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Resumen

El receptor de acetilcolina nicotinico (AChR) es un canal i6nico de la familia de
canales idnicos activados por ligando (LGIC) que esta presente en el sistema nervioso
central y en la union neuromuscular (UNM). Su estabilidad en la membrana celular es
importante, ya que determina el nivel de respuesta colinérgica y puede ser alterada ante
diversas situaciones fisiolégicas y patoldgicas.

Se ha propuesto que la endocitosis del AChR es el mecanismo mas importante de
neuromodulacion de la UNM y de sinapsis centrales, tanto en condiciones fisioldgicas
como en diversas patologias. En este trabajo estudiamos la endocitosis del AChR
heter6logamente expresado en células CHO-K1. Demostramos que la unién del
antagonista competitivo «-bungarotoxina (xBTX) o el entrecruzamiento con
anticuerpos induce la internalizacion de los AChR de la superficie celular. Este proceso
ocurre en dos etapas: primero los complejos AChR-aBTX son secuestrados en un
compartimiento tubular conectado con la superficie, como lo demuestra la diferente
accesibilidad de la «BTX fluorescente unida al AChR a sondas de alto y bajo peso
molecular. Subsecuentemente el AChR es internalizado a través de un mecanismo
independiente de clatrina, de dinamina y de caveolina. La desorganizacién de la actina
inhibe estos dos procesos, lo que indica que ambos requieren la integridad del
citoesqueleto.

La funcion del AChR depende de la composicion de los lipidos que lo rodean en
la membrana y entre éstos el colesterol (Col) parece ser necesario para mantener la
estructura del AChR (revision en Barrantes, 2007). El Col también es necesario para la
formacién y estabilizacion de los agregados del AChR en la membrana de células C2C12.
Debido a la importancia de este lipido sobre distintos aspectos del AChR estudiamos su
influencia en la estabilidad del receptor en la membrana de las células CHO-K1/A5S.
Descubrimos que la deplecion de Col (Col-) mediada por ciclodextrinas acelera la
internalizacién del AChR en una forma dependiente de la dosis (Borroni et al., 2007).
Experimentos realizados con una proteina dominante negativa de dinamina (dinK44A-

HA) y una forma truncada de Eps15 (Eps15 95A295) indicaron que la internalizacion del

il



AChR en células Col- es independiente de clatrina y de dinamina. El bloqueo de la
funcionalidad de la GTPasa Arf6 por la expresién de una versién dominante negativa de
dicha proteina (Arf6 T27N-HA) demostré que la deplecién de Col vuelve la
internalizacion del AChR sensible a la actividad de Arf6. La inhibicién de la formacion de
acido fosfatidico con alcoholes primarios también disminuy6 la endocitosis del AChR en
células Col-indicando la importancia de este lipido. Al igual que en células con niveles
normales de Col, la internalizacién del AChR en células Col- depende de la actividad de
la pequena GTPasa Racl. Sin embargo, ni el secuestro del PI4,5P, a través de la
sobreexpresién de la proteina de fusidon del dominio PH de la fosfolipasa Cd, PH-PLC®-
GFP, ni la desorganizacién del citoesqueleto a través de agentes farmacoldgicos
afectaron la internalizacidon del AChR en condiciones de deplecién de Col celular. Estos
resultados resaltan la importancia del Col como modulador de la estabilidad del AChR

en la membrana.

v



Abstract

The nicotinic acetylcholine receptor (AChR) is an integral membrane protein
belonging to the superfamily of the 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 pathological
conditions.

El receptor de acetilcolina nicotinico (AChR) es una proteina integral de
membrana de la superfamilia de canales iénicos activados por ligando (LGIC). Esta
presente en el sistema nervioso central y en la uniéon neuromuscular (UNM). Su
estabilidad en la membrana celular es importante, ya que determina el nivel de
respuesta colinérgica y puede ser alterada ante diversas situaciones fisiolégicas y
patoldgicas.

Endocytosis of the AChR is proposed to be a major mechanism of
neuromodulation at neuromuscular junctions and in the pathology of synapses in the
central nervous system. Here we have studied the endocytosis of AChR heterologously
in CHO-K1 fibroblasts. Binding of the competitive antagonist x-bungarotoxin (xBTX) or
antibody-mediated crosslinking induces the internalization of cell-surface AChR to late
endosomes. Internalization occurs via sequestration of AChR-«BTX complexes in
narrow, tubular, surface-connected compartments, as indicated by differential surface-
accessibility of fluorescently-tagged oBTX-AChR complexes to small and large
molecules. Internalization takes place by a clathrin and caveolin-independent pathway,
and does not require the function of dynamin. However the integrity of the actin
cytoskeleton is required for AChR sequestration and internalization since perturbation
of actin polymerization inhibits these processes. This pathway resembles a recently
elucidated dynamin-independent internalization mechanism employed for down-
regulation of long-term resident plasma membrane proteins, and may provide insights
into AChR dynamics at ligand-gated synapses and in pathological conditions such as

the autoimmune disease mysthenia gravis.



Proper function of the AChR depends on the composition of surrounding lipids,
and among these, cholesterol (Chol) appears to be necessary for ion translocation and
formation and maintenance of AChR clusters (reviewed by Barrantes, 2007). Here we
study the modulation of surface AChR stability by Chol. We demonstrate that Chol
depletion (Chol-) accelerates AChR internalization (Borroni et al., 2007) in a dose
dependent manner. Experiments with a dominant negative mutant of dynamin
(dynK44A-HA) or a truncated form of Eps15 (Eps15 95A295) indicated that receptor
internalization in Chol- cells is clathrin- and dynamin-independent. A dominant
negative (Arfé T27N-HA) or a constitutive active mutant (Arf6Q67L-HA) of the GTPase
Arf6é showed that Chol- routes AChR to an Arf6-dependent pathway which does not
operate at normal Chol levels. Transient expression of the dominant negative form of
Rac1, RacIN17, showed that the endocytic pathway also requires this small GTPase.
Inhibition of phosphatidic acid production by PLD also decreases the endocytosis of
AChR in Chol- cells. Neither the PI(4,5)P2 sequestration by overexpression of PH-PLC®-
GFP nor pharmacological disruption of the actin cytoskeleton affected the accelerated
AChR endocytosis. These results highlight the importance of Chol in modulating AChR
endocytosis and thus contributing to the maintenance of functional receptor levels at

cell membrana.
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«BTX = x-bungarotoxina.

ACh = acetilcolina.

ANHT dominio homélogo de la region N-terminal de AP180.
AChR = receptor de acetilcolina nicotinico.

AMPA = acido y —amino-3-hidroxi-5-metilsoxanolpropiénico.
AP = proteinas ensambladoras o adaptadoras.

Arf6 = factor de ADP-ribosilacion 6.

ATP = adenosina trifosfato.
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CCD = dispositivo de cargas interconectadas.
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D.E. = desvio estandar.

DMSO = dimetilsulféxido.
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EEA1= antigeno de endosomas tempranos 1.
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EPS 15 = sustrato 15 del receptor del factor de crecimiento epidérmico.

EH = dominio homélogo de Eps15.
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fPEG-Col = fluoresceina polietilenglicol colesterol.
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°C = grados centigrados.

GalT= galactosil transferasa

GAP = proteina activadora de GTPasa.
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GDI = proteinas inhibidoras de la disociacién del GDP.

GEF = factores de intercambio de nucleétidos.

GED = dominio efector de GTPasa.

GFP = proteina fluorescente verde.

GPI-AP = proteinas ancladas por glicosil fosfatidil inositol.



Abreviaturas

GTP = guanosina trifosfato.

h = hora.

hs = horas.

Lamp1= proteina asociada a membranas de lisososmas
LE = endosoma tardio.

LGIC = canales idnicos activados por ligandos.

MM = micromolar.

M1= segmento transmembranal M1.

M2= segmento transmembranal M2.

M3= segmento transmembranal M3.
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M1 = medio 1.
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Paks = quinasas activadas por p21.

PF = paraformaldehido.
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PH = dominio homélogo de plekstrina.

PKC = protein quinasa C.
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SA = estreptavidina.

SE= endosoma de seleccion.
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Tfr = transferrina.

TGN = red trans Golgi.

UNM = unién neuromuscular.
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Introduccion

La comunicacion celular

Todos los organismos estan expuestos a cambios en el medio ambiente que los
rodea; la posibilidad de adaptarse a esos cambios es lo que les garantiza la
supervivencia. Las células deben poseer entonces la capacidad de intercambiar
informacion con el medio ambiente y con otras células. Para esto es necesario que
cuenten con sistemas de recepcidn, generacion, transmision y respuesta para una
multitud de sefales que las comuniquen e interrelacionen funcionalmente entre si. La
comunicacioén celular puede establecerse de distintas formas (Figura 1) que incluyen: a)
conexién directa a través de uniones estrechas (“gap junctions’) que permiten el
intercambio de sustancias de bajo peso molecular entre los citoplasmas de células
adyacentes; b) contactos célula-célula: la sefial permanece anclada a la membrana de la
célula emisora mientras interactia con la célula receptora a través de moléculas de
adhesion celular; c¢) liberacion por parte de una célula emisora de sefiales quimicas
como hormonas, neurotransmisores y factores troficos que actian sobre una célula
blanco en la que encuentran receptores especificos. La célula blanco puede ser la
misma célula emisora (comunicacion autdcrina), células vecinas (comunicacion

paracrina) o células lejanas (comunicacion endocrina).

La sinapsis y sus componentes

En el sistema nervioso la comunicacion se lleva a cabo en regiones
especializadas denominadas sinapsis. En la sinapsis se encuentran todos los elementos
basicos necesarios para la comunicacién: un terminal presindptico que actia como
emisor de un mensaje y un terminal postsinaptico que actlla como receptor. Existen dos
tipos de sinapsis que difieren en su estructura y en la forma en que transmiten el
impulso nervioso:

-Sinapsis eléctricas: transmiten y sincronizan mensajes eléctricos en forma
rapida. Morfolégicamente corresponden a las uniones estrechas en las que las
membranas plasmaticas de los terminales presinaptico y postsinaptico estan ubicadas a

una distancia de 2 a 3 nm y se encuentran conectadas por canales. Estos canales, al



Introduccion

adoptar la configuracién abierta permiten el libre flujo de iones desde el citoplasma del
terminal presinaptico hacia el citoplasma del terminal postsinaptico, trasmitiendo en

forma practicamente instantanea los cambios eléctricos de una célula a otra.

=L
) b %A'C'“ (){

Canales de Ca*?
dependientes de voltaje

o Membrana
Neurotransmisares presinéptica

Vesicula sindptica

34 recapiadora

Membrana de NEurGLFANSMisor

celular - g
I/Tt.’l’n'lin:ll axénicn : s Receptores de . . P .
_\i Densidad E!?E(EIII.!DU - 8 neurotransmisor }ESpaCIO SlnaptICO
N ! D, Membrana
Unib de Célula il postsinaptica

hendidura'* postsindprica: ' 16nico

Figura 1. Mecanismos de comunicacioén celular. A) las uniones gap permiten el paso uni o
bidireccional de solutos entre dos células a una distancia de ~2 nm. B) contacto célula-célula:
se conectan dos células a través de moléculas especificas de adhesion. C) comunicacion a
través de mensajeros quimicos, a) enddcrina, b) autdcrina o c¢) paracrina. D) Esquema de una
sinapsis eléctrica y una sinapsis quimica.

-Sinapsis quimicas: en este caso el mensaje transmitido esta codificado en una
sustancia quimica llamada neurotransmisor. Las membranas de los terminales
presinaptico y postsinaptico estan engrosadas y las separa un espacio intercelular de
20-30 nm de ancho, la hendidura sinaptica. Ante la llegada de un estimulo, el terminal

presinaptico libera el neurotransmisor al espacio sinaptico desde donde difunde hasta
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encontrarse con su receptor en el terminal postsindptico. La unién del neurotrasmisor al
receptor produce la respuesta.

Numerosas sustancias de distinta naturaleza quimica actlan como
neurotransmisores, entre las que se incluyen: ésteres como acetilcolina (ACh) , aminas
como dopamina, noradrenalina y serotonina, aminoacidos como glicina, acido y-
aminobutirico (GABA) y glutamato, péptidos como las encefalinas y endorfinas y las
purinas como adenosina.

Los receptores de neurotransmisores funcionan como transductores de la sefal
quimica. Hay dos tipos principales de receptores, metabotrdpicos e ionotrdpicos, que
difieren en su estructura y en su tiempo de respuesta. Los receptores metabotrépicos
estan acoplados a proteinas G y producen segundos mensajeros por lo que su tiempo
de respuesta es mas lento (min a hs). Entre ellos se encuentran los receptores
metabotrépicos del glutamato, de GABA-B, de serotonina y receptores muscarinicos de
ACh. Los receptores ionotrépicos, en cambio, producen una respuesta rapida (del orden
de los mseg) al abrir o cerrar canales iénicos. Es el caso de la superfamilia de receptores
activados por ligando (“LG/C’) formada por familias de receptores relacionados
estructuralmente. Entre ellos se encuentran los receptores ionotrépicos de glutamato,
AMPA, NMDA y kainato, los receptores activados por ATP, y los receptores de GABA-A,
de glicina, de serotonina 5-HT3 y el receptor de ACh nicotinico (AChR). A este ultimo
grupo también se los conoce como familia de receptores de lazo de cistina ‘Cys-/oop’.
Estos receptores comparten en su estructura la presencia de un lazo de trece
aminodacidos formado por la unién de dos residuos de cisteina a través de un puente
disulfuro (1). EI AChR es el receptor mejor caracterizado dentro de esta familia y se ha

convertido en el prototipo de LGIC (2).

Estructura del AChR

El AChR es una proteina integral de membrana formada por 5 subunidades con
alta homologia. Se expresa en la unién neuromuscular (UNM) y en el sistema nervioso

central (SNC). En el SNC existen 14 subtipos de receptor identificados a la fecha,
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constituidos por subunidades a y no a, asi como homopentameros formados por
subunidades a solamente (3). Los AChR neuronales son permeables al Ca2+ y se cree
gue actlan principalmente modulando la liberacién de neurotransmisores (4). EIl AChR
muscular es un heteropentamero formado por cuatro subunidades diferentes acopladas
en estequiometria a2pyd (receptor embrionario) o a2Bed (receptor adulto).

La estructura del AChR puede dividirse en tres dominios: un dominio extracelular,
un dominio transmembrana que forma el canal y un dominio citoplasmatico. Cada
subunidad contiene los extremos amino- y carboxi- terminal extracelulares, siendo
mas largo el extremo amino. Posee ademds cuatro segmentos transmembrana (M1-M4)
conectados por segmentos citoplasmaticos de diversas longitudes (Figura 2A). El AChR
de tipo muscular posee dos sitios de unién de ligandos (agonistas y antagonistas
competitivos) que se encuentran en las interfaces de la subunidades x-y/¢ y «-9

(Figura 2B).
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Figura 2. Estructura del AChR . A)
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presentes en cada subunidad. B) Disposicion
de las subunidades para formar el AChR
muscular adulto y sitios de unién a ACh. C)
Ordenamiento de los segmentos
transmembrana del AChR.

A y B, tomados de Karlin, 2005. C, tomado de
Cymes y Grosman, 2008.
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Tres anillos concéntricos pueden distinguirse en la region transmembrana del
AChR (5,6). Los segmentos M2 de todas las subunidades delinean las paredes del canal
y forman el anillo interno; M1 y M3 constituyen el anillo medio, y los segmentos M4
forman el anillo externo, el cual esta en contacto con los lipidos de la membrana (Figura
2C). La union de la ACh al AChR induce un cambio conformacional que se transmite al
resto de la estructura de la proteina y abre el canal central a través del cual circulan
cationes. Esta entrada de cationes produce la despolarizacion de la membrana
postsinaptica.

El AChR y el colesterol

La funciéon del AChR depende del ambiente lipidico que lo rodea y de las
interacciones lipido-proteicas que pueda establecer. Se ha postulado que estas
interacciones son necesarias para estabilizar la estructura secundaria requerida para la
funcidon del canal iénico (7). Entre los lipidos, el colesterol (Col) ha mostrado ser
esencial para preservar y modular la funciéon del AChR (5-11). Este efecto del Col podria
deberse a la unién especifica del Col al AChR (12), o a la modulacion que el Col ejerce
sobre las propiedades biofisicas de la membrana (13). Muchos trabajos han identificado
sitios de union de Col al AChR (12) y recientemente se ha determinado por simulaciones
que en ausencia de Col la estructura del AChR colapsa (14).

Ademas de los efectos ejercidos sobre la funcionalidad del canal i6nico, el Col
también regula los procesos de ensamblado, trafico, inserciéon y estabilidad en la
membrana del AChR en diversos tipos celulares. Niveles adecuados de Col son
necesarios para la estabilidad en la membrana del AChR neuronal de tipo &7 en espinas
somaticas de neuronas ciliares (15). En células musculares C2C12, se demostro la
importancia del Col en la formacion y estabilidad de los agregados de AChR en la
superficie celular (16-19). Este mismo fendmeno se observo en células CHO-K1/AS5, en
donde el AChR forma agregados del orden de los nanometros, cuya distribucion
depende del contenido de Col en la membrana (20). En estas mismas células también se
demostré que la deplecién cronica de Col, detiene el trafico exocitico del AChR en el

aparato de Golgi (21).
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Formacion de la union neuromuscular

En la membrana postsinaptica de la UNM adulta el AChR forma agrupamientos
con elevada densidad de receptores (22). La diferenciacién de la UNM es un proceso
coordinado entre las terminales nerviosas y la fibra muscular (Figura 3,(23). En una
primera etapa, el AChR es agregado en la membrana de la region central de la célula
muscular, independientemente de la actividad de la terminal nerviosa (24). Para la
formacién de estos agregados, que sirven como guia para la formacién de la sinapsis,

es necesaria la actividad del receptor de la tirosina quinasa especifico de musculo

-y, TN
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Figura 3. Agregacion del AChR durante el desarro llo de la UNM . El axén de la neurona
motora hace contacto con el miotubo en las areas en donde se pre-agrego el AChR. La
liberacion de ACh estabiliza este contacto sinaptico aumentando la estabilidad de los AChR
en esta zona. Agrina por su parte, induce la agregacién de los receptores a través de la
activaciéon de MusK y la intervencion de rapsina. Asimismo, aumenta la sintesis de las
subunidades de AChR por parte de los nlcleos subsinapticos. Estos efectos locales llevan a
la formacion de agregados de AChR en la zona sinaptica. Tomado de Sanes y Lichtman, 2001.
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Subsecuentemente, la liberacion de ACh por la terminal nerviosa motora genera
potenciales postsinapticos que regulan positivamente la estabilizacién y localizacion de
los contactos sindpticos. Asimismo, la ACh promueve la dispersion de los AChR no
sinapticos (25,26). Por ultimo, la liberacién de agrina por parte de la terminal nerviosa
aumenta la activacion de MusK y la acumulacién y estabilidad de los AChR en la sinapsis,
contrarrestando el efecto de la ACh (27-30). La activacién de MusK por su parte,
desencadena una cascada de senales que reorganizan el citoesqueleto de actina (31). La
interaccion de los AChRs con el citoesqueleto de actina favorece la agregacién y
restringe la difusion de los receptores en la membrana (32,33).

Recientemente se ha propuesto que la asociacion del AChR con dominios
lipidicos ricos en Col y esfingolipidos también regularia la formacion y estabilidad de
los agregados de AChR (18,19). Se observé que la depleciéon de Col reduce el numero
de agregados del orden de micrones del AChR en miotubos e induce la fragmentacion
de los agregados preexistentes (18,19,34).

Dindmica del AChR en la UNM

El mantenimiento de un nimero adecuado de AChRs en la membrana
postsindptica de la UNM adulta es necesario para el correcto funcionamiento del
mecanismo de contraccion muscular. Esto resulta evidente en la enfermedad
autoinmune miastenia gravis, en donde la disminuciéon del nidmero de AChR en la
membrana de la célula muscular provoca los sintomas de debilidad muscular
caracteristicos de esta enfermedad (35).

En la UNM adulta, la estabilidad del AChR en la membrana depende de la
actividad sinaptica. Por ejemplo, luego de la denervacién del musculo, la vida media del
AChR disminuye de 2 semanas a 1-3 dias (36-40) mientras que el bloqueo del receptor
con & bungarotoxina (xBTX) o curare la disminuye a algunas horas (41). Esta pérdida de
AChR puede prevenirse por la estimulacion directa del musculo o restaurando la
actividad sinaptica (39,41,42).

El AChR internalizado puede degradarse o volver a la membrana de nuevo en un

proceso conocido como reciclaje (43,44). Estos AChR reciclados se reinsertan en la
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membrana y son internalizados mas rapidamente que los AChR preexistentes. El
bloqueo de la actividad también modula los AChR reciclados, en este caso
disminuyendo su insercién en la membrana postsinaptica. Esta modulaciéon podria estar
mediada por el ingreso de Ca2+ asociado a la actividad del AChR (43,44).

En células C2C12, el AChR tiene una vida media mascorta, aproximadamente 6
hs y su estabilidad es modulada por la union de ligandos (45). Sin embargo, en estas
células el AChR no recicla, sugiriendo que este proceso requiere algun factor neural,
todavia no identificado. La inserciéon de nuevos receptores es entonces, el mecanismo
principal que compensa la internalizacion, para mantener el nimero de AChR en la
membrana en ausencia de inervacion (43,44).

Pese a conocerse la cinética de internalizacién y reciclado del AChR en diversos
sistemas, poco se sabe del mecanismo por el cual estan ocurriendo estos procesos.
Existen en las células diversos mecanismos de internalizacion, que contribuyen a la
regulacion de la dindmica y composicion de la membrana celular. En la sinapsis, por
ejemplo, la magnitud de la respuesta dependera de la cantidad de neurotrasmisor
liberada y del numero de receptores disponibles para ser activados en la membrana
postsindptica. Los factores que determinen el nimero de receptores presentes en la
superficie celular, seran entonces fundamentales para precisar el nivel de la respuesta.

En muchos casos este proceso es regulado por la unién del neurotransmisor al
receptor quien después de activarlo induce su internalizacion. Esta endocitosis inducida
por el ligando se ha observado en el caso del receptor de GABA, del receptor de
glutamato en sus dos subtipos ~AMPA y NMDA- del receptor de la glicina, y como se
explicara anteriormente, del AChR. Se cree que este proceso contribuye a la plasticidad

sinaptica, expresién celular del aprendizaje y la memoria.

Mecanismos endociticos

El proceso por el cual las células internalizan moléculas, macromoléculas o
particulas se denomina endocitosis (Figura 3). La endocitosis puede ocurrir por diversos

mecanismos que se dividen en dos grandes categorias: fagocitosis y pinocitosis. La
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fagocitosis es la internalizacion de particulas de gran tamafo (> 200 pm) como
bacterias o restos celulares y ocurre en células especializadas como macréfagos,
monocitos y neutréfilos (46). La pinocitosis, en cambio, es la internalizacion de
particulas mas pequefias (< 200 pm), ocurre en todas las células e incluye varios
mecanismos diferentes: macropinocitosis, endocitosis mediada por clatrina (CME),
endocitosis independiente de caveola y endocitosis independiente de clatrina y de

caveola.

Phagocytosis Macropinocytosis

Clathrin- Cavealin-
dependent dependent Clathrin- and caveclin-
endocytosis independent pathways

?Ca\feolin @ O
O

\_O*
\—Q...

Lysosome

Figura 3. Mecanismos de entrada de material a la célula. Particulas grandes como las
bacterias, por ejemplo, pueden ser tomadas por la célula por el mecanismo de fagocitosis,
mientras que la mayor parte del fluido es incorporado por pinocitocis. Las moléculas mas
pequefias son captadas por endocitosis, la cual comprende las vias dependiente de clatrina e
independiente de clatrina. Dentro de este Ultimo grupo han sido descriptos diversos
mecanismos con distintos requerimientos moleculares. El material internalizado es
transportado a los endosomas tempranos a través de vesiculas (vesiculas recubiertas de
clatrina o caveolina) o tubulos (transportadores independientes de clatrina y dinamina, CLICS)
derivados de la membrana plasmatica. Algunas vias pueden pasar primero por
compartimientos intermedios como el caveosoma o el compartimiento endosomal enriquecido
en GPI-AP (GEEC). Tomado de Mayor y Pagano, 2007.

Para facilitar su descripcion y estudio, Mayor y Pagano (2007) propusieron
clasificar los distintos mecanismos endociticos en base a su dependencia respecto a
clatrina, luego en base al mecanismo utilizado para el desprendimiento de las vesiculas
de la membrana y por ultimo a algun componente molecular indispensable y
caracteristico del camino, como la necesidad de una GTPasa (Figura 4). De esta forma

sencilla, quedan evidenciados los requerimientos moleculares de cada mecanismo.
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o~ ]
Clatrina
Dependiente | Independiente |
Dependiente de dinamina Dependiente de dinamina Independiente de dinamina
' v
‘ Inducido por ligando | | Regulado por cdc42 |
| Constitutivo | | Regulado por RhoA| | Regulado por Arfé |

Figura 4. Esquema de clasificacion de las distintas vias endociticas. Adaptado de
Mayor y Pagano 2007.

Endocitosis mediada por clatrina

Es la ruta mejor caracterizada y permite a las células internalizar biomoléculas y
nutrientes a través de receptores especificos que poseen sefiales de internalizacion que
son reconocidas por la maquinaria endocitica. CME involucra la concentracién de
receptores de alta afinidad y sus ligandos unidos, en regiones de la membrana
plasmatica que estan curvadas hacia el citosol y recubiertas por clatrina, los ‘huecos de
clatrina’® o CCP. Estas regiones se invaginan y finalmente se desprenden de la
membrana para dar lugar a una vesicula endocitica recubierta de clatrina (CCV) que
contiene los complejos ligando-receptor. Luego esta vesicula pierde el recubrimiento de
clatrina (Figura 5A). Si bien los principales componentes de los CCP son clatrina y las
proteinas ensambladoras (AP) hay un gran nimero de proteinas accesorias que estan
involucradas en las distintas etapas de la formacion de vesiculas, como por ejemplo
dinamina, Eps15, epsina, sinaptojanina y amfifisinas (47-49). La mayoria de ellas son
proteinas de alto peso molecular con multiples dominios para establecer las
interacciones proteina-proteina o lipido-proteina necesarias para la coordinacién

temporal y espacial de la CME.

Clatrina y proteinas ensambladoras

La clatrina es una proteina formada por tres cadenas pesadas que forman una

estructura de tres brazos denominada triskelion (Figura 5B). Cada cadena pesada estd a
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su vez fuertemente asociada a una cadena liviana (50,51). En condiciones de baja
concentracién de sales y alta concentracion de calcio los triskeliones de clatrina se
autoensamblan en una red poligonal cerrada. Para que este ensamblaje ocurra /n vivo es
necesaria la presencia de AP. Se han identificado dos clases de AP, los complejos AP

heteropentaméricos (AP1-5) y la AP monomérica, AP180 (50-54)

o Transferrin ek | '\_// BT
i

[ﬂ. Transferrin receptor

B

Clathrin Adaptor
triskelia complex 2

éch
\J T :;'
CLC

Figura 5. Endocitosis mediada por clatrin  a. A) Estructura de los principales componentes
de CME, clatrina, AP2 y dinamina. B) Ciclo de formacion de una CCV. Tomado de Conner y
Schmid, 2003.

Dynamin o

En la membrana plasmatica la formacién de vesiculas endociticas recubiertas de
clatrina estd mediada por AP2. La estructura de este complejo consiste en dos
subunidades relacionadas, « y B2 adaptinas, una subunidad media, p2, y una
subunidad pequefia g2 (Figura 5B). La subunidad x-adaptina especifica la ubicacion en
la membrana plasmatica de AP2, asi como el reclutamiento de moléculas accesorias
reguladoras. La subunidad B2 interactia con clatrina y estimula su ensamblaje. La
subunidad p2 une motivos de tirosina en los dominios citoplasmaticos de los

receptores que van a ser internalizados, para concentrarlos en los CCP. Por ultimo la
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subunidad o2 pareciera tener un papel estructural, estabilizando el complejo. Un gran
numero de proteinas que unen clatrina o AP2 han sido identificadas e involucradas en la
formacién de CCV. En esta estructura el adaptador el AP2 juega un papel central:
interacciona con el receptor a internalizar y con clatrina, reclutando luego, ya sea
directa o indirectamente, muchas de estas proteinas accesorias (55).

La AP180 (especifica de neuronas) o su homologa ubicua, CALM, se unen
directamente a clatrina y estimulan su ensamblaje en estructuras de tamafo uniforme.
Debido a que exhiben una potente capacidad ensambladora, se cree que son necesarias
para un ensamblado eficiente de clatrina /n vivo (56-58).

Dinamina

Una vez reclutado el receptor a internalizar en los CCP, éstos se invaginan hasta
separarse de la membrana que la originé. Este proceso de separacion se denomina
fisibn y puede ocurrir como consecuencia directa del aumento de la curvatura e
invaginacion de la membrana o por un mecanismo diferente como la acciéon de la
proteina dinamina. La dinamina es una GTPasa de 100kDa que participa en la formacién
de vesiculas en diferentes rutas endociticas. Posee distintos dominios (Figura 5B) que
permiten: la unién a fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PI4,5P;), dominio homélogo de
pleckstrina (PH), su autoensamblado (el dominio efector de GTPasa, GED y los dominios
GTPasa y medio) y la interaccion con otras proteinas endociticas (dominio rico en
prolina/arginina, PRD). La secuencia de dinamina incluso incluye su propia proteina
activadora de GTPasa (GAP) dentro del dominio GED (59). En las ultimas etapas de la
formacion de CCV, varias moléculas de dinamina se autoensamblarian en forma de
collar alrededor del ‘cuello’ de la futura vesicula. Este proceso de autoensamblado
incrementa la actividad GTPasa (60) de dinamina. La hidrélisis de GTP, por su parte,
induce los cambios conformacionales necesarios para su activacion (61). Finalmente, la
activaciéon de la dinamina resulta en la separacién de la vesicula de la membrana
plasmatica. Es por ésto que la sobreexpresion de la mutante dinK44A, que tiene

reducida su actividad GTPasa, inhibe la via de CME (62).
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Existen varios modelos sobre el mecanismo preciso por el cual la dinamina
induce la fision de las vesiculas de la membrana: por un lado podria actuar como un
enzima mecanica (63) ya sea constriiendo el cuello de la vesicula naciente hasta
separarla (60,64,65) o empujando la vesicula hacia el citoplasma (66). Sin embrago,
otros autores piensan que la dinamina actuaria igual que cualquier otra GTPasa, es decir
como una molécula reguladora que recluta y/o activa efectores necesarios para la fision
de las vesiculas (67-69).

Eps15 y Epsina

La Eps15 posee tres dominios que se asocian constitutivamente con la subunidad
x-adaptina y se denominan EH (homélogos de Eps15) (70,71). Por microscopia
electronica se ha observado que Eps15 decora los bordes de los CCP en formacion (72).
El papel de la Eps15 seria reclutar otras proteinas y localizarlas en la vesicula naciente
(73). Su funcién se llevaria a cabo en los primeros pasos de CME, ya que se ha
observado que no es un componente de CCV maduras purificadas de cerebro (73).

La epsina (Eps]5-interacting protein) es una proteina que posee en su region N
terminal el dominio homélogo de la region N-terminal de epsina (ENTH) que une
PI4,5P, (74,75). También se une a la subunidad o« de AP-2, y a los dominios EH de
Eps15 a través de tres motivos NPF (Asn-Pro-Phe). Estudios con membranas modelo
indican que la epsina se inserta en la bicapa lipidica generando una curvatura que
facilitaria la formacion de vesiculas (76). La epsina también posee sitios para
interaccionar con clatrina vy, al igual que AP180, promueve el ensamblaje de clatrina /n
vitro (74).

Reclutamiento de proteinas a internalizar

Las proteinas que van a ser internalizadas a través de CME son reconocidas por
los adaptadores, porque exponen motivos peptidicos cortos presentes en sus dominios
citoplasmaticos (77). El motivo mas comun consiste en una secuencia de 4 aminoacidos
con la forma Yxxg@ (donde Y es tirosina, @ es un residuo hidrofébico y x es cualquier
aminoacido) que es reconocida por la subunidad py de AP2 (78). Esta sefal se encuentra

por ejemplo en el receptor de transferrina o en el de LDL.
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Otra clase de sefal de internalizacion son los motivos dileucina, que también se
asocian directamente con AP2 en la interfase entre la subunidad o y o (79). Senales de
este tipo encontramos en el dominio citoplasmatico del receptor de AMPA, GABAA vy 18
adrenérgico. La mayoria de las proteinas que poseen este motivo experimentan
endocitosis dependiente de ligando, lo que sugiere que este motivo bdsico de unién a
AP2 es usado en forma preferencial para la internalizacién regulada.

Por udltimo, otro motivo que promueve la internalizacion son los residuos de
serina fosforilados. Esto ocurre como consecuencia de la unién de un ligando al
receptor y la activacion de la maquinaria de ubiquitinacién. Muchos GPCR poseen como
sefial de endocitosis dominios ricos en serina fosforilada. Esto ocurre con muchos
receptores con actividad tirosina quinasa que se ubiquitinan e internalizan luego de la
union del ligando (80-83).

Endocitosis independiente de clatrina
Vias dependientes de dinamina

Endocitosis mediada por caveola

Las caveolas son invaginaciones de la membrana plasmatica en forma de frasco
de 50-80 nm de diametro, formadas por la proteina caveolina ((84). Estdn presentes en
muchos tipos celulares y demarcan dominios ricos en Col y esfingolipidos, en donde se
concentran diversas moléculas de sefalizacion y transportadores (85). La forma y
organizacion estructural de las caveolas esta determinada por caveolina, una proteina
dimérica que une Col, se inserta como un lazo en la hemicapa interna de la membrana
plasmatica y se auto asocia para formar las caveolas (Figura 6). La deplecion de Col, la
sobreexpresién de mutantes negativas de caveolina y la anulaciéon de los genes de
caveolina en raton destruyen las caveolas, demostrando la importancia de la caveolina y
del Col en la formacion de estas estructuras (86-88).

Experimentos de recuperacién de fluorescencia luego de fotoblanqueado (FRAP),
asi como el seguimiento de caveolas a través de la expresion de caveolina-GFP
demostraron que las caveolas son estructuras muy estables en la membrana plasmatica

(89-91). Sin embargo su internalizacion puede ser estimulada por esteroles,
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glicoesfingolipidos (92) y ligandos que unen receptores ubicados en caveolas como por
ejemplo albumina-gp60 (93) o patégenos como el virus SV40 (94,95). Todos estos
agentes, aunque diferentes en su naturaleza, estimulan mecanismos comunes que
involucran a la dinamina (96,97), Src quinasas, proteina quinasa C (PKC) y el
reclutamiento de actina (95,98). La fosforilacion en residuos tirosina de caveolina
parece ser indispensable para la internalizacion de las caveolas (95).

Como unidad estructural, las caveolas son mantenidas luego de endocitadas (99).
Una vez desprendidas de la membrana pueden fusionarse con el caveosoma
(compartimento de pH neutro, sin marcadores de endosomas, pero con componentes
internalizados por caveolas) o con los endosomas tempranos, pudiendo luego reciclarse
hacia la membrana plasmatica para su reutilizacién (100). En ninguna etapa de este

camino se pierde la union estrecha entre moléculas de caveolina, por lo que se

mantiene la estructura caveolar (99).

Figura 6. Estructura de caveola.
En el esquema se muestra como la
caveolina se inserta en la
membrana, con el dominio N-y C-
terminal hacia el citoplasma y un
dominio en forma de horquilla,
embebido en la membrana. El
c dominio de andamiaje (scaffolding
domain) estaria relacionado con la
interaccién con el Col. El dominio
Palmitoylation C terminal tiene varias
palmitoilaciones que favorecen la
insercion en la bicapa lipidica.
Tomado de Parton y Simons, 2007.
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Endocitosis regulada por RhoA

Esta via fue descripta para la internalizacién de la cadena B del receptor de
interleuquina 2 (IL2R-B), aunque también es utilizada por otras proteinas de células del
sistema inmune y fibroblastos. Luego de la union del ligando, IL2R-B particiona en
membranas resistentes al tratamiento con detergentes, la version bioquimica de los
dominios lipidicos ricos en Col y esfingolipidos presentes en la membrana plasmatica.
Recientemente se descubrid la participacién en esta via del sustrato de toxina botulinica
C3 relacionado con Ras (Racl) y sus efectores, las quinasas activadas por p21 (Paks)
(101). Rac1 puede controlar la polimerizacion de actina a través de la activacién de Paks
(102). En particular, el grupo | de Paks (Pak1, Pak2 y Pak3) son poderosos moduladores
del citoesqueleto ya que fosforilan diversos sustratos relacionados con la dinamica de
actina (103,104). Rac1 estimularia a Pak1 y Pak2 las cuales fosforilarian a la cortactina.
Esto permitiria una mejor interaccién entre cortactina con N-Wasp (proteina neural del
sindrome de Wiskott-Aldrich) aumentando la polimerizacién de actina en los sitios de
endocitosis independiente de clatrina (CIE) mediada por RhoA (101). Paks no estan
involucradas en CME, lo que indicaria que la regulacion del citoesqueleto es diferente
para cada mecanismo.

Vias independientes de dinamina

Endocitosis regulada por cdc42

La importancia de cdc42 en endocitosis fue identificada a través del estudio del
efecto de la expresion de versiones dominantes negativas de cdc42 o del tratamiento
con la toxina B de Clostridium difficile (un inhibidor de la familia de Rho GTPasas),
sobre la endocitosis de proteinas ancladas a membrana por glicosil fosfatifil inositol
(GPI-AP) (105,106). La activacion de cdc42, en el contexto de la internalizacion de GPI-
AP y fase fluida, es sensible a los niveles de Col en la membrana y esta acoplada al
reclutamiento de la maquinaria de polimerizacién de actina (107,108).

El primer trasportador que puede detectarse en esta via se forma a través de
largas y amplias invaginaciones de membrana (105), lo que permite que grandes

voliumenes de fluido se internalicen en una sola vesicula. Esta via representa el principal
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mecanismo de internalizacién de fase fluida en muchos tipos celulares (105). También
es utilizado por la subunidad B de la toxina colérica (CtxB), por la proteina vegetal ricina
(109,110) y por la toxina vacuolante de Helicobacter pyllori, VacA (111). Muchos de
estos ligandos pueden ingresar a la célula a través de otras vias endociticas, por
ejemplo CtxB puede internalizarse a través de caveolas y/o de CME, lo mismo ocurre
con la proteina prionica PrP¢, una GPI-AP (112-114). Esto puede deberse a la asociacion
lateral de estas proteinas con moléculas que estén destinadas en principio a otras vias
(107,115).
Endocitosis regulada por Arfé6

El factor de ADP-ribosilacién 6 (Arf6) ha sido identificado como un regulador
clave en la endocitosis independiente de clatrina y dinamina de diversas proteinas como
las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC-I), B-
integrinas, carboxipeptidasa E y E-caderina (116,117). La Arfé estimula el remodelado
de actina, la generacién de PI4,5P, por la activacion de la enzima fosfatidil inositol 4
fosfato 5 quinasa (PIP5K) y ha sido también involucrada en la dindmica de endosomas
ya que influencia la velocidad de reciclaje de varios componentes de la membrana
(118,119). Es de notar sin embargo que los efectos de Arf6 parecen ser especificos de
cada tipo celular. Asi por ejemplo la sobreexpresién de una versién de Arf6
constitutivamente activa en células HELA estimula la internalizacion de GPI-AP
(118,120), mientras que ésto no ocurre en células CHO (121). Las proteinas
internalizadas por esta via pueden reciclar a la membrana plasmatica a través de una
organela especifica, el compartimiento de reciclaje tubular que contiene Arfé (119).
Alternativamente los endosomas provenientes de esta via pueden fusionarse con
endosomas tempranos marcados con Rab5 y EEA1 para luego ser transportados a
endosomas tardios y lisosomas (118).
Reclutamiento de proteinas a internalizar

Mecanismos basados en proteinas

Estudios realizados con el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

han sugerido que la ubiquitinacién podria ser importante en determinar si una proteina
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es internalizada por CME o CIE (122). Asi cuando el EGFR se ubiquitina, es guiado a la
via dependiente de caveola. También se cree que mecanismos de seleccién basados en
interaccién con proteinas operan en la via dependiente de RhoA y Arf6. Se han
encontrado secuencias especificas de internalizacion en el receptor de citoquinas yc,
internalizado por la via dependiente de RhoA (123), y en la carboxipeptidasa E,
internalizada por la via dependiente de Arf6é (116). Sin embargo, muchas proteinas
internalizadas por estas vias no poseen estas secuencias, ni se han identificado

adaptadores, por lo que deben existir otros mecanismos de reclutamiento.

Mecanismos basados en lipidos

En ausencia de adaptadores proteicos y sin un dominio citoplasmatico que pueda
contener sefales de internalizacién para asociarse a otras proteinas, como es el caso de
las proteinas ancladas a membrana, deben existir otros mecanismos para determinar la
ruta endocitica a seguir. Uno de estos posibles mecanismos es la agrupacién
dependiente de lipidos en nano-agregados, que es lo que se observa como sefal de
reclutamiento en el caso de las GPI-AP, para ser internalizadas por la via dependiente
de cdc42 (107). Cuando se generan agregados de mayor tamafo, por ejemplo a través
del entrecruzamiento con anticuerpos, estas proteinas son internalizadas a través de la
via dependiente de caveola (124,125).

Un caso similar se observa con la subunidad B de la toxina colerica, la Ctx B, que
puede ser internalizada por las vias dependientes de clatrina, caveola o cdc42, lo que
sugeriria que esta organizada en multiples formas en la membrana (Mayor y Pagano,
2007). Se ha observado que no esta agregada cuando se localiza en CCP, mientras que
si lo esta en otras regiones de la membrana (126). Asimismo, el sialogangliésido GM1,
receptor de la CTx B, tampoco esta distribuido uniformemente en la membrana, sino
que se encuentra concentrado en invaginaciones sin recubrimiento (84).

Estas observaciones sugieren que los nanoagregados lipidicos podrian coalescer
para formar dominios endociticos activos (127), regulados por una via especifica o bien

cada via tendria preferencia por dominios de un determinado tamafio (128). La
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existencia en la membrana de distintos tipos de dominios (129), serviria entonces para

seleccionar y dirigir las moléculas a internalizar a una determinada ruta endocitica.

Compartimentos endociticos

Cualquiera que sea la ruta de endocitosis, las vesiculas formadas en la
membrana plasmatica se fusionaran con los endosomas tempranos para transitar por
los distintos compartimientos endociticos. Los principales compartimientos que pueden
identificarse son: endosomas tempranos (EE), endosomas tardios (LE) y lisosomas
(Figura 7).

Los EE son la primera estaciéon en la via endocitica. Su funcién es la
redistribucion y reciclado de moléculas provenientes de las distintas vias endociticas.
Los EE pueden dividirse en dos compartimentos separados: los endosomas de seleccion
(SE) y el compartimiento endocitico de reciclaje (ERC).

Los SE se encuentran localizados en la periferia de la célula, tienen una
morfologia tubulovesicular y un pH ligeramente acido (130). La porcién vesicular tiene
un didmetro de 250-400 nm, los tubulos en cambio, de 50-60 nm y varios micrones de
largo. Como consecuencia, la mayor parte del volumen esta en la porcion vesicular
mientras que la mayor parte de la superficie se halla en la regidon tubular. Esta
distribucion se utiliza para la seleccién y separacion de las moléculas destinadas a ser
degradadas (se localizan en la regién vesicular) de las que van a reciclar a la membrana
plasmatica (se localizan en la region tubular). Los SE pueden formar cuerpos
multivesiculares (MVB) o vesiculas transportadoras endosomales involucradas en el
transito hacia los LE.

Los SE aceptan material desde la membrana plasmatica durante un tiempo
limitado, luego del cual se movilizan a tarvés de microtibulos hacia el centro de la
célula, se acidifican, adquieren hidrolasas acidas y empiezan a mostrar propiedades de
LE. Este proceso se denomina maduracién y permite enviar material soluble a los LE sin
necesidad de contar con un mecanismo que lo concentre. Durante la maduracion las

moléculas que van a ser recicladas son removidas de los SE a través de tubulos
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angostos. Como consecuencia, si no hay una sefal especifica de seleccion, una proteina
de membrana que ha sido internalizada en SE sera transportada con la mayoria de la
membrana al ERC. También existe una via directa de reciclado desde los SE a la

membrana plasmatica.

recaptor

/}racwling Figura _ 7. Compartimientos

- endociticos . Las moléculas

_/};ﬂarly endocitadas se dirigen a los
endosome endosomas tempranos desde donde

pueden seguir la via degradativa a los
lisosomas o volver a la membrana, ya
sea directamente o a través de su
paso por los endosomas de reciclaje.
A medida que se avanza en la ruta
endosomal disminuye el pH de las
organelas.

Tomado de Ikonen, 2008.

Los MVB se forman por la invaginacién y desprendimiento de vesiculas hacia el
interior de los SE. Estas vesiculas intraluminales pueden funcionar como sitios
temporales de almacenamiento de proteinas o como un dispositivo para entregar
material a los lisosomas para su degradacién. La principal sefal para destinar proteinas
a los MVBs es la adicion covalente de un residuo de ubiquitina, el que es reconocido por
los receptores de seleccién de ubiquitina. Este reconocimiento segrega a la proteina en
dominios especializados de la membrana endosomal que evitan que la proteina sea
reciclada y contienen la maquinaria para formar los MVB.

El ERC es una coleccién de tubulos con diametros de 50-70 nm extensamente

interconectados y asociados con los microtubulos (130). Es un compartimiento estable
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por lo que para la salida de moléculas desde el ERC se requieren intermediarios de
transporte (vesiculas o tubulos), aunque no se ha identificado con claridad la
maquinaria que los produce. Existen dos destinos posibles desde el ERC, la membrana
plasmatica y la red trans-Golgi (TGN).

Los LE tienen un tamano similar a los SE pero poseen un perfil de vesiculas
internas y estan cerca del centro de la célula. Son organelas que contienen un medio
acido y poseen Rab7. Las membranas de los LE estan enriquecidas en acido
lisobisfosfatidico. Los LE reciben material de los SE y del TGN y lo destinan a los
lisosomas o de vuelta al TGN. La selecciéon en los LE involucra la invaginacién de
vesiculas al interior de la organela (para transporte a los lisosomas) o la formacion de
vesiculas de transporte (para el regreso al TGN).

Los lisosomas son el ultimo compartimiento en la via endocitica. Son organelas
dinamicas que reciben y degradan material proveniente de la via exocitica, endocitica,
autofagica y fagocitica. Su morfologia es heterogénea, con un diametro de 200-500
nm. Estan concentrados cerca del centro organizador de microtubulos, son acidos y
contienen gran cantidad de enzimas hidrolasas acidas. Los lisosomas se fusionan con
los LE para generar organelas hibridas en donde se digiere el material endocitado y de

las cuales se regeneran los lisosomas (131).

Rol de los lipidos en la endocitosis

Fosfoinositidos

El anillo inositido es un sustrato muy versatil que puede ser modificado en
distintas posiciones. Los distintos fosfoinositidos se sintetizan en la cara citosoélica de
las membranas celulares en donde reclutan y/o activan proteinas efectoras. Los niveles
de estos lipidos pueden cambiar en forma rapida y localizada por accion de fosfatasas y
quinasas especificas, posibilitando la regulacion espacial y temporal de distintos
procesos (132). Fosfoinositidos especificos estdn localizados en distintos
compartimientos celulares, asi, el PI4,5P, esta concentrado en la membrana plasmatica,

PI3P en endosomas tempranos y PI3,5P, en endosomas tardios (133,134), lo que
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sugiere que cada uno de ellos esta implicado en la regulacién de distintas etapas de la
endocitosis.

PI3P se encuentra enriquecido en las membranas endosomales y funciona
reclutando efectores como el antigeno de endosomas tempranos 1 (EEA1), rabaptina-5
y rabenosin-5 esenciales para la fusién homo y heterotipica de los endosomas
tempranos (135,136).

PI4,5P, forma dominios en la membrana plasmatica que funcionarian como
marcadores del sitio en donde se forman los CCP y por lo tanto donde se reclutan las
proteinas de la maquinaria endocitica (137). Es importante en las etapas de formacion,
separacién de la membrana y desprendimiento de la cobertura de clatrina de la CCV.
Proteinas como AP2, epsina, CALM/AP180, dinamina y sinaptojanina, unen PI4,5P, a
través de dominios especificos como el dominio PH, dominio homdlogo de la regién N-
terminal de AP180 (ANHT) o dominio ENHT (138) . La deplecion aguda de Pl4,5P;
produce una desaparicion masiva de CCP y por consiguiente bloquea la endocitosis de
transferrina, confirmando su importancia en la CME (139). Otra funcion importante del
P14,5P; es la regulacién de la polimerizacion del citoesqueleto de actina (140). P14,5P2
se une a proteinas como CapZ y gelsolina disociandolas de los extremos de los
filamentos de actina, lo que permite su crecimiento. También produce la separacion de
los monémeros de G-actina de las proteinas unidoras de monémeros de actina, lo que
aumenta la nucleacién y consecuente polimerizacion de actina. Por ultimo PI4,5P;
promueve el entrecruzamiento de los filamentos de actina lo que los estabiliza (141).
Colesterol/

De todas las membranas de las células eucariotas, la membrana plasmatica tiene
el mayor contenido de Col libre. El Col tiene una tendencia intrinseca de interactuar
intimamente con los esfingolipidos, y de esta interaccion podria resultar la formacién
en la membrana de dominios ordenados denominados ‘balsas lipidicas” (142-144). Se
cree que estas balsas sirven como plataformas para seleccionar y agrupar moléculas de
sefalizacion (145). En el caso de la endocitosis, el Col es necesario para la mayoria de

las vias endociticas. Cuando se depletan las células de Col, desaparecen las caveolas, se
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achatan los CCP inhibiéndose la internalizacion de transferrina y reduciéndose también
la internalizacién de las GPI-AP a través de la via dependiente de cdc42 y del IL2R a
través de la via dependiente de RhoA. El Col también interviene a nivel endosomal en la
segregacion de proteinas, por ejemplo, las GPI-AP son selectivamente retenidas en el
ERC en un proceso dependiente de Col (146). Si bien no se ha definido el rol preciso
del Col en las distintas vias endociticas, se piensa que podria conformar sitios
especificos en la membrana (ya sea como parte de las balsas lipidicas o
independientemente de estas) en donde se reclutan proteinas y/o seria necesario para

la formacién de la curvatura en la membrana plasmatica (83,147).

Citoesqueleto y endocitosis

El citoesqueleto de actina es esencial para la endocitosis en levaduras (148), sin
embargo, en células de mamifero el tratamiento con drogas que disrumpen actina tiene
efectos variables sobre la endocitosis (149,150). Aun asi muchas proteinas accesorias
involucradas en los procesos endociticos interactian o modulan el citoesqueleto de
actina (151) lo que sugiere que éste tiene algun rol en la endocitosis. Existe evidencia
que muestra la polimerizacién de actina localizada en sitios de endocitosis mediada por
clatrina (152), por caveolina (153), por cdc42 (154), macropinocitosis (152) vy
fagocitosis (155). El tratamiento con drogas que inhiben la polimerizacién de actina,
reduce el trafico de CtxB al aparato de Golgi (156), y bloquea la endocitosis del receptor
de folato por la via dependiente de cdc42 (108).

Se ha involucrado al citoesqueleto de actina en varias etapas del proceso de
endocitosis. El citoesqueleto cortical que se encuentra debajo de la membrana
plasmatica podria localizar la maquinaria endocitica en ciertos dominios. Esto podria
lograrse ya sea, funcionando como una barrera fisica a la libre difusién de los
componentes de la maquinaria endocitica o directamente anclando parte de esta
magquinaria, las cuales funcionarian entonces como parantes para formar los complejos

endociticos funcionales. La observacidon de que los CCP se forman en sitios especificos
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de la membrana y tienen un movimiento lateral restringido respalda este modelo (157-
160).

Una segunda posibilidad es que el citoesqueleto subcortical funcione como una
barrera para la formacién y el movimiento de vesiculas endociticas. Seria necesario
entonces, remover esta red rigida de actina para permitir los procesos de
internalizacién. Esto podria lograrse facilmente incrementando la dindmica de la actina
cortical localmente. Un acoplamiento espacial y temporal entre el recambio de actina y
la sefializaciéon que lleva a la endocitosis restringiria la disolucion del citoesqueleto a los
sitios de endocitosis. Apoyando esta idea se ha observado que la rigidizacion del
citoesqueleto subcortical inhibe el trafico de membranas (161) y que en la vecindad de
los CCP y caveolas no hay actina (149). Sin embargo, muchos estudios sugieren que el
citoesqueleto no juega solamente un rol negativo. Por ejemplo, cuando se
despolimeriza la actina la endocitosis es inhibida en la superficie apical de las células
epiteliales, mientras que cuando se la estabiliza con jasplakinolide no se observa
ningun efecto (162,163).

Un tercer mecanismo estd basado en la idea de que la creaciéon de estructura
nuevas de actina, puede estar activamente relacionada con eventos de fisién de
vesiculas. La polimerizacion de actina daria la fuerza y vectorialidad necesarias para
este proceso. Asi, se ha observado que la CME queda detenida en la etapa de de CCP
invaginados, cuando se inhibe la polimerizacion de actina en células A431 con
latrunculina A (164,165) y que el alejamiento de la membrana de CCV esta acompafado
por un incremento transitorio en la asociacién de actina con estas estructuras (166).

Por ultimo, el citoesqueleto de actina estaria involucrado en los pasos siguientes
a la formacion de vesiculas. El citoesqueleto y sus componentes asociados podrian
ayudar al movimiento de las vesiculas recién desprendidas de la membrana a través del
citosol. Esto también requeriria la generacion de fuerza a través de la polimerizacién de
actina. Apoyando esta idea de propulsién se ha observado la asociacién de cometas de
actina a endosomas y pinosomas en el citoplasma (166-168), y en lisosomas y

edosomas en sistemas /n vitro (167,169).
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Pequenas proteinas con actividad GTPasa

Las pequefias proteinas con actividad GTPasa son una superfamilia de proteinas
G monoméricas con masas moleculares de entre 20-40 KDa estructuralmente
clasificada en 5 familias: Ras, Rho, Rab, Sar1/Arf y Ran. Funcionan como interruptores
moleculares, ciclando entre un estado inactivo, en el que se encuentran unidas a GDP, y
un estado activo, en el que se hallan unidas a GTP (Figura 8, (170). El intercambio de
GDP por GTP esta regulado por dos grupos de moléculas de sefializacién: los factores
de intercambio de nucleétidos (GEF), que catalizan la estimulacién de las GTPasas y las
proteinas GAP que estimulan la hidrélisis del GTP unido a las GTPasas facilitando su
inactivacion. Ademas de este tipo de regulacién, la actividad de las GTPasas de las
familias Rho y Rab esta controlada por las proteinas inhibidoras de la disociacién del
GDP (GDI). Los GDI inhiben la disociacién de GDP basal y estimulada por los GEF,
manteniendo las GTPasas inactivas y solubles en el citosol. Asi, para ser activadas las
GTPasas de las familias Rho y Rab deben primero ser liberadas del GDI, para que luego
actuen los GEF (Figura 8). Tienen relevancia en los procesos de endocitosis, las GTPasa

de las familias Rho, Rab y Arf por lo que serdn brevemente descriptas.
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Figura 8. Esquema del ciclo de activacion de las pe  quefias GTPasas
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GTPasas de la familia Rho

Los miembros masestudiados de esta familia son Rho, Rac y cdc42. La primera
funcion atribuida a estas GTPasas fue el control de la polimerizacién del citoesqueleto
de actina. Se demostré que la activacion de RhoA induce la formacion de fibras de
estrés y adhesiones focales (102), Rac promueve el ensamblaje de los filamentos de
actina en la periferia celular para generar lamelipodios y ondulaciones de membrana
(102) y cdc42 provoca la aparicién de filopodios, unas estructuras elongadas, ricas en
actina que se proyectan desde la membrana plasmatica al medio circundante (171,172).
La regulacion del citoesqueleto de actina por las GTPasas Rho es un proceso
fundamental para que la célula pueda llevar a cabo otras funciones como el
establecimiento de la morfologia y la polaridad celular o procesos de migracion
(173,174).

Las GTPasas Rho también participan en la regulacién de distintos mecanismos
endociticos. Por ejemplo, las GPI-AP son endocitadas por un mecanismo dependiente
de cdc42, RhoA regula la internalizacion del IL2-R, RhoG participa en la internalizacion
de vesiculas caveosomales y la internalizacién de la ATPasa de la enfermedad de
Menkes es inhibida por una mutante dominate negativa de Racl. Las formas
constitutivamente activas de Rac y RhoA también inhiben la endocitosis dependiente de
clatrina. En muchos de estos procesos interviene la capacidad de estas GTPasas de
reclutar y modular localmente el citoesqueleto de actina.

GTPasas de la familia Rab

En células de mamifero se conocen cerca de 50 proteinas Rab, incluyendo sus
isoformas, cuya funcion principal es la regulacion del trafico intracelular de vesiculas.
Intervienen en las etapas de direccionamiento, fijacion y fusion de las vesiculas
(endociticas y exociticas). El ciclo de activacion/inactivacion de las proteinas Rab esta
coordinado con el movimiento de las mismas entre el citosol y la membrana a través de
la asociacién/disociacion al GDI. Cada proteina Rab cumple su funcién en una organela
especifica, asi por ejemplo (175-177) Rab5 y Rab4 estan presentes en los EE y regulan

los primeros pasos del proceso endocitico, mediando la fusion homotipica entre EE y el
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reciclado directo a la membrana, respectivamente (178-180). Rab 11 estaria
involucrada en el reciclado de moléculas desde el ERC a la membrana (181) y Rab7 en el
trafico hacia los LE (182).

GTPasas de la familia Arf

Existen tres clases de proteinas Arf. La clase I, incluye Arf1, Arf2 y Arf3; la clase
I, incluye Arf4 y Arf5 y clase lll incluye a Arf6. Las Arfs clase | y Il se ubican en la
membrana del aparato de Golgi, mientras que Arf6 en la membrana plasmatica (183).
Todas las Arf estdn miristoiladas en su extremo N-terminal, y esta modificacion es
importante para la asociacion con la membrana y la funcién de estas proteinas. Las Arfs
actuan en las membranas reclutando proteinas de recubrimiento citosdlicas que
facilitan la formacion de vesiculas, activando enzimas modificadoras de lipidos y
modificando la estructura del citoesqueleto de actina.

Arfé colocaliza y activa la PIP5K para generar Pl4,5P, (184). Asimismo actia
como activadora de la fosfolipasa D (185,186), una enzima que cataliza la hidrélisis de
fosfatidilcolina para formar acido fosfatidico (PA), un lipido fusogénico y que también
activa la PISK. La generacién de PI4,5P, a través de estas dos vias, mediaria los
cambios en el citoesqueleto a nivel de la actina provocados por Arf6, ya que PI4,5P;
puede reclutar e influenciar la actividad de muchas proteinas unidoras de actina. Otro
posible mecanismo que podria actuar sinérgicamente con la generacién de Pl4,5P, es la
activacién de Racl. Se ha obtenido evidencia directa de que Arf6-GTP activa Racl
(187,188) y se requiere Arfé para el ondulamiento y la generacién de protusiones en la
membrana inducidas por Racl.

En endocitosis, Arf6 esta involucrada en una via independiente de clatrina que
comprende la internalizacién y el reciclaje de vesiculas desde un compartimiento
endosomal diferente al ERC (189). Este tipo de reciclado depende de la capacidad de las
GAPs de inactivar Arf6. Asi cuando se expresa una mutante constitutivamente activa de

Arf6, se acumulan en la célula endosomas ricos en PI4,5P2 y actina (118,185).
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Objetivos

Objetivos

Vista la importancia de mantener los niveles de AChR en la superficie celular y la
falta de conocimiento sobre el mecanismo de endocitosis del AChR, en este trabajo de

tesis nos hemos propuesto:
v" Caracterizar el mecanismo de endocitosis del AChR en las células CHO-

K1/A5, y

v Estudiar la modulacién del mecanismo de endocitosis del AChR por el Col.
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Materiales y Métodos
Materiales

Todos los reactivos quimicos son de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), excepto
los que se mencionan a continuacién. Los fluoréforos Cy3 y Cy5 se obtuvieron de
Amersham Pharmacia Biotech (USA); Alexa fluor-«BTX, Alexa fluor-anticuerpos
secundarios y Lisotracker se compraron en Molecular Probes (Eugene, OR). El anticuerpo
mAb210 fue una donacién del Dr. J. Lindstrom, Univ. de Pennsylvania Med. Center (USA).
El pladsmido que codifica para dinamina K44A-HA (din K44A-HA) lo provey6 el Dr. S.
Schmid, Scripps Research Institute, Ca. Los plasmidos para Arf6 T27N-HA y Arf6 Q67L-
HA se obtuvieron a través del Dr. T. Kirchhausen, Harvard Medical School, Ma, USA. Los
plasmidos para Rab5-GFP y Rab7-GFP fueron donados por el Dr. J. Bonifacino, NIH,
Bethesda, Md, USA. La Lipofectamina se compré en Gibco BRL (Life Technologies, Bs. As.,
Argentina). Los plasmidos que codifican para din K44A-GFP, GPI-GFP y caveolina-GFP
(cav-GFP), asi como Cy5-Tfr son del Laboratorio del Dr S. Mayor, NCBS, Bangalore, India.
El fPEG-Col (fluoresceina polietilén glicol colesterol) lo doné el Dr. T. Kobayashi, de la

Graduate School of Science, Universidad de Kyoto, Kyoto, Japon.

Cultivo celular y transfeccion de células

Las células CHO-K1/A5 (190)), son una linea celular derivada de las células
CHO-K1, que expresan en forma estable el AChR muscular adulto. Las mismas se
cultivaron en medio Ham’s F12 con suero fetal bovino 10%, 100 U/ml penicilina, 100
Hg/ml estreptomicina y 40 pg/ml de G418 como antibidtico de seleccion.

Para transfectar las células se utilizé Lipofectamina (Invitrogen, USA) o Fugene6
(Roche, USA). Ambos son reactivos compuestos por lipidos catidonicos que complejan el
ADN plasmidico para que pueda ingresar a la célula. Las células fueron transfectadas un
dia después de repicadas a alta densidad (50-70 % de confluencia), utilizando en
general 1 pug de ADN plasmidico por capsula. Se las utilizé para los experimentos luego
de 12- 18 hs desde el momento de la transfeccién. Estas condiciones fueron elegidas

por ofrecer la maxima eficiencia de transfeccién con la minima citotoxicidad.
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Derivatizacion de o«BTX con sondas fluorescentes
Se disolvié xBTX en PBS (150 mM NaCl, 10 mM Na;HPO4, 10 mM NaH;PO4 pH 7,5)

hasta una concentracion de 125 pM. Para la reaccidon de conjugacién se utilizé la sonda
fluorescente 10 veces mas concentrada que la «BTX y se incubd a temperatura
ambiente durante 1 h con agitacién. La ®BTX marcada se separé luego del excedente de
sonda sin reaccionar por medio de una columna de Sephadex G-25. Para estimar la
eficiencia de la reaccion de conjugacion se calculé la relacion sonda
fluorescente/proteina mediante la lectura de la absorbancia a la longitud de onda de
maxima absorbcion de la sonda (Aabscy3= 550 nm) y a 280nm. Para los experimentos se
utilizaron los conjugados en los cuales esta relacion era menor o igual a 1.

La conjugacion con biotina se realizé incubando una alicuota de Cy3-aBTX con
un ester N-hidroxisuccinimida-biotina en una relacion molar 1:5 durante 30 min a
temperatura ambiente. El exceso de biotina se separ6 mediante dialisis contra PBS
realizada a 4°C durante 18 hs.

Para determinar la especificidad de la xBTX derivatizada, se marcaron las células
durante T h a 4°C con Cy3-aBTX-biotina y un exceso de «oBTX sin marcar.
Posteriormente se lavaron con M1 frio para remover el exceso de reactivos y luego se
fotografiaron. Se cuantificé la fluorescencia (ver Andlisis cuantitativo de imagenes),
obteniéndose un valor de aproximadamente 10 %, similar a la autofluorescencia de las

células (ver Marcacion de AChR en células vivas).

Microscopia de fluorescencia

Para examinar y fotografiar las células se utilizé6 un microscopio Nikon Eclipse E-
600 acoplado con una camara digital CCD (charge-coupled device.: dispositivo de
cargas interconectadas) SBIG modelo ST-7 (765x510 pixeles, Santa Barbara, CA, USA).
La misma es operada con el software CCDOPS (SBIG Astronomical Instruments, versién
5.02). Se utilizaron objetivos de inmersién de 40x (1.0 N.A.) o 60x (1.4 N.A.) y los

filtros de excitaciéon, emision y dicroicos apropiados para cada longitud de onda. De
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esta manera se obtuvieron imagenes de 16 bits que se exportaron para su posterior
analisis en formato tiff.

En algunos experimentos se utilizé un microscopio invertido Nikon TE 300, con
un objetivo 60 X (1.4 N.A.) equipado con una camara digital MicroMax con un sensor
TEK512 B (Roper Scientific, USA). Las imagenes se obtuvieron mediante el programa

Metamorph (Universal Imaging, USA).

Microscopia Confocal

Las imagenes se obtuvieron con un microscopio confocal Leica TCS-SP2.

Andlisis cuantitativo de imdgenes

Las imagenes se analizaron con el software Image) (NIH) o Metamorph (Universal
Imaging, USA). Se defini6 manualmente como region de interés (ROI) el perimetro de
cada célula y se cuantifico la flourescencia promedio. Estas medidas se hicieron en
células elegidas al azar en 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 cinco regiones del campo libres de
células de cada preparado.

Para armar las figuras, se utilizaron los programas Adobe Photoshop 7.0 y Corel

Drawl1.

Marcacion de AChR en células vivas

Para marcar el AChR de la superficie celular, se incubaron las células con
concentraciones saturantes de Alexa*88-oBTX, Cy3-&BTX, Alexa’%4-aBTX u otra sonda
fluorescente para detectar el AChR durante 1 h a 4°C y se lavaron con Medio 1 frio (“M1”;
140 mM NaCl, 20 mM HEPES, 1 mM CaClz, 1T mM MgClz, 5 mM KCI, pH 7.4). Para las
diferentes sondas se determind la concentracidon saturante, incubando las células
durante 1 h a 4°C con concentraciones crecientes de las mismas. Luego se midi6 la
intensidad de fluorescencia por microscopia de fluorescencia (ver ejemplo en Figura 1).

Las concentraciones saturantes asi obtenidas se encontraron entre ~ 0.1y 1 pMy

la autofluorescencia de las células (medida en células incubadas sin sonda fluorescente)
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no supero el 10 % en ningln caso. Para arrestar la sintesis de proteinas se incubaron
las células durante 6 hs con 200 pg/ml cicloheximida (CHX) antes de realizar los

experimentos.

Alexa*®®-qBTX 62.5 nM Alexa*®®-gBTX 125 nM

4
r /,‘ £
Alexa*®-gBTX 250°nM Alexa*%®-oBTX 500 nM
B
140 -
;E- 120-
]
S 100 : o
S - Figura 1. Determinacion de la
§ 804 conce?ggacién saturante de a-BTX-
S Alexa™". A) Las células CHO-K1/A5 se
2 god incubaron con las concentraciones
3 indicadas de a-BTX-Alexa*®® durante 1 h
B 104 } a 4¢C, lavadas con M1 frio vy
2 }/ fotografiadas. B) Cuantificacion del
§ 20- experimento descripto en A.
= 0 autofluorescencia
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Deplecion de colesterol

Con la finalidad de depletar las células de colesterol se utilizaron dos

tratamientos diferentes:
Tratamiento con metil-B-ciclodextrina (MBCDx): las células CHO-K1/A5 se

incubaron a 37°C durante 30 min en presencia de distintas concentraciones (0, 5, 10y
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15 mM) de metil-B-ciclodextrina (MBCDx) disuelta en M1. Al finalizar la incubacién las
células se marcaron a 4°C durante 1 h con «BTX fluorescente y se lavaron con M1 frio
para fotografiarlas. Como tratamiento estandar se utilizé una concentracion de MBCDx
de 15 mM, porque presentaba el maximo efecto sobre la internalizacién del AChR con
la minima citotoxicidad.

Para determinar el efecto de un determinado tratamiento sobre la internalizacién
del AChR en presencia de MBCDx, las células fueron marcadas a 4°C durante 1 h con
xBTX fluorescente y luego tratadas con MBCDx. Al final del tratamiento se contabiliz6 el
nimero de células que presentaban endosomas, considerandose 100 % al namero de
células que presentan endosomas al ser incubadas con MBCDx sola.

Tratamiento con nistatina: las células se incubaron con 0, 25 y 50 pg/ml de
nistatina disuelta en DMSO durante distintos tiempos (0 a 30 min) a 37°C. Al final de la
incubacién las células fueron marcadas con xBTX-Alexa488 por 1 h a 4°C, lavadas con
M1 frio y fotografiadas. Se cuantificé la intensidad de fluorescencia de xBTX-Alexa488 en
superficie.

Determinacion del contenido de colesterol en la membrana celular

Luego de realizados los tratamientos descriptos arriba, se estimo el contenido de
Col de la membrana celular mediante microscopia de fluorescencia con la sonda fPEG-
Col. Luego del tratamiento, las células se incubaron durante 10 min a 4°C con 0.5 pM
de fPEG-Col, se lavaron con M1 frio y se fotografiaron. Se determindé entonces la
intensidad de fluorescencia proveniente de la membrana plasmatica.

La sonda fPEG-Col, es un derivado soluble y fluorescente del Col que ha sido
utilizado para visualizar éste lipido en la membrana plasmatica de células CHO. (Sato et
al., 2004) Tiene ademas la propiedad de incorporarse preferentemente a membranas
ricas en colesterol, lo que permite utilizarlo como un sensor de colesterol (191). La
cantidad de fPEG-Col incorporada por la membrana celular, es entonces proporcional al
contenido de colesterol de dicha membrana, y el valor puede inferirse de la intensidad

de fluorescencia medida.
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Accesibilidad de AChR marcado con b-Cy3aBTX a moléculas de bajo
peso molecular (extincion de fluorescencia con Kl)

Con el fin de evaluar la velocidad de internalizacion del AChR, las células CHO-
K1/A5 se marcaron con Cy3-a«BTX-biotina por 1 h a 4°C, se lavaron con M1 frio y se
incubaron a 37°C durante distintos tiempos (0, 1, 2, 4, 6 y 12 hs). Luego de cumplido
el tiempo de incubacién, se fotografiaron antes e inmediatamente después de
agregarles una solucion de KI 200 mM. Se eligié esta concentracion de Kl por ser la
menor concentracién que extingue adecuadamente la fluorescencia de Cy3-«BTX-
biotina de la superficie celular, sin afectar la fluorescencia internalizada (ver parrafos
siguientes). Con las imagenes obtenidas, se calculé la eficiencia de extinciéon de

fluorescencia con la siguiente férmula:

E(%)IIOOX(I—FKI F)’ donde F y Fy, son las intensidades de fluorescencia

antes y después de agregar el Kl. El porcentaje de extincion de fluorescencia (% de E)
asi obtenido se normalizé respecto del de las células marcadas a 4°C y no incubadas a
37°C. Este valor fue de aproximadamente 80% a las dos concentraciones de Kl probadas
(Figura 2).

También medimos el porcentaje de £ de la fluorescencia proveniente de Cy5-Tfr
internalizada. Para ello, incubamos las células durante media hora a 37 °C con Cy5-Tfr,
y al final de la incubacion la Cy5-Tfr unida a la superficie celular se remueve lavando
con buffer ascorbato. De esta forma so6lo tendremos la sefial proveniente de la Cy5-Tfr
internalizada por las células, que no deberia ser extinguida por el tratamiento con KI.
Como se observa en la Figura 2, el porcentaje de £de Cy5-Tfr es de aproximadamente
5 % a las dos concentraciones de Kl probadas. Asimismo, concentraciones equivalentes
de KCI, no produjeron extincién de fluorescencia, ni de Cy5-Tfr internalizada, ni de
Cy3-aBTX-biotina en superficie (Figura 2). Estos datos experimentales validan la

eficacia de esta técnica.
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Accesibilidad de AChR marcado con Cy3-«BTX-biotina a moléculas de
alto peso molecular (estreptavidina-Cy5)

Para determinar la proporcién de AChR secuestrado en un compartimiento
conectado con la superficie celular las células fueron marcadas con Cy3-xBTX-biotina
durante 1h a 4°C, lavadas con M1 y llevadas a 37°C en medio completo durante distintos
periodos (desde 0 a 12 hs). Después del tiempo indicado las células se marcaron con
Cy5-SA durante Th a 4°C, se lavaron con M1 y se fotografiaron. Se midié la intensidad
de fluorescencia de Cy3-aBTX-biotina y SA-Cy5, y se calculé para cada célula la
relacion Cy5/Cy3. La relacion Cy5/Cy3 a distintos tiempos esta relacionada con la
accesibilidad de la biotina presente en la sonda Cy3-«BTX-biotina a la Cy5-SA. Se
considerd la relacién Cy5/Cy3 de las células marcadas a 4°C y no incubadas a 37°C

como aquella que representa el 100 % de accesibilidad.

Experimentos de colocalizacion
Las células CHO-K1 /A5 fueron incubadas con Cy3-&BTX durante 1h a 4°C,

lavadas con M1 frio y llevadas a 37°C en medio completo durante distintos tiempos (0-
12hs). Como marcador de la via dependiente de clatrina se utilizd Cy5-Tfr, como
marcador de internalizacion de fase fluida se utiliz6 FITC-Dextran. Estas sondas se
agregaron al medio de incubacién de las células 5 o0 20 min antes de que el tiempo de

incubacién terminara. Luego las células se lavaron durante 10 min con buffer ascorbato
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(140 mM ascorbato de sodio, 65 mM acido ascérbico, T mM CaCl;, 1 mM MgCly, pH 4,5)
para remover la Tfr unida a la superficie celular y fotografiadas.

El estudio de la colocalizacion del AChR con caveolina, Rab5, Rab7, Golgi y GPI-
AP, se realiz6 en las células CHO K1/A5 transfectadas con plasmidos que codifican
para caveolina-GFP, Rab5-GFP, Rab7-GFP, GalT-GFP o GPI-GFP, marcadas a 4°C
durante T h con Cy3-aBTX, luego incubadas a 37°C en medio completo durante
distintos tiempos y fotografiadas. EIl mismo procedimiento se realizé en el caso de los
experimentos de colocalizacion en presencia de MBCDx, excepto que el tiempo de
incubacién a 37°C fue entre 0 y 30 min. Como marcador de lisosomas se utilizo

Lisotracker.

Inhibicion de dinamina

Las células se transfectaron en forma transitoria con plasmidos que codifican
para una mutante negativa de din, din K44A-GFP y din K44A-HA, o para la versién
salvaje, din-GFP. Doce horas después de la transfeccidon se determiné la accesibilidad a
moléculas de alto y bajo peso molecular como se describié anteriormente, asi como
también la internalizacion del AChR en presencia de MBCDx. Como control positivo de
la inhibicién de din se midié la endocitosis de Tfr en las células transfectadas. Para ello

se agrego durante los ultimos 30 min de incubaciéon Cy5-Tfr.

Disrupcion del citoesqueleto:

Como agentes despolimerizantes de los filamentos de actina se utilizaron
citocalasina D (cito D) y latrunculina A (lat A). Como agente estabilizador de los
filamentos de actina se utilizé jasplakinolide (jas). La efectividad de estos tratamientos
se corroboré observando los cambios producidos en la morfologia celular, asi como
también en la estructura de los filamentos de actina marcados con rodamina-faloidina.

Con este fin, se marcaron las células con Cy3-a«BTX-biotina durante 1 h a 4°C vy
luego se llevaron a 37°C durante 0, 2 y 4 hs en medio completo con 2,5 6 5 uyM de cito
D, o una cantidad equivalente del solvente DMSO. Veinte minutos antes del final de la

incubacién se agrego Alexa488-Tfr para evaluar la especificidad del tratamiento. Luego
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de la incubacion se lavaron las células durante 10 min con buffer ascorbato, se
marcaron con Cy5-SA durante 1 h a 4°C y se fotografiaron. Se calculé la relacién
Cy5/Cy3 para cada condicion, considerandose la relacion Cy5/Cy3 de las células no
incubadas a 37°C como 100%.

Para el tratamiento con jas, las células se marcaron con xBTX-biotina durante 1
h a 4°C vy incubandose luego a 37°C por 0 6 2 hs con 1 puM jas, o cantidades
equivalentes del solvente DMSO. Al final de la incubacion las células fueron marcadas
con Alexa488-SA durante 1 h a 4°C vy fotografiadas. Se cuantifico la intensidad de
fluorescencia en superficie de la Alexa488-SA en cada célula y se normalizaron los
valores respecto a la intensidad obtenida en las células no incubadas a 37°C.

Para evaluar el papel del citoesqueleto en las células tratadas con MBCDx, las
mismas se marcaron a 4°C con xBTX-biotina durante 1 h y luego se incubaron durante
30 min a 37°C en presencia de MBCDx, con o sin el agregado de 8 uM lat A, 2,5 pM cito
D 6 1 uM jas. Al final de la incubacion las células se marcaron con Alexa488-SA durante
1 h a 4°C, y se fijaron durante 40 min con paraformaldehido (PF) al 2 % a temperatura
ambiente. Posteriormente se permeabilizaron con Triton X-100 0.01% durante 20 min
y se marcaron con rodamina-faloidina durante 30 min. Finalmente las células se
fotografiaron y se cuantificod la fluorescencia en superficie de la Alexa488-SA, como se

describid en el parrafo anterior.

Efecto de Arf6 sobre la internalizacion del AChR

Las células fueron transfectadas en forma transiente con plasmidos que codifican
para una mutante negativa (Arfé T27N-HA) o una mutante activa (Arfé Q67L-HA) de
Arf6. Doce horas después de la transfeccion las células se utilizaron para evaluar el
efecto de las mutantes de Arf6 sobre la internalizacion del AChR.

Las células fueron marcadas con xBTX-biotina durante 1 h a 4°C, e incubadas a
37°C por 0 6 6 hs en medio completo. Al final de la incubacién las células fueron
marcadas con Cy5-SA por 1 h a 4°C, lavadas, fijadas y permeabilizadas como se

describio anteriormente. Luego, fueron incubadas con anticuerpo de ratéon anti-HA
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durante 1 h seguido de anticuerpo anti-IgG de ratén acoplado a Alexa48® durante 1 h
mas. Por ultimo las células fueron fotografiadas y se cuantificé la intensidad de
fluorescencia de Cy5-SA en la superficie celular en células transfectadas y no
transfectadas.

En el caso de los estudios de la internalizacion del AChR inducida por MBCDx, las
células fueron marcadas con Alexa®47-xBTX durante 1 h a 4°C vy tratadas con MBCDx
como se explicé anteriormente. Al final del tratamiento se procedié a la detecciéon del
antigeno HA como se indico arriba. Finalmente las células fueron fotografiadas y se
cuantifico el nimero de células transfectadas y no transfectadas que presentaban

endosomas con AChR.

Tratamiento con brefeldina A
Las células se marcaron a 4°C con xBTX-biotina durante 1 h y luego se incubaron

durante 30 min a 37°C en presencia de MBCDx, con o sin el agregado de 2,5 pg/ml de
brefeldina A (BFA). Al final de la incubacién las células fueron marcadas con Alexa488-SA
durante 1 h a 4°C y fotografiadas. Se cuantificé la fluorescencia en superficie de la

Alexa488-SA, como se describié anteriormente.

Efecto de Racl sobre /a internalizacion del/ AChR

Las células se transfectaron en forma transiente con un plasmido que codifica
para una mutante negativa (Rac N17-HA) de Racl. Doce horas después de la
transfeccion fueron utilizadas para evaluar el efecto de la mutante de Racl sobre la
internalizacién del AChR en presencia de MBCDx. Para ello, las células fueron marcadas
con Alexa647-«BTX durante 1 h a 4°C vy tratadas con MBCDx como se explico
anteriormente. Al final del tratamiento se procedi6 a la deteccion del antigeno HA como
se indico arriba. Finalmente las células fueron fotografiadas y se cuantificé el nimero

de células transfectadas y no transfectadas que presentaban endosomas con AChR.

Inhibicion de la formacion de dcido fosfatidico

Los alcoholes primarios, como el 1-butanol, pueden derivar la formaciéon de

acido fosfatidico por la fosfolipasa D (PLD) hacia la formaciéon de los correspondientes
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fosfatidilalcoholes (moléculas inactivas). Es por ello que los alcoholes primarios son
ampliamente usados en el estudio de las funciones celulares en las que se hayan
implicados enzimas PLD o sus productos. Los alcoholes ramificados como el
isopropanol no son sustrato en estas reacciones por lo que sirven como control.

Con el fin de evaluar el efecto de la inhibicion de acido fosfatidico sobre la
internalizacion del AChR, se marcaron las células con «BTX-biotina durante 1 ha 4°Cy
luego se incubaron durante 30 min a 37°C con M1, M1 + 0.3 % 1-butanol, M1 + 0.3 %
isopropanol, 15 mM MBCDx, 15 mM MBCDx + 0.3 % 1-butanol, 15 mM MBCDx+ 0.3%
isopropanol. Al final de la incubacion las células fueron marcadas con Alexa488-SA por 1
h a 4°C y luego fotografiadas. Se cuantificé en cada caso la fluorescencia en membrana,
normalizandose contra la fluorescencia proveniente de células marcadas con «xBTX-
biotina y Alexa488- SA, pero no incubadas a 37°C. Las células tratadas con M1, M1 + 0.3
% 1-butanol o M1 + 0.3 % isopropanol no mostraron diferencias significativas respecto

a las células control.

Reciclado del AChR

Para determinar si el AChR es reciclado en las células CHO-K1 /A5, desarrollamos
un protocolo de marcacion con xBTX-biotina y estreptavidinas de distinto color. Las
células fueron marcadas por 1 h a 4°C con concentraciones saturantes de xBTX-biotina
(rojo en la Figura 2), y luego incubadas a 37°C durante 3 hs para permitir la
internalizacién del AChR. Al final de la incubacién las células fueron marcadas con Cy5-
SA (azul en la Figura 2) por 1 h a 4°C e incubadas nuevamente a 37°C durante 0
(derecha en la Figura 2) 6 2 hs (izquierda en la Figura 2). Al finalizar esta incubacién las
células fueron marcadas con Alexa“88-SA (verde en la Figura 2) por 1 h a 4°C, y
fotografiadas. Con este protocolo, los AChR presentes en la superficie celular al inicio
de la etapa de reciclado del experimento se marcan en azul, y los AChR que reciclen (es
decir los AChR-&BTX que se internalizaron durante las primeras 2 hs de incubacion a
37°C y vuelven a la membrana durante las segundas 2 hs de incubacién a 37 °C) se

marcan verde. Los AChR recién sintetizados que se inserten en la membrana en los
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periodos de incubacién a 37°C no interfieren con el experimento ya que no estan

marcados con xBTX-biotina.

(@j) AChR
& aBTX-biotina

M SACYS

(R sA-Alexa%ss

1 h 4T aoBTX-
biotina

1h4<C
488
Alexa™-SA l 1 h 4T Cy5-SA oh
1h4<T
2 hs 37C Alexa%88-SA
— _—

Figura 3. Esquema de un experimento de reciclado.
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Capitulo I: Caracterizacion del mecanismo de endocitosis
del AChR en células CHO-K1/A5
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Resultados

En este Capitulo de esta Tesis doctoral se caracterizé el mecanismo de
internalizacién del AChR muscular adulto. Con tal propésito se realizaron estudios
de biologia celular y de microscopia de fluorescencia de campo ancho y confocal,
recurriéndose a herramientas de biologia molecular (uso de mutantes y proteinas
conjugadas con proteinas fluorescentes, etc.) y farmacolégicas (uso de toxinas y
drogas inhibitorias de la polimerizacién del citoesqueleto).

&BTX induce la internalizacion del AChR en células CHO-K1/ A5

La linea celular CHO-K1 /A5 expresa en forma heteréloga y estable el AChR
muscular adulto (x2pyd) de raton (190). Los niveles de AChR en la superficie
celular pueden ser detectados mediante la unién de derivados fluorescentes del

antagonista competitivo abungarotoxina (xBTX), o a través de la union de

anticuerpos especificos (mAb210).

120+ [ ]-aBTX
1 I + oBTX
100

80
60
40

201

AChR en la superficie celular (%)

Oh 6 hs

Figura 1. La incubacion con aBTX induce la internalizaci 6n del AChR . Células CHO-
K1/A5 fueron incubadas en ausencia (-aBTX) o presencia (+aBTX) de aBTX-Cy3-biotina
durante 6 h a 37 °C. Al final de la incubacion los niveles de AChR remanentes en la superficie
celular fueron cuantificados a través de la union de SA fluorescente (n=4). * p < 0.001. Escala

Para determinar si la union de xBTX afecta la internalizacion del AChR,
medimos los niveles de receptor remanentes en la superficie celular luego de una
incubacién de 6 hs a 37°C en presencia o ausencia de xBTX. En ausencia de «BTX,

los niveles de AChR en la superficie celular no varian (Figura 1A, imagenes -aBTX y
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barras blancas en el grafico, Figura 1B). Por el contrario, la incubacién de células
CHO-K1 /A5 con concentraciones saturantes de oBTX provoca una disminucion de
aproximadamente 40% de los niveles de AChR de superficie (Figura 1, imagenes
+aBTX (A) y barras grises en el grafico (B).

Luego intentamos determinar si la union de la ®BTX puede también modular
los niveles de AChRs a los que no se unié. Para ello, se marcaron las células con
concentraciones no saturantes de Alexa488-xBTX (verde), se lavaron, y luego se
mantuvieron por 2 hs a 4°C 6 37°C respectivamente. Tras esta incubacion
marcamos las células a 4°C con toxina fluorescente roja, Alexa546-xBTX. Este
disefio experimental permite distinguir si s6lo son internalizados los AChR de la
superficie celular que unieron inicialmente Alexa488-xBTX: la unién de la toxina
Alexas>46-aBTX deberia ser de igual magnitud en las células incubadas a 4°C 6 37°C.
Si por el contrario, los AChR que no unieron Alexa488-xBTX también son
internalizados junto con los receptores que si unieron la toxina, la marca
correspondiente a Alexa546-xBTX deberia disminuir en las células incubadas a 37°C

en relacién a la de las incubadas a 4°C.

120+ B
:E [ verde 2:5
5 [_Irojo
g 1007 2.0
Q [}
S B
S 80- 2
g < 154
S 2
2 60 e
% f§ 1.0
B 40- 3
o (&)
3 g
S 0.5-
§ 20

0.0
37C 4<C 37<C 4<C
Temperatura de incubacion Temperatura de incubacion

Figura 2. La aBTX no modula la internalizaci 6n de los AChR a los que no se uni6. Las
células CHO-K1/A5 fueron marcadas por 1 h a 4 € con concentraciones no saturantes de
Alexa’®®-aBTX, y luego incubadas por 2 hs a 4 € o 37 € . Al final de esta incubacion las
células fueron marcadas a 4 C por 1 h con Alexa 8 aBTX y fotografiadas. Se cuantifico en
cada célula la fluorescencia correspondiente a Alexa’®®-aBTX (verde) y Alexa>*®- aBTX (rojo) y
se calculé la relacion verde/rojo. Se muestran los resultados correspondientes a un
experimento representativo.
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La cuantificacién de este tipo de experimentos es mas precisa si se recurre
al cociente de los valores de la fluorescencia roja y verde, respectivamente, ya que
de esta forma nos independizamos de los diferentes niveles de expresién del AChR
entre las células observadas. La Figura 2A demuestra la ausencia de variaciones en
los niveles de fluorescencia de Alexa546-xBTX (roja) en las células expuestas
inicialmente a la Alexa488-xBTX (verde), ni en la relacion rojo/verde (Figura 2B).
Esto sugiere que la xBTX no modula la internalizacién de los AChR a los que no se
unio.

Los niveles de AChR en la superficie celular resultan de un balance entre los
procesos de insercion, internalizacion y reciclado. Para inhibir temporariamente la
biosintesis de receptores, y en consecuencia su insercién en la membrana, se
trataron las células con cicloheximida durante 6 hs. En esta situacidon y en ausencia
de aBTX los niveles de AChR en la superficie celular no cambiaron (Figura 3). Este
resultado, combinado con los de las Figuras 1, permite concluir que tanto la

endocitosis constitutiva como la degradacion del AChR son procesos muy lentos

en este sistema celular.

100+
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Figura 3. El AChR es muy estable en la superficie de las cé lulas CHO -K1/A5. Las células
CHO-K1/A5 fueron incubadas con 200 pg/ml de cicloheximida durante 0 6 6 hs a 37 °C. Al
final de la incubacion los niveles del AChR remanentes en la superficie celular fueron
cuantificados a través de la unién Alexa*®-aBTX (n=3). Escala 50 um

Algunos anticuerpos dirigidos contra el AChR lo entrecruzan e inducen su
internalizacién y consecuente degradacion. Este proceso es conocido como
“modulacion antigénica” y contribuye a la pérdida del AChR observada en la UNM

de pacientes con la enfermedad autoinmune miastenia gravis (192).
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Figura 4. La union de anticuerpos induce la internalizacién d el AChR. A) Las células
CHO-K1/A5 fueron marcadas a 4C con oBTX o anticuerpo mAb210 seguido de anticuerpo
secundario. Grafico de una region de la superficie celular donde se ve la distribucion
homogénea del AChR marcado con aBTX y la distribuciéon en agregados cuando se marca con
anticuerpos. Escala 20 um B) Las células CHO-K1/A5 fueron incubadas a 37 € durante 2 hs 'y
luego marcadas con mAb210 y anticuerpo secundario a 4C (- mab210) o marcadas a 4 con
mAb210, luego incubadas a 37<C durante 0 (Oh) 6 2 hs (+mab210) y finalmente marcadas a 4
T con anticuerpo secundario. Escala 50 um C) Cuantificacion de los experimentos descriptos
en B (n=4) *p<0.001. D) Cuantificacion de los niveles de AChR en la superficie celular
marcado con mAb210 e incubadas durante 0 6 2 hs a 4T, o fijjadas con PF e incubadas
durante 2hs a 4C 6 37C. Al final de la incubacion las células fueron marcadas con un
anticuerpo secundario acoplado a Alexa*® (n=3).
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Para investigar si el AChR expresado en células CHO-K1/A5 responde a la
modulacién por anticuerpos, las células fueron tratadas con mAb210, un
anticuerpo dirigido contra la regién inmunogénica principal ubicada en la porcion
extracelular de las subunidades «. La unién del anticuerpo resulta en la formacion
de acumulos (“c/usters”) del AChR, que se evidencian por la marcacién puntiforme
en contraste con la marcacion homogénea observada con la tincion con «BTX
fluorescente (Figura 2A). Asimismo el tratamiento con anticuerpos produjo una
reduccién en los niveles de AChR en la superficie celular de ~50 % (Figura 4B y
cuantificaciéon en C). Esta disminucién se debié a un proceso celular activo (la
internalizacién del AChR), y no al desprendimiento del anticuerpo debido al tiempo
de incubacidén, ya que no se observé tal fendmeno al mantener las células a 4°C
durante 2 hs, ni al fijarlas con paraformaldehido (PF) e incubandolas luego a 37°C
(Figura 4D).

Estas observaciones sugieren que la modulacién por anticuerpos de los
niveles de AChR en la superficie de las células CHO-K1/A5 es similar a la
observada en sistemas en los cuales el AChR se expresa en forma nativa o
enddgena.

Determinacion de la cinética de internalizacion del AChR

Cuando se marcan las células CHO-K1/A5 con «BTX acoplada a algun
fluoroforo durante 1 h a 4°C, la fluorescencia observada proviene sélo de la
superficie celular, ya que a esta temperatura los procesos de trafico celulares estan
retardados. La posterior incubacion a 37°C restaura los procesos de trafico
blogueados, permitiendo entonces ‘seguir’ al AChR durante su internalizacion.

La sonda Cy3-aBTX-biotina (preparada en nuestro laboratorio, ver
Materiales y Métodos) ofrece dos posibilidades de deteccién, por un lado la
fluorescencia del fluoréforo Cy3 y por otro la capacidad de unir estreptavidina (SA)
fluorescente a través de la biotina. Esto nos permitid evaluar la cinética de

internalizacién del AChR a través de dos tipos de ensayo: la uniéon de Cy5-SA a la
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biotina de la sonda Cy3-&BTX-biotina, y la extincién (E) de la fluorescencia de la
superficie celular por KI.

En el primero de los ensayos, se marcaron inicialmente las células a 4°C con
Cy3-aBTX-biotina por 1 h. Tal como se vio anteriormente, bajo estas condiciones
el ligando fluorescente permanece en superficie. Seguidamente, las células se
incuban a 37°C por tiempos variables (Figuras 5 y 6) y finalmente se tifilen con
Cy5-SA a 4°C. Esta segunda sonda sélo se unird a la biotina presente en la
membrana plasmatica. Con este disefio experimental, la fluorescencia proveniente
del fluoréforo Cy3 corresponde a los AChR presentes en la superficie celular al
inicio del experimento, y la fluorescencia proveniente del fluoréforo Cy5
corresponde a los AChR remanentes en la membrana plasmatica al final del
experimento. Asi, al calcular la relacién de intensidades de fluorescencia entre Cy5
y Cy3, se estima la fracciéon de AChR internalizada a un determinado tiempo en
cada célula.

El KI es un extintor de fluorescencia que opera por un mecanismo colisional,
es decir que al colisionar con el fluoréforo en estado excitado provoca que éste
retorne a su estado basal sin emitir un fotén. De esto resulta una disminucién o
extincion de la fluorescencia. Por otro lado, debido a su naturaleza iénica, el Kl no
puede atravesar la membrana plasmatica, por lo que actiia Unicamente sobre los
fluoréforos presente en la superficie celular. Esto permite calcular el porcentaje de
internalizacion del AChR marcado con una sonda fluorescente (en este caso Cy3-
xBTX-biotina) a distintos tiempos a través del calculo del porcentaje de extincion
de fluorescencia (% de E). A medida que los complejos del AChR con la Cy3-oBTX-
biotina se internalizan el % de E disminuye, ya que la marca fluorescente se vuelve
inaccesible al Kl presente en el medio.

Los dos métodos descriptos precedentemente nos permiten determinar,
ademas, si existen diferencias en la accesibilidad del AChR a sondas con pesos

moleculares diferentes, tal como se describira a continuacion.

51



Capitulo |

Para determinar la cinética de internalizacion del AChR, marcamos células
CHO-K1/A5 a 4°C con Cy3-aBTX-biotina y luego las incubamos a 37°C durante
distintos periodos (entre 0 hs y 12 hs). Al final de cada incubacién las células
fueron marcadas con Cy5-SA por 1 h a 4°C y fotografiadas antes y después de
agregar el agente extintor KI. Se calculé a cada tiempo el % de E y la relacion
Cy5/Cy3. Como se observa en la Figura 5, la mayoria de los AChRs permanecen en
la superficie celular ain tras 2 hs de incubacién a 37°C. A mayores tiempos una
fraccion de los AChRs es internalizada, encontrandose en estructuras con
morfologia de endosomas. La presencia del AChR en estas estructuras se

incrementa en funcioén del tiempo.

Figura 5. Cinética de internalizacion del AChR . Las células fueron marcadas por1ha4 <C
con Cy3-aBTX-biotina, incubadas a 37 C durante los tiempos indi cados en cada columna y
luego marcadas a 4 C con Cy5-SA. La fila aBTX corresponde a iméagenes de fluorescencia
de la sonda Cy3-aBTX-biotina, la fila SA corresponde a imagenes de fluorescencia de la
sonda Cy5-SA. La fila KI corresponde a imagenes tomadas inmediatamente después de
agregar Kl 200mM. Escala 20 pm.

Luego de la incubacion a 4°C, todos los AChR marcados son accesibles
tanto al compuesto extintor de bajo peso molecular, el KI, como al de alto peso
molecular (ca. 53.000 Da) la Cy5-SA. Luego de 2 hs, menos del 50% de los AChRs

marcados con Cy3-a&BTX-biotina son accesibles a la marcacion con Cy5-SA,
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mientras que aproximadamente el 90% de los receptores siguen siendo accesibles
al Kl (Figuras 4 y 5A). Al incubar durante 4 hs adicionales, se observa una pérdida
significativa de accesibilidad a ambas sondas, Kl y Cy5-SA: ~30% de los receptores
se vuelven inaccesibles al Kl y ~50% al Cy5-SA luego de 6 hs de incubacién a 37°C
(Figura 5 y 6A). Después de 12 hs el 60% de los AChRs se vuelven inaccesibles a
ambos agentes extintores (Figura 6B). Sin embargo, a tal tiempo se observa una
disminucién de la marca total de Cy3-«BTX-biotina (Figura 6B), lo cual refleja la
degradacion del AChR. Esto determina imprecisiones en la cuantificacion del poo/

intracelular de AChRs a tiempos tan largos.
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Figura 6. Cinética de internalizacidn, secuestro y degradac  i6n del AChR. A) Las células
fueron marcadas por 1 h a 4 € con Cy3- aBTX-biotina, incubadas a 37 C durante distintos
tiempos y luego marcadas a 4 T con Cy5-SA. Finalmente, se fotografiaron antes e
inmediatamente después de agregar Kl 200mM. Se calculé para cada célula la relacién
Cy5/Cy3 y el % de E, normalizandose estos valores respecto a los obtenidos para células no
incubadas a 37 C. Los resultados se expresaron com o la media * s.d. de por lo menos 3
experimentos distintos. B) Cuantificacion de la fluorescencia proveniente de la sonda Cy3-
aBTX-biotina.

La diferencia en la accesibilidad del AChR marcado con «BTX a sondas de
alto y bajo peso molecular sugiere que, luego de una incubacion a 37°C, el AChR
evoluciona de un estado de completa accesibilidad a un estado conectado con la
superficie celular pero secuestrado, cuya transicién es sensible a la temperatura.
La velocidad de desaparicion del AChR de la superficie celular (ya sea por

secuestro o internalizacion) puede obtenerse del cambio de la relacién Cy5/Cy3 a
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través del tiempo. Este cambio puede ajustarse con una exponencial simple con
valor de t1,2=2.0 = 0.4 h. Estos resultados difieren de los obtenidos con el ensayo
de Kl, que se ajustan mejor con una recta (Figura 6), de cuya pendiente se deduce
que la internalizacién del AChR procede con una constante de tiempo de 5.4 + 0.7

% h-1.

M superficie [ secuestrado [Jinternalizado

6 Figura 7. Cambios en los niveles de
AChR en superficie, secuestrado e
internalizado. Con los datos del % de
4 accesibilidad a SA y % de E
normalizados respecto al tiempo 0 h se
calcularon los niveles de AChR
secuestrado como la resta entre ambos
valores. El  AChR internalizado
corresponde al % de E. Como a los
tiempos graficados la degradacion del
AChR no es significativa, asumimos que
el resto de los AChR corresponden a los
receptores presentes en la superficie
celular.

tiempo (hs)

0 20 40 60 80 100

Niveles de AChR (%)

La diferencia entre el porcentaje de E y el de accesibilidad a SA-Cy5
representa el porcentaje de AChRs secuestrados (Figura 7). Este se incrementa en
funciéon del tiempo, pero su aumento ocurre antes que el del porcentaje de AChR
internalizado. Esto sugiere que el proceso de secuestro ocurre antes que la
internalizacion del AChR.

Si inspeccionamos la distribucién de la fluorescencia de Cy3-oBTX-biotina
en las células marcadas a 4°C y luego incubadas durante 0 6 2 hs a 37°C
observamos que la mayor parte de la marca se encuentra en la superficie (Figuras y
6, 2 hs; Figura 8 imagen Cy3-aBTX-biotina), y puede ser extinguida con Kl
(Figuras 5y 6, 2 hs; Figura 8 imagen KIl). Sin embargo, comparado con el tiempo 0
hs, luego de 2 hs a 37°C una fraccién significativa de la Cy3-aBTX-biotina
(coloreada rojo en la Figura 8, panel inferior) que fue extinguida por Kl no puede
ser marcada con Cy5-SA (coloreada verde en la Figura 8, panel inferior, y también

ver flechas en las imagenes superpuestas en el inserto). Las regiones marcadas
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con Cy3-aBTX-biotina y despobladas de Cy5-SA pueden ser resueltas como
pequefios puntos de un tamano cercano a la resolucién éptica del microscopio

empleado (300 nm).

y3-oBTX-bigtina [Cy5;SA

Figura 8. EL AChR es secuestrado en estructuras conectadas con la superficie celular
no accesibles a SA. Las células fueron marcadas por 1 h a 4 € con Cy3- aBTX-biotina,
incubadas a 37 C por 0y 2 hs y luego marcadas a 4 C con Cy5- SA. Se fotografiaron antes e
inmediatamente después de agregar KI 200 mM. En la imagen superpuesta el rojo
corresponde a Cy3-aBTX-biotina, el verde a Cy5-SA, y el azul a la imagende KIl. Las flechas
indican regiones de la membrana marcadas con Cy3-aBTX-biotina, accesibles a Kl, pero no a
Cy5-SA. Escala 20 ym

Reciclado del AChR

Muchas proteinas, como por ejemplo el receptor de Tfr, retornan a la
superficie celular luego de ser internalizadas, en un proceso denominado reciclaje.
Para determinar si el AChR recicla, disefiamos un experimento con dos SA
marcadas con fluoroforos de diferente color (ver Materiales y Métodos). Marcamos
luego el AChR con axBTX-biotina, mantuvimos las células a 37°C para permitir el
secuestro/internalizacién del AChR de superficie, y bloqueamos los AChR
remanentes con SA-Cy5 (roja). Inmediatamente después marcamos con SA-
Alexa488 (tiempo O h) o incubamos durante 3 hs mdas a 37°C para evaluar si
aparecen en la superficie celular nuevos sitios de uniéon a SA-Alexa488 (verde). De
observarse, estos sitios indicarian la presencia de AChRs reciclados, que se

manifiestan como un incremento en los niveles de marcacion con SA-Alexa488
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respecto a las células correspondientes al tiempo O h. Como se observa en la
Figura 9, la marca de SA-Alexa*88 sélo alcanza al 10% durante la incubacion de 3
hs a 37°C, lo cual indica que el AChR no recicla en forma significativa, o si lo hace,

su reciclado procede en forma secuestrada, no accesible a la SA-Alexa48s,

100 -
Figura 9. Reciclado del AChR . Las
células fueron marcadas con oBTX-
801 biotina por 1 h a 4 T, incubadas durante
> 2 hs a 37 € y marcadas con Cy5- SA.
S ol Luego de esta incubacion, las células
‘_g fueron llevadas a 37 C durante Oh (Oh) o
5 2 hs (2hs). Al final de este periodo fueron
= 40- marcadas con SA-Alexa’® vy
< fotografiadas. Se cuantificé la
2 fluorescencia proveniente de la Alexa*®-
20 - SA, normalizandose respecto a la
fluorescencia de la SA-Alexa’®® de las

l células incubadas durante Oh.
0

Oh 3hs

Colocalizacion con marcadores de organelas celulares

Para estudiar la ruta que sigue el AChR luego de internalizado, evaluamos la
cinética de colocalizacion del receptor marcado con «xBTX y diferentes marcadores

de organelas endociticas.

Figura 10. Los endosomas que contienen AChR no colocalizan con endosomas que
contienen Tfr ni Dx. Las células CHO-K1/A5 fueron marcadas con Cy3-aBTX (rojo) durante 1
h a 4 C, e incubadas durante 2 0 4 hs a 37 . Cin co minutos antes de que terminara este
periodo se agreg6 al medio de incubacion Cy5-Tfr (azul) y FITC-Dx (verde). Luego se lavaron
con buffer ascorbato para remover la Tfr unida a la superficie celular y se fotografiaron. Se
muestran imagenes representativas superpuestas de células tratadas como se indico. Los
insertos muestran una ampliacion de la regiéon sefialada con el asterisco. Las flechas indican
endosomas del marcador correspondiente al color. Escala 20 pm, inserto 10 pm.
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Las células CHO-K1/AS5 fueron marcadas con Cy3-&BTX por 1 ha 4 °C,y
luego incubadas a 37°C durante periodos entre 0 a 12 hs. Los endosomas
formados inicialmente (2-4 hs) no colocalizaron con la transferrina (Tfr)
internalizada, unida a su receptor, un marcador de la via de endocitosis
dependiente de clatrina y la via de reciclado (Figura 10, Tfr).

Tampoco colocalizaron con endosomas conteniendo dextrano acoplado a
isotiocianato de fluoresceina (FITC-Dx) internalizado a tiempos cortos (Figura 10,
Dx) ni con proteina fluorescente verde acoplada a GPI internalizada (GFP-GPI,

Figura 11). Ambas sondas son marcadores de la via de endocitosis dependiente de

cdc42 (193).

Figura 11. Los endosomas que contienen
AChR no colocalizan con endosomas que
contienen GFP-GPI. Las células CHO-K1/A5
fueron ftransfectadas con un plasmido que
codifica para la proteina GFP-GPl y 18 hs
después, utilizadas para los experimentos. Las
células fueron marcadas con Cy3-aBTX (rojo)
durante 1 h a 4 C, e incubadas durante 2 hs a
37 €. Cinco minutos antes de que terminara
este periodo se agregd Cy5-anti-GFP (verde) al
medio de incubacion. Luego se trataron las
Células por 2 min con PI-PLC, y se
fotografiaron. Se muestran imagenes
representativas  superpuestas de células
tratadas como se indico. Los insertos muestran
una ampliacion de la regién sefialada con el
asterisco. Las flechas indican endosomas del
marcador correspondiente al color. Escala 20
pm, inserto 10 um.

Igualmente, no se observd colocalizacion con estructuras periféricas
positivas para GFP-caveolina (Figura 12), marcadoras de la via de endocitosis
dependiente de caveolas (84). Esto permite concluir que los endosomas en los que
el AChR ingresa a la célula son diferentes a los endosomas provenientes de las vias

dependientes de clatrina, caveolina o cdc42.
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Figura 12. Los endosomas que ¢ ontienen
AChR no colocalizan endosomas que
contienen caveolina-GFP. Las células CHO-
K1/A5 fueron transfectadas con un plasmido
gue codifica para GFP-caveolina (verde) y 18
hs después, utilizadas para los experimentos.
Las células fueron marcadas con Cy3-aBTX
(rojo) durante 1 h a 4 C, incubadas durante 4
hs a 37 C. y fotografiadas. Se muestran
imagenes representativas superpuestas de
células tratadas como se indicé. Los insertos
muestran una ampliacibn de la region
sefialada con el asterisco. Las flechas indican
endosomas del marcador correspondiente al
color. Escala 20 um, inserto 10 um.

Una vez ingresado a la célula y luego de 6 hs de incubacién a 37°C, el AChR
colocaliza con galactosil transferasa marcada con proteina verde (GalT-GFP), una

enzima marcadora del complejo de Golgi, sugiriendo su paso por esta organela

(Figura 13).

Figura 13. EI AChR es transita por el

complejo de Golgi. Las células CHO-K1/A5
fueron transfectadas con un plasmido que
codifica para GFP-GalT (verde) y 18 hs
después, utilizadas para los experimentos.
Las células fueron marcadas con Cy3-aBTX
(rojo) durante 1 h a 4 C, incubadas durante 6
hs a 37 C. y fotografiadas. Se muestran
imagenes representativas superpuestas de
células tratadas como se indico. Los insertos
muestran una ampliacion de la region
seflalada con el asterisco. Escala 20 pm,
inserto 10 um.

A tiempos mas largos de incubacion, 12 h, una fraccién significativa de los
endosomas que contienen AChR es accesible a un pulso de 20 min con FITC
dextran, pero no es accesible a un pulso de 5 min (Figura 13). Esto indicaria que el
AChR se acumula en endosomas tardios con capacidad para fusionarse con otros

endosomas.
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Figura 14. Los endosomas que contiene n AChR colocalizan con endosomas que
contienen Dx internalizado a tiempos largos. Las células CHO-K1/A5 fueron marcadas con
Cy3-aBTX (rojo) durante 1 h a 4 C, e incubadas durante 12 hs a 37 C. Veinte (imagen
izquierda) o cinco (imagen derecha) minutos antes de que terminara este periodo se agrego al
medio de incubacion FITC-Dx (verde). Cumplidas las 12 hs, las células se fotografiaron. Se
muestran imagenes representativas superpuestas de células tratadas como se indico. Los
insertos muestran una ampliacion de la regiéon sefialada con el asterisco. Las flechas indican
endosomas del marcador correspondiente al color, las flechas blancas indican colocalizacion.
Escala 20 um, inserto 10 um.

Para caracterizar mas detalladamente la naturaleza de los endosomas que
contienen el AChR, estudiamos la colocalizacion con un marcador de endosomas
tempranos, el antigeno de endosomas tempranos 1 (EEA1) y con un marcador de
endosomas tardios/lisosomas, la proteina asociada a membrana lisosomal 1
(LampT). Las células fueron marcadas con Cy3-«BTX durante 1 h a 4°C y luego
incubadas durante 4 hs a 37°C para permitir la internalizacion del AChR. Al final de
la incubacion las células fueron fijadas, permeabilizadas con saponina 0.1 % (para
la marcacién con EEA1) y Triton X100 0.1% (para la marcacion con Lampl) e
incubadas con anticuerpos anti-EEA1 y anti-Lamp1 durante 1 h a temperatura
ambiente. Al final de esta incubacién las células fueron marcadas con anticuerpos
secundarios acoplados a Alexa488 y fotografiadas. Como se observa en la Figura 14,
la permeabilizacién con ambos detergentes altero dramaticamente la morfologia
de los endosomas que contienen AChR, pero no afecté la marcacion de
endosomas marcados con EEA1 o Lampl. Esta diferencia en la sensibilidad al
detergente sugiere que la membrana de los endosomas que contienen AChR tiene

una composicioén lipidica diferente.
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Figura 15. Los endosomas que contienen AChR  son sensibles a la permeabilizacion
con detergentes. Las células CHO-K1/A5 fueron marcadas con Cy3-aBTX durante 1 h a 4
T, e incubadas durante 6 hs a 37 €. Cumplido este periodo, se fijaron con PF 2 % durante
15 min y se permeabilizaron con el método indicado en cada fila durante 15 min a temperatura
ambiente. Luego se marcaron con anticuerpos anti-EEA1 (panel superior) o anti-Lamp-1
(panel inferior) durante 1 h y con anticuerpo secundario acoplado a Alexa®®. Se muestran
imagenes representativas de células tratadas. Escala 20 um.

Inhibicion de dinamina

La dinamina (din) es una GTPasa de 100 kD de peso molecular que
interviene en la fision de vesiculas en la membrana plasmatica (ver /ntroduccion).
Se ha observado que algunos receptores ionotrépicos relacionados
estructuralmente con el AChR, como el receptor de GABA o el de la glicina, son
internalizados a través de un mecanismo dependiente de din (194-197). Para
investigar la influencia de la actividad de din en la internalizacion del AChR,
transfectamos células en forma pasajera con un plasmido que codifica para una

mutante negativa de din, acoplada a una GFP, dinK44A-GFP (62). Esta mutante es
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deficiente en actividad GTPasa y por lo tanto, al sobreexpresarse en la célula,
compite con la din enddégena por los efectores, resultando en un fenotipo negativo.

Como control utilizamos las células no transfectadas presentes en el mismo
portaobjeto y células transfectadas con un plasmido que codifica para la versién
salvaje de din, también acoplada a GFP (din-GFP). Este ultimo control nos permite

poner en evidencia cualquier efecto asociado a la sobreexpresion de proteinas.
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Figura 1 6. La sobreexpresion de dinK44A inhibe la endocitosi s de Cy5-Tfr. Las células
CHO-K1/A5 fueron transfectadas con plasmidos que codifican para GFP-din salvaje o GFP-
din K44A, y 18 hs después, utilizadas para los experimentos. Las células fueron procesadas
para medir la accesibilidad del AChR a Kl a las 12 hs. Treinta minutos antes de terminada la
incubacion a 37 T, se adicioné al medio Cy5-Tfr. L uego se lavaron con buffer ascorbato, para
remover la Tfr unida a la superficie celular y se fotografiaron. Se cuantificé la intensidad de
fluorescencia de la sonda Cy5-Tfr en células transfectadas (identificadas por la fluorescencia
de GFP), normalizandose este valor respecto al obtenido en células no transfectadas (N T)
presentes en el mismo preparado. * p < 0.005

Para comprobar la inhibicion de din por la sobreexpresion de dinK44A,
medimos los niveles de internalizacién de Cy5-Tfr, luego de 30 min. Como se
observa en la Figura 16, la sobreexpresion de dinK44A inhibié en ~50% la
internalizacién de Cy5-Tfr, mientras que la de dinamina salvaje no tuvo efecto
significativo sobre este proceso endocitico. Esto corrobora la efectividad de la
mutante dominante negativa dinK44A como inhibidor de la funcién de din y la

inocuidad de la transfeccion.
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Si observamos la internalizacion del AChR en células transfectadas con
dinK44A, no observamos diferencias respecto de las células no transfectadas
(Figura 17A, panel superior, Cy3-&BTX), mientras que dinK44A si inhibe la
internalizacién de Tfr (Figura 17A, panel superior, Cy5-Tfr). Esto se refleja en la
accesibilidad al KI, que no muestra diferencias significativas entre células no

transfectadas, trasfectadas con din salvaje o con dinK44A (Figura 17B, KI).
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Figura 17. La sobreexpresion de dinK44A no afecta la endocitosis de | AChR. A) Las
células CHO-K1/A5 fueron transfectadas con plasmidos que codifican para GFP-din salvaje o
GFP-din K44A, y 18 hs después, utilizadas para los experimentos. Fueron marcadas por 1 h a
4 T con Cy3- aBTX-biotina, incubadas a 37 T por 12 hs y luego marcadas a 4 T con Cy5-
SA. Se fotografiaron antes e inmediatamente después de agregar KI 200 mM. B) Para cada
célula se calcul6 la accesibilidad a Cy5-SA y a Kl, normalizandose estos valores respecto a
los obtenidos para células no incubadas a 37 C.
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Tampoco se observo un efecto sobre el secuestro del AChR; las células no
transfectadas muestran niveles de tincién con Cy5-SA similares a los de las células
transfectadas con  dinK44A (Figura 16A, panel inferior, Cy5-SA).
Consecuentemente, no se observan diferencias significativas en el porcentaje de
accesibilidad a Cy5-SA en células no transfectadas, din salvaje, y dinK44A (Figura
17B, Cy5-SA). Estos experimentos sugieren que la endocitosis del AChR en células

CHO-K1/A5 es independiente de dinamina.

Inhibicion de Arfé

Arf6é es una pequefia GTPasa de la familia de proteinas Arf que esta
involucrada en una via de endocitosis independiente de clatrina y de dinamina (ver
Introduccion). Por este motivo decidimos estudiar si la internalizacion del AChR
depende de la actividad de Arf6. Para ello transfectamos las células en forma
pasajera con un plasmido que codifica para una mutante negativa (Arf6 T27N-HA)
0 una mutante constitutivamente activa (Arf6Q67L-HA) de Arf6 y evaluamos los

niveles de internalizacién del receptor a las 6 hs de incubacién.

100+ Figura 18. La internalizaciéon del AChR es
independiente de la actividad de Arf6. Las
células CHO-K1/A5 fueron transfectadas con
plasmidos que codifican para Arf6 T27N-HA y
Arf6Q67L-HA, y 18 hs después, utilizadas
604 para los experimentos. Fueron marcadas por
1 h a4 € con aBTX-biotina, incubadas a 37
T por 6 hs y luego marcadas a 4 € con
40 Alexa®’-SA. Luego se fijaron con PF 2 % pro
15 min y permeabilizadas con Triton X-100 al
0.01 % por 10 min y marcadas con
20+ anticuerpos anti-HA y anticuerpo secundario
acoplado a Alexa*®. Para cada célula se
calculd la accesibilidad a Alexa®’-SA,
- + B + normalizandose estos valores respecto a los
Arf6 T27N Arf6 Q67L obtenidos para células no incubadas a 37 C.

80+

Accesibilidad a Alexa®’-SA (%)

Las células transfectadas con la mutante dominante negativa (Figura 18,
Arf6T27N+) muestran los mismos niveles de tincion con Alexa647-SA que las

células no transfectadas (Figura 18, Arf6T27N-). Tampoco se observaron
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diferencias entre las células transfectadas con la mutante constitutivamente activa
y las no transfectadas (comparar Figura 18, Arf6Q67L+ con Arf6Q67L-). Estos
experimentos indican que la internalizacién del AChR no depende de la actividad

de Arf6.

Influencia del citoesqueleto

Muchos procesos endociticos independientes de clatrina y dinamina
reclutan la maquinaria de polimerizacion de actina para asistir en la endocitosis
(128). Es por ello que investigamos el papel del citoesqueleto de actina en la
endocitosis del AChR. Para tal fin utilizamos un inhibidor de la polimerizacién de
actina, la citocalasina D y un agente promotor de la polimerizaciéon de actina, el
jasplakinolide. Las citocalasinas se unen al extremo (+) de los filamentos de
actina y bloquean la adicion de mondmeros, impidiendo de esta forma su
elongacion. Los inhibidores de la polimerizacion de actina tienen efectos variables
sobre la endocitosis mediada por clatrina en células de mamifero, a diferencia de
las levaduras en donde todos los procesos endociticos son dependientes de actina
(Fujimoto et al., 2000; Lamaze et al., 1997). El tratamiento con citocalasina D no
afecté la internalizacion de Tfr a ninguna de las concentraciones ni tiempos
ensayados (Figura 19A, Alexa488-Tfr).

Se infiere por ende que en estas células la endocitosis por la via
dependiente de clatrina procede alin en condiciones en las que se ha perdido la
integridad del citoesqueleto. Esta serie de experimentos también pone en
evidencia que aunque el cambio en la morfologia celular es dramatico (Figura 19)

las células mantienen su viabilidad y pueden realizar procesos endociticos.
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Figura 19. El tratamiento con citocalasina D no afecta la endo  citosis de Tfr. A) Las
células CHO-K1/A5 fueron procesadas para medir la accesibilidad del AChR a Cy5-SA en
presencia de DMSO (control), 2,5 0 5 uM de citocalasisa D. El tratamiento con 2,5 uM de
citoclasina D se realiz6 durante 2 0 4 hs. Treinta minutos antes de terminada la incubacién a
37 T, se adiciono al medio Alexa *®®-Tfr. Luego se lavaron las células con buffer ascorbato,
para remover la Tfr unida a la superficie y se fotografiaron. Se cuantificé la intensidad de
fluorescencia de la sonda Alexa*™-Tfr en células tratadas, normalizandose este valor respecto
al obtenido en células incubadas con el vehiculo DMSO (control). B). Imagenes de contraste

de fase de células tratadas durante 2 hs a 37 € con 2.5 uM de citocalasina D o el vehiculo
DMSO. Escala 20 um.

Sin embargo, la citocalasina D disminuy6 significativamente los niveles de
AChR secuestrado, lo que se manifestd6 como un aumento en la marcacion con

Cy5-SA (Figura 20A) y por lo tanto en la accesibilidad a esta sonda (Figura 20B).
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Figura 20. El tratamiento con citocalasina D inhibe la endocit  osis del AChR. A) Las
células CHO-K1/A5 fueron marcadas por 1 h a 4 € con Cy3-aBTX-biotina e incubadas a 37
< durante 2 hs en presencia de DMSO (control) o 2,5 uM de citocalasisa D. Treinta minutos
antes de que terminar la incubacion se agregd al medio Alexa®®-Tfr. Luego se lavaron con
buffer ascorbato, se marcaron a 4 C con Cy5-SA y s e fotografiaron. B) Las células CHO-
K1/AS5 fueron procesadas para medir la accesibilidad del AChR a Cy5-SA en presencia de
DMSO (control), 2,5 0 5 pM de citocalasisa D. El tratamiento con 2,5 pM de citoclasina D se
realiz6 durante 2 o 4 hs. Para cada célula se calculd la accesibilidad a Cy5-SA,
normalizandose estos valores respecto a los obtenidos para células no incubadas a 37 T.
Escala 20 um. * p < 0.01, # p <0.001.

Este comportamiento se observo tanto a las 2 hs como a las 4 hs y con las
dos concentraciones de citocalasina D empleadas (2.5 pM y 5 pM). Ademas,

mientras que en las células control el AChR ya se encuentra en endosomas a las 2
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hs de incubacién a 37°C (Figura 20A, panel superior Cy3-«BTX-biotina), las células
tratadas con citocalasina D aparecen desprovistas de estas estructuras (Figura 20A,
panel inferior). Estas observaciones sugieren que la internalizacién del AChR
también es afectada por la despolimerizacién de actina.

Para corroborar que el secuestro del AChR depende de la integridad del
citoesqueleto, estudiamos este proceso en presencia de jasplakinolide. Esta droga
desorganiza el citoesqueleto pero a través de un mecanismo de accién diferente al
de la citocalasina D. El jasplakinolide induce la polimerizacion desorganizada vy
desregulada de la actina en masas amorfas. Esto trae como consecuencia la
disminucién del remodelado de las fibras de stress, y su posterior desaparicién, ya
que se consumen los mondmeros de actina libres (Buba et al.,, 1998). El
jasplakinolide también inhibié el secuestro del AChR (Figura 21), demostrando que

este proceso es dependiente de la integridad del citoesqueleto.
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Figura 21. El tratam iento con jasplakinolide inhibe  la endocitosis del AChR . Las células
CHO-K1/A5 fueron marcadas por 1 h a 4 T con aBTX-biotina e incubadas a 37 T durante 2
hs en presencia de DMSO (control) o 1 uM de jasplakinolide. Al final de la incubacion, se
marcaron a 4 T con Alexa*®-SA y se fotografiaron. Para cada célula se calculé la
accesibilidad a Alexa®-SA, normalizandose estos valores respecto a los obtenidos para
células no incubadas a 37 C. * p < 0,01.
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Discusion

Se ha observado que cuando se bloquea la transmisién neuromuscular en la
sinapsis adulta con «BTX o curare, el AChR difunde de los macro-agregados
(“clusters” de varios micrones de longitud) y es internalizado, lo que resulta en una
reduccién de su vida media. La estimulacién del muasculo revierte este proceso
evidenciando que depende de la actividad sinaptica (41). Se estima que estas
alteraciones en los niveles de AChR en la UNM serian equivalentes a los procesos
de potenciacién o depresion de largo plazo que ocurren en las sinapsis del sistema
nervioso central (41). También se ha encontrado que la velocidad de endocitosis
del AChR se incrementa en miotubos incubados en presencia continua de
agonistas colinérgicos (45), y por el entrecruzamiento con anticuerpos en células
musculares humanas (192) y en la linea celular BC3H-1 (198). Sin embargo, poco
se sabe sobre el mecanismo endocitico que llevan a estas alteraciones de los
niveles de AChR en la superficie celular.

En este trabajo utilizamos la linea celular CHO-K1 /A5 desarrollada en el
laboratorio, que expresa en forma heteréloga y estable al AChR muscular adulto
(x2Byd) de raton (190), para caracterizar el mecanismo por el cual el AChR es
internalizado. Estas células expresan niveles de AChR en la superficie celular
adecuados para ser detectados por microscopia de fluorescencia, y ademas, son
faciles de cultivar, crecen con rapidez y son aptas para experimentos de
transfeccion transitoria. Estas cualidades las convierten en un sistema sencillo y
versatil para estudios de biologia celular. Por otro lado, no poseen otras proteinas
asociadas al AChR en células musculares, como rapsina o MusK (ambas necesarias
para formar los macro-agregados de AChR en el musculo adulto). Estas células
constituyen entonces un modelo atil para estudiar la dinamica celular del AChR en
ausencia de inervacién, de proteinas no receptoras y de factores propios de la

célula muscular.
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La velocidad de internalizacién constitutiva del AChR en las células CHO-
K1/A5 es muy lenta, como se pone en evidencia en los resultados de la Figura 3.
AuUn después de 6 hs de incubacién a 37 °C con CHX, no se observaron cambios en
los niveles del receptor en la superficie celular. No podemos descartar la
posibilidad de que el AChR sea internalizado y reciclado con la misma velocidad,
por la imposibilidad de marcar el receptor presente en la superficie sin perturbarlo
(ver mas adelante).

Un resultado sumamente importante de esta Tesis fue la observacion que la
unién del antagonista competitivo «BTX o el entrecruzamiento con anticuerpos
acelera la internalizacion del AChR (Figuras 1y 4). El hecho que el AChR expresado
heter6logamente en las células CHO-K1/A5 responda de manera similar a la
modulacién por ligandos y por anticuerpos, tal como lo hace en sistemas en donde
esta expresado en forma endogena (41,45,192,198), sugiere que esta modulacion
es una propiedad intrinseca del receptor y que no depende de sus proteinas
accesorias (rapsina, agrina, MusK, etc). En el caso de la inducciéon de la
internalizacién por xBTX, este fendmeno podria obedecer al bloqueo del canal, ya
que los AChR que no unieron toxina no se internalizan, tal como muestra la Figura
2. Este bloqueo podria inducir un cambio conformacional por medio del cual el
AChR expondria sefnales de internalizacion antes ocluidas. Mecanismos similares
se han propuesto para la internalizacién de otros receptores (199,200).

La remocién acelerada del AChR de la superficie celular es uno de los
mecanismos fisiopatoldgicos observados en la enfermedad autoimmune miastenia
gravis, en donde la internalizacién del receptor se acelera luego de la unién a
anticuerpos ((9,35). En consecuencia, los anticuerpos de pacientes miasténicos
causan la modulacién antigénica del AChR muscular in vivo e in vitro (201).
Nuestros experimentos muestran que los anticuerpos monoclonales contra el
AChR muscular adulto también inducen su internalizacién en las células CHO.

Se sabe que el entrecruzamiento que producen los anticuerpos es lo que

estimula la internalizacién acelerada del AChR en miastenia experimental inducida
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(201), ya que esta no ocurre cuando se unen fragmentos Fab monovalentes.
Posiblemente los agregados de mayor tamafio que se forman cuando se marca el
AChR con anticuerpos (Figura 4A y (20) sean menos estables en la membrana que
los agrupamientos mas pequenos presentes antes del tratamiento (11) y aumentar
su afinidad por la maquinaria endocitica necesaria para internalizarlo.

Los ensayos empleados en este trabajo nos permitieron disecar la
desaparicion del AChR de la superficie celular en dos etapas diferentes: secuestro
e internalizacién (202). De esta forma, el AChR marcado con Cy3-a«BTX-biotina
parece evolucionar primero a un compartimiento conectado con la superficie
celular, pero no accesible a moléculas de alto peso molecular, para luego ser
internalizado. Esto explicaria porqué la pérdida de accesibilidad a SA ocurre mas
rapidamente que la pérdida de accesibilidad a Kl en los primeros tiempos de
incubacién a 37°C (Figuras 5, 6 y 7). La observacion de regiones marcadas con
Cy3-aBTX-biotina en la membrana de las células incubadas a 37°C, cuya
fluorescencia es extinguida por Kl (lo cual indica su continuidad con el espacio
extracelular), pero que no unian Cy5-SA, ofrecié6 una prueba de la existencia de
este compartimiento (Figura 8). Evidencia mas directa provino de estudios
realizados mediante microscopia de reflexidon total de fluorescencia (“TIRF”) de
células CHO-K1/AS vivas, los cuales mostraron la presencia del AChR en tubulos
conectados con la superficie celular, que luego ingresaban a la célula (202). Estas
estructuras corresponderian al compartimiento en el que el AChR es secuestrado.

A tiempos mas largos (6 h-12 h), la variacion en la relacion Cy5/Cy3 se
reduce mientras el porcentaje de E sigue disminuyendo, lo que podria explicarse si
se considera que la internalizacion del AChR a estos tiempos ocurre
principalmente desde los sitios donde estd secuestrado. Esto queda evidenciado
mas claramente cuando se observa el cambio en el porcentaje de AChR
secuestrado (obtenido de la diferencia entre el porcentaje de accesibilidad a Kl y a
SA a cada tiempo) en funcion del tiempo (Figura 7). Aqui se manifiesta una

reduccién en el porcentaje de AChR secuestrado mientras se incrementa el del
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AChR internalizado, pero practicamente no hay cambios en el AChR en superficie,
hecho que es consistente con el modelo propuesto (Figura 7).

Una vez que el AChR es secuestrado/internalizado, no vuelve a ser accesible
a la SA, como lo demuestran las Figuras 5, 6 y 7. El reciclado del AChR ha sido
observado en la UNM de ratén in vivo (43,44), pero no en cultivo de células C2C12
(44,45) , o células musculares de ratén (203), ni tampoco en sinapsis bloqueadas
cronicamente con curare (44). Estos resultados implican que es necesaria la
actividad sinaptica o algun factor neural para que los receptores internalizados
puedan reciclar (44), por lo que es esperable que en las células CHO-K1 /A5 no se
observe el reciclado del AChR (Figura 9). Sin embargo, ha sido posible detectar una
pequeia fraccién de AChR en endosomas de reciclaje marcados con Rab11-GFP a
todos los tiempos estudiados (Kumari et al., 2008), lo que sugeriria que el receptor
puede volver a la superficie a través de esta via. La imposibilidad de detectar a este
grupo de AChRs reciclados (Figura 9) indica que representan un porcentaje muy
bajo del total de receptores presentes en la superficie celular, de lo cual podemos
inferir que este proceso no contribuye significativamente a mantener los niveles de
AChR en la membrana en condiciones de bloqueo por xBTX. Alternativamente, los
AChR podrian regresar a la superficie celular como AChR secuestrados, no
accesibles a la marcacion con SA.

El proceso de secuestro e internalizacion del AChR ocurre mediante un
mecanismo que requiere la integridad del citoesqueleto, ya que es inhibido
selectivamente por el tratamiento con citocalasina D o jasplakinolide (Figuras 19,
20 y 21). Es probable que sea necesario el reclutamiento de la maquinaria de
remodelado del citoesqueleto de actina a los sitios de secuestro, para generar la
fuerza requerida para deformar la membrana y formar los tubulos. Mecanismos de
secuestro similares se han observado para B-VLDL y otras lipoproteinas agregadas,
las cuales son internalizadas a través de receptores de desechos celulares
(“scavenger’) en macréfagos (204,205). En estas estructuras tubulares conectadas

con la superficie, el B-VLDL sufre procesos degradativos (204). Siendo que la
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velocidad de internalizacion del AChR es lenta, el secuestro del mismo podria ser
un mecanismo para alejarlo de senales moduladoras presentes en el espacio
sinaptico de la UNM, hasta que sea internalizado.

El hecho que la integridad del citoesqueleto sea indispensable para la
internalizacién y secuestro del AChR, nos llevd a investigar la funcion en este
proceso de las pequefias GTPasas de la familia Rho (ver Introduccion), dentro del
marco de un proyecto de colaboracién del Dr. Barrantes con el Dr. Mayor en el
National Center for Biological Studies (NCBS, Bangalore, India). Uno de los
hallazgos mas interesantes de estos estudios fue que la unién de la xBTX al AChR
activa a Racl. El bloqueo de la actividad de esta proteina (ya sea con la toxina B o
mediante transfeccion con una mutante dominante negativa) inhibe la endocitosis
del AChR (202). Entre las funciones de Racl esta la modulacion de la dinamica de
la actina, la cual es necesaria para el secuestro/internalizacion del AChR. En
paralelo se observo que la autofosforilacion de Src es también necesaria para la
endocitosis del AChR. Un mecanismo similar se observé recientemente en la
internalizacién de moléculas coestimulatorias del sistema inmune CD80/CD86
inducida por la proteina del HIV, Nef (206,207). En este proceso se requiere la
fosforilacion de Src para activar Racl a través de un intercambiador de nucleétidos
de guanina, Tiam1. Tanto el CD80/CD86 como el AChR son proteinas con una vida
media prolongada en la membrana plasmatica de los sistemas celulares estudiados.
El mecanismo por el cual estas moléculas son internalizadas seria entonces de
relevancia general para remodelar el contenido de la membrana plasmatica.

El secuestro e internalizacidon del AChR procede de igual forma aun cuando
se inhiba la funcion de la dinamina, lo que fue probado mediante la expresion de
una mutante dominante negativa de esta proteina (Figuras 16 y 17) y mediante la
inhibicién con ARN de interferencia (202). Estos resultados sugieren que el
mecanismo de endocitosis del AChR no depende de la funcién de dinamina para
desprender las vesiculas de la membrana. Existen en la célula diversos

mecanismos endociticos que no requieren la funcién de dinamina (ver
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Introduccion). La independencia de dinamina y la falta de colocalizacién de los
endosomas que contienen AChR con aquéllos de internalizacién de la caveolina-
GFP (Figura 12) y con endosomas que contienen Tfr internalizada (Figura 10),
indican que el mecanismo por el cual es internalizado el AChR es independiente de
clatrina y de caveolina. Consistente con estos resultados, observamos que la
endocitosis del AChR no se inhibe con la sobreexpresiéon de una version truncada
de la proteina Eps15, necesaria en la via de endocitosis dependiente de clatrina
(Kumari et al., 2008).

Algunos autores han mostrado la colocalizacién del AChR con caveolina
(208) en miotubos. Esta discrepancia con nuestros resultados podria explicarse
basandonos en el tipo celular y el grado de organizacion del AChR. Mientras en las
células CHO-K1 /A5 el AChR se encuentra formando nano-agregados (20,209) las
observaciones de Trinidad y Cohen (208) fueron llevadas a cabo en miotubos
C2C12 en una etapa de diferenciacion en la cual el AChR esta organizado como
macroagregados de varios micrémetros de largo. Es decir, la endocitosis del AChR
en agregados maduros podria proceder a través de un mecanismo dependiente de
caveolina. Es de recalcar sin embargo que la colocalizaciéon de estos agregados con
caveolina ha sido posteriormente cuestionada (18).

La internalizacién del AChR tampoco procede por las vias independientes de
clatrina y de dinamina descriptas en la literatura (ver Introduccién). Los endosomas
que contienen AChR no colocalizan con GFP-GPI internalizada (Figura 11), ni la
sobreexpresién de una mutante negativa de cdc42 (16) inhibe la internalizacién
del AChR, lo cual indica que el mismo no ingresa a la célula por un mecanismo
dependiente de cdc42.

El blogueo de la funcién de Arf6é a través de la sobreexpresiéon de una
versién de esta proteina dominante negativa tampoco inhibe la internalizacién del
AChR (Figura 18), por lo que esta tampoco procederia por la via dependiente de

Arf6.
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Por lltimo, la respuesta a la deplecién de colesterol es diferente en el caso
de la internalizacion del AChR, respecto a otros mecanismos endociticos conocidos
(209). Mientras la endocitosis del AChR se ve acelerada cuando disminuyen los
niveles de colesterol en la membrana, la endocitosis dependiente de clatrina,
caveolina y cdc42 se ven severamente inhibidas. Todos estos resultados indicarian
que el AChR es endocitado a través de un mecanismo diferente de los descriptos
hasta el momento (69,128).

Una vez internalizados, los complejos o«BTX-AChR son transportados
inicialmente a través de endosomas tempranos marcados con EEA1 (202) y desde
alli a endosomas tardios, identificables por el antigeno marcador Lampl en su
membrana y por su carga (FITC-Dx) (Figura 14). Esta secuencia se desprende del
seguimiento de la cinética de colocalizacién del AChR con EEA1 y Lamp1 (202). La
acumulacién del AChR en endosomas tardios junto con la lenta cinética de
degradacion del mismo (Figura 6), indicarian que el transporte del receptor desde
los endosomas tardios a los lisosomas es mas lento que el trasporte desde los
endosomas tempranos a los endosomas tardios. El paso del AChR por el complejo
de Golgi (Figura 13) podria ser una consecuencia de este hecho.

La diferente sensibilidad a los métodos de permeabilizacién de los
endosomas que contienen AChR respecto a los endosomas marcados con EEAI
(Figura 15), sugiere que la membrana de los primeros tiene una composicion
diferente a la de los segundos. Esto podria estar relacionado con la localizacion del
AChR en dominios lipidicos de la membrana plasmatica de composicién especifica.
Desde estos dominios el receptor seria internalizado originando los endosomas
que lo contienen. Esta observacion, junto con la falta de colocalizacién del AChR
con endosomas tempranos provenientes de otras rutas endociticas, refuerza la
idea de que estos endosomas se generan en la membrana por un mecanismo
diferente. Este mecanismo excluiria a los ligandos mas caracteristicos

internalizados por otras vias de endocitosis.
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La via de endocitosis inducida por la unién de la «BTX al AChR difiere de la
utilizada por otros receptores de neurotransmisores como los receptores del
GABAA, de la glicina, o del AMPA y el NMDA, los cuales son internalizados por la
via dependiente de clatrina (195-197,210). Es importante sefalar que todos estos
receptores estan localizados en sinapsis del SNC, mientras que el AChR muscular
estudiado en esta Tesis se encuentra ubicado en sinapsis periféricas. La velocidad
de internalizacion de estos receptores centrales en respuesta a la actividad es muy
rapida en comparacién con la del AChR muscular. Asi, nosotros calculamos un t;,2
= 2.0 £ 0.4 hs para el AChR muscular adulto unido a xBTX expresado en células
CHO, mientras que en miotubos estimulados con nicotina es de ~4 hs(45), y en la
UNM bloqueada con «BTX in vivo es de 12 hs (41). Estos valores difieren de
aquéllos de los receptores de sistema nervioso central: el AMPA-R en cultivo de
neuronas tiene un t;;2 = 9.3 = 2.3 min(194), y disminuye a 3.1 minutos cuando se
lo estimula con su ligando, AMPA (200). En el caso del NMDA-R, se internaliza un
20% luego de 30 min (211), mientras que cuando se lo activa, disminuye un 25%
en 15 min. El receptor de GABAA, en cambio, desaparece de la superficie celular en
40 min cuando es expresado en células HEK (197). Es posible entonces que las
sinapsis periféricas regulen su fuerza -es decir la disponibilidad de AChR- a través
de mecanismos diferentes que las sinapsis centrales.

En conclusion, en este Capitulo determinamos que la unién de la oBTX al
AChR induce su internalizacion a través de un mecanismo que ocurre en dos
etapas: 1) secuestro y 2) internalizacion del receptor. Este proceso es
independiente de clatrina, de dinamina, de caveolina y de Arf6, pero depende de la
integridad del citoesqueleto. La union de la oBTX al AChR induce la activacion de
Src, la cual lleva a su vez a la activaciéon de Racl. Esta ultima probablemente
modula el estado del citoesqueleto en aquellos sitios donde se lleva a cabo la

internalizacion del AChR.
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Capitulo II: Mecanismo de endocitosis del AChR y su
modulacion por el colestero/
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Resultados

La funcién y estabilidad del AChR depende de la composicién de los lipidos
que lo rodean en la membrana y entre éstos el colesterol (Col) parece ser necesario
para mantener la estructura del AChR (11). El Col es necesario para la formacién y
estabilizacion de los macro-agregados de AChR en la membrana de células C2C12.
Debido a la importancia de este lipido sobre éstos aspectos del AChR en este
Capitulo estudiamos su influencia en la estabilidad del receptor en la membrana

de las células CHO-K1/AS5.

El tratamiento con MBCDx cambia la distribucion celular del AChR

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos solubles en agua, pero con
una cavidad hidrofébica que puede encapsular o incluir moléculas apolares,
normalmente insolubles en medios acuosos (212). Debido a esta propiedad han
sido utilizados como transportadores de compuestos hidrofébicos y esteroles en
particular. Las CDx existen como hexameros (xCDx), heptameros (BCDx) u
octémeros (YCDx), en donde el grado de polimerizacién determina el tamano de la
cavidad y por lo tanto la afinidad de la misma por distintos compuestos (213,214).
Las BCDx tienen la mayor afinidad por la inclusién de colesterol (Col) y son las mas
eficientes en extraerlo de las membranas celulares (215). Entre ellas los derivados
mas solubles como la metil-B-CDx (MBCDx) o la 2 hidroxipropil-BCDx, son las
mas usadas en el area de la biologia celular para remover o aumentar los niveles
de Col en la membrana plasmatica de diversos tipos celulares (215) entre ellos las
células CHO.

Cuando se tratan células CHO-K1 /A5 con 15 mM MBCDx durante 30 min a
37°C y luego se marcan con Alexa“88-aBTX a 4°C, se observa una marcada
disminucién de la intensidad de fluorescencia sugiriendo la presencia de un menor
nimero de AChR en la membrana celular (Figura 1A, superficie, MBCDx). Para
explorar la causa de esta disminucién realizamos otra serie de experimentos en

los que las células fueron primero marcadas y luego tratadas con MBCDx. En
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células control (células incubadas 30 min a 37°C con buffer M1), la fluorescencia
correspondiente a los complejos xBTX-AChR se encuentra en la superficie celular,
indicando que en el periodo estudiado la internalizacion del AChR no es
significativa (Figura 1A, total, M1). En cambio, en las células tratadas con MBCDx,
ademas de la reduccion en la fluorescencia de la superficie se observa la aparicién
de estructuras puntiformes en el interior de la célula, posiblemente endosomas

(Figura 1A, total, MBCDx) que contienen AChR.

superficie

total

120+ [ superficie [ total

90 +

60

Niveles de AChR (%)

M1 MRCDx

Figura 1. El tratamiento con M BCDx provoca una redistribuci  6n del AChR. A) Superficie.
Las células CHO-K1/A5 fueron incubadas durante 30 min a 37C con MBCDx o M1, luego
marcadas por 1 h a 4C con Alexa **®-aBTX y fotografiadas. Total. Las células CHO-K1/A5
fueron marcadas por 1 h a 4C con Alexa ***-aBTX, incubadas durante 30 min a 37 con
MBCDx o M1, y luego fotografiadas. Escala 30 um B) Cuantificacion de los experimentos
descriptos en A. Las barras representan la media mas el D.E. * p< 0.001 n=4.
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No se observaron diferencias significativas en los niveles de intensidad de
fluorescencia total (fluorescencia de superficie mas fluorescencia interna) entre las
células tratadas y controles, lo que indica que la deplecién de Col mediada por
MBCDx redistribuye el AChR de la superficie a un compartimiento interno y que el
AChR no es degradado durante este periodo (Figura 1B).

Para evaluar la especificidad del efecto de la deplecién de Col sobre el AChR,
estudiamos los cambios en los niveles de superficie del receptor de transferrina
(TfR), una proteina constitutiva de las células CHO-K1/A5. Cuando las células son
tratadas con 15 mM MBCDx durante 30 min a 37°C y luego incubadas con Cy5-Tf
a 4°C, encontramos que los niveles del TfR en la superficie celular no disminuyen
sino que por el contrario aumentan (Figura 2), como esta descripto en la literatura
(147,216). Es decir, la deplecion de Col disminuye los niveles de AChR en la
superficie celular pero no los de los TfRs, sugiriendo un efecto especifico sobre el
AChR.

500
400+
300+

200+

100+

Fluorescencia de Cy5-Tfr (U.A.)

MRCDx

Figura 2. El tratamiento con M BCDx inhibe la internalizaci 6n de TfR. Las células CHO-
K1/A5 se incubaron durante 30 min a 37°C con M1 o M BCDx, luego se marcaron con Cy5-Tfr
por 1 h a 4C y se fotografiaron. Se cuantificé la fluorescencia correspondiente a la sonda
Cy5-Tfr en cada célula. Las barras expresan la media mas D.E., *p<0.01, n=3.

El tratamiento con MBCDx disminuye los niveles de AChR y colesterol de
la superficie celular en una forma dependiente de la dosis

Para caracterizar el efecto del tratamiento con MBCDx sobre el AChR en mas
detalle, medimos los niveles de AChR remanentes en la superficie celular luego de

incubar las células con distintas concentraciones de MBCDx (0, 5, 10y 15 mM) y
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con MBCDx saturada con Col (15 mM). Al final del tratamiento las células fueron
marcadas a 4°C con Alexa647-aBTX vy, para corroborar la eficacia de la deplecién de
Col, con fPEG-Col. ElI fPEG-Col es un derivado soluble y fluorescente del Col
utilizado para cuantificar por microscopia de fluorescencia los niveles de Col

celulares (ver Materiales y Métodos).
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Figura 3. El efecto de la M BCDx es dependiente de la dosis. A) Las células CHO-K1/A5 se
trataron con 15 mM MBCDx o MBCDx-Col por 30 min a 37, luego se marcaron con Al exa®’-
aBTX (panel superior) y fPEG-Col (panel inferior) por 1 h a 4C y se fotografiar on. Escala 30
um B) Las células CHO-K1/A5 se trataron con concentraciones crecientes de MBCDx o
MBCDx-Col por 30 min a 37T, luego se marcaron con Alexa®’-aBTX (panel superior) y
fPEG-Col (panel inferior) por 1 h a 4C y se fotografiaron. Se cuantifico la fluorescencia
proveniente de cada sonda en cada célula normalizandose este valor respecto al obtenido en
células no incubadas a 37TC. Las barras representan la media mas D.E., *p< 0.001
**n<0.0001, n=3.
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Como se puede observar en la Figura 3, la MBCDx disminuye los niveles de
AChR en la superficie celular en una forma dependiente de la dosis, observandose
una disminucién de la intensidad de fluorescencia de superficie del 50 % con 15
mM MBCDx. A concentraciones mas altas o tiempos mas prolongados las células
se redondean e incluso pueden perder su viabilidad (209).

Por el contrario cuando las células fueron enriquecidas en Col por medio del
tratamiento con 15 mM MBCDx-Col, los niveles de AChR en la superficie celular
aumentaron (Figura 3A, MBCDx-Col y 3B, barras grises). El fPEG-Col muestra el
mismo comportamiento que el AChR frente al tratamiento con MBCDx; las células
tratadas exhiben una gran disminucion de la fluorescencia del fPEG-Col en
superficie, mientras que las tratadas con MBCDx-Col presentan un aumento en
esta senal (Figura 3).

La deplecion de colesterol acelera la velocidad de endocitosis del AChR

Para determinar la cinética con la que la MBCDx acelera la internalizacion
del AChR, realizamos un experimento de doble marcacién: las células fueron
marcadas primero a 4°C con Alexa’%4-xBTX (roja) y luego llevadas a 37°C en

presencia de MBCDx o M1, por 0, 15 6 30 min.

Figura 4.El tratamiento con M BCDx acelera la endocitosis del AChR. Las células CHO-
K1/A5 fueron marcadas con Alexa**-aBTX por 1 h a 4C, luego incubadas a 37C por 0, 15 6

30 min con M1 (panel superior) o 15 mM MBCDx (panel inferior). Al final de la incubacién, las
células fueron marcadas con mab210 y anticuerpo secundario acoplado a Alexa’®, y
fotografiadas. Escala 20 um.
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Para determinar los AChR remanentes en la superficie celular luego de la
incubacién, las células fueron marcadas con mAb210 (un anticuerpo contra el
sector extracelular de la subunidad o del AChR) a 4°C, y luego con un anticuerpo
secundario marcado con Alexa488 (verde).

En las células control se observa una gran superposicion entre las dos
marcas (amarillo en la Figura 4, M1) indicando que la mayoria del AChR permanece
en la superficie celular en los periodos estudiados. En cambio en las células
tratadas con MBCDx se observa la presencia de estructuras rojas dentro de la
célula junto con una perdida de colocalizacién de las dos marcas (Figura 4,
MBCDx). La localizacion intracelular de estas estructuras puede inferirse por la
ausencia de marcacion con anticuerpo. Este resultado fue confirmado por

microscopia confocal (Figura 5).

30 min MBCDx

Figura 5. El tratamiento con M BCDx redistribuye el AChR a un compartimiento
intracelular. Las células CHO-K1/A5 fueron marcadas por 1 h a 4C con Alexa’®®-aBTX,
incubadas durante 30 min a 37C con M1 o MBCDx, y luego fotografiadas en un
microscopio confocal. Escala 50 pm.

Como la marca roja corresponde a los AChR presentes en la superficie
celular al inicio del experimento y la marca verde corresponde a los AChR
presentes en la superficie celular al final del experimento, la velocidad de
internalizacion del AChR puede calcularse de la variacién en funcién del tiempo de
la relacion verde/rojo (Figura 6 A). El t;;2 del AChR disminuyé de 2 hs en células
control hasta 0,5 hs en las células tratadas con MBCDx (Figura 6B), confirmando la

aceleracion en la cinética de endocitosis del AChR debida a la deplecién de Col.
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Figura 6. El tratamiento con M BCDx acelera la endocitosis del AChR . A) Las células
CHO-K1/A5 fueron marcadas con Alexa>*®-aBTX por 1 h a 4T, luego incubadas a 37 por 0,

15 6 30 min con M1 o 15 mM MBCDx. Al final de la incubacioén, las células fueron marcadas
con mADb210 y anticuerpo secundario acoplado a Alexa®®, y foto%rafiadas. Se cuantificé en
cada célula la fluorescencia correspondiente a Alexa®* y a Alexa™®, y se calculo la relacion
entre ambas, normalizandose este valor respecto al obtenido en células no incubadas a 37<C.
B) Los datos graficados fueron ajustados con una recta de la que se obtuvo el t1/2 para cada
condicion. r’ (MBCDx) =0.999; r* (M1)=0.976.

También observamos este fendmeno cuando inducimos la internalizacion
del AChR con anticuerpos (Figura 7). Al efecto de aceleracion de la internalizacion
por la unién del anticuerpo (comparar cinética de internalizacion M1, Figura 6, y

M1, Figura 7), se suma el ejercido por la MBCDx. Esto indicaria que la accién de la

MBCDx es independiente del ligando al que esta unido el AChR.
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Figura 7. El tratamiento con M BCDx acelera la endocitosis del AChR inducida por
anticuerpos . A) Las células CHO-K1/A5 fueron marcadas y tratadas como se explicara en la
Figura 6. B) Los datos graficados fueron ajustados con una exponencial simple de la que se
obtuvo el t;, para cada condicion.
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La nistatina también acelera la internalizacion del AChR

Se ha sugerido que el tratamiento con MBCDx ejerce efectos en la
organizacion de la membrana celular no relacionados con la deplecién de Col (217).
Para demostrar que la aceleracién de la endocitosis observada esta relacionada con
la falta de Col y no con otros efectos secundarios del tratamiento con MBCDXx,
incubamos las células con nistatina. Este compuesto es frecuentemente usado
como sustituto de la MBCDx cuando se quiere determinar la dependencia de un
determinado proceso celular de los niveles del Col. Sin embargo estas dos drogas
tienen un mecanismo de accién muy diferente: mientras la MBCDx remueve el Col
de las membranas, la nistatina se une a él y forma complejos, secuestrandolo,

pero sin sacarlo de la membrana (218)
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Figura 8. El tratamiento con nistatina también acel era la endocitosis del AChR . A) Las
células CHO-K1/A5 fueron marcadas con aBTX-biotina por 1 h a 4C, luego incubadas a 37C

por 30 min con M1 mas DMSO o 50 pg/ml de nistatina. Al final de la incubacién, las células
fueron marcadas con Alexa®’-SA y fPEG-Col, y fotografiadas. Se cuantificé en cada célula la
fluorescencia correspondiente a Alexa®’y afluoresceina, normalizandose este valor respecto
al obtenido en células no incubadas a 37C (0 h). B) Las células CHO-K1/A5 se procesaron
como en A, pero en este caso se probaron dos concentraciones de nistatina, 25 y 50 pg/ml.
Las barras representan la media mas D.E., *p< 0.01, n=3.

Cuando las células son tratadas con 50 pg/ml nistatina por 30 min a 37°C,
una disminucion del ~25 % en los AChR presentes en la superficie celular fue
observada (Figura 8A, barras blancas). Los niveles de fPEG-Col, como era de

esperar, no fueron afectados por el tratamiento con nistatina (Figura 8A, barras
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grises). Concentraciones menores de nistatina (25 pg/ml), no tuvieron efecto sobre
los niveles de AChR en superficie (Figura 8B). Estos experimentos indican que el
Col es necesario para la estabilidad del AChR en la superficie celular y que su
remocion, efectuada con MBCDx, es mas eficaz en inducir la internalizacién del
AChR que la formacién de complejos con nistatina.

El AChR es transportado a una poblacion distinta de endosomas

Para determinar el destino intracelular del AChR realizamos experimentos
de colocalizacion con diversos marcadores de organelas endociticas. Para estudiar
la colocalizacion con endosomas de reciclado las células fueron marcadas con
Alexa488-aBTX a 4°C, y luego llevadas a 37°C en presencia de 15 mM MBCDx vy
Cy5-Tfr. Como se ve en la Figura 9, en el periodo estudiado la Cy5-Tfr ocupa una
posicion central en la célula caracteristica del compartimiento endosomal de
reciclaje (146). En cambio la fluorescencia correspondiente a los complejos xBTX-
AChR se presenta en forma de vesiculas endociticas. La ausencia de colocalizacién
de estas dos marcas indica que el AChR no es transportado a endosomas de
reciclado.

Para evaluar la colocalizacién con endosomas tempranos y tardios,
transfectamos células con plasmidos que codifican para GFP-Rab5 y GFP-Rab7,
respectivamente. Dieciocho horas luego de la transfeccion las células fueron
marcadas con Alexa647-xBTX por 1 h a 4°C, y tratadas con MBCDx 15 mM CDx por
30 min a 37°C. No se observd colocalizaciéon entre los endosomas marcados por
GFP-Rab5 o GFP-Rab7 y los endosomas que contenian «BTX-AChR (Figura 9).

Tampoco se observd colocalizacion entre los endosomas de AChR marcados
con Alexa647-aBTX y el Lisotracker™ (un marcador de lisosomas) tras la deplecién
de Col, lo que indica que el AChR no es transportado a los lisosomas para su
degradacion. Esto es consistente con la ausencia de cambios en la fluorescencia
total correspondiente al AChR marcado en células tratadas con MBCDx respecto a

las células control (ver Figura 9). La falta de colocalizacion con estos marcadores
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sugeriria que el AChR es transportado a una subpoblacion muy especifica de

endosomas.

Figura 9. Los endosomas que contienen AChR no coloc  alizan con marcadores de
organelas celulares. Panel superior: las células CHO-K1/A5 se marcaron a 4T con Alexa 488,
aBTX y luego se incubaron con MBCDx por 30 min a 37T con el agregado de lisotracker o
Cy5-Tfr. Al final de la incubacién las células fueron lavadas y fotografiadas en un microscopio
confocal. Panel inferior: las células CHO-K1/A5 se transfectaron con plasmidos que codifican
para Rab5-GFP o Rab7-GFP. Doce horas después de la transfeccién se utilizaron para los
experimentos. Las células se marcaron a 4C con Ale xa®-aBTX y luego se incubaron con
MBCDx por 30 min a 37<C. Al final de la incu bacion las células fueron lavadas y fotografiadas
en un microscopio confocal. Escala: 20 um, inserto 10 pm.

La internalizacion del AChR inducida por la deplecion de colesterol es
independiente del citoesqueleto de actina
Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que la endocitosis

del AChR en las células CHO-K1/A5 depende de la integridad del citoesqueleto
(ver Capitulo ). También se ha demostrado que los nano-agregados de AChR
(<50 nm de diametro) estan distribuidos al azar en la superficie de las células
CHO-K1 /A5, pero adquieren orden -una organizacion de largo rango (dentro de
0.5-2.5 pm de radio)- luego de la deplecién de Col (20). Esto podria estar

relacionado con un aumento de la estabilidad del citoesqueleto de actina ubicado
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por debajo de la membrana plasmatica, provocado por el tratamiento con MBCDx
(219). Este aumento de estabilidad esta acompanado con un mayor recambio del
citoesqueleto citoplasmatico y una redistribuciéon de PI(4,5)P, (219) Estas
observaciones nos llevaron a especular que la actina cortical podia estar
involucrada en la aceleracién de la endocitosis del AChR debida a la depleciéon de
Col. Para evaluar esta posibilidad coincubamos las células con MBCDx (15 mM, 30
min a 37 °C) y toxinas que alteran la polimerizacidon de actina, latrunculina A (lat A
12,5 uyM), citocalasina D (cito D 2,5 pyM) (220,221), y jasplakinolide (jas 1 pM),
(222).

Cuando se marcan las células con faloidina-rodamina, una sonda que se
une a la actina, las células control (incubadas con M1 + DMSO, solvente usado
para disolver las drogas) exhiben el patrén caracteristico de fluorescencia de un
citoesqueleto integro. Esto es, fibras de actina alineadas con la membrana celular
(fibras de stress) y sin acumulos (Figura 10A, DMSO). La fluorescencia
correspondiente al AChR marcado con Alexa647-xBTX fue observada solamente en
la superficie celular.

Luego del tratamiento con MBCDx, la marca de Alexa®47-aBTX se distribuyd
en forma de endosomas dentro de la célula sin relacion alguna con las fibras de
actina. No se observaron cambios evidentes en la estructura de los filamentos de
actina respecto de las células control (Figura 10A, MBCDx) al nivel de resolucion
empleado. Sin embargo, la adicién en el medio de la citocalasina D o la
latrunculina A, provoco una desorganizacién de las fibras de stress, hecho que se
evidencié porque la marca de actina se volvio puntiforme (Figura 10A, cito
D+MBCDx y latA+ MBCDx); la latrunculina A fue mas eficiente que la citocalasina
D, en lograr este efecto.

Las células tratadas con jasplakinolide no se marcaron con faloidina-
rodamina ya que estas dos moléculas se unen al mismo sitio sobre las fibras de
actina (Figura 10A, jas+ MBCDx). Esto es una evidencia de que esta droga esta

ocupando su sitio de accién y corrobora la eficacia del tratamiento.
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Figura 10. La endocitosis del AChR inducida por M BCDx es independiente del

citoesqueleto. A) Las células CHO-K1/A5 se marcaron con Alexa’®®-aBTX por 1 ha4<TC,yse
incubaron a 37<C por 30 min con M1 mas DMSO, o M BCDx mas el agregado de citocalasina
D (cito D 2,5 uM), jasplakinolide (jas 1 uM) o latrunculina A (lat A 12,5 uM). Al final de la
incubacion las células se fijaron, se permeabilizaron y se marcaron con faloidina-rrodamina
durante 30 min a temperatura ambiente. Luego se lavaron y fotografiaron en un microscopio
confocal. Escala 30 um B) Las células CHO-K1/A5 fueron marcadas con aBTX-biotina por 1 h
a 4T, luego incubadas a 37 por 30 min con M1 mas DMSO, o MBCDx mas el agregado de
cito D, jas o lat A como se explicara en A. Al final de la incubacion, las células fueron
marcadas con Alexa’®-SA y fotografiadas. Se cuantific6 en cada célula la fluorescencia
correspondiente a Alexa’®, normalizandose este valor respecto al obtenido en células no
incubadas a 37T (0 h). Las barras representan la m edia mas D.E., *p< 0.001, **p<0.025, n=3.
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La morfologia celular fue drasticamente alterada como resultado de estos
cambios en la organizacién de la actina. Las células adquirieron forma estrellada,
consistente en un cuerpo central con prolongaciones de la membrana adheridas al
vidrio. Sin embargo, no hubo cambios en la velocidad de internalizacion del AChR
(Figura 10A y B). Las células tratadas con MBCDx junto con lat A, cito D o jas
muestran el mismo patrén de internalizacion que las células tratadas con MBCDx
sola (Figura 10A), y ademas tienen la misma reduccion en los niveles de superficie
del AChR (Figura 10B), indicando que la internalizacién del AChR inducida por la
deplecion de Col es independiente de la integridad del citoesqueleto.

La deplecién del Col también provoca una redistribucion del PI(4,5)P;, de la
membrana al citosol (223). Este lipido es un importante coordinador en diversas
etapas de las distintas vias endociticas (ver Introduccidn) y su secuestro mimetiza
los efectos del tratamiento con MBCDx sobre el citoesqueleto (219,224,225). Cabe
la posibilidad entonces que la redistribucion del PI(4,5)P2, provocada por la
deplecion de Col esté involucrada en la aceleraciéon de la endocitosis del AChR
observada cuando se tratan las células con MBCDx.

Si esto fuera asi, el secuestro del PI(4,5)P, deberia acelerar la internalizacion
del AChR en células con niveles normales de Col. Para evaluar esta posibilidad,
transfectamos las células CHO-K1/A5 con el dominio PH de la fosfolipasa Cs
acoplado a la proteina fluorescente verde GFP (PH-PLCs-GFP). Los dominios PH
son dominios estructurales presentes en distintas proteinas que tienen la
capacidad de unir fosfoinositidos. En particular el PH-PLCs-GFP ha sido utilizado
para visualizar estos lipidos y sus cambios de localizacién en respuesta a
diferentas sefiales. Ademas, la sobreexpresion de este dominio funciona como un
agente secuestrador del PI(4,5)P;, informando entonces sobre el requerimiento de
este lipido en los procesos celulares (226-228).

Al transfectar las células con el PH-PLC®-GFP, observamos que la
fluorescencia del PH-PLC®-GFP se localizaba principalmente en la membrana

plasmatica. Esto obedece, sin duda, a que la membrana de superficie constituye el
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reservorio de mayor concentracién de PI(4,5)P,. Ademas, las células transfectadas
con el PH-PLCs-GFP no mostraron diferencias en cuanto a la internalizacion del

AChR cuando fueron marcadas con Alexa%47-aBTX e incubadas durante distintos

tiempos a 37°C (Figura 11).

Figura 11. La sobreexpresion del dominio PH -PLCsGFP no altera la e ndocitosis del
AChR. Las células CHO-K1/A5 se transfectaron con el plasmido que codifica para el dominio
PH-PLCs-GFP y doce horas después de la transfeccion se utilizaron para los experimentos.
Las células se marcaron a 4T con Alexa **’-aBTX y luego se incubaron a 37 durante 0, 2 6
4 hs. Al final de la incubacion las células fueron lavadas y fotografiadas. Se identificaron las
células transfectadas por la fluorescencia de la sonda GFP. Escala 50 um.

Tampoco se observaron diferencias entre las células transfectadas y no
transfectadas en la internalizacién del AChR cuando tratamos las células con

MBCDx durante 30 min (Figura 12). Esto corrobora que la internalizacion del AChR

no requiere PI(4,5)P;.
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Figura 12. La sobreexpresion del dominio PH -PLCs-GFP no altera la endocitosis del
AChR en presencia de M BCDx. Las células CHO-K1/A5 se transfectaron como se indica en
la Figura 11. Las células se marcaron a 4T con Ale xa**’-aBTX, luego se incubaron a 37C
durante 30 min con MBCDx vy al final de la incubacion se fotografiaron. Se identificaron las
células transfectadas (marcada con * en la figura) por la fluorescencia de la sonda GFP. Se
cuantific6 en cada preparado el nimero de células transfectadas (PH-PLCs-GFP +) y no
transfectadas (PH-PLCs-GFP -) que presentan endosomas con AChR, normalizandose este
valor respecto al nimero de células evaluadas. Escala: 50 um. Las barras representan la
media més D.E., n=3.

La presencia en las células musculares de proteinas accesorias al AChR,
como la rapsina, aumenta la vida media del receptor en la membrana. Sin embargo,
como se explicara en el Capitulo I, las células CHO carecen de estas proteinas. La
rapsina se encuentra asociada en estequiometria 1:1 con el AChR y lo estabiliza
sirviendo como puente entre el AChR y el citoesqueleto (229,230). Para investigar
si la ausencia de rapsina es lo que confiere la sensibilidad de la internalizacion del
AChR a los niveles de Col, transfectamos en forma transiente las células CHO-
K1/A5 con un plasmido que codifica para rapsina-GFP. Como muestra la Figura
13, la rapsina-GFP se expresa en la superficie celular y colocaliza con el AChR.
Ademas, en un numero muy reducido de células se observa que la presencia de

rapsina-GFP, induce la formacion de agregados pequefios de AChR (Figura 13).
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Figura 13. La rapsina -GFP llega a la superficie celular en células CHO -K1/A5. Las
células CHO-K1/A5 se transfectaron con un plasmido que codifica para rapsina-GFP, 18 hs
después se marcaron a 4C con Alexa 7 aBTX y se fotografiaron. Panel superior; imagenes
de células CHO-K1/A5 en donde se observa la fluorescencia proveniente de rapsina-GFP en
la membrana (derecha) y formando agrupamientos con el AChR (izquierda). Abajo: perfil de
intensidades de fluorescencia correspondiente a rapsina-GFP (verde) y Alexa®’-aBTX (rojo)
proveniente de la linea dibujada en las fotos. Las flechas indican la membrana (gafico
derecha) y los agrupamientos (izquierda). Escala: 50 um (izquierda), 20 pm (derecha).

Cuando estudiamos la internalizacion del AChR en condiciones de deplecion
de Col, observamos que las células transfectadas con rapsina-GFP (marcada con
un asterisco en la Figura 14), muestran el mismo patrén de endocitosis que las
células no transfectadas (Figura 14). Ademas, la presencia de rapsina-GFP no
modificd el nimero de células que internalizan el AChR cuando se las trata con
MBCDx. Estos resultados indican que la endocitosis del AChR inducida por la

deplecion de Col no estd vinculada a la presencia de la rapsina-GFP.
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Figura 14. La rapsina -GFP no modifica la internalizacion del AChR en pres encia de
MBCDXx. Las células CHO-K1/A5 se transfectaron con un Plésmido gue codifica para rapsina-
GFP, doce horas después se marcaron a 4C con Alexa *"-aBTX, luego se incubaron a 37C
durante 30 min con MBCDx vy al final de la incubacion se fotografiaron. Se identificaron las
células transfectadas (marcada con * en la figura) por la fluorescencia de la sonda GFP. Se
cuantific6 en cada preparado el nimero de células transfectadas (rapsina-GFP+) y no
transfectadas (rapsina-GFP-) que presentan endosomas con AChR, normalizandose este
valor respecto al nimero de células evaluadas. Escala: 50 um. Las barras representan la
media més D.E., n=3.

La internalizacion del AChR inducida por la deplecion de colesterol/
procede en forma independiente de dinamina y de clatrina

La internalizacion del AChR procede en forma independiente de dinamina y
de clatrina cuando los niveles de Col celular son normales (Capitulo 1). Para
determinar el mecanismo que opera cuando se depletan las células de Col
transfectamos las células CHO-K1 /A5 en forma pasajera con los plasmidos que
codifican para una mutante dominante negativa de dinamina (dinK44A-HA) y una
forma truncada de Eps15 (EGFP-Eps15A95-295). Esta ultima bloquea la entrada de
material a la célula a través de la via de endocitosis dependiente de clatrina (70).
Dieciocho horas después de la transfeccién las células fueron marcadas con
Alexab47-oBTX a 4°C, y tratadas con MPCDx. Las células transfectadas fueron
identificadas por la fluorescencia de la EGFP en el caso de EGFP-Eps15A95-295 y
por inmunofluorescencia con un anticuerpo dirigido contra el antigeno HA para el
caso de dinK44A-HA. Como se muestra en la Figura 15, ni la sobreexpresion de
Eps15A95-295-EGFP ni la de dinK44A-HA afecté la internalizacion del AChR

inducida por la deplecién de Col. Estos resultados indican que la internalizacién
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del AChR procede por un mecanismo independiente de clatrina y de dinamina,
tanto con niveles normales de Col celular (Capitulo I), como cuando se depletan las

células de Col.
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Figura 15. La internalizacién del AChR inducida por la deplecion de Col es
independiente de clatrina y de dinamina. Las células CHO-K1/A5 se transfectaron con
plasmidos que codifican para Eps15A95-295-EGFP (izquierda) o dinK44A-HA (derecha), 18
hs después se marcaron a 4C con Alexa 7 aBTX y luego se incubaron a 37 durante 30
min con MBCDx. Al final de la incubacion las células transfectadas con Eps15A95-295-EGFP
se fotografiaron. Las células transfectadas con dinK44A-HA se fijaron, se permeabilizaron y se
marcaron con anticuerpo anti HA seguido de anticuerpo secundario acoplado a Alexa*®®. El *
indica las células transfectadas. Se cuantific6 en cada preparado el niumero de células
transfectadas (Eps15A95-295-EGFP + o dinK44A-HA +) y no transfectadas (Eps15A95-295-
EGFP - o dinK44A-HA -) que presentan endosomas con AChR, normalizandose este valor
respecto al nimero de células evaluadas. Escala 50 um. Las barras representan la media mas
D.E., n=3.

La endocitosis del AChR inducida por MBCDx es dependiente de Arfé6

La Arfé es una pequeia GTPasa de la familia de proteinas Arf (ver
Introduccion). Se localiza en la membrana plasmatica, donde regula el trafico de

membrana por un mecanismo independiente de dinamina (Donaldson, 2005). Esta
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funcion de la enzima Arf6 nos llevo a estudiar si esta proteina afectaba la
internalizacion del AChR en condiciones de deplecion de Col. Para ello
transfectamos las células en forma transiente con plasmidos que codifican una
mutante negativa (Arf6 T27N-HA) o una mutante constitutivamente activa (Arf6

Q67L-HA) de Arf6, y sometidas al tratamiento con MBCDXx.
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Figura 16. La internalizacién del AChR inducida por la deplecién de Col depende de
Arf6. Las células CHO-K1/A5 se transfectaron con plasmidos que codifican para Arf6T27N-HA
(izquierda) o Arf6Q67L-HA (derecha), 18 hs después se marcaron a 4T con Alexa **’-aBTX y
luego se incubaron a 37 durante 30 min con M BCDx. Al final de la incubacidn las células se
fijaron, se permeabilizaron y se marcaron con anticuerpo anti HA seguido de anticuerpo
secundario acoplado a Alexa®®. El * indica las células transfectadas. Se cuantificé en cada
preparado el numero de células transfectadas (Arf6T27N-HA+ o Arf6Q67L-HA+) y no
transfectadas (Arf6T27N-HA - o Arf6Q67L-HA -) que presentan endosomas con AChR,
normalizandose este valor respecto al nimero de células evaluadas. Escala 50 pum. Las
barras representan la media mas D.E., n=3. *p<0.01

La sobreexpresion de la mutante dominante negativa de Arf6 (Arfé T27N-
HA) inhibié claramente el aumento en la velocidad de internalizacién del AChR

inducido por la deplecion de Col. El nimero de células que presentaban
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endosomas con xBTX-AChR se redujo aproximadamente en un 50%. Sin embargo
las células transfectadas con la mutante constitutivamente activa de Arf6
(Arf6Q67L-HA) presentaron el mismo comportamiento que las células control,
corroborando los resultados anteriores e indicando la ausencia de artefactos
asociados a la sobreexpresién de proteinas (Figura 16).

Para evaluar el efecto de la inhibicion de Arfé en mas detalle, realizamos un
experimento de doble marcacion. Las células transfectadas fueron marcadas con
Alexas68-aBTX (rojo) a 4 °C y luego expuestas por 30 min a 37°C a MBCDx o M1,
respectivamente. Al final de la incubacion las células fueron marcadas con
mAb210 anti-AChR y anticuerpo secundario acoplado a Alexa®47 (verde). Las
células fueron luego fijadas, permeabilizadas y marcadas con anticuerpo anti-HA y
anticuerpo secundario-Alexa488. De acuerdo con este protocolo, los cambios en la
relacion verde/rojo indican cuantitativamente el grado de internalizacion del AChR.
En las células transfectadas con Arfé T27N y tratadas con MBCDx, sélo el ~20% de
los AChRs fueron internalizados, un valor similar al obtenido para las células

control incubadas con M1 (Figura 17).
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Figura 17. El bloqueo de la funcién de Ar 6 inhibe la internalizacién del AChR inducida
por la deplecién de Col. Las células CHO-K1/A5 se transfectaron con un plasmido que
codifica para Arf6T27N-HA, 18 hs después se marcaron a 4C con Alexa > aBTX y luego se
incubaron a 37T durante 30 min con M1 o M BCDx. Al final de la incubacién las células se
marcaron con mab210 y anticuerpo secundario acoplado a Alexa®’. Luego se fijaron, se
permeabilizaron y se marcaron con anticuerpo anti HA seguido de anticuerpo secundario
acoplado a Alexa*®. Se cuantificé la fluorescencia proveniente de la Alexa®*®-aBTX (total) y
del anticuerpo secundario acoplado a Alexa®’ (superficie) en las células transfectadas
(Arf6T27N-HA +) y no transfectadas (Arf6T27N-HA-). Este valor se normalizé respecto al
obtenido en células no incubadas a 37C. Las barras representan la media mas D.E., n=3.
*p<0.025.
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Esta serie de experimentos demuestran que en condiciones de deplecion de
Col la internalizacion del AChR es dependiente de la GTPasa Arf6. Esta
dependencia no se observa en células con niveles normales de Col (no incubadas
con MBCDx) en las que la transfeccion de Arf6T27N o Arf6Q67L no tiene efecto
sobre la internalizacién del AChR aun luego de 6 hs de incubacién (Capitulo I,
Figura 18). Esto indicaria que la endocitosis del AChR se vuelve sensible a Arf6 en
condiciones de bajos niveles de Col.

Consistente con estos resultados, el tratamiento con la droga brefeldina A
(BFA) no inhibié la endocitosis del AChR en presencia de MBCDx (Figura 18). La
BFA es un inhibidor selectivo de intercambiadores de nucleétidos de la familia Arf,

a excepcion de los de Arf6 (231).
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Figura 18. El tratamiento con brefeldina A no inhib e la internalizacion del AChR en

presencia de M BCDx. Las células CHO-K1/A5 fueron marcadas con aBTX-biotina por 1 h a
4T, luego incubadas a 37T por 30 min con M1, con y sin e | agregado de BFA (2.5 pg/ml), o
MBCDx con y sin BFA. Al final de la incubacién, las células fueron marcadas con Alexa’®-SA
y fotografiadas. Se cuantificé en cada célula la fluorescencia correspondiente a Alexa’®®,
normalizandose este valor respecto al obtenido en células no incubadas a 37 (0 h). Las

barras representan la media mas D.E., * significativamente diferente de M1, p < 0.001, n=3.

La endocitosis del AChR inducida por MBCDx es dependiente de Racl

Cuando los niveles de Col celular son normales la internalizacion del AChR
depende de la activacion de Racl (202). Racl es una pequeiia GTPasa que esta

acoplada a la activacién de Arf6 en muchos procesos celulares relacionados con la
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reorganizacién de la actina y con el trafico de membranas (188,232-234,234,235).
Ademas, la localizacion y actividad de Racl estan determinadas por los niveles
celulares de Col (236), por lo cual nos propusimos investigar si ésta proteina
estaba involucrada en la internalizacion del AChR en condiciones de deplecién de
Col. Para tal fin transfectamos células CHO-K1/A5 en forma transiente con una
mutante negativa de Racl, RacIN17-HA, y ensayamos la internalizacion del AChR
en presencia de MBCDx. Como se observa en la Figura 19, luego del tratamiento
con MBCDx, existe una clara reduccion del niumero de células que internalizan el
AChR dentro de la poblacion que expresa Rac1N17-HA. Estos resultados sugieren
que es necesaria la actividad de Racl para la internalizacion del AChR en

condiciones de deplecion de Col.
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Figura 19. La internalizaci 6n del AChR en presencia de M BCDx depende de la actividad
de Racl. Las células CHO-K1/A5 se transfectaron con un plasmido que codifica para
Rac1N17-HA, 18 hs después se marcaron a 4T con Ale xa®’-aBTX y luego se incubaron a
37T durante 30 min con MBCDx. Al final de la incubacion las células se fijaron, se
permeabilizaron y se marcaron con anticuerpo anti HA seguido de anticuerpo secundario
acoplado a Alexa*®®. El * indica las células transfectadas. Se cuantificé en cada preparado el
namero de células transfectadas (RaclN17-HA +) y no transfectadas (RaclN17-HA) que
presentan endosomas con AChR, normalizdndose este valor respecto al nUmero de células
evaluadas. Escala: 50 um. Las barras representan la media mas D.E., n=3. *p<0.01

La endocitosis del AChR inducida por MBCDx es dependiente de /a
actividad de la PLD

La activacion de Arf6 también lleva en muchos sistemas celulares a la

activacion de la fosfolipasa D (PLD). Uno de los productos de reaccion de esta
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enzima es el acido fosfatidico, el cual ha sido involucrado el proceso de formacion
y fisién de vesiculas (237,238).

Para estudiar si la formacion de PA estd involucrada en la internalizacion del
AChR en presencia de MBCDx, utilizamos la incubacién con alcoholes primarios,
(en este caso 1-butanol), los cuales pueden desviar la formacién de acido
fosfatidico por la fosfolipasa D (PLD) hacia la formacién de los correspondientes
fosfatidilalcoholes (moléculas inactivas). Los alcoholes ramificados como el

isopropanol no son sustrato en estas reacciones por lo que sirven como control.
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Figura 20. La endocitosis del AChR en presencia de M BCDx re(iuiere la formacién de
acido fosfatidico. A) Las células CHO-K1/A5 se marcaron con Alexa ®®-aBTX por 1 h a 4T,y
se incubaron a 37<C por 30 min con M BCDx o MBCDx mas el agregado de 0.3 % 1-butanol. Al
final de la incubacién se fotografiaron. Escala 50 ym B) Las células CHO-K1/A5 fueron
marcadas con aBTX-biotina por 1 h a 4T, luego incubadas a 37C por 3 0 min con MBCDx,
MBCDx mas el agregado de 0.3 % 1-butanol (but) o MBCDx mas el agregado de 0.3 %
isopropanol. Al final de la incubacién, las células fueron marcadas con Alexa*®®-SA 8y
fotografiadas. Se cuantificd en cada célula la fluorescencia correspondiente a Alexa*®®,
normalizandose este valor respecto al obtenido en células no incubadas a 37C (0 h). Las
barras representan la media mas D.E., *p< 0.01, **p<0.05, n=3.
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Como muestra la Figura 20, la coincubacién de las células CHO-K1/A5 con
MBCDx y 1-butanol inhibe la internalizacion del AChR. Sin embargo si en lugar de
1-butanol se utiliza isopropanol, ésto no ocurre. Estos resultados sugieren que la
aceleracion de la endocitosis del AChR observada cuando se depletan las células

de Col, requiere acido fosfatidico.
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Discusion

En las células CHO-K1/A5, el AChRs es una proteina residente de
membrana de larga vida que esta organizada en forma de nano-agregados
sensibles al Col (20). La deplecién de Col tiene severas consecuencias sobre los
distintos procesos endociticos. La falta de Col inhibe la endocitosis a través de la
via dependiente de clatrina, de caveolina, de RhoA y de cdc42 (128). Sin embargo,
en el caso del AChR expresado en células CHO-K1/A5 se observa el efecto
contrario, se incrementa la velocidad de endocitosis (Figura 4 y 5), con la
consecuente disminucion de la vida media del receptor en la membrana (Figura 5).
Este efecto es especifico sobre el AChR ya que no se observé sobre otra proteina
expresada en forma endégena en las células CHO-K1/A5, el receptor de Tfr
(Figura 2). Pese a su acelerada internalizacién, el AChR no es degradado durante
los tiempos estudiados, ya que no hay cambios en la intensidad de fluorescencia
de la sonda oBTX unida al AChR (Figura 1). Tampoco se observa colocalizacion
entre los endosomas con AChR y lisotracker, un marcador de lisosomas (Figura 9).
Es decir que la deplecion de Col redistribuye el AChR a un compartimiento interno
en donde es retenido (Figura 1 y 5). La falta de colocalizacién de este
compartimiento con los marcadores de endosomas tempranos, tardios y de
reciclado (Figura 9) sugiere que es una poblacion especifica de endosomas
diferente.

A diferencia de lo que ocurre en condiciones normales de Col celular
(Capitulo 1), la internalizacion del AChR en condiciones de deplecién de Col es
independiente de la unién de ligandos. La marcacién de las células con «BTX antes
del tratamiento con MBCDx, no es necesaria para que se acelere la internalizacion
del AChR (Figura 1). Ademds este fendmeno también se observa sobre AChRs
marcados con anticuerpos, en donde a la aceleracién de la internalizacién inducida
por el anticuerpo se adiciona la de la deplecion de Col (Figura 7). Diversos estudios

han propuesto la necesidad de Col para mantener al AChR en una conformacién
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estable capaz de ser activada por ligandos (8,14,239). EI AChR reconstituido sin
Col, no puede llevar a cabo los cambios conformacionales inducidos por los
agonistas ademas por simulaciones de dindmica molecular se postulé que cuando
se saca el Col embebido en el AChR, la estructura del receptor colapsa (14). Si
bien nosotros no determinamos cuan profundamente afecta la deplecién de Col
llevada a cabo con la MBCDx a la estructura del AChR, es posible que ocurran
cambios conformacionales en el receptor. Estos cambios podrian funcionar como
sefial de internalizacién para remover de la superficie al AChR. En concordancia
con este razonamiento, en nuestro laboratorio se ha observado que la
funcionalidad a nivel de canal unitario del AChR en las células CHO-K1 /A5, se ve
alterada por el tratamiento con MBCDx. Hay una ganancia de funcién de los AChR
remanentes en la superficie celular, que se refleja en un aumento del tiempo de
estado abierto del receptor (209).

El tratamiento de las células CHO-K1 /A5 con nistatina reduce los niveles de
AChR pero su eficacia es menor que la de la MBCDx (Figura 8). Esto puede deberse
a la diferencia en sus mecanismos de accién, mientras la MBCDx remueve el Col de
la membrana (209), la nistatina lo compleja pero sin sacarlo fisicamente, como lo
demuestra la cuantificacion de la fluorescencia proveniente de la sonda fPEG-Col
(Figura 8). La menor capacidad de la nistatina en inducir la endocitosis del AChR
sugiere que el poo/ de Col secuestrado por la nistatina es todavia capaz de
equilibrarse con las moléculas de Col presentes en los hanoagregados de AChR (20)
y por lo tanto las interacciones AChR-Col son mantenidas parcialmente. No
podemos excluir la posibilidad que el secuestro del Col por la nistatina sea
incompleto y por lo tanto no se desestabilize tanto al AChR.

Al igual que en las células con niveles normales de Col, la internalizacién
del AChR en condiciones de deplecién de Col procede por un mecanismo
independiente de dinamina y de clatrina. Esto se evidencia en los experimentos en

los que se sobreexpresa una mutante negativa de dinamina y una version truncada
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de una proteina necesaria para la internalizacion de proteinas por la via
dependiente de clatrina (Figura 15).

Los efectos de la depleciéon de Col sobre la membrana plasmatica son
diversos y complejos (240). Entre ellos se ha reportado que el tratamiento con
MBCDx aumenta la estabilidad del citoesqueleto cortical de actina, y esto esta
relacionado con una redistribucién del PI(4,5)P> (219). Sin embargo, Ila
internalizacion del AChR en condiciones normales y de deplecién de Col, no se ve
afectada por la sobreexpresién del plasmido PH-PLC5-GFP (Figura 11 y 12). Este
plasmido enmascara el PI(4,5)P, de la membrana, imitando los efectos de la
deplecion de Col sobre el citoesqueleto. EIl hecho que no se hayan observado
cambios en la internalizacién del AChR, indica que el mecanismo a través del cual
la MBCDx acelera la internalizacion del AChR, no involucra al PI(4,5)P,. Ademas,
refuerza la idea que es la falta de Col y no sus efectos secundarios, lo que
desestabiliza el AChR.

En las células CHO-K1/A5, el tratamiento con citocalasina D o
jasplakinolide, inhibe el secuestro e internalizacion del AChR en condiciones de
niveles de Col normales (Capitulo I, (202)). Sin embargo, cuando se reducen los
niveles de Col celular, la internalizacién del AChR procede aln cuando el
citoesqueleto esta desorganizado. Ninguna de las drogas utilizadas para
desorganizar el citoesqueleto logré disminuir la internalizacion del AChR ni
cambiar la morfologia de sus endosomas (Figura 10). Estos datos muestran que la
deplecion de Col provocaria un desacople entre la internalizacion del AChR y la
dindmica del citoesqueleto.

El secuestro e internalizaciéon del AChR también requiere la activacién de la
GTPasa Racl. Este proceso es estimulado por la uniéon de la «BTX al AChR a través
de la activacion de Src (202). Al igual que cuando los niveles celulares de Col son
normales, la sobreexpresion de una mutante negativa de Racl, disminuye
significativamente el nimero de células que internalizan el AChR (Figura 19). Estos

resultados evidencian que Racl no sélo actiia como moduladora del citoesqueleto
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de actina en la internalizacion del AChR. También ponen de manifiesto la
importancia de la proteina Rac1 en la determinacion de la estabilidad del AChR en
la membrana, ya que su actividad es necesaria para la internalizacion del AChR
ante diversos estimulos.

La inhibicién de la actividad de Arf6 por la sobreexpresién de una mutante
dominante negativa, también inhibe la internalizacion del AChR inducida por el
tratamiento con MBCDx (Figura 16). Se observa una clara disminucién en el
numero de células transfectadas que internalizan el AChR en presencia de MBCDx
(Figura 16) y un enlentecimiento en la internalizacion del mismo (Figura 17). El
hecho que no todas las células transfectadas muestren la inhibicién de la
internalizacién del AChR puede deberse a que no todas las células presentan el
mismo grado de sobreexpresion de Arf6T27N. Debe haber un umbral de
sobreexpresion para que se bloquee efectivamente la funcién de Arf6 y éste
umbral dependera de los niveles endégenos de dicha proteina.

En contraposiciéon a los resultados obtenidos con la mutante dominante
negativa, las células transfectadas con la mutante constitutivamente activa de Arf6,
no presentaron cambios respecto a las células no transfectadas (Figura 16) al
ensayarse la internalizacién del AChR en presencia de MBCDx. Se ha reportado que
esta ultima mutante provoca el secuestro del PI(4,5)P; en un compartimiento
endosomal con la consecuente disminucién en la membrana plasmatica (Brown vy
col., 2001). Es decir, que la sobreexpresion de la mutante constitutivamente activa
de Arf6, produce un fenotipo similar a la del PH-PLCs-GFP. Consistente con esta
observacién son los resultados obtenidos (Figura 11, 12 y 16).

Existe evidencia creciente sobre la relacion entre Arf6 y Racl. La activacién
de Arf6 aumenta los niveles de Rac1-GTP (119), es necesaria para el movimiento
de vesiculas con Racl hacia la membrana plasmatica (241) y recluta el GEF de Racl
Kalirina a la membrana facilitando la activacién de Racl (235). La asociacién de
Racl con la membrana es necesaria para acoplarse a sus efectores. También se ha

observado que la deplecién de Col activa la Rac1(236), mimetizando el efecto de la
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pérdida de adhesion celular. Es interesante notar que la adhesién de células C2C12
a proteinas especificas de la matriz extracelular, promueve la formacién de
agregados de AChR complejos similares a los encontrados en UNM (242). La
formacién de agregados de AChR del orden de los micrometros, esta asociada a un
aumento en la estabilidad del receptor y requiere Col (18,19,34). La disrupcion de
dominios lipidicos, ya sea por deplecién de Col (18,19) o esfingolipidos (19,243)
desestabiliza los agregados de AChR en células C2C12. El mecanismo operante no
esta claro pero la pérdida de asociacién con rapsina y cambios en el estado de
fosforilacion del AChR fueron propuestos (19). Al respecto, nosotros hemos
observado que la sobreexpresion de rapsina-GFP no resulta en la estabilizacion del
AChR en condiciones de deplecion de Col (Figura 13 y 14). Es decir que esta
proteina no estaria involucrada en este proceso. Es destacable que aunque los
nano-agregados de AChR presentes en las células CHO-K1/A5 (20) son mucho
mas pequenos que los de las células C2C12, o los de la UNM, responden en forma
similar a la deplecién de Col, sugiriendo un mecanismo conservado en la
estabilidad del AChR a través de la interaccién del receptor con el Col.

La endocitosis del AChR es insensible a la actividad de Arf6 en células con
niveles normales de Col (Capitulo I, Figura 18), mientras que es un requisito para
la internalizacion en células depletadas de Col. Es decir que ante la deplecién de
Col la internalizacion del AChR se vuelve sensible a la actividad de Arf6. Como se
explicara en el parrafo anterior, Arf6 es capaz de activar a Racl. Es posible
entonces que la activacién de Arf6 estimule a Racl y esto inicie la internalizacion
del AChR. La activacién de Racl parece ser entonces el evento clave en la
internalizacién del AChR y esta puede lograrse por mecanismos totalmente
diferentes: la unién del antagonista competitivo xBTX (202), o la deplecion de Col
a través del tratamiento con MBCDx. Esta via de sefalizacion Arf6-Rac1 no estaria
activa en el contexto de la internalizacion del AChR, cuando los niveles de Col son

normales, pero se estimularia cuando ante la falta de Col.
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Otra molécula efectora activada por Arf6, es la enzima fosfolipasa D
(PLD)(244), la cual hidroliza la fosfatidilcolina generando acido fosfatidico (PA).
Debido a la geometria de este lipido, se lo ha involucrado en la formacion de
curvatura negativa en las membranas celulares (237,238). Esta curvatura facilitaria
el proceso de formacion y fision de vesiculas. Cuando inhibimos la formaciéon de
PA, observamos una reduccion en la internalizacion del AChR inducida por MBCDx
(Figura 20), lo cual indica que este proceso requiere PA. Se ha demostrado en otros
sistemas celulares que el tratamiento con MBCDx, estimula la actividad de la PLD
(245), sin embargo este efecto se atribuyd a la asociacion inhibitoria de la enzima
con dominios ricos en Col (245) y no a una activacion de Arf6. Es posible especular
gue en este sistema, la activacion de la PLD, ya sea resultado directamente de la
deplecion de Col o indirectamente a través de la activacién de Arf6, incremente los
niveles de PA en los dominios en los que se encuentra el AChR. Este incremento
generaria la curvatura necesaria en la membrana para la formacién y fision de
vesiculas. Este hecho sumado a las sefiales provenientes de la activacion de Racl
resultaria en la acelerada internalizacion del AChR.

En resumen, en este Capitulo demostramos que la deplecion de Col acelera
la internalizaciéon del AChR por un mecanismo independiente de dinamina, de
clatrina y del citoesqueleto. Demostramos ademas que para que este hecho ocurra

es necesaria la activacién de Arf6 y de Rac1 y la generacion de PA.
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