx X X
Cito D X X
Jas X X
Lat A X X
BTX X X
Nic X X
Carb X X

Tabla 1. Modificaciones sufridas por las células CHO-K1/A5 debidas a los
tratamientos con las diferentes drogas.

LA ENDOCITOSIS DEL AChR Y LOS DOMINIOS LIPIDICOS

Luego del estudio de los cambios de la localizacion de los clusteres de
AChR en dominios de membrana con diferentes valores de la GP como
consecuencia de la deplecion del Col (Figura 2-18) o de la disrupcion del
citoesqueleto (Figura 2-22), nos propusimos evaluar el destino del AChR
internalizado y su asociacién con la GP de los compartimentos intracelulares

de membrana.
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Comenzamos estos experimentos, determinando que sucedia con la
internalizacion de la sonda que ampliamente utilizamos en este capitulo con el
fin de cuantificar indirectamente los cambios en la fluidez de las membranas
estudiadas: di-4-ANEPPDHQ (Figura 2-24). Teniimos las células CHO-K1/AS5
con este fluoroforo a 4 °C, y seguidamente las incubamos durante 2 hs a 37
°C, condiciones experimentales elegidas por permitir la internalizacion del 50
% del AChR presente en la membrana plasmatica (Borroni V. y col., 2007;
Kumari S. y col., 2008). En las imagenes obtenidas mediante el Dual-Viewer,
se observa a di-4-ANEPPDHQ en pequenas vesiculas intracelulares y en un
compartimento central interno (Figura 2-24, di-4-ANEPPDHQ: flecha y punta
de flecha, respectivamente). En las vesiculas, la emision de fluorescencia de la
sonda ocurre preferencialmente en el canal rojo (Figura 2-24, di-4-
ANEPPDHQ: Superposicion canal azul/rojo, flecha), mientras que en el
compartimento central predomina la emisién de di-4-ANEPPDHQ en el canal
azul (Figura 2-24, di-4-ANEPPDHQ: Superposicion canal azul/rojo, punta de
flecha). En consecuencia, los valores de la GP de las vesiculas son muchisimo
menores a los del compartimento central (Figura 2-24, di-4-ANEPPDHQ: GP,

flecha y punta de flecha, respectivamente).

Figura 2-24. La internalizacion de di-4-ANEPPDHQ y fPEG-Chol en células
CHO-K1/AS. Las células se marcaron con di-4-ANEPPDHQ o fPEG-Chol a 4 °C, y
luego se incubaron durante dos horas a 37 °C. Di-4-ANEPPDHQ se hizo presente
intracelularmente en vesiculas pequeinas (flecha) o en un compartimento central
(punta de flecha). Este compartimento también se observo tras la internalizacion
del fPEG-Chol (punta de flecha). Escala: 10 uM.

La diferencia en el orden de estas membranas internas podria estar

reflejando diferencias en el contenido de Col de estos compartimentos. Como
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herramienta para la visualizacion de este lipido, incubamos a las células con
fPEG-Chol, siguiendo el mismo protocolo de internalizacion que empleamos
para di-4-ANEPPDHQ y el AChR (Figura 2-24, fPEG-Chol). El sangrado entre
los espectros de fPEG-Chol y di-4-ANEPPDHQ (ambas sondas se excitan a 488
nm) imposibilité la co-marcacion de las células con estos fluoroforos. Sato S. y
col. (2004) demostraron que el fPEG-Chol se une a la membrana plasmatica
en dominios ricos en Col, para ser luego lentamente internalizado en
endosomas junto con marcadores de dominios raft, por un mecanismo
independiente de clatrina.

Luego de 2 horas de incubacion a 37 °C, el fPEG-Chol se localiza en la
membrana plasmatica y en un compartimento intracelular (Figura 2-24, fPEG-
Chol, punta de flecha) de morfologia similar al observado en las células CHO-
K1/AS5 tras la internalizacion de di-4-ANEPPDHQ (Figura 2-24, di-4-
ANEPPDHQ, punta de flecha). Esto sugeriria que existe una relacion entre los
valores altos de la GP y el alto contenido de fPEG-Chol de este compartimento.
Por lo tanto, como ya observamos en la membrana plasmatica (Figura 2-12),
di-4-ANEPPDHQ parece ser un fluoréforo altamente confiable, capaz de poner
en evidencia las propiedades biofisicas de los diferentes compartimentos de
membrana y reflejar de esta forma su contenido de Col.

Una vez conocidos los patrones de internalizacion de las sondas a
utilizar, nos propusimos realizar la marcaciéon en las células CHO-K1/AS
conjuntamente con Alexa®’-BTX, y de esta forma poder relacionar la
endocitosis del receptor con el orden de las membranas lipidicas que lo
acompanaban en este camino hacia el interior celular (Figura 2-25 y 2-26).

El protocolo de tincién aplicado fue especificamente desarrollado para
visualizar exclusivamente a los AChR y a la sonda di-4-ANEPPDHQ, presentes
en la membrana plasmatica al comienzo del experimento. Por tal motivo, las
células CHO-K1/AS co-marcadas con Alexa®7-BTX y di-4-ANEPPDHQ a 4 °C
se trasladaron a una estufa a 37 °C durante 2 hs, para permitir la
internalizaciéon de las sondas (Figura 2-25A).

Se puede observar que el AChR presenta un patron de internalizacion
similar al de di-4-ANEPPDHQ (Figura 2-25A, BTX y di-4-ANEPPDHQ), en
vesiculas pequenas (Figura 2-25A, BTX: flecha) y en un compartimento central
(Figura 2-25A, BTX: punta de flecha). La marcacion de las vesiculas pequenas
evidenciada por Alexa®47-BTX, co-localiza en un 40 % con el fluoréforo di-4-

ANEPPDHQ internalizado (Figura 2-24A, flecha: BTX y di-4-ANEPPDHQ:
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Superposicion canal rojo/BTX y canal azul/BTX). Los valores de la GP en
estas pequenas vesiculas que contienen moléculas de AChR internalizado, es
mucho menor que los valores obtenidos para la membrana plasmatica (Figura
2-25B: V y MP, respectivamente; y 2-25A, di-4-ANEPPDHQ GP: flecha). A su
vez, el compartimento central de deposito de Alexa®7-BTX presenta valores de
la GP mayores que la membrana plasmatica y por lo tanto, que las vesiculas
(Figura 2-25B: CI, MP y V, respectivamente; 2-25A, di-4-ANEPPDHQ GP:
punta de flecha).

Figura 2-25. Distribucion de las sondas Alexa%47-
BTX y di-4-ANEPPDHQ post-internalizacion. A)
Las células CHO-K1/AS5 se marcaron con Alexa®47-
BTX y di-4-ANEPPDHQ a 4 °C, y luego se incubaron
durante dos horas a 37 °C. Las vesiculas pequefias
de BTX se senalan con una flecha, mientras que los
acumulos de este fluoréforo en compartimentos
internos se localizan con una punta de flecha.
Escala: 10 uym y 1 um, en las imagenes
magnificadas. B) Cuantificacion de los valores de la
GP promedio en la membrana plasmatica (MP), en
las vesiculas (V) y en el compartimento interno (CI),
donde se localizé la BTX fluorescente (n=3). (*) p <
0,05; (**) p < 0,01.

Por otra parte, las vesiculas que contienen AChR internalizado no co-
localizan con la sonda fPEG-Chol (Figura 2-26, flecha), confirmando entonces
que la disminucion en los valores de la GP de las membranas que componen

las vesiculas pequenas refleja su bajo contenido de Col (Figura 2-25B). La
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superposicion de la marcacion de la BTX en el compartimento interno
intracelular y el fPEG-Chol internalizado (Figura 2-26, punta de flecha),

también es coincidente con los valores de GP encontrados en la figura 2-25B.

Figura 2-26. La internalizacion de fPEG-Chol y Alexa%47’-BTX en células CHO-
K1/AS5. La co-marcaciéon con estos fluoroforos se realiz6 a 4 °C, para luego incubar
las células durante dos horas a 37 °C. Las vesiculas pequefias de BTX se senialan
con una flecha, mientras que los actmulos de este fluoréforo y fPEG-Chol en
compartimentos internos se puntualizan con una punta flecha. Escala: 10 um.

Como estudiamos en este capitulo de Tesis, la deplecion de Col
propiciada por el tratamiento con CDx, ademas de acelerar la internalizacion
del AChR (Borroni V. y Barrantes F., 2011), aumenta la poblacion de cltusteres
de AChR que se asocian con dominios lipidicos de membrana con bajos
valores de la GP (Figura 2-18). Para evaluar si estos cambios afectaban
también a las membranas que acompanaban al AChR internalizado, tefiimos a
las células CHO-K1/A5 con Alexa®7-BTX y fPEG-Chol a 4 °C, y las
trasladamos durante 30 min a una estufa a 37 °C, en presencia o ausencia de
CDx (Figura 2-27).

En la figura 2-27 se observa que en la condicién control, tanto la BTX
fluorescente como el fPEG-Chol apenas se internalizan durante los 30 min del
experimento. Esto es contrastante con lo que sucede tras el tratamiento con
CDx, donde todo el AChR presente en la membrana plasmatica se internaliza
en vesiculas pequenas (Figura 2-27, CDx: BTX). Es de destacar que el patréon
de internalizacion del fPEG-Chol cambia drasticamente, como consecuencia de
la incubacion con CDx (Figura 2-27, fPEG-Chol). Ademas de reducirse el
contenido total de fPEG-Chol (Figura 2-11), esta sonda se internaliza en
vesiculas pequenas intracelulares. Sin embargo, solamente el 12 % de las
vesiculas de BTX co-localizan con las de fPEG-Chol (Figura 2-27, CDx:

Superposicion). Estos resultados sugieren que la internalizacion del AChR que
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ocurre en endosomas con bajo contenido de Col, es independiente de la via

endocitica que siga este receptor.

Figura 2-27. La CDx cambia el patron de internalizacion de Alexa47-BTX y de
fPEG-Chol. Las células CHO-K1/AS5 se tifieron con Alexa®4’-BTX y fPEG-Chol a 4
°C. A continuacion, se incubaron durante 30 min a 37 °C, en presencia o ausencia
de CDx 15 mM. Para el tratamiento con CDx, se delimita en blanco el borde de las
células. Escala: 10 um.
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Las membranas celulares poseen heterogeneidades laterales,
denominadas dominios lipidicos, que funcionarian como centros organizadores
de la senalizacion originada en la superficie celular. Estos dominios actuarian
como plataformas, en donde las moléculas de senalizacién alcanzan una
concentracion adecuada para lograr una transduccion de senales eficiente. La
principal caracteristica de estas heterogeneidades es que sus lipidos se
encuentran en un estado mas ordenado que el resto de los lipidos que
conforman la membrana. La posibilidad de ensamblado-desensamblado de
estos dominios proporciona un mecanismo de control espaciotemporal sobre
los procesos de senalizacion (Coskun U. y Simons K., 2010; Scott J. y col.,
2012).

El Col es uno de los componentes mas abundantes de las
heterogeneidades laterales de las membranas celulares (Jin L. y col., 2006).
Ademas, es abundante en la membrana de la postsinapsis colinérgica, donde
modula la distribuciéon y funcionalidad del AChR (Barrantes F., 2010;
Barrantes F. y col., 2010; Barrantes F., 2012). El mecanismo por el cual el Col
interacciona con el AChR y produce cambios en la afinidad de union hacia
ligandos, en las propiedades del canal ionico o en la distribucion a lo largo de
los diferentes compartimentos celulares, todavia no esta completamente
dilucidado (Barrantes F., 2004; Barrantes F., 2007; Barrantes F., 2010;
Barrantes F. y col., 2010).

El objetivo principal de este capitulo de Tesis fue buscar una
correlacion entre los clusteres de AChR presentes en la superficie celular y el
estado fisico de los dominios de membrana asociados a ellos. Con este
proposito, elegimos utilizar la sonda fluorescente di-4-ANEPPDHQ, la cual es
capaz de poner en evidencia la proporcion relativa de los dominios Lo y Ld
coexistentes en membranas modelos, independientemente del tamano de estos
dominios (Figura 2-4B) (Jin L. y col., 2005). El espectro de emisiéon de este
fluoroforo sufre un corrimiento hacia menores longitudes de onda cuanto
mayor es el orden de la membrana donde se localiza, con una diferencia
aproximada de 60 nm entre dominios Lo y Ld (Figura 2-4B y 2-7B) (Jin L. y
col., 2005; Jin L. y col., 2006; Dinic J. y col., 2011).

Basandonos en esta propiedad del fluoréforo, determinamos entonces el
estado fisico, e indirectamente el contenido de Col, de las regiones de la
membrana plasmatica en las que se localizaban los clusteres de AChR

mediante la obtencion de la GP de di-4-ANEPPDHQ. Es importante destacar
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que los valores de la GP son cocientes de intensidades de fluorescencia,
recogidas en los canales azul y rojo, y esto independiza a la medicion de la
concentracion del fluoréforo o del area superficial de la region de la célula
evaluada (Gaus K. y col., 2000).

El empleo del Dual-Viewer nos permitio evitar la distorsion entre las
mediciones, que suele ocurrir cuando se realiza la toma de las imagenes de
forma secuencial, debido al intervalo de tiempo que separa a la adquisicion de
ambas imagenes. Ademas, las imagenes nos brindan no solo la posibilidad de
cuantificar la GP, sino que también aportan la resolucion espacial necesaria
para establecer la correlacion entre de los valores de la GP y los clusteres de
AChR (Figura 2-16). El grado de orden de la membrana plasmatica observado
en las células CHO-K1/AS5 tras la tincion con di-4-ANEPPDHQ es similar al
obtenido anteriormente utilizando espectroscopia de fluorescencia en
membranas aisladas de estas mismas células, mediante el calculo de la GP de
Laurdan (Zanello L. y col., 1996).

La GP de di-4-ANEPPDHQ medida en la superficie celular se reduce como
consecuencia de la disminucion del contenido de Col, siendo las regiones con
mayores valores de la GP las mads afectadas por la depleciéon de este lipido
mediada por CDx (Figura 2-12A). Este resultado es el esperable, ya que las
regiones de la membrana con mayores valores de la GP, corresponden a
dominios mas ordenados, y por lo tanto con mayor contenido de Col (Jin L. y
col., 2006).

Un trabajo recientemente publicado por Lopez C. y col. (2013), detalla el
mecanismo de deplecion de Col por CDx en membranas modelos con
coexistencia de dominios Lo y Ld (Figura 2-10). Si bien la afinidad de la CDx
por ambos dominios lipidicos seria similar, los autores concluyen que la
extraccion de Col es mas favorable en las membranas Ld, donde el Col
presenta constantes movimientos oscilatorios que facilitan su captura por los
dimeros de CDx (Figura 2-10B). En cambio en los dominios Lo, el Col forma
complejos estequiométricos con los fosfolipidos saturados que le impiden su
proyeccion en la fase acuosa, y por lo tanto limitan su contacto con la CDx.
Por lo que, finalmente la deplecion de Col en dominios Ld causaria la
redistribucién del Col desde dominios Lo a los Ld en membranas modelo
(Figura 2-10A). En las células CHO-K1/AS5 se observan cambios similares a los
postulados por Lopez C. y col. (2013), ya que luego del tratamiento con CDx, la

distribucion de los valores de la GP se hace mas homogénea: la curva de
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distribucion de los valores de la GP se desplaza hacia la izquierda, se hace mds
angosta y permite un mejor qjuste a una funcién Gaussiana (Figura 2-12B). El
valor promedio de la GP de la membrana disminuye, demostrando que la GP
de di-4-ANEPPDHQ, calculada sobre una matriz de pixeles de intensidades de
fluorescencia, nos brinda una buena estimacién del contenido de Col en las
células estudiadas (Jin L. y col., 2005; Jin L. y col., 2006; Miguel L. y col.,
2011).

El AChR ubicado en la membrana plasmatica de las células CHO-
K1/AS5 se agrupa en clasteres que poseen un tamano aproximado de 55 nm.
Debido al limite impuesto por la difraccion de la luz en la microscopia éptica
convencional, este valor fue calculado en base a la aplicacion de microscopia
de superresolucion (Kellner R. y col., 2007; Wenz J. y col., 2010). Sin embargo,
tras la union del mAb 210, los clusteres de AChR se agrupan y pueden ser
resueltos mediante microscopia de fluorescencia convencional. En condiciones
controles de experimentacion (marcacion con anticuerpos y di-4-ANEPPDHQ a
4 °C y posterior obtencion de imagenes), la GP promedio de la membrana
donde se localizan los clusteres del AChR no difiere de los valores promedio
obtenidos en regiones de la misma membrana que no presentan receptor (Figura
2-16F). Esta ausencia de preferencia se observo anteriormente en los AChR
reconstituidos en membranas modelo (Bermudez V. y col., 2010) y en células
C2C12 sin diferenciar (Stetzkowski-Marden F. y col., 2006a), en ambos casos
utilizando la sonda Laurdan.

En las células C2C12, el AChR se asocia con dominios lipidicos mas
ordenados luego del tratamiento con agrina, molécula que gatilla la formacion
de clasteres micrométricos de este receptor. La estabilidad de estos
microagregados es dependiente de la asociacion con dominios ricos en Col
(Campagna J. y Fallon J., 2006; Stetzkowski-Marden F. y col., 2006a). Por lo
tanto, la asociacion del AChR con dominios Lo estaria sujeta a la regulacion de
senales especificas. En este sentido, la organizacion del AChR en la membrana
plasmatica de las células CHO-K1/A5 no sigue los pasos de las células
C2C12, como consecuencia de la ausencia de proteinas especificas de
senalizacion/clusterizacion presentes en el tejido muscular, como lo son
rapsina y Musk (Borroni V. y col., 2007; Stetzkowski-Marden F. y col., 2006a).

El Col actia como un factor estabilizador del AChR en la superficie
celular (Barrantes F., 2007; Barrantes F., 2012), por lo que su depleciéon

acelera la endocitosis de este receptor (Borroni V. y col., 2007) y modifica el
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camino de internalizacion del mismo volviéndolo dependiente de Arf6 (Figura
2-19) (Borroni V. y Barrantes F., 2011). Estos cambios serian una
consecuencia de la disminuciéon especifica del Col en los dominios lipidicos a
los que se asocian los clusteres de AChR en la membrana plasmatica. Esto se
ve reflejado en las células CHO-K1/AS5, en las que frente a la deplecién del Col,
se altera la distribuciéon de los clusteres de AChR en la superficie celular,
predominando los cliisteres asociados con dominios de baja GP (Figura 2-18 y
2-28). Es de destacar que estos experimentos se desarrollaron luego del
tratamiento con CDx, cuando la mitad de los AChR de la superficie celular se
encuentra internalizada, y por lo tanto la cuantificacion de los cambios de
distribucién por la deplecion de Col corresponde a los AChR remanentes en
membrana plasmatica.

En otra serie de experimentos, buscamos cuantificar el contenido de Col
de los distintos compartimentos intracelulares. Utilizamos condiciones de
experimentacion en las cuales pusimos en evidencia unicamente el Col
proveniente de la membrana plasmatica, como consecuencia de su
internalizacion. Para tal fin, las células se marcaron con fPEG-Chol, tal como
lo indica la seccion Materiales y Métodos. Es interesante observar que los
AChR internalizados en vesiculas pequenas en las células CHO-K1/AS no co-
localizan con el analogo fluorescente del Col (Figura 2-26), siendo el valor
promedio de la GP de estas vesiculas menor que el de la membrana plasmatica
(Figura 2-25B). Este fenomeno es independiente del camino endocitico seguido
por el AChR, ya que sucede lo mismo cuando las células son tratadas con CDx
(Figura 2-27), situacion en la cual los AChR se internalizan por una via
dependiente de Arf6 (Figura 2-19) (Borroni V. y Barrantes F., 2011). Los
resultados encontrados sugieren que la asociacién de los AChR con dominios
lipidicos con bajos valores de la GP, es decir bajo contenido de Col, favorece su
endocitosis. Efectivamente, estos experimentos complementan a la premisa que
establece que el Col es un factor estabilizante del AChR (Barrantes F., 2007;
Barrantes F., 2010; Barrantes F., 2012), por lo que la posibilidad de que los
AChR asociados a dominios con menor GP permanezcan en la superficie celular
es menos probable (Figura 2-28).

Tal como sucede con otras proteinas (Plowman S. y col., 2005; Tian T.,
2007), la distribuciéon de los clusteres de AChR en dominios lipidicos es
independiente de la cantidad neta de receptor en la superficie celular. Cuando

las células son incubadas con BTX y el 50 % de los AChR presentes en la
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membrana plasmatica se internaliza, la distribucion del AChR en dominios
con diferentes valores de la GP en relacion al valor promedio de la membrana
no difiere de lo observado en células en donde no se produjo dicha endocitosis
(Figura 2-23). Esto mostraria la contribucién de las moléculas de AChR a la
organizacion de su entorno lipidico, tal como se demostrara por nuestro
laboratorio en diferentes trabajos a lo largo de los anos (Barrantes F., 2004;
Barrantes F., 2007; Barrantes F., 2010; Barrantes F., 2012).

Como sucede con el Col, la asociacién de los clisteres de AChR con el
citoesqueleto de actina es otro factor importante en la organizacién del entorno
lipidico del receptor. La disrupcion de la actina en las células CHO-K1/AS
modifica la distribucion de los clusteres de AChR en dominios lipidicos. El
tratamiento con Lat A, droga que se une a los monémeros de actina para
prevenir asi la formacion de F-actina (Figura 2-20) (Fujimoto L. y col., 2000;
Lamaze C. y col., 1997; Coue M. y col., 1987) conduce a la asociacion del AChR
con dominios de membrana con valores de la GP mayores que el promedio de la
membrana plasmdtica (Figura 2-22 y 2-28). Estos resultados sugieren que la
distribucion de los AChR en la superficie celular es regulada por la integridad
del citoesqueleto de actina. Efectos similares mediados por actina se observan
en otras proteinas, tales como receptores asociados a proteinas G (Ganguly S.
y Chattopadhyay A., 2010; Sah V. y col., 2000), ERK (Pullikuth A. y Catling A.,
2007) y Src quinasas (Chichili G. y Rodgers W., 2007). Se postula que esta
asociacion/disociacion con dominios lipidicos de diferentes caracteristicas
estructurales sirven como control de la transduccion de senales. Las
modificaciones en la distribucion de los clusteres de AChR por la disrupcion
del citoesqueleto de actina mediada por Lat A, podria ser consecuencia de
alteraciones en la estructura de los dominios lipidicos y/o la deficiencia de
interacciones entre el citoesqueleto de actina y el AChR.

Estudios previos demostraron que el citoesqueleto de actina puede
impartir orden sobre los lipidos de la membrana plasmatica (Gaus K. y col.,
2005; Liu A. y Fletcher D., 2006), por lo que se propone a la actina como un
factor de estructuracion de los dominios lipidicos en las células (Chichili G. y
Rodgers W., 2009). Sin embargo, no detectamos cambios en los valores de la
GP promedio de la membrana plasmadtica en las células CHO-K1/AS5 tras el
tratamiento con las tres drogas disruptoras del citoesqueleto (Figura 2-22C).
Esto nos indicaria que en nuestro sistema de estudio, la alteracién del

citoesqueleto de actina no induce cambios generales en la fluidez de la
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membrana, sugiriendo entonces que la estructura de los dominios lipidicos
permanece conservada.

Curiosamente, la internalizacion de los AChR de la superficie celular
inducida por la unién del ligando BTX, es inhibida cuando la estructura del
citoesqueleto de actina se encuentra alterada (Figura 2-22A, Internalizacion de
la BTX) (Kumari S. y col., 2008). Es decir que la funcion del citoesqueleto de
actina sobre la estabilidad del AChR es muy compleja y todavia no se alcanzo
a dilucidar. Para la endocitosis del AChR gatillada por ligandos es
indispensable la polimerizacién de la actina (Kumari S. y col., 2008), pero a su
vez la interaccion con actina es necesaria para estabilizar y mantener los
clusteres de AChR encontrados en células musculares en cultivo, tales como
la linea C2C12 (Godfrey E. y Schwarte R., 2010; Pato C. y col., 2008;
Stetzkowski-Marden F. y col., 2006a).

Los resultados encontrados en este capitulo nos indican que Ila
estabilidad del citoesqueleto de actina se encuentra directamente relacionada
con la organizacién del AChR en la superficie celular. La senalizacion mediada
por agrina en las células musculares C2C12, lleva a que el efecto
estructurador de la actina en la formacion de dominios lipidicos ordenados
permita la asociacion de los clusteres de AChR con estos dominios y con
proteinas que favorecen el proceso de clusterizacion, para finalmente formar
agregados micrométricos de este receptor (Cartaud A. y col, 2011;
Stetzkowski-Marden F. y col.,, 2006a). Sin embargo, en las células CHO-
K1/AS5, la union de nanoclusteres de AChR y la polimerizacion de actina
facilitan la internalizacion este receptor (Kumari S. y col., 2008). Si el
citoesqueleto de actina correctamente ensamblado previene la asociacién de
pequerios clusteres con dominios de membrana con valores altos de la GP, se
puede suponer que su disrupcién eliminara esta barrera (Figura 2-22 y 2-28), y
llevara al incremento en el tamano de los nanocltusteres de AChR (Wenz J. y
col., 2010) y por lo tanto a la reduccion de la velocidad de internalizacion del
receptor estudiado (Kumari S. y col., 2008).

En sintesis, en este capitulo de Tesis demostramos que la distribucion de
los AChR en los diferentes dominios lipidicos de la membrana se encontraria
perfectamente balanceada por mecanismos dinamicos, sin depender
exclusivamente de las propiedades biofisicas de esta proteina. Las
modificaciones en este balance, traen consecuencias en los niveles del AChR

presente en la superficie celular, asi también como en el grado de
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internalizacién. Los mecanismos que operan en la correcta distribucion de los
AChR en dominios especificos en las células CHO-K1/AS5 involucran la
disponibilidad de Col y la integridad del citoesqueleto de actina (Figura 2-28),

elementos esenciales para lograr la compartimentaciéon de la membrana

plasmadtica.

Figura 2-28. Cambios en la distribucion de los clisteres de AChR mediados
por la deplecion del Col o la disrupcion del citoesqueleto, en las células CHO-
K1/A5. Los fosfolipidos coloreados en verde corresponden a regiones de la
membrana plasmatica con mayor valor de la GP, y por lo tanto mas ordenadas, que
el promedio de la GP de la membrana (fosfolipidos en celeste); mientras que los
fosfolipidos naranjas corresponden a regiones con menor valor de la GP (mas Ld).
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