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Resumen

La superfamilia de canales i6nicos activados por ligandos (en inglés ligand
gated ion channels, LGIC) incluye al receptor de acetilcolina nicotinico (AChR,
neuronal y muscular), los receptores del acido y-amino butirico (GABAaR), el receptor
de glicina (GlyR) y el subtipo 3 de los receptores de serotonina (5-HTR;). Dentro de
esta superfamilia, el AChR es uno de los receptores mejor caracterizados y constituye
el prototipo de los LGIC. EI AChR muscular es un oligbmero heteropentamérico
compuesto por dos subunidades o y tres subunidades adicionales 3, y y 8, en una
estequiometria a2pyden el AChR muscular fetal, mientras que en el adulto la
subunidad y es reemplazada por la subunidad ¢. Este receptor se encuentra en la
membrana postsinaptica de la unién neuromuscular. La unién de su agonista natural,
la acetilcolina (ACh) causa la activacion del AChR, provocando un cambio
conformacional en la proteina, con rapida apertura del canal y la entrada de iones
sodio al interior celular. Debido a que el AChR es una proteina integral de membrana
plasmatica, sus dominios hidrofébicos transmembrana se hallan en contacto con los
lipidos presentes en la bicapa. Estos lipidos interaccionan con diversos dominios del
receptor modulando su funcionalidad.

En esta Tesis estudiamos los efectos promovidos por alteraciones en los
niveles de lipidos celulares tales como el colesterol, la esfingomielina o ceramidas,
sobre la sintesis y el trafico del AChR, asi como también sobre su afinidad por
ligandos y estabilidad en la membrana plasmatica. Todos estos parametros fueron
evaluados utilizando como modelo experimental a las células CHO-K1/A5, una linea
celular desarrollada en nuestro laboratorio que expresa en forma heterdloga estable el
AChR de tipo muscular adulto (opde).

En primer lugar, evaluamos los efectos de la deplecion metabélica crénica del

colesterol por la droga Mevinolina, potente inhibidor de la enzima microsomal 3-
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hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa, enzima limitante en la biosintesis de
colesterol. Se logré determinar que cuando los niveles de colesterol celular son
disminuidos por accion de esta droga, el numero de AChRs presentes en la membrana
plasmatica de células CHO-K1/A5 sufre una drastica disminucion (46%), con un
aumento concomitante en el numero de receptores intracelulares. Dichas variaciones
se produjeron por inhibicién del trafico exocitico de la proteina con la consecuente
retencién del AChR a nivel del TGN. De igual modo, observamos que en condiciones
controles el AChR se localiza parcialmente en membranas resistentes a detergentes
(DRMs o balsas lipidicas) de reticulo endoplasmatico y Golgi, y que la deplecién del
colesterol afecta esta distribucién, disminuyendo la proporcién de AChRs presentes en
dichos dominios de membrana. En conjunto, estos resultados nos permitieron concluir
que el colesterol modula el transporte de nuevos AChRs hacia la superficie celular, a
través de la asociacion de dichos receptores con plataformas lipidicas enriquecidas en
colesterol.

En segundo lugar, estudiamos los efectos ejercidos por las ceramidas,
precursoras en la sintesis de esfingolipidos, sobre diferentes propiedades del AChR.
Las células se incubaron con diferentes concentraciones de ceramidas de corta o larga
cadena, o bien se expusieron a la incubaciéon con esfingomielinasa para evaluar los
efectos promovidos por la generacién de ceramidas endogenas. Se logré demostrar la
efectividad de las ceramidas en modular no sélo el trafico del AChR sino también su
afinidad por ligandos. En cuanto al trafico del receptor, se demostrdé que las ceramidas
ejercen una modulacién dual de este proceso, aumentando o disminuyendo el nimero
de AChRs en la superficie celular, dependiendo de la concentracion de lipido utilizada.
Con respecto a la afinidad del AChR por el ligando aBTX, se observdé un aumento de
la misma cuando las células son incubadas a altas concentraciones (25 6 37.5 uM) de
ceramidas, mientras que a bajas concentraciones del lipido (5 uM) no se produjeron

tales cambios. Finalmente, se determin6é que la generacion de ceramidas enddgenas



Resumen

por tratamiento con esfingomielinasa también fue efectiva en promover la disminucion
de los niveles de AChR en la membrana celular, a través del aumento en la tasa de

endocitosis del receptor.



Abstract

The ligand-gated ion channel superfamily (LGIC) comprises the nicotinic
acetylcholine receptor (AChR, neuronal and muscle-types), the y-amino butyric acid
receptor (GABAAR), the glycine receptor (GlyR) and the serotonin receptor subtype 3
(5-HTR;). Within this superfamily, the AChR is the best characterized and is considered
as the prototype LGIC. The muscle AChR is an heteropentamer composed of two a
subunits and three additional subunits (B, v, d) in the stoichiometry o,pyd (in the foetal
AChR) whereas in the adult receptor form the y subunit is replaced with the . This
receptor is present at the postsynaptic membrane of the neuromuscular junction. The
binding of its natural agonist, acetylcholine (ACh), leads to the activation of the AChR,
causing a conformational change in the protein, with the rapid aperture of the channel
and the entry of sodium ions inside the cell. On account of the fact that the AChR is an
integral membrane protein, its hydrophobic transmembrane domains are in close
contact with the bilayer lipids. These lipids interact with various domains of the
receptor, thereby modulating its functionality.

In the present Thesis we study the effects exerted either by alterations of
cellular lipids such as cholesterol, sphingomyelin, or ceramides, on the synthesis and
trafficking of the AChR, as well as on its affinity for ligands and stability in the plasma
membrane. All these parameters were evaluated using, as experimental model, CHO-
K1/A5 cells, a cell line developed in our laboratory that heterologously express the
adult form of the AChR (azp36¢).

Firstly, we evaluated the effects of chronic metabolic cholesterol depletion
elicited by the drug Mevinolin, a potent inhibitor of the microsomal enzyme, 3-hydroxy-
3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase, the Ilimiting enzyme in cholesterol
biosynthesis. We determined that when cellular cholesterol levels decrease, the

number of AChRs present at the plasma membrane of CHO-K1/A5 cells undergo a
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drastic diminution (46%), with the concomitant increase in the number of intracellular
receptors. These variations are due to an inhibition of the exocytic traffic of the protein
with the consequent retention of the AChR at the level of the TGN. In addition, we
observed that under control conditions the AChR is partially localized in detergent-
resistant membranes (DRMs) obtained from the endoplasmic reticulum and Golgi
apparatus, and that cholesterol depletion affects such distribution, decreasing the
proportion of AChRs present in those membrane domains. Altogether, these results
lead us to conclude that cholesterol modulates the transport of newly synthesized
AChRs to the cell surface by association of these receptors with lipid platforms
enriched in cholesterol.

Secondly, we studied the effects exerted by ceramides, precursors in the
synthesis of sphingolipids, on different properties of the AChR. To this end, the cells
were either incubated with different concentrations of short-chain or long-chain
ceramides or exposed to incubation with sphingomyelinase in order to evaluate the
effects exerted by the generation of endogenous ceramides. We demonstrate the
effectiveness of ceramide treatment in modulating not only AChR trafficking but also
receptor affinity for ligands. With respect to receptor trafficking, we demonstrate that
ceramides modulate this process in a dual manner, either augmenting or decreasing
the number of AChRs present at the cell surface depending on the lipid concentration.
In addition, we observed that the affinity of the AChR for the ligand aBTX increased
when cells were incubated with high ceramide concentrations (25 or 37.5 uM). In
contrast, low ceramide concentrations (5 uM) exerted no such changes. Finally, we
determined that the generation of endogenous ceramides by treatment of cells with
sphingomyelinase also effectively decreased AChR levels at the cell membrane by

enhancing receptor endocytosis.
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Capitulo 1

Introduccién general

El sistema nervioso tiene tres funciones basicas: sensitiva, integradora y
motora. La integracion de la informacién sensitiva, la generacion de pensamientos y
emociones, y la formacion y almacenamiento de la memoria tienen lugar en el sistema
nervioso central (SNC). Alli se originan ademas la mayoria de los impulsos nerviosos
que estimulan la contraccidbn muscular y las secreciones glandulares. EI SNC esta
compuesto por el encéfalo y la médula espinal. La otra divisién anatdmica del sistema
nervioso es el sistema nervioso periférico (SNP), formado por nervios y neuronas que
residen o se extienden fuera del SNC hacia los miembros y érganos.

Tanto en el SNC como en el SNP, la comunicaciéon entre las células excitables
(neuronas y fibras musculares) se lleva a cabo en regiones especializadas
denominadas sinapsis, y es mediada por la liberacibn de sustancias quimicas
llamadas neurotransmisores. Los receptores de neurotransmisores constituyen un
componente fundamental de la sinapsis, actuando como transductores de la sefal
quimica. La superfamilia de canales i6nicos activados por ligandos (en inglés ligand
gated ion channels, LGIC) comprende varias familias de receptores de
neurotransmisores, relacionados evolutiva y estructuralmente (Numa, 1989; Cockcroft
y col., 1992; Ortells y Lunt, 1995; ver revision en Popot y Changeux, 1984). Dentro de
ella, el receptor de acetilcolina nicotinico (AChR) es uno de los que ha sido mejor
caracterizado, y constituye el prototipo de LGIC (Unwin, 1993). Ademas del AChR,
esta superfamilia estd compuesta por los receptores del acido y-amino butirico
(GABAAR y GABACR ) (Stephenson, 1995), el receptor de glicina (GlyR) (Betz, 1990),
el subtipo 3 de los receptores de serotonina (5-HTR;) (Peters y col., 1992) y los
receptores de histidina y glutamato de invertebrados. En cuanto a su selectividad

ionica, el AChR y el 5-HTR; son canales selectivos para cationes, mientras que el

receptor de GABA y el GlyR son selectivos para aniones.
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Los miembros de esta familia tienen un alto grado de homologia en su
secuencia aminoacidica (ver revisiones en Barrantes, 1998; Corringer y col., 2000) y
se los conoce también como receptores de lazo de cistina (“cys-loop” en inglés),
debido a que en el dominio N-terminal de cada subunidad contienen un par de
cisteinas unidas por puente disulfuro, separadas por 13 aminoacidos (Cockcroft y col.,
1990; ver revision Karlin, 2002). Todos ellos constituyen proteinas oligoméricas con
subunidades homoélogas situadas en la membrana plasmatica. Estas subunidades
poseen un gran dominio N-terminal extracelular, cuatro segmentos transmembrana, y
un corto segmento C-terminal, también extracelular (ver revisibn Barrantes, 1998;
Galzi y Changeux, 1995).

El mecanismo basico de transduccién de sefiales es comun a todos los
miembros de la familia de LGIC, y consiste en la union del neurotransmisor seguido de
cambios conformacionales en la proteina receptora llevando a la apertura transiente
del canal iénico con los consecuentes cambios en la permeabilidad a cationes de la

membrana post-sinaptica (Barrantes, 2004).

Sintesis de 9)

neurotransmisor Activacion de receptor

—_—

Liberacién

Terminal presinaptica Célula postsinaptica

Figura 1. Mecanismo de activaciéon de los LGIC. Diagrama
obtenido del libro “From Neuron to Brain”, Nicholls JG,
Martin AR, Wallace BG y Fuchs PA. Sinauer Associates,
Inc. Publishers (2001) Cuarta Edicion.
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Clasificacion de los AChRs

Se puede subdividir a los AChR en dos grandes grupos: los AChR neuronales
y los AChR musculares. Los AChR neuronales se encuentran en el SNC y ganglios
periféricos, mas precisamente en las membranas pre- y post-sinapticas de las células
nerviosas. Estos receptores forman estructuras oligoméricas (Anand y col.,, 1991;
Cooper y col., 1991; Rangwala y col., 1997) y son altamente permeables a los iones
Ca’". Desde el punto de vista funcional existen diferentes tipos de AChR neuronales,
los que se generan por combinacion de distintos productos génicos. Su gran
diversidad estructural sugiere su participaciéon en una gran variedad de funciones
neuronales, lo cual se verifica experimentalmente (ver revisibn en Barrantes y col.,
2000c; Whiting y col., 1991). A su vez, se puede subdividir a los AChRs neurales en
dos subgrupos: el primero incluye a los AChR compuestos por subunidades a2, a3,
o4, a5 y a6 en combinacion con una o mas de las subunidades estructurales 2 y 4;
este tipo de receptores es insensible al antagonista competitivo a-bungarotoxina
(aBTX). El segundo subgrupo esta integrado por los AChR compuestos por
subunidades a7, a8 o a9, los cuales pueden ensamblarse formando pentameros
homomeéricos sensibles a aBTX. De ellos, los AChR de tipo a7 son la forma
predominante en mamiferos (ver revision Lindstrom, 2003). Aunque algunos subtipos
de AChR neuronales, como los receptores a3p4 de los ganglios autbnomos, tienen un
papel post-sinaptico en la neurotransmisién (Xu y col., 1999), se cree que la mayoria
de los AChRs cerebrales actuan pre-sinapticamente, modulando la liberacién de
diferentes neurotransmisores (Jones y col., 2001). En este sentido, tanto el receptor
a4pB2 como el a3p2 actuarian modulando la liberacidon de acido y amino butirico del
hipocampo (Alkondon y col., 1999), mientras que el AChR a4p2, como asi también el
a6B2B3, modularian la liberacién de dopamina en el corpus striatum y substancia nigra

(Kulak y col., 2002).
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En cambio, el AChR de tipo muscular se encuentra en la membrana post-
sinaptica de la unién neuromuscular (UNM) formando grandes agrupamientos con
elevada densidad de receptores (Sanes y Lichtman, 1999). La diferenciacion de la
UNM es un proceso secuencial que requiere de la interaccion coordinada entre las
terminales nerviosas y la fibra muscular (Sanes y Lichtman, 2001).

En las miofibrillas en desarrollo, los AChRs se agrupan en las regiones
centrales de la fibra muscular, y este “pre-patrén” es utilizado como guia por las
neuronas motoras para la formacion de los contactos sinapticos. La liberacion de ACh
por la terminal nerviosa motora causa la produccién de potenciales post-sinapticos por
los AChRs lo que regularia la localizacion y estabilizacion de los receptores en estos
sitios de contacto nervio-musculo (ver revisidon en Witzemann, 2006). La ACh causa
también la dispersién de los AChRs no sinapticos (Chen y col., 2007; ver revisiones en
Madhavan y Peng, 2005 y Witzemann, 2006). La agrupaciéon de AChRs es estimulada
ademas por una glicoproteina extracelular denominada agrina (McMahan, 1990), la
cual es liberada por el nervio al espacio sinaptico. El musculo también expresa agrina,
pero la isoforma neural es 1000 veces mas potente que la isoforma muscular en
inducir los agregados de AChR (Gesemann y col., 1995). La actividad de agrina en la
agrupacion de AChRs esta mediada por el receptor de tirosina quinasa especifico de
musculo (MuSK) (Glass y col.,, 1996) y por rapsina, una proteina citoplasmatica
periférica de membrana de 43 kDa que se encuentra en intima asociaciéon con el
AChR (Bloch y Froehner, 1987; Gautam y col., 1995) y favorece el anclaje del receptor
con el citoesqueleto (Maimone y Merlie, 1993). Una vez activado, MuSK desencadena
la activacion de una serie de moléculas efectoras que reorganizan el citoesqueleto de
actina (ver revision en Strochlic y col., 2005). La interaccion de los AChRs con el
citoesqueleto de actina favorece la agregacion y restringe la difusiéon de los receptores
en la membrana (Hoch y col., 1994; Dai y col., 2000). Sin embargo, otros mecanismos

podrian también llevar a la agregacion de AChRs en la UNM, como por ejemplo su
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asociacion con dominios lipidicos especificos (Zhu y col., 2006; Stetzkowski-Marden y

col., 2006)

Neurona motora 3*\

D .

Unién neuromuscular

Fibra
muscular

Figura 2. Estructura de la UNM.
Las proteinas agrina (neural),
Membrana presinaptica | 4 rapsina  y MuSK favorecen la
Espacio sindptico ] agregacion y estabilizacion de
Membrana postsinaptica — AChRs en la membrana
postsinaptica. Diagrama obtenido de
"Myasthenia gravis: past, present,
and future”. Conti-Fine BM, Milani M,
Kaminski HJ. J Clin Invest (2006)

116:2843-2854.

El AChR muscular es una glicoproteina de 290 kDa (ver revisién en Unwin,
2005) compuesta por cinco subunidades: dos subunidades o y tres subunidades
adicionales (B, 3, y/e), con una estequiometria a,pyd en el AChR muscular fetal, y a,ped
en el AChR de tipo muscular adulto (Conti-Tronconi y Raftery, 1982; Gotti y col., 1982;
Barrantes, 1983; Galzi y Changeux, 1995; Hucho y col., 1996). Dichas subunidades
atraviesan la bicapa lipidica delimitando un poro central, el canal i6nico. EI AChR tiene

un largo aproximado de 160 A° y puede dividirse en tres dominios principales: un gran
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dominio extracelular donde se encuentra el sitio de union de ligandos, un dominio

transmembrana, y un dominio intracelular mas pequefio (ver revisién en Unwin, 2005).

Figura 3. El AChR nicotinico muscular. Se muestra la disposicion

de las cinco subunidades que lo conforman y la ubicaciéon de los
cuatro segmentos transmembrana correspondientes a cada
subunidad. Obtenido de “Chemical signaling in the brain”. Changeux
JP. Sci Am (1993) 269:58-62.

El segmento extracelular de cada subunidad esta constituido a su vez, por un
arreglo de diez hojas B plegadas y una a-hélice. Esta porcién contiene ademas la
region “cys-loop” (caracteristica de la familia de los LGIC) y otras varias regiones de
tipo “lazo”, criticas para la funcionalidad del receptor. La porcién transmembrana esta
compuesta por cuatro segmentos a-hélice hidrofébicos (M1, M2, M3 y M4), de unos
20-30 aminoacidos de largo cada uno. Los segmentos M2 contribuyen a la formacion
del canal ibnico, mientras que el segmento M4 es el segmento en mayor contacto con
los lipidos de la bicapa (ver revision en Barrantes, 2004). Finalmente, la porcion
intracelular esta compuesta por una secuencia de unos 150-280 aminoacidos, ubicada
entre los segmentos M3 y M4 (Karlin, 2002; Lindstrom, 2000a), e incluye una a-hélice

precediendo al segmento M4 (Finer-Moore y Stroud, 1984). A través de este dominio
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el AChR muscular se une a rapsina (Miyazawa y col., 1999). Las a-hélices citosélicas
de cada subunidad contribuyen a la formacién de las paredes del vestibulo intracelular

del AChR (Miyazawa y col., 1999).

Figura 4. Representacion de
cintas del AChR. Se muestran las
subunidades a en color naranja, y
las subunidades no-a en celeste. En
azul se indica la superficie
correspondiente al poro del canal en
sus porciones extracelular,
transmembrana e intracelular. Las
flechas sefalan la ubicacion de la
membrana plasmatica. Obtenido de
“Recent advances in Cys-loop
receptor structure and function”. Sine
SM y Engel AG. Nature (2006)
440:448-455.

Por aposicién de los dominios extracelulares amino-terminales de la subunidad
a con las subunidades vecinas no-a, y y 3, se forman los dos sitios para union de
agonistas (Karlin, 2002; ver revisidon Barrantes, 1998). La activaciéon por su ligando
especifico, la acetilcolina (ACh), produce la apertura transiente del canal, con flujo de
iones Na' hacia el interior celular, lo cual provoca a su vez un cambio en el potencial
de membrana de la célula postsinaptica. En este proceso, la sefial quimica de la ACh
es traducida a una sefal eléctrica, obteniéndose como resultado final la contraccién de

la fibra muscular esquelética.
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Neurona motora Figura 5. Representacion
| Impulso

esquematica de la activacion
del AChR en la UNM.

Célula
muscular

Reticulo
sarcoplasmdtico

El AChR de mamifero es altamente homélogo con el receptor presente en el
6rgano eléctrico de las rayas del género Torpedo. Debido a que este ultimo puede ser
obtenido facilmente y en grandes cantidades, ha constituido una importante fuente de
AChR (Gu y Hall, 1988) y por este motivo el AChR de Torpedo fue el primer miembro
de la familia en ser purificado, caracterizado, y clonado. Mucho de lo que se asume
acerca de la estructura de los otros miembros de la familia LGIC se ha basado en los

datos estructurales del AChR obtenido a partir de esta fuente.

Patologias asociadas al AChR

Tanto el AChR muscular como los AChRs neuronales pueden estar
involucrados en patologias de etiologia diversa. Dentro de ellas, una enfermedad que
ha sido foco de numerosos estudios es la miastenia gravis (MG). La MG es la
enfermedad somatica adquirida mas comun que involucra al AChR (ver revision
Barrantes, 1998). Esta causada por auto-anticuerpos dirigidos contra el AChR
muscular (Lindstrom, 2000b) y aun se desconoce qué es lo que desencadena esta
respuesta autoinmune. Como consecuencia de la reaccion autoinmune, el nUmero de
AChRs sufre una marcada disminucién, causando dificultades en la transmision
neuromuscular; esto se traduce en las conocidas manifestaciones clinicas de la

enfermedad, con fatiga y debilidad muscular severa (ver revision Barrantes, 1998;
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Lindstrom, 2000b). Cuando los anticuerpos se unen al AChR se desencadena una lisis
mediada por el sistema del complemento, con la consecuente disminucién en el
numero de AChRs en la UNM. La unién de los anticuerpos a los AChRs provoca
ademas la agrupacion de los receptores, o que aumenta su internalizacion y conduce
también a la reduccién en el numero de receptores. En cuanto a respuestas
autoinmunes contra AChRs neuronales, se han identificado auto-anticuerpos contra la
subunidad o3 en pacientes con disautonomia (Vernino y col., 2000) y contra el
receptor a9 de queratinocitos en la enfermedad dermatolégica Pemphigus vulgaris
(Nguyen y col., 2000).

Los llamados sindromes miasténicos congénitos (SMC) presentan los sintomas
clinicos tipicos de la MG, pero a diferencia de esta Ultima, no hay respuesta
autoinmune involucrada. Los SMC son causados por mutaciones en subunidades del
AChR muscular. Se conocen mas de 60 mutaciones diferentes causales de SMC
(Engel y col., 2002). Las enfermedades resultantes de mutaciones en los AChRs
neuronales son mas dificiles de identificar debido a que se desconoce mucho acerca
de su papel funcional normal. Sin embargo algunas patologias han podido ser
identificadas. Entre ellas podemos citar la epilepsia nocturna del I6bulo frontal
autosdémica dominante, la cual se asocia con mutaciones del AChR tanto en la
subunidad a4 (Steinlein, 2000) como en la B2 (De Fusco y col., 2000; Phillips y col.,
2001).

Los AChR neuronales han sido también implicados en muchas otras
enfermedades (Lloyd y Williams, 2000; ver revision Barrantes, 1998). Entre ellas
podemos citar el tabaquismo (Lindstrom, 2000a; Dani y col., 2001); enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Liu y col., 2001; Nagele y col.,
2002) y la enfermedad de Parkinson (ver revision en Lindstrom, 1997; Tumkosit y col.,

2006); la esquizofrenia (Goff y col.,, 1992; Freedman y col., 2000) y trastornos

10
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bipolares, ligados genéticamente al receptor de tipo a7 (Leonard y col., 2001); entre

otras.

El AChR y su entorno lipidico

El AChR es una proteina integral de membrana plasmatica, y sus dominios
hidrofébicos transmembrana (TM) se hallan en intimo contacto con los lipidos
presentes en la bicapa. Esta interaccion lipido-proteica acompana al AChR desde
procesos tan tempranos como su biosintesis en el reticulo endoplasmico (RE), asi
como también durante su transito a través de las cisternas del aparato de Golgi, hasta
su destino final en la membrana postsinaptica. Dado el estrecho contacto entre los
lipidos de la membrana y el AChR, las propiedades fisicoquimicas de los lipidos que la
constituyen influencian las propiedades estructurales y funcionales del receptor
(Barrantes, 2004).

Los segmentos TM del AChR se disponen formando 3 anillos concéntricos
(Barrantes, 2003). EL anillo interno, esta constituido por los segmentos M2, los cuales
contribuyen a la formacién del canal ibnico propiamente dicho; el anillo medio esta
formado por los segmentos M1 y M3; y el anillo externo, esta conformado por los
segmentos M4 de cada subunidad, los mas hidrofébicos y mas expuestos a los lipidos
de la membrana. Los segmentos M1 y M3 también son capaces de incorporar sondas
hidrofobicas fotoactivables, y estan por tanto expuestos, al menos parcialmente, a los
lipidos de la bicapa. En este sentido, Hamouda y col. (2006a) identificaron aquellos
dominios del AChR de Torpedo californica que interactian con el colesterol utilizando
la sonda fotoactivable [°H] azicolesterol. Demostraron asi que el colesterol interactua
con los segmentos M4, M3 y M1 de cada subunidad, teniendo la mayor interaccién con
el segmento M4.

Aquellos lipidos que se ubican en el perimetro inmediato del AChR y que

rodean a la proteina a modo de “cinturén” o de “anillo” constituyen los denominados

11
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lipidos vecinales o anulo lipidico del AChR (Marsh y Barrantes, 1978; Ellena y col.,
1983; Dreger y col., 1997; Arias y col., 1990). Los lipidos de esta regién constituyen
una sub-poblacién mas rigida y ordenada que el resto de la membrana que lo rodea
desde el punto de vista fisicoquimico, y exhiben un menor grado de penetracién de

moléculas de agua, lo que también la hace menos polar (Antollini y col., 1996; Antollini

y Barrantes, 2002).

Figura 6. El AChR en la membrana postsinaptica.
En este diagrama se observa al AChR rodeado por el
cinturéon de lipidos anulares (representado por las
esferas rojas) y por el resto de los lipidos de la
bicapa (esferas verdes). Obtenido de “Structural
basis for lipid modulation of nicotinic acetylcholine
receptor function”. Barrantes FJ. Brain Res Brain Res
Rev (2004) 47:71-95.

Los lipidos anulares del AChR pueden ser clasificados en tres categorias de
acuerdo a su grado de especificidad respecto de la proteina: (a) un grupo altamente
especifico, constituido por acidos grasos como el estearico, la cardiolipina y
fosfatidilinositoles (Barrantes y col., 2000a; Mantipragada y col., 2003); androstanol
(Barrantes y col., 2000a; Marsh y col., 1981) y acido fosfatidico (PA) (Ellena y col.,
1983); (b) un grupo intermedio, constituido por la esfingomielina (SM) (Bonini y col.,
2002), fosfatidilserina (PS) y fosfatidilglicerol (PG) (Mantipragada y col., 2003) y (c) un
grupo de especificidad moderada a baja , donde se encuentran la fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE) y los gangliésidos GD1b, GM1, GM2 y GM3 (Mantipragada y
col., 2003).

Diversos estudios demostraron que los lipidos anulares son relativamente

inmoviles respecto del resto de los lipidos, resaltando la existencia de una

12
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heterogeneidad de fase lateral en los lipidos de la membrana (Marsh y Barrantes,
1978; Marsh y col., 1981; Rousselet y col., 1979; Marsh y Watts, 1982; Ellena y col.,
1983). En este sentido se demostrd la induccidbn de la proteina en restringir la
movilidad de 4cidos grasos y androstanol spin-marcados (Marsh y Barrantes, 1978) y
de fosfolipidos spin-marcados (Marsh y col.,, 1981; Bienvenue y col., 1977) en
membranas ricas en AChR de Torpedo marmorata. Mas recientemente Wenz y
Barrantes (2005) demostraron que en sistemas modelo el AChR era capaz de
organizar su microentorno en forma de microdominios con elevada densidad de
empaquetamiento y rigidez.

La inmovilidad de los lipidos vecinales puede explicarse de la siguiente
manera: los lipidos de la region anular sufren un rapido intercambio con el resto de los
lipidos de la membrana, del orden de 5.107 s™ (ver revision Barrantes 1993). Aquellas
especies lipidicas que presentan mayor selectividad por el AChR permanecen en
promedio un periodo mayor de tiempo en la vecindad inmediata de la proteina que
aquellos lipidos que exhiben poca o ninguna selectividad (ver revisidn en Barrantes,
2004).

Los lipidos son esenciales para preservar la actividad de canal i6nico del
AChR y la union de ligandos (Barrantes, 1989; Criado y col., 1984). Los componentes
lipidicos mayoritarios de las membranas bioldgicas en general son los fosfoglicéridos,
el colesterol y los esfingolipidos (SLs). Los efectos de la composicion de
fosfoglicéridos en la funcién del AChR ha sido foco de numerosos estudios (Criado y
col., 1982; 1984; Ochoa y col., 1983). El colesterol es un componente abundante de la
membrana postsinaptica (Barrantes, 1989). Se ha demostrado que el colesterol y los
esteroides tienen un papel preponderante en la regulacién de la funcionalidad del
AChR (Barrantes, 1983; 1993; Barrantes y col., 2000b).

Numerosos estudios destacan la importancia del colesterol y fosfolipidos

acidicos para preservar la funcionalidad del AChR en sistemas reconstituidos. Cuando
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los AChRs son reconstituidos en vesiculas lipidicas solo de PC, no son funcionales
(Criado y col., 1982; 1984; Dalziel y col., 1980; Ochoa y col., 1983; da Costa y col.,
2002). La presencia de colesterol y lipidos anionicos como PA o PS restablecen la
funcionalidad del AChR (Poveda y col., 2002; Fernandez-Carvajal y col., 2006;
Morales y col., 2006; Baenziger y col., 2000; da Costa y col., 2002). Las membranas
nativas de Torpedo, contienen aproximadamente 35 mol% de colesterol pero menos
de 1 mol% de PA, sugiriendo que otros lipidos aniénicos deben actuar sustituyéndolo.
De hecho, PS y PI, lipidos anionicos abundantes en estas membranas, también
estabilizan el estado de reposo del AChR, aunque con menor eficacia en comparacion
con el PA (Hamouda y col., 2006b).

Los acidos grasos libres, en cambio, actian como inhibidores no competitivos
del AChR (Andreasen y McNamee, 1980; Villar y col., 1988). Estos acidos grasos
tienen una gran afinidad por la interfase lipido-AChR (Marsh y Barrantes, 1978; Ellena
y col., 1983; Dreger y col., 1997; Mantipragada y col., 2003) y su localizacién en el
dominio transmembrana del AChR ha podido ser confirmada mediante ensayos de
protedlisis controlada con proteinasa K o el uso de fosfolipasa A2 (Fernandez Nievas y

col., 2007).

Influencia de los lipidos sobre el AChR en sistemas celulares

Ademas de los efectos ejercidos sobre la funcionalidad del canal i6nico

enumerados anteriormente, los lipidos cumplen un importante papel regulando otros

aspectos del AChR, tales como su sintesis, ensamblado, trafico, insercion y estabilidad a

nivel de la membrana plasmatica. En lo que refiere al colesterol, se sabe que el mismo es

necesario para el mantenimiento de la estabilidad del AChR neuronal de tipo a7 en

espinas somaticas de neuronas ciliares (Brusés y col., 2001). En células musculares

C2C12, se pudo demostrar la importancia del colesterol en la generacion de acumulos

(“clusters” en inglés) de AChR en la superficie celular, asi como para la estabilidad de
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estos agregados. La deplecién de colesterol por metil-B-ciclodextrina (CDx) inhibié la
formacion de los “clusters” o provoco la dispersion de las agrupaciones ya establecidas
(Campagna y Fallon, 2006; Stetzkowski-Marden y col., 2006; Zhu y col., 2006). Utilizando
células CHO-K1/A5, una linea celular que expresa el AChR de tipo muscular adulto,
Borroni y col. (2007) demostraron que la exposicidon aguda a CDx, provoca una reducciéon
de ~50% en el numero de AChRs de superficie celular a través de la aceleracion de la
endocitosis del receptor. Estos resultados refuerzan la importancia de mantener niveles
adecuados de colesterol celular para la modulacién de la organizacion y estabilidad del
AChR en la membrana plasmatica. Ademas, Borroni y col. (2007) observaron una
ganancia en la funcionalidad de canal idnico de los receptores remanentes en la superficie
celular luego de la deplecion del colesterol, mientras que el enriquecimiento en colesterol
tuvo el efecto opuesto. Kellner y col. (2007) evaluaron la participacion del colesterol en la
organizaciéon del AChR en la membrana plasmatica. Mediante microscopia de
fluorescencia de deplecién de emision estimulada (“STED” en inglés), la cual provee una
resolucion superior al limite de difraccion de los microscopios clasicos de epifluorescencia
o confocal, observaron cambios en la distribucién de las particulas de AChR luego del
tratamiento con CDx, tanto en células CHO-K1/A5 enteras como en preparaciones de
membranas plasmaticas, y la agregacion de acumulos de receptor inducida por
anticuerpos en estructuras de mayor tamano, tal como se observé en AChR solubilizado
de Torpedo mediante microscopia electrénica (Barrantes, 1982).

En lo que respecta a los SLs, estudios realizados en células CHO-SPB1/SPH,
una linea celular deficiente en SLs que expresa el AChR, demostraron que existe una
relacion directa entre los niveles de SLs y el trafico exocitico del AChR (Roccamo y
col.,, 1999). Cuando estas mutantes termosensibles son incubadas a temperaturas
semipermisivas (37°C) el contenido de SM disminuye a un 50% de la linea parental
CHO-K1 (Hanada y col., 1990), con disminucién concomitante en los niveles de AChR

presente en la superficie celular (Roccamo y col., 1999). Mas recientemente, estudios
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realizados por Baier y Barrantes (2007) reforzaron la importancia de mantener un nivel
adecuado de SLs para el correcto trafico del AChR hacia la superficie celular, y
sugirieron la participacion de los SLs como “chaperonas lipidicas” afectando la
eficiencia del proceso de ensamblado del AChR, e influyendo por lo tanto sobre el

trafico de receptores recientemente sintetizados a la membrana plasmatica.

Objetivo de la Tesis Doctoral

El objetivo central de esta Tesis Doctoral fue evaluar si las alteraciones
provocadas en los niveles de lipidos celulares tales como el colesterol, la SM o las
ceramidas, precursoras en la biosintesis de SLs, afectan los procesos de sintesis y
trafico del AChR, asi como también su afinidad por ligandos y estabilidad en la
membrana plasmatica de células CHO-K1/A5. Esta linea celular fue desarrollada en
nuestro laboratorio y expresa en forma heterologa estable el AChR de tipo muscular
adulto (apde) (Roccamo y col.,, 1999). Para alcanzar este objetivo central se
desarrollaron dos lineas experimentales en paralelo: una de ellas, dedicada al estudio
de los efectos de la deplecion metabdlica crénica del colesterol por la droga
Mevinolina, inhibidora de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa
(HMG-CoA reductasa); y otra linea experimental en la que se evaluaron los efectos
promovidos por las ceramidas, ya sea agregadas en forma exogena, o bien generadas
endogenamente por incubacién con esfingomielinasa (SMasa) de Bacillus cereus.

Para explorar los efectos de las variaciones en estos lipidos celulares sobre el
AChR recurrimos al empleo de metodologias bioquimicas, de biologia celular y

molecular, y microscopia 6ptica de epifluorescencia y confocal.

16



Capitulo 2

Efecto de la deplecion metabdlica
cronica del colesterol sobre el trafico
del AChR en células CHO-K1/A5




Capitulo 2

Efecto de la deplecion metabdlica crénica del colesterol sobre el trafico del

AChR en células CHO-K1/A5

Introduccién

A pesar de la “mala fama” que ha ganado el colesterol por su participaciéon en
el desarrollo de enfermedades vasculares, este lipido es un componente esencial de
las membranas de las células eucariotas, donde cumple numerosas e importantes
funciones (Cress y Gerner, 1980; Brasaemle y Attie, 1990; Hao y col., 2002). Su
contenido y metabolismo es estrictamente regulado, y las células en division retienen
todas las enzimas necesarias para la colesterogénesis. Ademas, el colesterol es el
mayor constituyente de las vainas de mielina en el sistema nervioso central y
periférico, y se ha demostrado que la biosintesis del colesterol tiene lugar localmente
en el cerebro (Jurevics y Morell, 1995). La produccién de colesterol por los
oligodendrocitos es necesaria para que estas células de la neuroglia lleven a cabo el
proceso de mielinizacion (Saher y col., 2005). Otra importante funcién que cumple el
colesterol tiene que ver con su papel como precursor en la biosintesis de las hormonas
esteroidales y de los acidos biliares. Estos ultimos, a su vez, son necesarios para una
absorcion eficiente de los lipidos de la dieta, incluyendo al propio colesterol y vitaminas
liposolubles.

La biosintesis de colesterol comienza con la formacion de 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA (HMG-CoA) a partir de acetil-CoA y acetacetil-CoA. Luego, a partir de
HMG-CoA se sintetiza mevalonato, siendo este paso la etapa limitante en la formacion
de colesterol. La enzima que cataliza esta reaccion, la HMG-CoA reductasa, es un
importante punto de control en la biosintesis de colesterol. EI mevalonato es
posteriormente convertido en isopentenilpirofosfato (Cs), que condensa con su
isbmero, dimetilalilpirofosfato (Cs) formando el geranilpirofosfato (C1o). Por adicion de

una segunda molécula de isopentenilpirofosfato se libera farnesilpirofosfato (C4s), que
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se une con otra molécula igual para formar escualeno (Cs). Este intermediario se cicla
para dar posteriormente lanosterol (Cs), el cual a su vez sufre una serie de

modificaciones hasta convertirse finalmente en colesterol (C,7) (Esquema 1).

Mevinolina

o ceon |
Acatil c-S-COA H,C—OH
CoA + CH,  2NADPH CH,
Acetacetil '
cona el —» Ho—C—CH, L? HO—C—CH; +CoASH
H,0 -Hz .

£ 2 NADP Lo Mevalonato (Cy)
0" "0_ HMGCoA o o_

reductasa
HMG CoA }.
co,

Geranil- H.C
«Pirofosfato ((‘3‘:,\\ z ‘“:‘:C—CHz 10
| H1C 'CHZ'O-E’-O-E'O_ Isopentenil-

| 1l
.p.o.g -0_ O_ o_ pirofosfato (Cs)

Farnesil-
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—_—
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Esquema 1. Biosintesis del colesterol. El colesterol se forma a partir de acetil-CoA. La
sintesis de mevalonato a partir de 3-hidroxi-3-metilglutarii CoA (HMG-CoA) es la etapa
limitante en su biosintesis y la enzima que cataliza dicha reaccion, la HMG-CoA reductasa,

es inhibida competitivamente por la Mevinolina (ver mas adelante).

A lo largo del camino exocitico, los niveles de colesterol siguen un gradiente de
concentracion creciente (Orci y col., 1981; Coxey y col., 1993), siendo en la membrana
plasmatica donde se localiza la mayor parte (80-95%) del contenido de colesterol
celular total (Lange y Ramos, 1983; Lange 1991; Liscum y Underwood, 1995; Hao y
col., 2002; ver revisidbn en Holthuis y Levine 2005). Alli, los esteroles restringen la
flexibilidad de las cadenas acilicas de los fosfolipidos con reduccion en la fluidez de la

membrana, aumentan el grosor de la membrana (Schneiter y col., 1999; Sprong y col.,
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2001; ver revision en Holthuis y Levine 2005) y disminuyen la permeabilidad de
pequefas moléculas (Sprong y col., 2001; Yeagle, 1993). En el reticulo endoplasmico
(RE), la concentracion de colesterol es baja (Lange, 1991), consistente con la
necesidad de este compartimiento celular de poseer una membrana mas fluida, para
facilitar procesos tales como la translocacion proteica (Nilsson y col., 2001). En el
aparato de Golgi, en cambio, el contenido de colesterol juega un papel crucial en la
regulacion del transporte proteico, y sus niveles deben ser finamente regulados para
mantener una adecuada organizacion estructural y funcional de esta organela y
permitir un correcto transporte intracelular (Stiven y col., 2003). Varios trabajos
cientificos han determinado que la deplecién de colesterol afecta especificamente el
transporte de vesiculas y causa la acumulacién de proteinas en la regién perinuclear
(Keller y Simons, 1998; Hansen y col., 2000; Dhanvantari y Loh, 2000; Wang y col.,
2000; Stuven y col.,, 2003). Niveles elevados de colesterol también afectan
negativamente el transporte exocitico de proteinas, con bloqueo del trafico a nivel de
la red trans-Golgi (TGN) (Ying y col., 2003).

Debido a que el colesterol es un lipido altamente hidrofébico, requiere de
mecanismos especializados para su trafico intracelular que incluyen vias vesiculares y
no-vesiculares de transporte (ver revisiones en Soccio y Breslow, 2004; Prinz, 2007).
El trafico vesicular ocurre a través de su incorporacién en vesiculas secretorias o
endociticas, sin embargo cada vez son mas numerosas las evidencias que destacan la
importancia de las vias no-vesiculares. Este transporte no-vesicular del colesterol
estaria mediado por ciertas proteinas, algunas de las cuales son proteinas
transportadoras solubles, y otras son proteinas integrales de membrana. Entre ellas
podemos citar a la proteina StAR y otros miembros de la familia START, la NPC2, la
ORP (oxysterol binding protein-related protein o proteina relacionada a OSBP) y la

SCP-2 (ver revisiones en Soccio y Breslow, 2004; Prinz, 2007; Schulz y Prinz, 2007).
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Figura 7. Transporte vesicular y no vesicular de colesterol.
Obtenido de “Role of cholesterol and lipid organization in
disease”. Maxfield FR y Tabas I. Nature (2005) 438:612-621.

En las membranas celulares el colesterol se encuentra formando complejos
con SLs y otros fosfolipidos de cadenas saturadas, constituyendo las denominadas
“balsas” (“rafts”) lipidicas (Simons e lkonen, 2000; Brown y London, 1998; McConnell y
Vrljic, 2003; Edidin, 2003; Mukherjee y Maxfield, 2004). Estos dominios constituyen
fases liquido-ordenadas (l,) donde las cadenas acilicas estan empaquetadas en forma
compacta por efecto del colesterol, rodeadas por un “mar” de lipidos liquido-
desordenados (lg) (Brown y London, 1998; McConnell y Vrljic, 2003; Edidin, 2003;
Mukherjee y Maxfield, 2004) (Fig. 8). Un aspecto central de la hipbétesis que postula la
existencia de “balsas” lipidicas es el concepto que fragmentos de membrana
correspondientes a los estados o fases |, y Iy pueden ser bioquimicamente separados
por extraccién de las mismas en detergentes no iénicos en frio. La resistencia de los
dominios I, a la solubilizacion con detergentes se debe al alto grado de
empaquetamiento de los lipidos, lo que previene la incorporacion del detergente en la

bicapa (Xu y col., 2001). Luego de este tratamiento, se obtienen por un lado
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membranas resistentes a detergentes (“detergent resistant membranes” o “DRMs” en
inglés), en las cuales los lipidos se encuentran en la fase |, y sus proteinas asociadas,
y por otro el material soluble en detergente correspondiente a los lipidos |4 y proteinas
asociadas (Brown y London, 1998; McConnell y Vrljic, 2003; Edidin, 2003; Mukherjee y
Maxfield, 2004). Estudios en membranas modelo claramente demuestran la
agrupacion de los SLs, el colesterol, y ciertos tipos de glicerofosfolipidos (Dietrich y
col., 2001; Veatch y Keller, 2005; Heberle y col., 2005) y también existe evidencia, de
la presencia de estos microdominios en células vivas (Friedrichson y Kurzchalia, 1998;
Varma y Mayor, 1998; Pralle y col., 2000). La habilidad de las “balsas” lipidicas para
secuestrar proteinas especificas y excluir otras, las convierte en estructuras ideales
para la organizacién espacial de diversas vias celulares. Han sido implicadas en la
regulacion de vias de sefalizacion celular y traduccidon de senales, donde la
asociacion a microdominios de membrana de los componentes de una cascada de
sefalizacidon facilita la interaccion proteina-proteina y la amplificacion de la sefal
(Simons y Toomre, 2000). También han sido implicadas en el trafico exo- y endocitico
(Simons y Toomre, 2000; Tooze, 2001; ver revision en Brown, 2006). El concepto
actual es que en las células en reposo estos dominios o “balsas” serian
extremadamente pequefios (en la escala de los nm) comprendiendo unas pocas
moléculas de proteinas y lipidos. Ademas serian estructuras muy inestables, con vidas
medias muy cortas (en el orden de los us a ms) y sus componentes estarian en
equilibrio dinamico con componentes de los dominios “no-balsa” (ver revisiones en
Brown, 2006 y Mishra y Joshi, 2007). Bajo determinadas circunstancias (como por
ejemplo la unién de un ligando a un receptor) estos pequefios dominios podrian unirse
para formar macro-dominios mas estables, a través de interacciones lipido-proteina o

proteina-proteina (ver revisiones en Brown, 2006 y Mishra y Joshi, 2007).
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El colesterol ejerce una modulacioén de la funcionalidad de las proteinas, ya sea
por la promocion de cambios en la fluidez de las membranas, asi como también por un
efecto adicional directo sobre las propiedades de las proteinas insertas en la
membrana. Como ejemplos podemos citar estudios realizados sobre la adenilato
ciclasa (Whetton y col., 1983), el transportador de GABA (North y Fleischer, 1983) y el
AChR de Torpedo (Fong y McNamee, 1986). En este sentido, y como ya fue
comentado en el Capitulo I, numerosos trabajos destacan la importancia del colesterol
en el correcto funcionamiento del AChR (Dalziel y col., 1980; Criado y col., 1982;
McNamee y col., 1982; Jones y McNamee, 1988; ver revisidbn en Barrantes, 2004;
2007).

Ademas de estas interacciones a nivel molecular, numerosos trabajos han

dedicado atencion a las interacciones del AChR con el colesterol a nivel celular. En
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neuronas ciliares el receptor nicotinico neuronal a7 se agrega formando grandes
agrupamientos que colocalizan con microdominios de membrana (Brusés y col., 2001).
La desestabilizacion de estos microdominos por tratamiento con metil-B-ciclodextrina
(CDx) la cual remueve el colesterol de la membrana, provoca la redistribucion del
receptor en agrupaciones mas pequefias, indicando la importancia del colesterol en la
organizacion del AChR en la superficie celular (Brusés y col., 2001). En forma similar,
en la linea celular muscular C2C12, tanto los acumulos del AChR como la estabilidad
de estas agrupaciones de receptores resultaron ser dependientes del colesterol, ya
que la deplecion de colesterol por CDx inhibié la formaciéon de dichos acumulos o
dispers6 las agrupaciones ya existentes (Campagna y Fallon, 2006; Stetzkowski-
Marden y col., 2006; Zhu y col., 2006). Incluso, ademas del AChR, otros receptores del
sistema nervioso central se encuentran asociados a membranas resistentes a Tritdn X-
100. Tal es el caso del receptor GABAg (Becher y col., 2001) y de los receptores de
glutamato AMPA (Hering y col., 2003) y NMDA (Besshoh y col., 2007), lo que indicaria
que estos dominios de membrana o “balsas” lipidicas serian importantes para la
localizacidon especifica de receptores en el sitio de sinapsis (Stetzkowski-Marden y col.,
2006).

En el presente capitulo evaluamos de qué forma los niveles celulares de
colesterol influencian el trafico del AChR hacia la membrana plasmatica.

Como modelo experimental utilizamos las células CHO-K1/A5, una linea celular
desarrollada en nuestro laboratorio que expresa en forma heter6loga estable el AChR
murino de tipo muscular adulto (a2pd¢) (Roccamo y col., 1999). Empleamos esta linea
celular para probar los efectos de la deplecion metabdlica cronica del colesterol
inducida por la droga Mevinolina (Mev) sobre la distribucion y expresion del AChR a
nivel de la membrana plasmatica. La Mev es un metabolito fungico aislado y purificado
a partir del hongo Aspergillus terrus que actia como un potente inhibidor competitivo

de la enzima microsomal 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA
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reductasa) (Alberts y col., 1980). Esta enzima es la enzima limitante en la biosintesis
de colesterol, haciéndola un blanco de eleccion en la regulacion farmacologica del

contenido de este esterol.

SCoA

HMG-CoA
HO
000
_ _ ) H,C~
R,=H R.,=H Compactina A § OH
R;=CH; Ro=CH; Simvastatina ~

Ri=H R,=0H Pravastatina

R,=H R:=CH; Mevinolina = Lovastatina Mevalonato

Figura 9. Estructura quimica del HMG-CoA, del mevalonato y de
diversos inhibidores metabdlicos de la enzima HMG-CoA

reductasa, incluyendo a la Mevinolina.

Materiales y métodos
Materiales

La ['*°I] abungarotoxina (['?°1] aBTX, 120 uCi/umol) se obtuvo en New England
Nuclear (Boston, MA, EEUU). La aBTX nativa, d-tubocurarina (d-TC), carbamilcolina,
Brefeldina A y Mevinolina (Mev) se obtuvieron de Sigma Chemical Company (St.
Louis, MO, EEUU). El medio Nutridoma-BO con contenido de lipidos controlado se
adquirié en Boehringer, Ingelheim (Alemania). El vector pEYFP-GalT (CLONTECH
Laboratories, Inc., Palo Alto, CA, EEUU) fue un obsequio de la Dra. Jennifer Lippincott-
Schwartz y el Dr. George Patterson (NICHHD, Bethesda, MD, EEUU). El vector VSVG-
GFP fue cedido por el Dr. Alfonso Gonzalez, de la Pontificia Universidad Catélica de

Chile. El reactivo de transfeccion Polifect transfection reagent se obtuvo de Quiagen
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(Qiagen Inc., EEUU). La aBTX conjugada con Alexa*® (Alexa®®®aBTX) y Alexa®
(Alexa®aBTX), y el fragmento IgG Alexa*® F(ab’), anti-ratén de cabra fueron
adquiridos en Molecular Probes (Invitrogen Corp., CA, EEUU). El anticuerpo
monoclonal anti-sintaxina 6 y el anticuerpo policlonal anti-calnexina fueron de
Stressgen Biotechnologies Corporation (Victoria, BC, Canadd). Los anticuerpos
primarios anti-AChR H-101 y mAb 210 se obtuvieron en Santa Cruz Biotechnology Inc.
(CA, EEUU) y Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, EEUU) respectivamente. Se
utilizaron también anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa anti-raton y anti-

conejo (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, EEUU)

Cultivo celular

Como sistema modelo utilizamos la linea celular CHO-K1/A5, generada en
nuestro laboratorio por transfeccion estable de la linea CHO-K1 con las cuatro
subunidades del AChR de raton de tipo muscular adulto (apde) (Roccamo y col.,
1999). Las células se cultivaron en medio Ham’s F-12 suplementado con glutamina, 40
ng/ml de sulfato de Gentamicina y 10% de suero fetal bovino, en un incubador Napco

modelo 6100 mantenido a 37°C, con una mezcla de 5% COZ/ 95% aire durante los 2-3

dias previos a los experimentos. Posteriormente las células se incubaron por 48 h bajo
5 condiciones experimentales diferentes: a) medio completo Ham’s F-12, b) medio
completo Ham’s F-12 + 0.5 uM Meyv, c) medio delipidado Nutridoma-BO, d) medio
delipidado Nutridoma-BO + 0.5 uM Mev y e) medio delipidado Nutridoma-BO + 5.0 uM

Mev.
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Analisis Lipidico
a) Extraccion de lipidos

Para la extraccion de los lipidos del cultivo celular se utilizé el método de Folch
y col. (1957). Las células CHO-K1/AS5 fueron cultivadas en capsulas de 10 cm de
diametro en medio completo por 2-3 dias. Posteriormente se incubaron las células
bajo las distintas condiciones experimentales. Las células se lavaron dos veces con
buffer PBS, pH 7,4, y se rasparon de las capsulas con ayuda de una espatula. La
suspension celular se colectoé y transfirid a un tubo de vidrio. Se disrumpieron las
células mediante dos ciclos de 5 segundos en un sonicador Branson y los lipidos se
extrajeron con 20 volumenes de cloroformo:metanol (C:M; 2:1, v/v) a temperatura
ambiente por 3 h. Los extractos crudos se centrifugaron a 2000 rpm; se particionaron
con 0.2 volumenes de agua destilada y se centrifugaron nuevamente a igual velocidad.

La fase lipidica organica se sec6 bajo nitrégeno.

b) Determinacién del contenido lipidico de las muestras

Las muestras se resuspendieron en isopropanol para la determinacion del
contenido de colesterol o bien en C:M (2:1) para la separacion de los
glicerofosfolipidos por cromatografia en capa fina (CCF). El contenido de fésforo de
fosfolipidos se determiné para cada mancha mediante el método de Rouser y col.
(1970), luego del tratamiento de las muestras con acido perclérico a 180°C. El
contenido de colesterol total se determin6 a partir de una alicuota del extracto lipidico
total usando un metodo enzimatico colorimétrico de laboratorios Wiener (Rosario,
Argentina). Este método se basa en la accion de una colesterol hidrolasa, una
colesterol oxidasa y una peroxidasa, acoplada a un ensayo colorimétrico. El contenido
de colesterol libre fue determinado por el mismo método colorimétrico pero en
ausencia de la enzima colesterol hidrolasa. Los ésteres de colesterol se calcularon por

diferencia entre el contenido de colesterol total y el contenido de colesterol libre.
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Ensayos de union de ['*I] aBTX

Se determiné la expresion del AChR de superficie por incubacion de las células
(70-80% de confluencia) con concentraciones crecientes (1-60 nM) de ['%I] aBTX en
el medio de cultivo por 1 h a 25°C. Al final del periodo de incubacién las células se
lavaron dos veces con buffer PBS y se levantaron con NaOH 0.1 N. Se midi6 la
radioactividad de las muestras en un contador de centelleo gama con una eficiencia
del 80%. La union inespecifica se determind como el remanente luego de la
preincubacion de las células con 10 yM de aBTX o carbamilcolina 2 mM previo a la
adicion de ['*°I] aBTX.

La cantidad de AChRs totales se determin6 mediante lisis de las células con
buffer fosfato 10 mM, pH 7,4, conteniendo 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-

100, 0.02 % NaN3, 10 pug/ ml seroalbumina bovina, 2 mM PMSF, y 10 ug/ml de

quimostatina, leupeptina, pepstatina, tosil-lisina clorometil-cetona y tosil fenilalanina
clorometil cetona, agregados al buffer en el momento de usar. Las células se lisaron
toda la noche a 4°C (Green y Claudio, 1993) y el ensayo de unién de ['?°l] aBTX se
realizé6 segun Schmidt y Raftery (1973). Alicuotas de 20-40 pl del lisado celular se
incubaron con buffer fosfato 10 mM conteniendo 100 mM NaCl, 1% Triton X-100 y ['#°]]
aBTX (60 nM) en un volumen final de 125 pul. La union inespecifica se determind en
muestras tratadas por 1 h con 2 mM de carbamilcolina, o hervidas por 5 min antes del
ensayo de union con toxina radiactiva. La unién inespecifica obtenida por cualquiera
de los dos procedimientos alcanzé ~20-30 % de la unién total. La reaccion de unién se
detuvo por siembra de 100 ul de la reaccion de incubacion en papales de DE-81
(Whatman, 2x2 cm). Los papeles de DE-81 se lavaron luego con buffer fosfato 10 mM
conteniendo 0.1 % Triton X-100 por tres intervalos de 10 minutos cada uno. Los

papeles secos se contaron en un contador de centelleo gamma con un 80 % de
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eficiencia. Se calcul6 el numero de AChRs intracelulares por diferencia entre el

numero de receptores totales y el nUmero de receptores de la superficie celular.

Curvas de desplazamiento de ['®I] aBTX

Con el fin de determinar ICs, del AChR para d-TC evaluamos la unién de ['?1] o
BTX luego de la incubacion de las células CHO-K1/A5 con este antagonista. Para ello,
las células se incubaron en un volumen de reaccién de 800 ul de medio de cultivo
conteniendo la concentracion deseada de d-TC por 30 minutos a temperatura
ambiente. A continuacién se agregé la ['®I] aBTX en una concentracion final de 10
nM, incubandose las células durante 20 min adicionales. Luego se removi6 el medio y
se lavaron las células con buffer Dulbecco's. Las células se solubilizaron por adicion

de 2 ml de NaOH 0.1N y los extractos se usaron para el contaje de radioactividad.

Analisis de los datos farmacolégicos

Los datos obtenidos a partir de las curvas de saturacion, asi como las
transformadas de Scatchard correspondientes, las cinéticas de asociacion y vida
media del AChR vy los experimentos de desplazamiento de ligandos se analizaron con
el programa Origin 5.0. La significatividad estadistica de los datos se determin6

mediante el test de Student.

Determinacion de proteinas
El contenido proteico total se determiné por el método de Lowry y col. (1951)
usando una alicuota de los extractos celulares hechos con NaOH 0,1 N luego de la

medicion de radioactividad. Se utilizd6 seroalbumina bovina como estandar.
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Microscopia de Fluorescencia
a) Obtencién de imagenes

Para la obtencion de imagenes por microscopia de fluorescencia, las células
CHO-K1/A5 se crecieron sobre cubreobjetos de vidrio de 25 mm de diametro en medio
Ham’s F-12 por 2-3 dias a 37°C previo a los experimentos de citoquimica. Las
imagenes se obtuvieron utilizando microscopios de fluorescencia de campo ancho
(Nikon Eclipse E-600 y Nikon TE-300) y se capturaron mediante el empleo de las
camaras digitales SBIG modelo ST-7 y Hamamatsu Orca, para cada microscopio
respectivamente. La camara ST-7 fue manejada con el programa CCDOPS (SBIG
Astronomical Instruments, versién 5.02, Santa Barbara, CA, USA) y la camara
Hamamatsu Orca, con el programa MetaMorph 5.0 (Universal Imaging Corp.
Downingtown, PA, EEUU). Ambas camaras fueron termostaticamente enfriadas a —
10°C. Se utilizaron objetivos de inmersién en aceite de 40x (1.0 A.N.), 60x (1.4 A.N.) 6
100x (1.4 A.N.) y los correspondientes filtros dicroicos y de emisién de acuerdo a las

longitudes de onda utilizadas.

b) Marcacion del AChR de superficie

Los AChRs de la superficie celular se marcaron mediante incubacion de las
células CHO-K1/A5 con aBTX conjugada con el fluoréforo Alexa*®® (Alexa**aBTX) en
una concentracion final de 1 ug/ml en PBS, por 1 h, sobre hielo. El exceso de marca

se removio por lavados con PBS frio antes de realizar la microscopia.

c) Marcacién del AChR intracelular
Para marcar los AChRs intracelulares se saturaron en primer lugar los
receptores de superficie por incubacion de las células con 1 pg/ml aBTX en PBS por 1

h, en hielo. Luego, se procedi6 a la fijacién de las células con 4% paraformaldehido
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por 40 min y se las permeabilizé con 0.1% Triton X-100 por 20 min. Finalmente las

594

células se incubaron con Alexa®aBTX en una concentracion final de 1 ug/ml PBS por

1 h, a temperatura ambiente.

d) Analisis cuantitativo de las imagenes de microscopia de fluorescencia

Las imagenes de fluorescencia se analizaron mediante el programa Scion
Image version 4.0.2 (Scion Corp., Frederick, MD, USA). Las intensidades de
fluorescencia fueron medidas a partir de las imagenes de 16-bits seleccionando
pequefas areas de membrana, para la cuantificacion de los receptores de superficie o
seleccionando la totalidad de la célula 6 grupo celular para la cuantificacién de los
AChR intracelulares. Calculamos asi la intensidad de fluorescencia promedio en varias
areas para cada foto en particular, obteniendo luego un valor promediado de
intensidades de fluorescencia para cada condicién experimental. Los valores de
intensidad de fluorescencia en cada caso se corrigieron por diferencia con el
correspondiente valor de intensidad de fluorescencia de un area libre de células
(fluorescencia basal de fondo). Finalmente calculamos la intensidad de fluorescencia
promedio para cada condicion experimental. En cada caso, las células se

seleccionaron al azar a partir de las imagenes de contraste de fase.

e) Procesamiento de las imagenes

Con fines ilustrativos las imagenes se procesaron y fueron pseudocoloreadas
con el programa Adobe Photoshop 7.0. Para los estudios de colocalizacion del AChR
con otras proteinas fluorescentes se pseudocolorearon las imagenes de acuerdo a la
correspondiente longitud de onda de emisién de la aBTX conjugada con fluoréforo y
del marcador especifico respectivamente y se procedié a la superposicién de las
imagenes. Obtuvimos asi una nueva imagen en la que pudimos observar en forma

cualitativa el grado de superposicion de ambas sefiales fluorescentes. La
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deconvolucion de las imagenes se realizd con el programa Deconv Wizard. Para la
diagramacion y presentacion final de las figuras se recurrié al empleo del programa

Corel Draw 11.

Transfeccion transiente

Las células CHO-K1/A5 se transfectaron en forma transiente con los ADNc que
codifican para las proteinas de fusion fluorescentes, proteina fluorescente
amarilla/B1,4-galactosiltransferasa (pEYFP-GalT) o para la glicoproteina del virus de
estomatitis vesicular (VSVG) acoplado a proteina fluorescente verde (VSVG-GFP). La
transfeccion se realiz6 1-2 dias posteriores al sembrado de las células. Se usaron
reactivos de transfeccibn comerciales (Polifect transfection reagent-Quiagen)

siguiendo el protocolo correspondiente.

Retencion del AChR en el aparato de Golgi inducida por temperatura

Con el propésito de definir la localizacion intracelular precisa del AChR
acumulado en las células depletadas de colesterol, se bloqued artificialmente el
transporte proteico por incubaciéon de las células CHO-K1/A5 a 20°C durante 2,5 h.
Este procedimiento provoca el bloqueo del trafico proteico en células CHO-K1,
principalmente a nivel del TGN (Xia y col., 1997). Luego de este procedimiento se

marcé el AChR intracelular como ya fue descripto anteriormente.

Tratamiento con Brefeldina A

La Brefeldina A (BFA) es un metabolito fingico que causa la redistribucion de
constituyentes de mebrana del cis-, medial- y trans-Golgi hacia el RE pero no del TGN
(Lippincott-Schwartz y col., 1991; Rosa y col., 1992; Banting y Ponnambalam, 1997;
Chardin y McCormick, 1999; Watson y Pessin, 2000). Por esto ultimo, una proteina

que se esta acumulando a nivel del TGN, no deberia ver afectada su distribucion luego
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del tratamiento de las células con BFA. Aprovechamos esta propiedad de la BFA para
comprobar la localizacion intracelular del AChR en las células tratadas con Mev.

En primer lugar, probamos la eficiencia de BFA en provocar la
desorganizacion del aparato de Golgi, utilizando la sonda Cs-BODIPY-Cer como
marcador de dicha organela (Pagano y col., 1991). Una vez realizada esta prueba, las
células CHO-K1/A5 depletadas de colesterol se trataron con 2.5 ug/ml de BFA por 30
min a 37°C en presencia de Mev. ElI AChR intracelular se marcé como se describid

anteriormente y se analizé su distribucidén antes y después del tratamiento con BFA.

Fraccionamiento subcelular

Para la obtencion de fracciones enriquecidas en RE y Golgi, realizamos dos
tipos de ensayos de fraccionamiento subcelular a los que llamamos ensayos de
fraccionamiento A y B siguiendo los protocolos propuestos por Zhang y col. (1998) y
Sarnataro y col (2004) para el caso del ensayo de fraccionamiento A, y Vidugiriene y
col. (1999) para el fraccionamiento B, con algunas modificaciones.
Ensayo de fraccionamiento A:

Las células CHO-K1/A5 crecidas en capsulas de 10 cm de diametro en un 80-
90% de confluencia, se lavaron una vez con Buffer de homogenizacion (BH; 10 mM
Hepes, pH 7,4; 1 mM EDTA; 0,25 M sacarosa) y se rasparon con espatula.
Colectamos la suspension celular en homogenizador Potter-Elvenhjem (tipo Thomas) y
agregamos una mezcla de inhibidores de proteasas (leupeptina, TPCK, TLCK,
aprotinina, pepstatina, inhibidor de proteasas activadas por Ca*"). Se disrumpieron las
células mediante quince golpes de homogenizador y posterior pasaje por aguja 21G.
El homogenado celular se centrifug6 a 3.000xg 10 min obteniéndose un pellet (nucleos
y células enteras) y un sobrenadante postnuclear (SPN). Descartamos el sedimento, y
centrifugamos el SPN a 100.000xg durante 1 hora a 4°C. Obtuvimos asi un segundo

sedimento (fraccidbn microsomal) y descartamos el sobrenadante. La fraccion
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microsomal se resuspendié en BH conteniendo 5% de sacarosa y se sembrd sobre un
gradiente discontinuo de sacarosa de 5-40% en BH. Se centrifugaron los gradientes a
200.000xg en rotor SW 50.1, durante 3 h, a 4°C. Colectamos 14 fracciones desde la
parte superior hasta la parte inferior del gradiente (Esquema 2). La pureza de las
fracciones se determind mediante SDS-PAGE y Western Blot.

Ensayo de fraccionamiento B:

A diferencia del protocolo de fraccionamiento A, en este fraccionamiento el
homogenado celular fue centrifugado a 660xg durante 10 min a 4°C. El pellet asi
obtenido (nucleos y células enteras) se descarto, y el SPN se centrifugé a 8.000xg por
10 min a 4°C. Descartamos nuevamente el pellet (mitocondrias) y el sobrenadante
post mitocondrial (SPMIT) fue centrifugado a 100.000xg durante 1 hora a 4°C.
Conservamos este ultimo pellet (fraccion microsomal) y descartamos el sobrenadante.
La fraccion microsomal fue resuspendida en buffer de homogenado (BH) y sembrada
sobre un gradiente de sacarosa constituido por dos capas (30 y 45% en BH). Se
centrifugaron los gradientes a 100.000xg durante2 h, a 4°C. Luego de la centrifugacion
pudimos distinguir 3 fases (fase superior, interfase y fase inferior) y un pellet (Esquema
3). Colectamos cada fase por separado. El pellet se resuspendié en BH conteniendo
45% de sacarosa. Se determiné la pureza de las fracciones mediante SDS-PAGE vy

Western Blot.
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Células CHO-K1/A5 crecidas en medio completo
o depletadas de colesterol

=
-

Raspar, colectar y homogenizar

l Centrifugacion a 3.000xg

/ N\

Sobrenadante Pellet = nacleos y restos
celulares—> descartar

Centrifugacion a 100.000xgl

/ N\

Pellet = fraccion Sobrenadante—> descartar
microsomal

l

Resuspender en BH y

V- %
sembrar sobre un @

gradiente de sacarosa
discontinuo de 5-40 %

Centrifugacion a 200.000xg

Separar 14 fracciones; analisis por SDS-Page y Western Blot

Esquema 2. Ensayo de fraccionamiento A. Metodologia seguida para el

aislamiento de fracciones enriquecidas en RE y Golgi.
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Células CHO-K1/A5 crecidas

en medio completo o 9

depletadas de colesterol l

Raspar, colectar y homogenizar

Centrifugacion a 660xg

Sobrenadante (SPN)/ \ Pellet = nucleos y restos
celulares—> descartar
Centrifugacion a 8.000xg

Pellet = mitocondrias ’/ \Sobrenadante (SPM)

—>descartar
Centrifugacion a 100.000xg

Pellet = fraccion Sobrenadante—> descartar
microsomal

l

Resuspender en BH y
sembrar sobre un
gradiente de sacarosa
de 30y 45 %

l Centrifugacion a 100.000xg

Separar 4 fracciones (superior, interfase, inferior y pellet);
analisis por SDS-Page y Western Blot

Esquema 3. Ensayo de fraccionamiento B. Metodologia seguida para el

aislamiento de fracciones enriquecidas en RE y Golgi.
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Las proteinas de cada fracciéon (para ambos protocolos de fraccionamiento) se
precipitaron mediante el agregado de acido tricloroacético (TCA) al 5% en volumen
final. Se dejaron precipitando toda la noche a 4°C. Las muestras se centrifugaron a
14.000 rpm por 10 min, descartando el sobrenadante (TCA); los restos de TCA se
eliminaron mediante lavados con acetona. Finalmente las muestras se disolvieron con
buffer de Laemmli 2X (100 mM Tris pH 6,8, 200 mM ditiotreitol, 4% SDS, 0.2% azul de
bromofenol y 20% glicerol). En paralelo se procesaron las alicuotas para la
determinacion de proteinas de cada fraccion, con la diferencia de que estas muestras

fueron disueltas en NaOH 0,1N en lugar de buffer de Laemmli.

Geles de poliacrilamida

Las muestras se analizaron por SDS-Page, corriéndose en geles de
poliacrilamida al 12.5%. Una vez listos los geles, se arma la cuba de electroforesis y
se cargan con buffer de corrida Tris-glicina en ambas camaras. Las muestras y el
estandar de peso molecular (Kaleidoscope Precision Plus Protein prestained standard,
Bio-Rad Labs) fueron corridas en geles durante 1 %2 h a 40 V constantes, y luego a 15

mA constantes en un instrumento Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis System.

Transferencia a membranas de Immobilon

Finalizado el tiempo de corrida se realizd la transferencia de las muestras
desde el gel a membranas de Immobilon (Millipore Corp., EEUU). Utilizamos para ello
el kit accesorio “Mini Trans-Blot Module” también de Bio-Rad Labs. Se tranfirieron las

muestras durante 1 h a 350 mA.

Tincion con Rojo Ponceau
Para evaluar la carga proteica de cada calle luego de realizada la transferencia,

las membranas se tifieron con solucion de Rojo Ponceau (rojo Ponceau 500 mg; acido
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acético glacial 1 ml; completar a 100 ml con agua destilada) y se escanearon.
Posteriormente se cuantifico el contenido de proteinas de las calles sembradas

mediante el programa de analisis de imagenes Image J.

Marcacién con anticuerpos y Western Blot

Para evidenciar las bandas se realiz6 la incubacién de las membranas con
anticuerpos primarios dirigidos contra la proteina de interés. Para Golgi utilizamos el
anticuerpo primario anti-Sintaxina 6, para RE el anticuerpo anti-Calnexina y para
marcar AChR utilizamos los anticuerpos H-101, y mAb210. Primeramente se
bloquearon los sitios inespecificos incubando las membranas con 5% de leche
descremada en buffer TTBS (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, 0.05% Tween
20) durante 2 h, a temperatura ambiente y con agitacion constante. Luego se hicieron
4 lavados de 5 min c/u con buffer TTBS. Se agreg6 la soluciéon de anticuerpo primario
en el titulo correspondiente en TTBS + 0.5% albumina y se dej6é incubando toda la
noche a 4°C con agitacién. Se hicieron 5 lavados de 5 min con TTBS y se agregé el
anticuerpo secundario correspondiente (acoplado a la enzima peroxidasa) segun la
especie del anticuerpo primario. La dilucién del anticuerpo secundario se hizo también
en TTBS-0.5% albumina. Se dejaron incubando las membranas durante 2 h a
temperatura ambiente y con agitacion constante. Se realizaron luego 4 lavados de 5
min con TTBS y un ultimo lavado de 5 min con TBS (buffer TTBS sin Tween 20). Se
revelaron las bandas con reactivo de quimioluminiscencia utilizando placas Kodak

BioMax XAR Film.

Ensayos de solubilizaciéon del AChR en Tritén X-100 en frio
Las fracciones enriquecidas en Golgi y RE se sometieron a solubilizacion con
1% de Tritobn X-100 a 4°C, durante 30 min. Posteriormente las muestras se

centrifugaron a 120.000xg durante 1 h a 4°C, obteniéndose asi un sobrenadante
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(material soluble en detergente) y un pellet (material insoluble en detergente). Se
analizé la presencia del AChR en dichas fracciones por SDS-Page y Western blot,

revelando con el anticuerpo H-101 o0 mAb210 segun el caso (Esquema 4).

Fracciones enriquecidas en
RE o Golgi + Triton X-100

l Solubilizacion

de las muestras

a4°C
Centrifugacion a 120,000xg
Separacion del
material soluble y no

soluble en detergente

Analisis por
SDS-Page y —)
Western Blot

Esquema 4. Solubilizacion del AChR con 1% de Tritéon X-100 a 4°C.

Diagrama de la obtencion de “DRMs” de las fracciones enriquecidas en

RE y Golgi y su posterior analisis por SDS-Page y Western Blot utilizando
anticuerpos contra el AChR.
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Resultados
1. Evaluacion del contenido de colesterol y fosfolipidos luego del tratamiento
con Mev

Las Tablas 1 y 2 muestran el contenido de colesterol y fosfolipidos
respectivamente de células CHO-K1/A5 controles crecidas en medio completo Ham’s
F-12 y aquellas tratadas con Mev. En las células tratadas con Mev (Nutridoma-BO +
Mev 0.5 uM) los niveles de colesterol libre disminuyeron un 40% respecto de los
controles. Los ésteres de colesterol (minoritarios) mostraron una tendencia a disminuir
luego del tratamiento con Mev, pero las diferencias respecto de los controles no fueron

significativas (Tabla 1).

Tabla 1. Contenido de colesterol y ésteres de colesterol en células CHO-K1/A5

crecidas bajo diferentes condiciones experimentales.

Medio Medio Nutridoma Nutridoma
Lipido completo completo+ (7) + Mev (7)
Ham’s F-12 (5) Mev (6)
Colesterol 45+9.5 3745.3 31+7.0* 27+5.4**
Esteres 2245.3 13+3.8* 17+£3.5 13+5.5*
de colesterol
Esteres de 0.48 0.36 0.54 0.49
colesterol/
colesterol

Los datos estan expresados como nmol de lipido/mg de proteina y son el promedio +
D.E. del numero de muestras indicado entre paréntesis. *p<0.025; **p<0.005 con

respecto al valor control, medio completo.

En cuanto al contenido de glicerofosfolipidos, las células tratadas con Mev no
mostraron diferencias significativas respecto a los valores hallados para las células

controles (Tabla 2). Por lo tanto, el tratamiento con Mev fue efectivo para lograr la
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disminucion del contenido de colesterol celular sin afectar los niveles de otros lipidos

celulares.

Tabla 2. Contenido de fosfolipidos en células CHO-K1/A5 crecidas bajo diferentes

condiciones experimentales.

Fosfolipido Medio Medio Nutridoma Nutridoma
completo completo + + Mev
Ham’s F-12 Mev

PS 87+17 74+16 89+14 116+28
Pl 72+0.6 8.4+0.3 9.0+27 8.4+0.6
SM 8.3+20 11.0+1.3 11.1+15 10.1+0.6
PC 498+3.3 464 +14 438+2.0 435+3.3
PE 26.0 + 0.1 27.0+19 27.2+11 26.3+3.5

Los datos estan expresados como porcentaje y son promedio + D.E. (PS,
fosfatidilserina; PI, fosfatidilinositol; SM, esfingomielina; PC, fosfatidilcolina; PE,

fosfatidiletanolamina.

2. Ensayos de unién de ['?’1] aBTX
2.1. Evaluacion del nimero de AChRs de superficie y de su afinidad por el
ligando especifico aBTX.

Para evaluar si el tratamiento con Mev y consecuente cambio en los niveles de
colesterol afectaban la expresion del AChR en superficie, se efectuaron experimentos
de unién con el antagonista competitivo ['*°] aBTX. Para ello realizamos curvas de
saturacion incubando las células con concentraciones crecientes (1-60 nM) de ['%I] a
BTX en el medio de cultivo (Fig. 10A). El nivel de saturacién se hall6 a una
concentracion de ligando entre 40-60 nM. A partir de las curvas de saturacion
realizamos las correspondientes transformadas de Scatchard (Fig. 10B), y
determinamos el B y la Kds, para las distintas condiciones experimentales. El
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tratamiento con 0.5 uM de Mev durante 48 h en medio Nutridoma-BO produjo una
disminucion significativa (46%) en el numero de AChRs de superficie respecto de los
valores obtenidos para las células controles crecidas en medio completo (Figs. 10A y
B, y Tabla 3). Sin embargo la afinidad del AChR por ['*°I] aBTX no sufrié cambios (Fig.

10B y Tabla 3).

A B
600 60
O Ham's F-12
® Ham's F-12 + Mev
(6\ o N-BO
a . m N-BO+Mev
2 400t o
8 2
g } 3
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g 5
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Figura 10. Ensayos de union de [125I] aBTX. Curvas de saturacion de [125I] aBTX
(A) y las respectivas transformadas de Scatchard (B) correspondientes a AChRs
presentes en la superficie de células CHO-K1/A5 crecidas bajo las diferentes

condiciones experimentales.

Para corroborar que el tratamiento con Mev no provocaba cambios en la
afinidad del AChR por aBTX, se realizaron ensayos de desplazamiento de [**°] aBTX
por el antagonista competitivo d-TC. El resultado obtenido para células CHO-K1/A5
crecidas en medio Nutridota-BO en la presencia de Mev fue similar al hallado en
células cultivadas en medio completo Ham’s F-12. Se obtuvieron valores de ICs, de
5.6-5.7 uM para ambas condiciones experimentales (Fig. 11). Por lo tanto, ya sea a
partir de las transformadas de Scatchard como de los ensayos de desplazamiento,
podemos concluir que la afinidad para el antagonista colinérgico no se modifica luego

de la deplecion de colesterol mediada por Mev.
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2.2. Estudios de la distribucion del AChR

['*I] aBTX unida (%)

120
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40
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log [d-tubocurarinal

Figura 1. Curvas de
desplazamiento de [125I] aBTX.
Curvas de desplazamiento de [125I]
aBTX por las concentraciones
indicadas del antagonista d-TC en
células CHO-K1/A5 controles crecidas
en medio completo Ham’s F-12 (o) o
en la presencia de 0.5 uM Mev en

medio Nutridoma-BO por 48 h (e).

La disminucion del AChR de superficie inducida por Mev no fue acompafiada

por cambios en el numero de receptores totales (Tabla 3). La relacion AChR

intracelular/superficie fue afectada significativamente en las células depletadas de

colesterol: 74+ 3.3% del AChR permanecié en compartimientos intracelulares en las

células tratadas con Mev, en comparacion con el 44+ 2.1% de AChR hallado a nivel

intracelular en las células CHO-K1/A5 controles (Fig. 12).

["**1laBTX unida (%)
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Figura 12. Distribucion del AChR en las
células CHO-K1/A5. Porcentaje de AChR de
superficie (barras blancas) e intracelular
(barras negras) detectado mediante ensayos
de union de ['®1] aBTX en células CHO-K1/A5
crecidas bajo las diferentes condiciones
experimentales. ElI numero de receptores
intracelulares fue calculado como la diferencia
entre el numero de receptores totales y el

numero de receptores de superficie.
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Tabla 3. Union de [®°I] aBTX en células CHO-K1/A5 crecidas bajo diferentes

condiciones de cultivo.

Medio Medio Nutridoma Nutridoma
Completo completo + + Mev
Mev

['®1] «BTX de

superficie 647+30 595+25 575+40 * 352¢34(*;j:\
Kd,, de ['*1] 26+2.1 15+2.8 19+0.7 2345.4

aBTX de

superficie

['®1] aBTX 1155150 1021+176 1171+138  1348+270

total

125

Los valores de AChR de superficie y total estan expresados como fmoles de [ “’I]

oBTX especificamente unida/mg proteina. Los valores de Bps Yy Kdg, fueron

obtenidos de las correspondientes transformadas de Scatchard de las curvas de

saturacion con ['%

Il aBTX en el rango 5-60 nM. Los resultados son promedio + D.E. de

tres experimentos individuales. *p<0.05; ***p<0.001 con respecto al valor control,

medio completo. (**p<0.005 con respecto a medio Nutridoma BO).

3. Evaluacioén de la distribucién del AChR por microscopia de fluorescencia

3.1. Distribucién del AChR de superficie

Recurrimos al empleo de la microscopia de fluorescencia como herramienta

para evaluar la distribucion del AChR en las células depletadas de colesterol. Para ello

se marco el AChR de superficie con aBTX derivatizada con el fluoréforo Alexa*®

(Alexa*®aBTX). El patron de fluorescencia de superficie observado en las células

CHO-K1/A5 tratadas con Mev no difiri6 del observado en las células controles (Fig.

13A), siguiendo en ambos casos una distribucion uniforme a lo largo del perimetro

celular. Sin embargo, si pudimos observar cambios en la intensidad de la sefal

fluorescente, con disminucién de la seial correspondiente a receptores marcados con
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488

Alexa™ aBTX en las células tratadas con Mev, y en concordancia con los resultados

obtenidos de ensayos con toxina radioactiva. Este efecto fue ya aparente a la
concentracion 0.5 uM de Mev (Fig. 13A y B), con una reduccién de la intensidad de
fluorescencia a menos del 50% respecto de la hallada en células controles.
Concentraciones de Mev mayores (5 pM) produjeron esencialmente el mismo

porcentaje de reduccion en los niveles de fluorescencia de superficie (Fig. 13A y B).

Figura 13. Distribucion del AChR de
superficie marcado con Alexa**®aBTX.
A) Imégenes de microscopia de
fluorescencia de AChRs de superficie

“883BTX en células

marcados con Alexa
CHO-K1/A5 controles crecidas en medio
completo y en células incubadas con 0.5
y 5 uM Mev en medio Nutridoma-BO por
48 h. En los paneles de la izquierda se
observan las correspondientes imagenes
de contraste de fase en cada condicion.
Escala: 10 um. B) Cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia relativa de
Alexa*®®
CHO-K1/A5 crecidas bajo las
condiciones experimentales indicadas en

\UCAASHORTIVE  (A). *p< 0.0001.

aBTX en la superficie de células

w

Intensidad de Fluorescencia

control 05uM  50uM
MC Mev
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3.2. Determinacion del AChR intracelular
3.2.1. Marcado del AChR con Alexa***aBTX
En células CHO-K1/A5 controles los AChR intracelulares marcados con

Alexa®*

oaBTX mostraron una distribucién de la marca fluorescente mayormente
uniforme (Fig. 14, panel de la izquierda). El tratamiento con Mev cambio este patron de
fluorescencia: la marca fluorescente adquiri6 una distribucibn  mas

compartimentalizada y perinuclear (Fig. 14, panel de la derecha), compatible con la

acumulacién del AChR en el aparato de Golgi.

Figura 14. Distribucion del AChR intracelular marcado con

Alexa®*oBTX. Imagenes de microscopia de fluorescencia mostrando la

distribucion de los AChRs intracelulares marcados con Alexa®**aBTX en

células CHO-K1/A5 controles crecidas en medio completo (panel de la
izquierda) y en células tratadas con 5 pM Mev en medio Nutridoma-BO por

48 h (panel de la derecha). Escala: 10 um.

3.2.2. Arresto del AChR en el aparato de Golgi

Con el propésito de definir la precisa localizacion intracelular del AChR
acumulado en las células depletadas de colesterol, se recurrié en primer lugar a la
acumulacioén artificial del AChR inducida por incubacién de las células CHO-K1/AS a
20°C. Este procedimiento provoca el bloqueo del trafico proteico en células CHO-K1,

principalmente a nivel del TGN (Xia y col.,, 1997). El patron de fluorescencia
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%944BTX en las células incubadas a 20°C

correspondiente al AChR marcado con Alexa
fue muy similar al observado en las células tratadas con Mev (Fig. 15, panel de la
derecha); en ambos casos la fluorescencia se distribuyé mayoritariamente en la region

perinuclear, en un compartimiento de tipo Golgiano.

Figura 15. Acumulacién artificial del AChR intracelular en el
aparato de Golgi. Imagenes de microscopia de fluorescencia

mostrando la distribucién de los AChRs intracelulares marcados

con Alexa®®aBTX en células CHO-K1/A5 controles crecidas en

medio completo (panel de la izquierda) y en células incubadas a
20°C durante 2,5 h para favorecer el arresto del trafico proteico en

el TGN (panel de la derecha). Escala: 10 um.

3.2.3. Colocalizacion del AChR con el marcador de trans-Golgi/TGN, pEYFP-GalT

Para confirmar la localizacién en Golgi de los AChRs intracelulares en las
células depletadas de colesterol, las células CHO-K1/A5 tratadas con Mev fueron
transfectadas en forma transiente con el vector que codifica para la proteina de fusién
proteina fluorescente amarilla/p1,4-galactosiltransferasa humana (pEYFP-GalT). Se ha
visto que la enzima GalT fusionada con la proteina fluorescente verde (GFP-GalT)
colocaliza con la GalT endégena en células HeLa durante todos los estadios del ciclo
celular (Zaal y col., 1999). Se sabe ademas que esta enzima se localiza a nivel de las
cisternas del trans-Golgi (Roth y Berger, 1982) y del TGN (Lucocq y col., 1989; Nilsson

y col.,, 1993), con lo cual puede ser utilizada como un marcador de dichos
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compartimientos intracelulares. EI AChR intracelular se marcé con Alexa®**aBTX. En
las células tratadas con Mev, las regiones de mayor intensidad de fluorescencia
correspondiente a Alexa®**aBTX (Fig. 16, panel de la izquierda) exhibieron un elevado
grado de colocalizaciéon con el marcador de frans-Golgi/TGN (Fig. 16, panel de la

derecha, superposicion).

Alexa Fluor*aBTX |pEYFP-GalT

superposicion

Figura 16. Ensayo de colocalizacion del AChR con pEYFP-GalT.

Colocalizacion del AChR intracelular marcado con Alexa®*aBTX (panel

de la izquierda) con el marcador de trans-Golgi/TGN, pEYFP-GalT (panel
medio) en células CHO-K1/A5 tratadas con 5 uM Mev por 48 hs. En el
panel de la derecha se muestra la superposicion de ambas sefales

fluorescentes. Escala: 10 um.

3.2.4. Incubacion con BFA

Posteriormente recurrimos al uso de la droga BFA para comprobar si el sitio de
acumulacion intracelular del AChR era el TGN. La BFA es un metabolito fungico que
provoca el trafico retrogrado de constituyentes de membrana del cis-, medial- y trans-
Golgi pero no del TGN hacia el RE (Lippincott-Schwartz y col., 1991; Rosa y col.,
1992; Banting y Ponnambalam, 1997; Chardin y McCormick, 1999; Watson y Pessin,
2000). Para evaluar la efectividad de la accion de la BFA en nuestro sistema, las

células CHO-K1/A5 se incubaron con la sonda lipidica Cs-BODIPY-Cer, la cual es
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ampliamente utilizada como marcador del aparato de Golgi (Pagano y col., 1991),
dando una marca fluorescente claramente perinuclear (Fig. 17, panel de la izquierda).
Luego del tratamiento BFA dicha marca se redistribuy6 en la totalidad del citoplasma
celular siguiendo el patron de un fino reticulado (Fig. 17, panel de la derecha),
indicando que la BFA era efectiva en promover la disrupcion del aparato de Golgi. Una
vez realizado este control, las células CHO-K1/A5 depletadas de colesterol se trataron
con 2.5 ug/ml de BFA por 30 min a 37°C en presencia de Mev y se marcé el AChR

intracelular con Alexa®®*

oBTX. Luego de la incubacion con BFA la distribucion de
fluorescencia correspondiente a receptor intracelular no sufri®6 cambios,
permaneciendo en la regién perinuclear, donde se encuentran usualmente el TGN vy

endosomas tardios (Fig. 18, panel de la derecha). Esto fue un claro indicio de que la

acumulacion del AChR estaba ocurriendo a nivel del TGN.

+BFA

C,-BODIPY-Cer

Figura 17. Marcacion del aparato de Golgi con Cs-
BODIPY-Cer y tratamiento con BFA. Distribucion de la
sonda lipidica Cs-BODIPY-Cer, utilizada como marcador
del aparato de Golgi (Pagano y col., 1991), en células
CHO-K1/A5 controles incubadas en ausencia (panel de la
izquierda) o presencia de BFA (panel de la derecha).

Escala: 10 um.
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Figura 18. Tratamiento con BFA de las células depletadas de colesterol

por Mev. Distribucion de la fluorescencia correspondiente a AChRs

intracelulares marcados con Alexa®*aBTX en células CHO-K1/A5 tratadas con

5 uM Mev por 48 h (panel de la izquierda) y en aquellas tratadas con 5 uM Mev
por 48 h seguidas de incubacion con 2,5 pug/ml de BFA por 30 min a 37°C

(panel de la derecha). Escala: 10 um.

3.2.5. Colocalizacion del AChR con el marcador de TGN, sintaxina 6

Finalmente confirmamos la localizacién del AChR acumulado intracelularmente
por tratamiento con Mev, mediante experimentos de inmunofluorescencia usando el
anticuerpo anti-sintaxina 6, un marcador especifico del compartimiento TGN
(Vandenbulcke y col., 2000). Sintaxina 6 es un miembro de la familia de las sintaxinas,
cuyos constituyentes son requeridos para diversas vias de trafico vesicular intracelular.
Estudios de microscopia electronica han permitido demostrar la localizacion de la
sintaxina 6 primariamente en el TGN y pequefas vesiculas en la vecindad de
estructuras de tipo endosoma (Bock y col., 1997). En células CHO-K1/A5 tratadas con
5.0 uM de Mev, el AChR intracelular y sintaxina 6 mostraron una superposicion parcial
de las respectivas sefales fluorescentes (Fig. 19, panel de la derecha), reforzando la
idea de que en las células depletadas de colesterol por tratamiento con Mev, el AChR
queda retenido a nivel del TGN, ocasionando la disminucion de los receptores de

superficie.
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Alexa Fluor*oBTX [ sintaxina 6 superposicion

.

Figura 19. Ensayo de colocalizacion del AChR con el marcador de TGN

sintaxina 6. Colocalizacién del AChR intracelular marcado con Alexa’**aBTX

(panel de la izquierda) con el marcador de TGN, sintaxina-6 (panel medio) en
células CHO-K1/A5 tratadas con 5 uM Mev por 48 hs. En el panel de la derecha

se muestra la superposicion de ambas sefiales fluorescentes. Escala: 10 um.

4. Expresion en superficie de la proteina VSVG-GFP

Para determinar si el tratamiento con Mev afectaba el trafico de otras proteinas
ademas del AChR, las células CHO-K1/A5 se transfectaron en forma transiente con el
ADNCc codificando para la proteina fluorescente de fusion VSVG-GFP y se incubaron
posteriormente con Mev. La VSVG-GFP es una sonda eficiente para evaluar el
comportamiento de proteinas integrales de membrana a lo largo del camino exocitico
(Kuhle y col., 2006). Dado que una proteina transfectada en forma transiente puede
tener variaciones en los niveles de expresion de una célula a otra, se midié la
intensidad de fluorescencia de VSVG-GFP en superficie y se normalizdé dicho valor
dividiendo por la intensidad de fluorescencia total para cada célula en particular. No se
observaron diferencias significativas en la relaciéon intensidad de VSVG-GFP en
superficie/intensidad total entre células CHO-K1/A5 controles y tratadas con Mev (Fig.
20) indicando que la alteracion del trafico del AChR por deplecion metabdlica del

colesterol no fue mediada por un mecanismo generalizado.
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1.0

control
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VSVG-GFP (sup/total)
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VSVG-GFP

0.0

control MC Mev

Figura 20. Transfeccion transiente con la proteina de fusiéon VSVG-GFP. A) Imagenes
de microscopia de fluorescencia correspondiente a la proteina VSVG-GFP expresada en
células CHO-K1/A5 controles (panel de la izquierda) y tratadas con 5 uM Mev (panel de la
derecha). B) Las barras representan la relacion entre la sefial de fluorescencia de VSVG-
GFP en la superficie y la sefial de fluorescencia total para cada condicion experimental.

Escala: 10 um.

5. Reversibilidad del efecto de Mev

Quisimos indagar si el efecto provocado por la droga Mev sobre el trafico del
AChR hacia la membrana plasmatica constituia un proceso reversible. Para ello, las
células CHO-K1/A5 se trataron con 5 uM de Mev por 48 h en medio delipidado
Nutridoma-BO, seguidas de incubacién por 24 horas adicionales en medio completo
Ham’s F-12 suplementado con 10% de suero fetal bovino. Luego de este tratamiento,
se logré reestablecer el patron de fluorescencia intracelular correspondiente a

aBTX, siendo este semejante al observado en las

receptores marcados con Alexa
células controles (Fig. 21A). Ademas pudimos observar una recuperacion parcial en la
intensidad de la senal fluorescente de los AChRs de superficie marcados con
Alexa*®®aBTX (Fig. 21B). Ambos resultados nos permitieron determinar que la

inhibicion del trafico del AChR por tratamiento con Mev se trataba de un mecanismo

reversible.
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Figura 21. Ensayos de recuperacion. A) Distribuciéon de la fluorescencia

aBTX en células

correspondiente a AChRs intracelulares marcados con Alexa
CHO-K1/A5 controles crecidas en medio completo Ham’s F-12 conteniendo 10% de
suero fetal bovino (panel de la izquierda), en células tratadas con 5 uM Mev en medio
Nutridoma-BO por 48 h (panel medio) y en aquellas tratadas con 5 uM Mev por 48 h
seguidas de 24 h de incubacién en medio completo (panel de la derecha). Escala: 10
pm. B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de receptores marcados con

488

Alexa™aBTX presentes en la superficie de células CHO-K1/A5 crecidas bajo las

condiciones experimentales descriptas en (A). * p< 0.01.
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6. Estudios de la solubilidad en Triton X-100 del AChR presente en membranas
enriquecidas en Golgi y RE

Se sabe que los dominios enriquecidos en colesterol y SLs, denominados balsas
lipidicas, existen no sélo a nivel de la membrana plasmatica sino también en
membranas de RE y aparato de Golgi. Estas balsas actuan en el TGN como
plataformas para el direccionamiento de proteinas (Simons y van Meer, 1988; Simons
e lkonen, 1997). Se ha reportado ademas que en células COS-7 el trafico del AChR
junto con la proteina rapsina, es mediado por asociacibn con microdominios
enriquecidos en colesterol y SLs (Marchand y col. 2002). La técnica mas ampliamente
utilizada para aislar dichos dominios es mediante su extraccion con detergentes. A
bajas temperaturas, los mismos son resistentes a detergentes no ibnicos como el
Triton X-100, y flotan en las capas mas livianas de un gradiente de densidad (Brown y
London, 2000), describiéndoselos usualmente como membranas resistentes a
detergentes o “DRMs" (Brown y London, 1998; 2000; Skwarek, 2004). Quisimos
determinar en nuestro modelo experimental la posible asociacion del AChR con DRMs
a lo largo del camino exocitico, y ver si esta asociacion se modificaba luego del
tratamiento con Mev. Para ello realizamos en primer lugar ensayos de fraccionamiento
subcelular (ensayos de fraccionamiento A y B, detallados en los esquemas 2 y 3) con
el objeto de obtener fracciones enriquecidas en membranas de RE y Golgi. La
efectividad de ambos ensayos para lograr la separacion de las fracciones se evalu6
midiendo el enriquecimiento en los marcadores especificos para RE y Golgi, calnexina
y sintaxina-6 respectivamente. Para el caso del ensayo de fraccionamiento A, las
fracciones 8-11 correspondieron a las fracciones enriquecidas en el marcador de
Golgi, y las fracciones 12-14 a las enriquecidas en el marcador de RE (Fig. 22). Para
el ensayo de fraccionamiento B, las fracciones enriquecidas en el marcador de Golgi
correspondieron a las fracciones superior e interfase, mientras que las enriquecidas en

el marcador de RE correspondieron a las fracciones inferior y sedimento (Fig. 24).
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calnexina

sintaxina 6

fracciones 12 34St56 7 8 9101 1213 14

5% sacarosa > 40%

Figura 22. Ensayo de fraccionamiento subcelular A. Inmunoblots mostrando las
fracciones enriquecidas en los marcadores de RE (calnexina; fracciones 12-14) y
aparato de Golgi (sintaxina-6; fracciones 8-11) separadas segun el protocolo de

fraccionamiento A.
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120+ [ 1 Mev
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pellet/soluble (%)

40t
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Figura 23. Ensayo de solubilidad en Tritéon-X100 a 4°C del AChR
proveniente de fracciones enriquecidas en RE y Golgi, obtenidas
mediante el ensayo de fraccionamiento A. Proporcion del AChR
presente en pellet/soluble en las fracciones enriquecidas en RE o Golgi
provenientes de células CHO-K1/A5 controles (barras negras) o tratadas
con 5 uM Mev (barras blancas), luego de la solubilizacién con 1% de
Tritébn X-100 y la posterior centrifugaciéon a 120.000xg. EI AChR fue
marcado con el anticuerpo H-101.
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Se colectaron y juntaron las fracciones correspondientes a RE y Golgi en cada
caso y se solubilizaron luego con Triton X 1%-100 a 4°C. Posteriormente se
centrifugaron a 120.000xg obteniéndose asi un sobrenadante (material soluble en
detergente) y un sedimento (material insoluble en detergente, o “DRM”). Se analizo la
presencia del AChR en dichas fracciones por SDS-Page y Western blot, revelando con
anticuerpos anti-AChR. Con ambos ensayos de fraccionamiento obtuvimos el mismo
resultado: en las células tratadas con Mev disminuyé la relacion [AChR en
‘DRM’/JAChR en soluble] respecto de los valores controles, tanto en las fracciones de
RE como en las de Golgi (Figs. 23 y 25). Esto se traduce como un aumento del AChR
presente en fracciones “no DRM” en las membranas enriquecidas en RE y Golgi y
estaria indicando que en las células controles el AChR particiona (al menos en parte)
en dominios tipo “balsa” presentes en las membranas del RE y Golgi. La disrupciéon de
estos dominios por deplecion metabdlica del colesterol causa una redistribucion del
AChR de los dominios “balsa” (sedimento, “DRM”) a los dominios “no DRM” (soluble),
lo que podria explicar la alteracion en el trafico exocitico del AChR hacia la membrana

plasmatica en las células tratadas con Mev.

calnexina - —

sintaxina 6 —-—

sup. inter. inf. pellet

Figura 24. Ensayo de fraccionamiento subcelular B. Inmunoblots
mostrando las fracciones enriquecidas en los marcadores de RE
(calnexina; fracciones inferior y pellet) y aparato de Golgi (sintaxina-6;
fracciones superior e interfase) separadas segun el protocolo de

fraccionamiento B.
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Figura 25. Ensayo de solubilidad en Tritén-X100 a 4°C del AChR presente en membranas
enriquecidas en RE y Golgi, obtenidas por el ensayo de fraccionamiento B. A) Inmunoblots
de AChR (marcado con el anticuerpo mAb210) proveniente de fracciones enriquecidas en RE o
Golgi de células CHO-K1/A5, controles o tratadas con 5 uM Mev, luego de la solubilizacién con
Triton X-1001% a 4°C por 30 min. y posterior centrifugacion a 120.000xg (panel superior). Se
muestra ademas el analisis densitométrico para cada fraccion, correspondiendo el panel medio a
la carga proteica (medida por tincién de la membrana de Immobilon con rojo Ponceau) y el panel
inferior a las bandas del AChR marcado con el anticuerpo mAb210. B) Porcentaje del AChR
presente en pellet/soluble en las fracciones descriptas en (A). Las barras negras corresponden a

las células CHO-K1/AS controles y las barras blancas a las células tratadas con 5 uM Mev.
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Discusion

La disminucion de los niveles de colesterol celular en células CHO-K1/A5
inducida por la droga Mevinolina, inhibidora de la enzima limitante en la biosintesis del
colesterol HMG-CoA reductasa, provoco la disminucion del numero de AChRs
presentes en la membrana plasmatica con el concomitante aumento en el nivel de
receptores intracelulares (Figs. 10, 12 y 13). Dado que en los ensayos de union de
['®1] aBTX no se observaron diferencias en los valores de AChR total entre células
controles y tratadas con Mev (Tabla 3), podemos afirmar que la disminucion del AChR
de superficie por deplecién metabdlica crénica del colesterol por Mev no se debié a
alteraciones en la sintesis de nuevos receptores.

Como se indicé anteriormente, en las células tratadas con Mev ademas de
detectar una disminucion en el numero de receptores de superficie, observamos el
aumento del numero de receptores retenidos en el interior celular. Un mecanismo
posible para la retencién del AChR podria involucrar una deficiencia en el ensamblado
del mismo. Cuando la subunidad o no se ensambla con el resto de las subunidades,
no se transporta a la membrana plasmatica, quedando retenida en el interior celular
(Blount y Merlie, 1988; Wang y col., 2002), aunque tiene la capacidad de ligar aBTX
(Smith y col., 1987). Las subunidades del AChR abandonan el RE solo como
pentameros totalmente ensamblados (Smith y col., 1987; Gu y col., 1989; Ross y col.,
1991; Gelman y col., 1995). Esto se debe a la presencia de chaperonas en el RE y
sefales especificas en las subunidades del AChR que actian como parte de la
maquinaria de control de calidad regulando el trafico proteico desde el RE al Golgi,
manteniendo a las proteinas inmaduras en el RE (Wang y col., 2002; ver revision en
Wanamaker y col., 2003). Sin embargo, si este hubiera sido el caso para las células
tratadas con Mev, el AChR intracelular marcado con Alexa®**aBTX deberia haberse

distribuido en todo el citoplasma de la célula, siguiendo el patron de los marcadores de
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RE, tal como lo reportaron Baier y Barrantes (2007) y Roccamo y Barrantes (2007). En
las células tratadas con Mev pudimos efectivamente comprobar la retencién del
receptor en un compartimiento intracelular, pero las caracteristicas de la marca
fluorescente correspondiente a AChR fue la que tipicamente aparece cuando una
proteina queda retenida en el aparato de Golgi, indicando que el receptor
completamente ensamblado abandon6 exitosamente el RE, alcanzando el aparato de
Golgi, pero quedando retenido en este ultimo compartimiento. En este sentido, la
acumulacion perinuclear del AChR luego del tratamiento con Mev (Fig. 14), el
mantenimiento de esta distribucién intracelular luego del tratamiento con BFA (Fig. 18),
la semejanza de la misma con el patrén del AChR observado en las células incubadas
a 20°C (Fig. 15) y la colocalizacién del AChR con los marcadores de trans-Golgi/TGN
y TGN, pEYFP-GalT y sintaxina-6 respectivamente (Figs. 16 y 19), son todos
indicativos de que la deplecidbn de colesterol inducida por Mev resulta en la
acumulacion del receptor en el trans-Golgi/TGN, y sugieren la participacién del
colesterol en el trafico exocitico del AChR desde esta organela hasta la membrana
plasmatica. En coincidencia con nuestros resultados, Wang y col. (2000) observaron
que la deplecidon de colesterol con la droga Lovastatina (analoga de Mev) causa el
bloqueo del trafico exocitico de la proteina de secrecion POMC y su acumulacion en el
TGN. Estos autores demostraron ademas la reversibilidad del efecto de Lovastatina, lo
que también se asemeja a nuestros resultados, ya que la incubacion de las células
CHO-K1/A5 previamente tratadas con Mev en medio Ham’s F12 completo reestablecid
parcialmente los niveles de AChR en la superficie celular asi como también el patrén
de fluorescencia intracelular (Fig. 21).

Numerosos estudios indican la presencia de dominios enriquecidos en
colesterol y SLs en el aparato de Golgi (Hansen y col., 2000; Gkantiragas y col., 2001;
Helms y Zurzolo, 2004) e incluso también se demostr6 su existencia en las

membranas del RE (Bagnat y Simons 2002; Helms y Zurzolo 2004; Browman y col.,
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2006). En el TGN estos dominios actuan como plataformas para el direccionamiento
de proteinas tanto en células polarizadas como en las no polarizadas (Simons y van
Meer, 1988; van Meer y Simons, 1988; ver revisiébn en Brestcher y Munro, 1993;
Simons e lkonen, 1997; Simons y Toomre 2000; Helms y Zurzolo 2004) y su
desestabilizacion por deplecién del colesterol afecta el trafico de proteinas asociadas a
estos microdominios (Burgos y col., 2004; Helms y Zurzolo 2004). Tal es el caso de la
proteina carboxipeptidasa E, la cual se asocia con dominios ricos en colesterol y
glicoesfingolipidos en el TGN y permanece asociada con esos dominios en los
granulos secretorios derivados del TGN (Dhanvantari y Loh, 2000; Zhang y col.,
2003). El tratamiento de las células AtT-20 con Lovastatina causa la pérdida de
almacenamiento de carboxipeptidasa E en los granulos secretorios, con acumulacion
de la proteina en la regién perinuclear (Dhanvantari y Loh, 2000). En forma similar, el
tratamiento de monocitos con la droga Sinvastatina (otra estatina analoga de Mev)
disminuye la expresién en superficie de moléculas MHC-II. Este efecto se debe a la
inhibicion del trafico hacia la membrana plasmatica por desestabilizacion de los
dominios enriquecidos en colesterol con los que estas moléculas se asocian (Kuipers y
col.,, 2005). Considerando que el colesterol es un componente importante de las
membranas de las células eucariotas (Cress y Gerner, 1980; Brasaemle y Attie, 1990;
Hao y col., 2002), su depleciéon podria afectar el trafico proteico en general. Sin
embargo varios trabajos reportan cierta selectividad en la inhibiciéon del trafico de
proteinas luego de la deplecidén del colesterol. Esto se comprobé en células BHK, en
las cuales la deplecion de colesterol por tratamiento con Lovastatina + CDx afect6 el
transporte desde el TGN a la membrana plasmatica de la proteina hemaglutinina del
virus de la influenza (HA) sin afectar el transporte exocitico de la proteina VSVG
(Keller y Simons, 1998). En forma similar, Martin-Belmonte y col., (2000) observaron
que en células FRT tanto la asociacion con DRMs como el transporte a la membrana

apical de la proteina HA es dependiente de colesterol. El tratamiento de estas células

59



Capitulo 2

con Compactina + CDx disminuy6 su insolubilidad en Triton X-100 asi como también la
llegada de esta proteina a la membrana apical. Sin embargo el transporte de la
proteina E-Caderina (soluble en Triton X-100) a la membrana basolateral no sufrio
alteraciones. Otro ejemplo que podemos citar es el de la proteina pridénica PrP. Esta
proteina se asocia a balsas lipidicas en el RE, siendo esta asociacion dependiente de
colesterol (Sarnataro y col., 2002). Sin embargo, cuando las células son depletadas de
colesterol, el transporte de PrP a la membrana plasmatica no se afecta (Sarnataro y
col., 2002) aunque si se observan defectos en su maduracién y ensamblado
(Sarnataro y col., 2004). Para determinar si en nuestro sistema experimental la
inhibicion en el trafico exocitico del AChR por deplecion cronica del colesterol
respondia a un mecanismo generalizado, transfectamos células CHO-K1/A5 con la
proteina fluorescente VSVG-GFP y medimos su expresion en superficie luego de la
incubacion con Mev. Tal como esperabamos, la deplecion cronica del colesterol no
alteré los niveles en superficie de una proteina no residente en dominios lipidicos tipo
“balsa” como la VSVG (Dukhovny y col., 2006) (Fig. 20) indicando cierta especificidad
en la inhibicion del trafico del AChR mediada por Mev, ademas de sugerir la
asociacion del receptor con dominios enriquecidos en colesterol a lo largo del camino
exocitico. En este sentido, se sabe que el AChR es co-transportado hacia la
membrana postsinaptica junto con la proteina miristoilada rapsina (Marchand y col.,
2000), y en células COS-7 el trafico de ambas proteinas es mediado por asociacion
con microdominios enriquecidos en colesterol y SLs (Marchand y col., 2002). Esta
asociacion del AChR es independiente de rapsina, ya que el receptor se mantuvo en
dichos dominios aun en ausencia de expresién de dicha proteina (Marchand y col.,
2002). Ademas, numerosos trabajos destacan la interaccion del AChR con dominios
enriquecidos en colesterol también a nivel de la membrana plasmatica: el receptor
nicotinico neuronal a7 en la superficie de neuronas ciliares colocaliza con

microdominios de membrana formando grandes agrupamientos (Brusés y col., 2001).
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El tratamiento con CDx provoca la redistribucién del receptor en agrupaciones mas
pequefas, destacando la importancia del colesterol en la organizacién del AChR en la
superficie celular (Brusés y col., 2001). Mas recientemente se pudo demostrar que en
la linea celular muscular C2C12, el AChR también se encuentra agrupado en la
membrana plasmatica y la estabilidad de estas agrupaciones de receptores resultaron
ser dependientes del colesterol, ya que la deplecion de colesterol por CDx inhibi6 la
formacion de dichos acumulos o dispersoé las agrupaciones ya existentes (Campagna y
Fallon, 2006; Stetzkowski-Marden y col., 2006; Zhu y col., 2006). Para corroborar la
hipétesis de que en células CHO-K1/A5 el transporte de nuevos AChRs hacia la
superficie celular esta mediado por la asociacién del receptor con plataformas lipidicas
enriquecidas en colesterol, realizamos experimentos de extracciéon con Triton X-100
bajas temperaturas (Brown y London, 2000) en membranas de RE y Golgi obtenidas
por fraccionamiento subcelular de células CHO-K1/A5 controles y tratadas con Mev.
La presencia del AChR en fracciones livianas de gradientes de sacarosa (las
correspondientes a “balsas” lipidicas) luego de la extraccion con Tritdbn X-100 en frio
(Brown y London, 2000) fue reportada previamente por Marchand y col. (2002) en
células COS-7 y mas recientemente por Stetzkowski-Marden y col. (2006) y Zhu y col.
(2006) en células C2C12. Aunque existen ciertas controversias entre los resultados de
estos dos ultimos autores (Stetzkowski-Marden sostiene que la asociacion del AChR
con DRMs es independiente de agrina, mientras que Zhu afirma que la previa
incubaciéon de los miotubos con agrina es necesaria para su localizacion en dichos
dominios) ambos coinciden en el hecho que el AChR es capaz de asociarse con
“balsas” lipidicas. Coincidentemente con los resultados expuestos en estos trabajos,
pudimos observar una disminucion del AChR presente en DRMs de fracciones
enriquecidas en RE y Golgi luego del tratamiento con Mev (Figs. 23 y 25), indicando
que en células CHO-K1/A5 controles una cierta poblacion de AChRs se encontraria

asociada a “balsas” lipidicas presentes en las membranas de RE y Golgi.
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Considerando el modelo propuesto por Bretscher y Munro (1993) para el
direccionamiento de proteinas en el aparato de Golgi, podriamos plantear un posible
mecanismo por el cual el AChR quedaria retenido en el aparato de Golgi luego de la
deplecion del colesterol por Mev. Segun este modelo, las enzimas del Golgi tienen
dominios TM generalmente mas cortos que las proteinas de membrana plasmatica.
Esta caracteristica impediria la inclusion de las proteinas de Golgi en los dominios
enriquecidos en colesterol y SLs (de mayor grosor) y por el contrario favoreceria la
inclusion en estos dominios de las proteinas de membrana plasmatica. A su vez, la SM
y el colesterol son excluidos de las vesiculas recubiertas por COPI (Brigger y col.,
2000), encargadas del trafico retrégado de vesiculas entre el RE y el Golgi (ver
revisiones en Barlowe, 2000; Mancias y Goldberg, 2005). Esto favoreceria la retencién
de las proteinas de Golgi en dicha organela, mientras que las proteinas de membrana
plasmatica serian direccionadas a la superficie celular a través de su asociacién con
“balsas” lipidicas. La desestabilizacién de los dominios por deplecion de colesterol
conduciria a la acumulacion de las proteinas de superficie en el aparato de Golgi. Sin
embargo este modelo no siempre se aplica y la asociacién de proteinas con balsas
lipidicas no siempre se correlaciona con el ancho de su segmento transmembrana (ver
revision en Brown, 2006). Las proteinas que se incorporan especificamente a dominios
de membrana suelen tener modificaciones lipidicas como anclaje por GPI,
palmitoilacién o miristoilacién (Simons e lkonen, 1997), mientras que las sefiales que
regulan la asociacion de proteinas transmembrana a “balsas” lipidicas incluirian
palmitoilacién, asi como también determinadas secuencias de aminoacidos en los
segmentos transmembrana o bien en los segmentos citoplasmaticos o extracelulares
(ver revision en Brown, 2006). En el caso del AChR los dominios transmembrana se
hallan en intimo contacto con los lipidos presentes en la bicapa, siendo los segmentos
M4 de cada subunidad los mas expuestos a los lipidos de la membrana (ver revision

en Barrantes, 2004). Se sabe ademas que el colesterol es un componente abundante
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A) Segregacion previa a la formacion de la vesicula

“Balsa’ lipidica  proteinas de Golgi
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B) Segregacion durante la formacién de la vesicula
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Figura 26. Modelos propuestos para el direccionamiento de lipidos y proteinas en el
aparato de Golgi. Las regiones de la membrana ricas en colesterol y SLs (“balsas”
lipidicas) tienen mayor grosor que el resto de la membrana. Esto provocaria que las
proteinas de Golgi (que poseen segmentos TM cortos) queden excluidas de estos
dominios, a diferencia de las proteinas de membrana plasmatica (segmentos TM mas
largos). Las vesiculas recubiertas por COPI contienen bajo contenido de colesterol y SLs.
Esta segregacién de lipidos podria ocurrir previamente (A) o durante (B) la formacién de la
vesicula. Obtenido de “Lipid traffic: floppy drives and a superhighway”. Holthuis JC y Levine
TP. Nat Rev Mol Cell (2005) Biol 6:209-220.

de la membrana postsinaptica (Barrantes, 1989) y se ha demostrado su interaccion
con los segmentos M4, M3 y M1 de cada subunidad, teniendo la mayor interaccién con
el segmento M4 (Hamouda y col., 2006a). Estas propiedades podrian favorecer la
asociacion del AChR con dominios enriquecidos en colesterol y SLs. La disrupcién de
estos dominios por deplecion metabdlica crénica del colesterol podria alterar las

interacciones lipido-proteicas, afectando la insercion del AChR en vesiculas de
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transporte exocitico, e impidiendo de este modo un correcto trafico del receptor hacia
la membrana plasmatica con la acumulacién concomitante del AChR a nivel del trans-

Golgi/TGN y disminucién del niumero de receptores en la superficie celular.
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Efecto de ceramidas de corta (Cs-ceramidas) y larga (ceramidas cerebrales)

cadena sobre el trafico y propiedades del AChR en células CHO-K1/A5

Introduccion

Hasta fines de la década del 70 la esfingomielina (SM) fue considerada como
un lipido meramente estructural, mayormente concentrado en la hemicapa externa de
la membrana plasmatica. Sin embargo, en las Ultimas décadas numerosos hallazgos
han permitido resaltar el importante papel que cumplen los esfingolipidos (SLs) como
moléculas bioactivas, actuando como segundos mensajeros y controlando diversos
procesos celulares tales como la proliferacién, diferenciacion, crecimiento,
senescencia, migracion y apoptosis (Spiegel y col., 1996; ver revisiones en Futerman y
Hannun, 2004; Posse de Chaves, 2006). Las membranas biologicas de las células
eucariotas contienen grandes cantidades de SLs y colesterol, ademas de
glicerofosfolipidos. Los dos primeros lipidos se localizan principalmente en la
hemicapa externa de la membrana plasmatica (ver revision en Bollinger y col., 2005).
La SM es el SL mayoritario de la membrana celular y esta compuesta por una porcién
hidrofébica de ceramida (Cer) y una porcién hidrofilica, la cual esta constituida por la
cabeza polar de fosfocolina (Fig. 27). La biosintesis de SM ocurre en el aparato de
Golgi (Jeckel y col., 1990; Futerman y col., 1990). La enzima SM sintetasa transfiere
un grupo fosfocolina de la fosfatidilcolina (PC) a la Cer, liberandose como co-producto
de esta reaccion diacilglicerol (DAG) (Esquema 5), el cual posee a su vez funciones
biolégicas muy importantes (Wang y Kazanietz, 2006; Carrasco y Merida, 2007).
Ademas de ser el precursor metabdlico de la SM, la Cer forma el esqueleto de otros
SLs complejos tales como los cerebrésidos y ganglidésidos (Esquema 5), cuya sintesis
ocurre también a nivel del aparato de Golgi (van Meer y Holthuis, 2000; ver revisién en
Maccioni 2007). La Cer a su vez esta compuesta por D-eritro-esfingosina y un acido

graso que contiene de 2 a 28 atomos de carbono (ver revision en Bollinger y col.,
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2005) (Fig. 27). La mayoria de las Cer celulares poseen largos de cadena de entre 16
y 24 4tomos de carbono aunque las Cer de cadena corta (de 2 a 6 atomos de carbono)

también existen en la naturaleza (Sot y col., 2005; Goii y col., 2005).
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Figura 27. Estructuras quimicas correspondientes a

esfingosina, ceramida y esfingomielina.

Con excepcion de la epidermis, donde las Cer forman una barrera protectora
para evitar la pérdida de agua (Wertz y Downing, 1983), la mayoria de las células
contienen niveles muy bajos de Cer en condiciones basales. Las Cer pueden
generarse en diversas localizaciones subcelulares (Huwiler y col., 2000; van Meer y
Holthuis, 2000). La sintesis de Cer se produce principalmente en el RE (sintesis de
novo) (Funakoshi y col., 2000; Kawano y col., 2006) y de alli la Cer es transportada al
aparato de Golgi donde es utilizada para la sintesis de SLs complejos. La via

mayoritaria de transporte de Cer desde el RE al Golgi es una via no vesicular
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dependiente de ATP y citosol (Funakoshi y col., 2000) y estd mediada por la proteina
transladadora de ceramida (en inglés ceramide transfer protein, CERT; Hanada y col.,
2003). Esta proteina posee un dominio “START” capaz de extraer Cer especificamente
de la membrana, un dominio “PH” (pleckstrin homology) que la dirige al aparato de
Golgi mediante el reconocimiento de fosfatidilinositol 4-monofosfato (PI4P), y una
secuencia de unos pocos aminoacidos denomindada “FFAT”, que interactia con la

proteina residente en RE, VAPA (Kawano y col., 2006; Saito y col., 2007) (Fig. 28).

FFAT
EFFDAXE

Figura 28. Via no vesicular de trafico
de Cer desde el RE al Golgi. Se
muestra ademas una representacion
esquematica de la proteina CERT con
sus dominios START, PH y el motivo
FFAT. Obtenido de "Efficient trafficking
of ceramide from the endoplasmic
reticuum to the Golgi apparatus
requires a VAMP-associated protein-
interacting FFAT motif of CERT".
Kawano M, Kumagai K, Nishijima M y
Hanada K. J Biol Chem (2006)
B sm 281:30279-30288.

Otra via de generaciéon de Cer es por acciéon de esfingomielinasas (SMasas)
(ver revision en Sawai y Hannun, 1999; Contreras y col., 2003; Coll y col., 2007),
enzimas que hidrolizan la SM de la membrana. Las Cer producidas por la activacion
de SMasas han sido involucradas en diversas funciones de sefalizacién (ver revision
en Clarke y Hannun, 2006). Esta via provee un rapido incremento de los niveles

celulares de Cer en respuesta a estimulos diversos. Por otro lado, las Cer generadas
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por la via de sintesis de novo han sido reconocidas también, aunque mucho mas
tarde, como segundos mensajeros (Bose y col., 1995; Perry, 2000; Dbaibo y col.,
2001; Senchenkov y col., 2001). Entre los posibles blancos de accién de Cer estan las
proteinas fosfatasas activadas por Cer (PF2A; Dobrowsky y col., 1993), una proteina
quinasa activada por Cer (Liu y col., 1994), el factor intercambiador de nucleétidos de
guanina, Vav (Gulbins y col., 1994), y la proteina quinasa zeta (PKC{) (Lozano y col.,

1994; Muller y col., 1995; Ruvolo, 2003).
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Esquema 5. Sintesis de Esfingolipidos. Rutas biosintéticas de las diferentes clases de
esfingolipidos. Obtenido de “Ceramide in the eukaryotic stress response”. Hannun YA y Luberto C.
Trends in Cell Biol (2000) 10:73-79.
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La utilizacion de Cer exdgenas constituye una importante herramienta para el
estudio del trafico intracelular y el metabolismo de estos lipidos, asi como también
para evaluar los efectos que ejercen las Cer sobre diversos aspectos de la biologia
celular. Las Cer de corta cadena son rapidamente incorporadas por las células y se
acumulan en el aparato de Golgi (Lipsky y Pagano, 1983; Pagano y col., 1991). Incluso
los analogos fluorescentes de Cer, como Cg-NBD-Cer y Cs-BODIPY-Cer son
ampliamente utilizados como sondas especificas de esta organela (Lipsky y Pagano,
1983; Pagano y col.,, 1991). Las Cer de cadena corta tienen la capacidad de
experimentar movimientos rapidos y espontaneos entre diferentes membranas
(movimientos intermembrana), asi como también de una a otra hemicapa dentro de la
misma membrana (movimientos transmembrana o “flip-flop”) (Koval y Pagano, 1990;
Venkataraman y Futerman, 2000). La internalizacion de SLs en células de mamifero
fue también estudiada por Zegers y col. (1997) utilizando los analogos fotoactivables
'2%_N;-Cer y '®I-Ns-glucocilceramida (**°I-Ns-GlcCer). Estos autores observaron que la
Cer fotoactivable era capaz de internalizarse eficientemente tanto a 37°C como a 4°C,
indicativo de una transferencia por difusion monomérica, a diferencia del analogo de
GlcCer, el cual solo se internalizé a 37°C, reflejando un mecanismo endocitico de
internalizacion. Por su caracter altamente hidrofébico, durante mucho tiempo se dudé
de la capacidad de las Cer de larga cadena de realizar movimientos transmembrana
(“flip-flop”) (Venkataraman y Futerman, 2000; van Blitterswijk y col., 2003). Sin
embargo, recientemente se pudo comprobar la rapida translocacion de estas especies
lipidicas tanto en vesiculas gigantes (Lopez-Montero y col., 2005) como en la

membrana plasmatica de células en cultivo (Mitsutake y lgarashi, 2007).
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Figura 29. |) Estructuras quimicas correspondientes a Cer de corta y larga cadena. La base
esfingoide se muestra en azul y el acido graso en rojo. Il) Propiedades biofisicas de las Cer.
Obtenido de “Ceramide as a second messenger: sticky solutions to sticky problems”.
Venkataraman Ky Futerman AH Trends Cell Biol (2000) 10:408-412.

Las Cer pueden ser hidrolizadas por accién de enzimas denominadas
ceramidasas (Birbes y col.,, 2002; el Bawab y col., 2002) dando como producto
esfingosina (Sph). La Sph a su vez puede convertirse en esfingosina 1-fosfato (Sph-1-
P) (Tani y col., 2005) (Esquema 5). Al igual que las Cer, sus metabolitos, Sph y Sph-1-
P constituyen también lipidos bioactivos muy importantes, los cuales estan implicados
en una gran variedad de procesos biolégicos (ver revisiones en Posse de Chaves,
2006; Hla, 2003; Cuvillier, 2002). Dado que la Cer puede ser rapidamente convertida
en Sph y Sph-1-P (Taha y col., 2006), es importante diferenciar si es especificamente
la Cer o sus metabolitos los que inducen efectos celulares. En muchos casos las
respuestas celulares a Cer y sus metabolitos son diferentes e incluso opuestos, siendo
Cer la que usualmente inhibe la proliferaciéon y promueve la apoptosis, y la Sph-1-P
quien estimula el crecimiento y suprime la apoptosis (ver revisiones en Maceyka y col.,
2002; Posse de Chaves, 2006). Sin embargo, en bajas concentraciones, las Cer
pueden tener efectos beneficiosos sobre las células. Asi por ejemplo, la Cer y no la

Sph o Sph-1-P, protege a las motoneuronas de la apoptosis (Irie y Hirabayashi, 1999).
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En neuronas de hipocampo son las Cer exdgenas y no la Sph o Sph-1-P las que
promueven la supervivencia, aunque los tres lipidos pueden desencadenar la muerte
celular a concentraciones superiores a 5 uM (Mitoma y col., 1998).

Ademas de sus efectos como segundos mensajeros, las Cer promueven
cambios en las propiedades biofisicas de las membranas. Como ya se dijo en los
capitulos anteriores, los SLs y el colesterol coexisten en microdominios de membrana
denominadas balsas lipidicas (Simons e lkonen, 1997). La generacion de Cer dentro
de dichas balsas por hidrolisis de la SM cambia dramaticamente las propiedades
biofisicas de los mismos ya que las moléculas de Cer espontaneamente se asocian
unas con otras y tienen tendencia a formar pequefios microdominios de membrana
enriquecidos en Cer (Holopainen y col.,, 1998; Kolesnick y col.,, 2000). Estos
microdominios, a su vez, son capaces de fusionarse en grandes macrodominios o
plataformas (Nurminen y col., 2002; Holopainen y col., 1998; Kolesnick y col., 2000).
Las Cer estabilizan las balsas lipidicas (Xu y col., 2001) ya que permiten un alto grado
de empaquetamiento de los lipidos (Kolesnick y col., 2000). Ademas, la Cer puede
alterar la composicion de estos microdominios mediante competencia y exclusion del
colesterol de los dominios ordenados en las bicapas lipidicas (Bjorkqvist y col., 2005;
London y London, 2004; Ali y col., 2006). La funcion de estas plataformas enriquecidas
en Cer es, en general, concentrar y reorganizar receptores y moléculas sefalizadoras
en regiones particulares de la membrana plasmatica (Simons y Toomre, 2000; Edidin,
2003), facilitando y amplificando el proceso de sefializacién celular. La transformacion
de pequefias balsas (“inactivas”) en grandes plataformas de sefalizacién (“activas”)
por generacion de Cer explica la funciéon de este lipido en los procesos de activacion
celular mediados por receptores, estimulos de estrés, etc. (ver revision en Bollinger y
col., 2005).

En el Capitulo 2 se discuti6 la importancia del colesterol en la regulacién de los

niveles de AChR en la superficie de células CHO-K1/A5. Con respecto a los SLs,

71



Capitulo 3

Roccamo y col. (1999) demostraron que en células CHO-SPB1/SPH (una linea celular
deficiente en SLs que expresa el AChR), la biosintesis reducida de estos lipidos
provoca la disminucién de los niveles de receptores en la superficie celular. En este
sentido, Baier y Barrantes (2007) remarcaron la relacion existente entre los niveles de
SLs y el trafico exocitico del AChR, y propusieron la participacion de estos lipidos en el
proceso de ensamblado del receptor. La importancia de los SLs en la regulacion del
trafico proteico esta bien documentada. Las proteinas recientemente sintetizadas cuyo
destino final es la superficie celular, deben viajar a través de compartimientos
conteniendo cuali- y cuantitativamente diferentes SLs, y las alteraciones en los niveles
de SLs pueden influir sobre el transporte proteico (Rosenwald y col., 1992). En
levaduras, la sintesis alterada de SLs causa defectos en el trafico de la proteina
residente en microdominios de membrana, Fus-Mid-GFP desde el TGN a la membrana
plasmatica (Proszinski y col.,, 2005). La inhibicibn de la sintesis de GlcCer por
tratamiento con la droga PDMP (inhibidor de la enzima GlcCer sintasa) resulta en la
disminucion de la llegada a superficie de la proteina MDR1 en hepatocitos,
demostrando la importancia de este SL para el correcto trafico de esta proteina desde
el Golgi a la superficie apical (Wojtal y col., 2006). Mas recientemente Lucic y col.
(2007) observaron que la inhibicién de la sintesis de SM reduce la secrecién de la
proteina apoE por macréfagos y aumenta la retencion intracelular de esta proteina.

En este capitulo estudiamos los efectos ejercidos por las Cer, precursoras en
la sintesis de SLs, sobre el trafico y diferentes propiedades del AChR. El modelo
experimental elegido consistié en utilizar la linea celular CHO-K1/A5, que expresa al
AChR de tipo muscular adulto. Las células se incubaron con diferentes
concentraciones de Cer de cadena corta (Ce-Cer), de cadena larga (Cer provenientes
de cerebro bovino), o bien se expusieron a la incubacion con SMasa en el medio de

cultivo para evaluar los efectos resultantes de la generacion de Cer endogenas.
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Materiales y métodos
Materiales

Las Cg-ceramidas (Cg-Cer) se obtuvieron en Matreya (Pleasant Gap,
Pennsylvania, EEUU). Las ceramidas cerebrales (Cer-cereb) de cerebro bovino, la
esfingosina (Sph), esfingomielinasa (SMasa) de Bacillus cereus, el acido okadaico (Ac.
Ok), el pseudosustrato de la proteina kinasa C { (PKC() y la albumina bovina (fraccion
V, para cultivo celular), se obtuvieron de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO,
EEUU). Alexa®’aBTX, NBD-Cs-Cer y BODIPY-Cs-SM fueron obtenidos de Molecular
Probes (Invitrogen Corp., CA, EEUU). La mutante no toxica de la lisenina conjugada
con la proteina fluorescente roja (nt-lysenin-RFP) fue cedida por el Dr. Toshihide
Kobayashi, RIKEN (Institute of Physical and Chemical Research), en Japén. El resto
de los reactivos empleados en el presente capitulo ya fue descripto en la

seccion:"Materiales y Métodos” correspondiente al capitulo 2.

Cultivo celular

Las células CHO-K1/A5 crecieron en medio Ham’s F-12 suplementado con
glutamina, 40 pg/ml de sulfato de gentamicina y 10% de suero fetal bovino, en un

incubador Napco mantenido a 37°C, con una mezcla de 5% CO,/ 95% aire. Luego de

2-3 dias de crecimiento bajo estas condiciones, las células se lavaron e incubaron en
medio Ham’s F-12 sin suero conteniendo albumina (probada para cultivo celular,
Sigma, MO, EEUU) (control) o Cs-Cer, Cer-cereb o Sph, por un periodo adicional de 1,
3 6 5 hs. Las células se incubaron a diferentes concentraciones del lipido (12.5, 25 6
37.5 uM). Tanto las Cg-Cer como las Cer-cereb se agregaron al medio de cultivo en
forma de complejos con albumina, segun lo descripto por Rosenwald y Pagano
(1993), mientras que la Sph se solubiliz6 en metanol (concentracién final del solvente

en el medio de cultivo: 0.2%).
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Los tratamientos por periodos mas prolongados se realizaron incubando las
células con 5 uM de Cg-Cer o Cer-cereb por 24 h en medio Nutridoma-BO sin suero.

Por otra parte, se realizaron otros experimentos en los cuales las células fueron
incubadas en medio sin suero en ausencia (control) o presencia de 100 mU/ml de
SMasa, durante 1h, a 37°C. En algunos casos también se realizé la preincubaciéon de
las células con 0.1 uM de acido okadaico (solucién madre, 10 uM en agua) previo al
tratamiento con SMasa.

Para el tratamiento con el antibi6tico nistatina, la droga (50 ug/ml) se agregoé en
medio Ham’s F12 sin suero, y las células se incubaron a 37°C por 30 min, seguidos de
1 h de incubacién adicional con SMasa, en presencia de nistatina.

Las incubaciones con SM exodgena se realizaron a una concentracion final de
10 uM, como lo describieron Baier y Barrantes (2007). En este caso se utilizé
etanol:decano (98:2) como vehiculo, el cual se mantuvo por debajo del 0.16% en el

medio de cultivo.

Actividad de la enzima lactato deshidrogenasa

Se determiné la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (Yildiz y
col., 1998; Fujii y col., 1998) en el medio de cultivo de células CHO-K1/A5 controles y
tratadas con Cgs-Cer como indice de dafio celular. Como control positivo, se evalu6 la
actividad de la enzima en muestras sometidas a disrupcion en un sonicador durante 5
seg. La actividad de LDH se monitore6 en las distintas condiciones por medio de un
ensayo cinético de deteccion al UV (Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina) en el
cual se mide la disminucion de la absorbancia correspondiente a la transformaciéon de
NADH en NAD. La lectura se efectu6 en un espectrofotometro a 340 nm. Los datos de
absorbancia obtenidos a diferentes intervalos de tiempo son proporcionales a la

cantidad de NADH convertido en NAD" a medida que la reaccién se va produciendo.
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Cromatografia en capa fina utilizando lipidos fluorescentes

En algunos experimentos las Ce-Cer se agregaron al medio de cultivo como
precursor de la sintesis de SLs complejos. Con este fin, las células CHO-K1/A5
crecieron en capsulas de 10 cm en medio completo Ham’s F-12 durante 24 hs. Las
células se lavaron posteriormente con PBS estéril y el medio completo se reemplaz6
por medio de Nutridoma-BO sin suero. Una mezcla de Cg-Cer (concentracion final 5
uM) y de NBD-Cg-Cer (trazas; concentracion final 25 nM) se agreg6 al medio de cultivo
y se incubaron las células a 37°C por 30 min (To5) 0 24 h adicionales (T,4). Las células
se lavaron con PBS y se utilizaron para la extraccion lipidica como fue descripto
anteriormente. Los distintos esfingolipidos se separaron por cromatografia en capa
fina (CCF) usando placas de silica gel G y CHCI3:CH;0H:H,0 (65:25:4) (vol/vol) como
fase mévil (Lipsky y Pagano, 1983; Loidl y col., 2002). En la cromatografia se usaron
estandares fluorescentes de NBD-Cs-Cer y BODIPY-Cs-SM. Las manchas
correspondientes a los lipidos covalentemente derivatizados con fluoréforos se

detectaron mediante iluminacién con luz UV.

Transfeccidn transiente

Las células CHO-K1/A5 se transfectaron en forma transiente con los ADNc que
codifican para las proteinas de fusion fluorescentes pEYFP-GalT o la glicoproteina del
virus de estomatitis vesicular (VSVG) acoplado a proteina fluorescente verde (GFP),
utilizando el reactivo de transfeccién Polifect transfection reagent (Quiagen) siguiendo
el protocolo correspondiente. La transfeccion se realizé 24 h antes del tratamiento con

Cer.
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Microscopia de fluorescencia
a) Obtencién de imagenes

Las imagenes de microscopia de epifluorescencia se obtuvieron con un
microscopio Nikon Eclipse E-600 acoplado a una camara CCD, SBIG modelo ST-7.
Las imagenes de microscopia confocal fueron tomadas con un microscopio Leica TCS

SP2 (Leica Microsystems Heidelberg GmbH).

b) Marcacion del AChR de superficie e intracelular

488

El AChR de superficie se marcé con Alexa™°aBTX, mientras que para el

594

marcado del receptor intracelular se utilizé Alexa®>"aBTX, tal como se explicara en el

capitulo anterior.

c) Marcado de la SM de la membrana plasmatica con lisenina

Se utilizd la sonda lisenina, la cual detecta y se une especificamente a la SM
(Nakai y col, 2000) como herramienta para evaluar la accién de la enzima SMasa
sobre la SM de la superficie celular. Utilizamos una mutante no téxica de la lisenina,
conjugada con la proteina fluorescente roja (nt-lisenina-RFP; Kiyokawa y col., 2005).
Luego de 1 h de incubacién en presencia o ausencia de SMasa, las células se lavaron
e incubaron con lisenina (1/50 en PBS) durante 1 h en hielo, y se cuantificé la
intensidad de fluorescencia correspondiente a lisenina por microscopia de

fluorescencia, tanto en células controles como en las tratadas con SMasa.

d) Generacion de Cs-BODIPY-Cer a partir de Cs-BODIPY-SM

La generaciéon endégena de Cer por accion de la SMasa agregada al medio de
cultivo, se observé mediante microscopia de fluorescencia. Primero, las células se
incubaron con 15 nM Cs-BODIPY-SM en medio Ham’s F-12 sin suero durante 30 min a

4°C para marcar la mebrana plasmatica de las células CHO-K1/A5. Luego de lavarlas
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con PBS para remover la C5-BODIPY-SM no unida, las células se incubaron durante 5

min a 37°C en ausencia o presencia de SMasa (Zha y col., 1998).

Obtencion de laminas de membrana plasmatica y tratamiento con SMasa

Para la preparaciéon de las laminas de membrana plasmatica, las células CHO-
K1/A5 se crecieron en cubreobjetos recubiertos con polilisina y se disrrumpieron como
lo describen Borroni y col. (2007) y Kellner y col. (2007). Para ello se utilizé un pulso
de ultrasonido de 300 ms en buffer KGlu (20 mM Hepes, pH 7.2, conteniendo 120 mM
de glutamato de potasio, y 20 mM de acetato de potasio) frio. Para promover la
hidrolisis de la SM, las laminas de membrana celular se incubaron por 30 min a 37°C
en buffer KGlu conteniendo 100 mU/ml SMasa, y posteriormente se lavaron con buffer
KGlu frio. Las ldminas de membrana controles se incubaron solamente con buffer
KGIlu. Se realiz6 la doble marcacién de las laminas con Alexa*®uBTX y nt-lisenina-
RFP durante 60 min a 4°C en buffer KGlu, y se lavaron 2-3 veces con buffer KGlu.
Luego se fijaron con 4% PFA en PBS durante 30 min, y se lavaron con PBS.
Finalmente, la laminas de membrana se marcaron con 25 ul/ml de una solucién
saturada de TMA-DPH en PBS, para poder identificar las laminas de membrana por
microscopia de fluorescencia, pero evitando la seleccion preferencial de aquellas que
presentaran mayor intensidad en los canales correspondientes a Alexa**®aBTX o nt-

lisenina-RFP.

Estudios de internalizacion del AChR

Los AChR de superficie se marcaron con Alexa**®aBTX a 4°C como se
describié anteriormente, seguido de la incubacion a 37°C por periodos crecientes de
tiempo (de 0 a 4 h) en ausencia (control) o presencia de SMasa. La intensidad de
fluorescencia en la superficie celular y la relacion [AChR de superficie/AChR total] se

calculdé para cada tiempo de incubacién. En otro caso se recurrié al empleo de un
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protocolo de marcado doble como lo describen Borroni y col. (2007): las células se

marcaron en primer lugar con Alexa®’

aBTX (infrarrojo) a 4°C y luego se incubaron a
37°C por 0 y 1 h, respectivamente para favorecer la endocitosis del AChR. Los AChRs
remanentes en la superficie celular se marcaron posteriormente con el anticuerpo mAb
210 (el cual reconoce un epitope extracelular de la subunidad o del AChR) a 4°C, y se

marcaron subsecuentemente con el anticuerpo secundario conjugado con Alexa®®

(verde).

Evaluacion del niumero de AChR desensamblados

La determinacion de los AChR desensamblados se realizé segun Baier y col.
(2006). El fundamento del método radica en lo siguiente la aBTX se une tanto a
receptores ensamblados como a las subunidades o desensambladas; la
carbamilcolina, en cambio, se une so6lo a las subunidades o ensambladas. Por lo tanto,
en presencia de carbamilcolina, la aBTX fluorescente sb6lo podra unirse a las
subunidades o no ensambladas constituyendo el valor de intensidad de fluorescencia

594

de Alexa>"aBTX un indice del numero de receptores desensamblados. Las células se

sometieron al protocolo habitual de marcacioén del AChR intracelular (ya descripto) con

%944BTX, éstas se incubaron

la diferencia que, con anterioridad a la adicion de Alexa
con 10 mM de carbamilcolina en PBS durante 1 h, a temperatura ambiente. La
incubacién con la aBTX fluorescente se realizd6 en presencia de carbamilcolina. Se
midié la intensidad de fluorescencia y se calculdé el porcentaje de AChRs
desensamblados por comparaciéon con la sefial fluorescente en ausencia de

carbamilcolina (receptores intracelulares totales = AChR ensamblado + AChR

desensamblado).
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Resultados
1. Incubacién de células CHO-K1/A5 con bajas concentraciones de Cer
1.1. Distribucion del AChR evaluada por microscopia de fluorescencia
Con el fin de evaluar si las Cer agregadas en forma exdgena afectan la
distribucion del AChR, las células CHO-K1/A5 fueron incubadas durante 24 h en medio

Nutridoma-BO sin suero en presencia de 5 uM Cg-Cer. Se marcé el AChR de

488

superficie con Alexa*®aBTX vy el receptor intracelular con Alexa®**aBTX. Luego del

tratamiento con Cs-Cer pudimos observar que la sefial de superficie correspondiente a

AChRs marcados con Alexa*®

aBTX aumenté en un 50% (Fig. 30A y B), mientras que
la fluorescencia intracelular disminuyé aproximadamente un 30% (Fig. 31A). El patron
de fluorescencia correspondiente a AChR intracelular no evidencié cambios luego del
tratamiento con Cer (Fig. 31B), asi como tampoco se vio afectada la morfologia del
TGN, evaluada por marcaciéon con el anticuerpo marcador especifico de dicha
organela, anti-sintaxina 6 (Fig. 31B).

Aunque las Cer de cadena corta (C,-Cer) existen en la naturaleza (Sot y col.,
2005), en algunos casos los efectos ejercidos por éstas pueden diferir de aquéllos
inducidos por las especies de cadena larga (ver revision en van Blitterswijk, 2003). Por
este motivo, decidimos comparar los resultados obtenidos con las Cg-Cer con los
efectos producidos por las Cer de larga cadena, a las que llamamos Cer cerebrales
(Cer-cereb). Para ello, utilizamos una mezcla compleja de Cer de larga cadena, de
cerebro bovino, incubandose las células bajo las mismas condiciones que las
utilizadas con las Cer de corta cadena. De igual modo, se marcé el AChR de superficie

con Alexa*®®

oBTX y se las observd mediante microscopia de epifluorescencia. Como
se puede observar en la Fig. 30A y B, las Cer-cereb fueron también capaces de

incrementar (42% de aumento) el AChR de superficie.
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Figura 30. Microscopia de fluorescencia del AChR de superficie en células
CHO-K1/A5 tratadas con bajas concentraciones de Cer. A) Imagenes de
microscopia de fluorescencia de AChRs de superficie marcados con Alexa*®oBTX
en células CHO-K1/A5 crecidas durante 24 h bajo condiciones controles (panel de
la izquierda), o incubadas con 5 uM Cg-Cer (panel medio) o 5 uM Cer-cereb (panel
de la derecha) en medio Nutridoma-BO. B) Porcentaje de intensidad de
fluorescencia correspondiente a receptores de superficie marcados con
Alexa’®uBTX en células CHO-K1/A5 incubadas bajo las condiciones

experimentales descriptas en (A). ** p< 0.01 y * p< 0.05. Escala: 10 um.
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Figura 31. Distribucion del AChR intracelular en células tratadas con 5 uM C,-
Cer. A) Cuantificacion de la sefial de fluorescencia correspondiente a AChRs
intracelulares marcados con Alexa®*aBTX en células CHO-K1/A5 tratadas con 5
uM Cg-Cer durante 24 h en medio Nutridoma-BO. *p<0.05. B) Imagenes de
microscopia de fluorescencia confocal mostrando la colocalizacién de los
receptores intracelulares marcados con Alexa®’aBTX (panel de la izquierda) con el
marcador de TGN sintaxina 6 (panel medio) en células controles y en las tratadas
con 5 uM Cg-Cer. En el panel de la derecha se observa la superposicion de ambas

marcas fluorescentes. Escala: 10 um.
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1.2. Evaluacion de la afinidad del AChR por aBTX

Posteriormente se realizaron experimentos con ['%°l] aBTX para determinar si el
tratamiento con bajas concentraciones de Cer afectaban la afinidad del AChR por este
antagonista competitivo. El B, correspondiente a receptores de superficie obtenido a
partir de las transformadas de Scatchard fue un 40% superior en las células tratadas
con Cg-Cer (Fig. 32) en coincidencia con los resultados obtenidos en los experimentos
de microscopia de fluorescencia (Fig. 30A y B). El aumento en el numero de AChRs
de superficie inducido por Cg-Cer no estuvo acompafiado por cambios en la Kd,, por
['#1] aBTX, indicando que el tratamiento con bajas concentraciones de Cer durante 24
h afecta el numero de receptores de la superficie celular sin provocar cambios en la

afinidad del AChR por el ligando ['?1] aBTX (Fig. 32).
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Figura 32. Determinacién de la afinidad
30 L del AChR por aBTX en células controles
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1.3. Expresion en superficie de la proteina VSVG-GFP

Posteriormente recurrimos a la transfeccion transiente de las células CHO-
K1/A5 con la proteina de fusibn VSVG-GFP para evaluar si el tratamiento con Cer
afectaba el trafico de otras proteinas ademas del AChR. Tal como se indicé en el
capitulo 2, la VSVG-GFP es comunmente utilizada para estudiar el comportamiento de

proteinas integrales de membrana a lo largo del camino exocitico (Kuhle y col., 2006).
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Las células CHO-K1/A5 transfectadas con el ADNc que codifica para dicha proteina
fueron incubadas a posteriori con 5 uM de Cg-cer por 24 h y se cuantifico la expresion
en superficie correspondiente a VSVG-GFP. No se observaron diferencias
significativas en la sefal fluorescente de superficie de VSVG-GFP entre las células
controles y las tratadas con Cer, descartando de esta manera que la alteracién en el
trafico del AChR por incubacion con bajas concentraciones de Cer fuera mediada por

un mecanismo generalizado (Fig. 33).
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Figura 33. Incubacion de células CHO-K1/A5 transfectadas con la proteina VSVG-GFP
con 5 pM Cg-Cer. A) Imagenes de fluorescencia correspondientes a VSVG-GFP
expresada en forma transiente en células CHO-K1/A5 crecidas bajo condiciones controles
(panel de la izquierda) o en presencia de 5 uM Cgs-Cer durante 24 h (panel de la derecha).
B) Las barras representan la cuantificacion de la sefial fluorescente de VSVG-GFP en la

superficie celular. *p<0.01. Escala: 10 um.

1.4. Esfingolipidos generados por incubacion con bajas concentraciones de Cer
Nos propusimos también indagar si las C¢-Cer agregadas en forma exégena en

bajas concentraciones durante 24 h son capaces de actuar como precursoras para la

sintesis de SLs complejos. Para ello, las células se incubaron con 5 uM Cg-Cer en

presencia de concentraciones trazas (25 nM) de Cs-Cer fluorescente (Cs-NBD-Cer). Se
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realizd la extraccion de lipidos por el método de Folch y la separacion de las clases
lipidicas mediante CCF con el sistema de solventes descripto por Lipsky y Pagano
(1983). La produccién de Cs-NBD-SM se hizo evidente a los 30 min de incubacion. Sin
embargo, la mancha fluorescente correspondiente a C¢-NBD-Cer aun se detectaba
claramente a ese tiempo. Luego de 24 h de incubacién, las bandas fluorescentes
correspondientes Ce-NBD-SM y Cs-NBD-GlcCer se visualizaban con claridad mientras
que la mancha correspondiente a C¢-NBD-Cer ya no estaba presente, indicando que el

precursor habia sido completamente metabolizado a lipidos mas complejos (Fig. 34).

A B
| sl < C.-NBD-Cer
HO-C—-H
N/O\N
H_C_E _ 0{-_. (CH, ,5_3 Z § NO, <4~ C,-NBD-GIcCer
HG—?—E =<|: ~(CHz),,— CH <+ C,-NBD-SM
H » % 4

Figura 34. Generacion de SLs complejos a partir de Cg-NBD-Cer. A) Estructura de la C¢-NBD-
Cer. Obtenido de "Sphingolipid metabolism in cultured fibroblasts: Microscopic and biochemical
studies employing a fluorescent ceramide analogue”. Lipsky NG y Pagano RE. Proc. Nati Acad.
Sci. USA (1983) 80:2608-2612. B) Las células CHO-K1/A5 se incubaron con 5 uM Cg-Cer + Ceg-
NBD-Cer durante 0.5 6 24 h. Se extrajeron los lipidos por el método de Folch y se separaron por
CCF como se describié en materiales y métodos. Como estandares se utilizaron los lipidos

fluorescentes Cs-BODIPY-SM y Cs-NBD-Cer. El cromatograma se fotografié bajo luz UV.
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1.5. Incubacion con SM exégena

En otra serie de experimentos, las células se incubaron con 10 uM de SM
exdégena en medio Nutridoma-BO por 24 h. Como vehiculo para la SM utilizamos una
mezcla de EtOH:decano (98:2 v/v). Se evalud la expresion en superficie del AChR
mediante marcado radioactivo con ['?l] aBTX. En forma similar a lo reportado por
Baier y Barrantes (2007), la adicion de SM exdgena al medio de cultivo de células
CHO-K1/A5 caus6 un aumento de 3 veces en el numero de AChRs presentes en la
membrana celular (Fig. 35). Este hallazgo reforz6 la importancia de los SLs para el

correcto trafico del AChR a la membrana celular.

500
Figura 35. Incubacién con SM
& 400¢ . exégena. Porcentaje de union de [I'%]
§3oo, aBTX a AChRs de superficie en
< 200 células CHO-K1/A5 controles y

— [
‘E tratadas con 10 uM de SM exoégena
g, 100} - durante 24 h en medio Nutridoma-BO.

0 *p<0.005.

control SM 10 uM

1.6. Estudio del nimero de receptores desensamblados

Con el fin de determinar si los niveles aumentados de AChR en la superficie
celular luego de la incubacion con 5 uM de Cer se debian a un aumento en el
ensamblado del receptor, se determiné el niumero de receptores desensamblados
utilizando un ensayo de microscopia de fluorescencia reportado recientemente por
Baier y Barrantes (2007). En las células controles el porcentaje de subunidades
o desensambladas fue de ~40%, disminuyendo a ~30% en las células tratadas con
Cer (Fig. 36). Esta tendencia a la disminucién en el porcentaje de AChRs

desensamblados, junto con el descenso en el numero de receptores intracelulares
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totales (AChRs ensamblados + desensamblados) (Fig. 31A) indicaria un posible
aumento en la eficiencia del proceso de ensamblado del AChR luego de la incubacion

de las células con 5 uM de Cg-Cer.
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Figura 36. Evaluacion del numero de receptores desensamblados. El numero de

subunidades o desensambladas se determin6 mediante la preincubacion de las

594

células con 10 mM de carbamilcolina y marcado con Alexa>™ aBTX como fue

descripto en materiales y métodos. Las barras negras representan los AChRs
intracelulares totales (ensamblados+desensamblados) y las blancas a las
subunidades o desensambladas, en células CHO-K1/A5 controles y tratadas con 5
uM Ce-Cer durante 24 h. Los valores se expresan como porcentaje del AChR control

total.

2. Incubacion de células CHO-K1/A5 con altas concentraciones de Cer

2.1. Incubacién con Cer de corta cadena

2.1.1. Distribucion del AChR determinado por ensayos de unién con ['®I] aBTX
Posteriormente evaluamos los efectos producidos por concentraciones

crecientes de Cer sobre la distribucion del AChR. La incubacion de células CHO-K1/A5

con 12.5 uM de Cg-Cer durante 5 h no modificé la unién de ['I] aBTX (Fig. 37A). Sin

embargo, el tratamiento con 25 y 37.5 uM de Cg-Cer disminuyd los AChRs de

superficie con el aumento concomitante en el numero de receptores intracelulares (Fig.

37A). Bajo esas condiciones experimentales, no se detectaron cambios significativos
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en el numero total de AChRs. Este efecto fue dependiente del tiempo de incubacion
(Fig. 37B); el AChR de superficie disminuyé a un 77+ 7 y 54 £ 11 % de los valores

controles a las 3 y 5 h de incubacion con 37.5 uM de Cs-Cer, respectivamente.
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% 40+ o aBTX a receptores de superficie
éi a0l (barras negras) e intracelulares
(barras blancas) en células CHO-
0 K1/A5 incubadas durante 5 h bajo
control albdimina 125 250 37.5 condiciones  controles, o  en
Cs-Cer [uM] _ ]
presencia de 12.5, 25 6 37.5 uM de
R Ce-Cer. *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.005. B) Union de ['*°I] aBTX a
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< 120 [ GsCer tiempo de incubacion en células
_?13/ 100} . incubadas con 37.5 uM de Cg-Cer.
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Qi 40r Cer (barras blancas) respecto del
20t hallado en células controles (barras
0 negras). *p<0.05; **p<0.005.
1 3 5
tiempo (h)

2.1.2. Actividad de la enzima LDH en el medio de cultivo
Dado que se ha postulado que las Cer de cadena corta pueden inducir dafo
celular (Hu y col., 2005), evaluamos la posibilidad de que esto estuviera ocurriendo en

nuestras condiciones experimentales. Para ello utilizamos una prueba ampliamente
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conocida, que se basa en la determinacién de los niveles de la enzima citosolica LDH
en el medio de cultivo (Yildiz y col., 1998; Fuijii y col., 1998). No se encontraron
diferencias significativas en los niveles de LDH entre las células controles y las
tratadas con 37.5 uM de Cs-Cer por 5 h a 37°C (Fig. 38), indicando que las Cer a esa

concentracion y a ese tiempo de incubacion no producen dafo celular.

400

300+

200+

LDH (unidadesl/litro)

100}

ctr C6-Cer ctr C6-Cer sonicadas

3 hs 5hs

Figura 38. Medicion de los niveles de la enzima LDH en el medio de
cultivo. Las células CHO-K1/A5 se incubaron durante 3 6 5 h a 37°C en
condiciones controles 6 en presencia de 37.5 uM Cg-Cer y se midio el
contenido de LDH en el medio de cultivo mediante un método UV comercial.
Se dan indican ademas los valores de LDH en células sometidas a disrupcion
por sonicacion como control de dafio celular (mas detalles en materiales y

métodos).

2.1.3. Deteccion del AChR de membrana plasmatica por microscopia de
fluorescencia

Ademas de los ensayos de unidén con ligando radioactivo, desarrollamos en
paralelo experimentos de microscopia de fluorescencia para estudiar la distribucién del

AChR en las células tratadas con Cer. Los resultados de microscopia corroboraron
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aquéllos obtenidos mediante unién de ['?°l] aBTX, con una disminucién de la sefial de
fluorescencia correspondiente a Alexa**®aBTX de superficie del 46% en las células

tratadas con 37.5 uM Cg-Cer durante 5 h (Fig. 39).
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Figura 39. Microscopia de fluorescencia del AChR de superficie en células CHO-K1/A5

tratadas con altas concentraciones de Cer. A) Imagenes de microscopia de fluorescencia de

AChRs de superficie marcados con Alexa*®aBTX en células CHO-K1/A5 controles (panel de la

izquierda), o incubadas con 37.5 uM Cg-Cer durante 5 h (panel de la derecha). B) Cuantificacion

de la intensidad de fluorescencia correspondiente a receptores de superficie marcados con

Alexa*®oBTX en células CHO-K1/A5 incubadas bajo las condiciones experimentales descriptas

en (A). *p<0.0001. Escala: 10 um.

2.1.4. Expresion en superficie de la proteina VSVG-GFP

La expresion en superficie de la proteina de fusion VSVG-GFP se estudi6é en
las mismas condiciones indicadas en el inciso anterior, determinandose una reduccién
significativa de la sefial fluorescente del 25% en las células tratadas con Cer respecto
de las controles, lo que indica que el tratamiento con altas concentraciones de Cer

afecta el trafico de otras proteinas ademas del AChR (Fig. 40).
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Figura 40. Tratamiento con 37.5 uM Cg¢-Cer de células CHO-K1/A5 transfectadas en forma
transiente con la proteina VSVG-GFP. A) Imagenes de microscopia de fluorescencia de la proteina
VSVG-GFP expresada en células controles (panel de la izquierda) y tratadas con 37.5 uM Cgs-Cer
(panel de la derecha). B) Cuantificacion de la sefial de fluorescencia de VSVG-GFP en la superficie

celular. Escala: 10 um.

2.1.5. Estudios de la afinidad del AChR por el ligando aBTX

Se determin6 ademas si el tratamiento con altas concentraciones de Cer
afectan la afinidad del AChR por el ligando aBTX. Las Cs-Cer en concentraciones que
disminuyen la expresion del receptor en superficie produjeron una aumento en la
afinidad por ['®l] aBTX (Fig. 41A-B). La constante de disociacién aparente
correspondiente a los AChRs remanentes en la superficie celular luego del tratamiento
con Cer disminuy6 en aproximadamente un 50% y 60% en las células tratadas con 25
y 37.5 uM de Cq-Cer, respectivamente. La mayor afinidad del AChR luego del
tratamiento con Cer fue también evidente en los ensayos de desplazamiento con el
agonista carbamilcolina (Fig. 41C). La velocidad de asociacion entre la toxina y el
AChR también aument6 luego del tratamiento con Cer (Fig. 41D). Todos estos
resultados nos permitieron asegurar que la disminucién en los niveles de AChR de la

superficie celular por incubacion con Cer no resultan de una disminuciéon de la afinidad
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por el antagonista competitivo aBTX, y que por el contrario, el tratamiento con altas

concentraciones de Cer provoca el aumento de la afinidad del receptor por dicho

ligando.
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Figura 41. Caracterizacion farmacolégica del AChR presente en células CHO-K1/A5
controles y tratadas con altas concentraciones de Cg-Cer. A-B) Transformadas de Scatchard
obtenidas mediante la union especifica de ['*°I] aBTX en células controles (®) y en las incubadas
con 25 uM 6 37.5 uM Cg-Cer (o) en (A) y (B) respectivamente. C) Curvas de desplazamiento de la
union de [®l] oBTX promovida por la presencia de las concentraciones indicadas de
carbamilcolina para células controles o tratadas con 37.5 uM Cg-Cer. D) Cinéticas de asociacion
de [125I] aBTX al AChR para las condiciones descriptas en (C). Detalle: linealizacion de las curvas

de asociacién descriptas en (D).
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2.1.6. Localizacion del AChR intracelular evaluado por microscopia de
fluorescencia

El tratamiento con 37.5 uM de Ce¢-Cer durante 5 h produjo un aumento del 50%
aproximadamente en la sefal de fluorescencia de AChRs intracelulares marcados con
Alexa®**aBTX (Fig. 42A). El patron de fluorescencia intracelular también sufri6 cambios
por el tratamiento con el lipido: mientras que en las células controles el AChR se
distribuye en forma mayormente uniforme, pudimos observar que en las células
tratadas con Cs-Cer la sefal fluorescente se concentraba de manera no homogénea
en la regién perinuclear (Fig. 42B). Debido a que este patrén de fluorescencia es muy
similar al TGN, identificado en el capitulo anterior como el compartimiento subcelular
donde el AChR es retenido luego de la deplecion crénica del colesterol (Pediconi y
col., 2004), las células se transfectaron con el vector que codifica para la proteina de
fusion pEYFP-GalT. Elegimos esta enzima dado que la GalT es un buen marcador del
TGN (Mackenzie y col., 1999; Schaub y col., 2006). Pasadas 24 h de la transfeccion,

las células se incubaron con 37.5uM de CsCer durante 5 hs, y los AChRs

#7aBTX. Las imagenes de microscopia de

intracelulares se marcaron con Alexa
fluorescencia confocal revelaron un importante grado de colocalizacién de las sefiales
fluorescentes correspondientes a receptores intracelulares marcados y el marcador de
TGN (Fig. 42B). También se realizaron experimentos de inmunofluorescencia
utilizando el anticuerpo anti-syntaxina 6 como marcador especifico del TGN
(Vandenbulcke y col., 2000), obteniéndose una colocalizacién similar (Fig. 42C). Por lo
tanto, el tratamiento con altas concentraciones de Cg-Cer produciria el bloqueo del

trafico del AChR a la membrana plasmatica dando como resultado la acumulacion del

AChR a nivel del TGN.
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Figura 42. Distribucion del AChR intracelular en las células tratadas con 37.5 uM Cg¢-Cer. A)
Porcentaje de AChRs intracelualres marcados con Alexa®aBTX en células CHO-K1/A5 controles o
incubadas en presencia de 37.5 uM Cg-Cer durante 5h. *p <0.001. B y C) Imagenes de microscopia
de fluorescencia confocal mostrando la colocalizacion de los receptores intracelulares marcados con
Alexa®oBTX (paneles de la izquierda) con los marcadores de trans-Golgi/TGN pEYFP-GalT vy
sintaxina 6 respectivamente (paneles medios) en células controles y tratadas con 37.5 uM Cs-Cer
durante 5h. Las correspondientes imagenes de superposicidn se observan en los paneles de la

derecha. Escala: 10 um.
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2.2. Incubacién con Cer de larga cadena
2.2.1. Distribucion del AChR evaluado por ensayos de unién de ['®I] aBTX

Se realizaron experimentos de unién con ['*]] aBTX empleando células CHO-
K1/A5 para evaluar los efectos de las Cer de larga cadena (Cer-cereb) sobre la
distribucion del AChR. Luego de 3 y 5 h de tratamiento pudimos observar que las Cer-
cereb (37.5 uM) también fueron efectivas en la reducciéon de los AChR de superficie,

provocando también el aumento de los receptores intracelulares (Tabla 4).

Tabla 4. Efectos de la incubacion con 37.5 uM de Cer-cereb sobre el

AChR de superficie, intracelular y total detectado en células CHO-K1/A5.

Condicidn Superficie Intracelular Total
Control (6) 527 + 27 571 + 140 1098 + 285
Albumina 3 h (5) 524 + 4 579 + 104 1103 + 199
Cer-cereb 3 h (5) 369 + 45 ** 629 + 159 998 + 252
Albumina 5 h (7) 532 + 80 577 + 115 1109+ 167

Cer-cereb 5 h (7) 285+ 106 ** 462 £ 95 TA7 £ 154~

Los resultados son valores promedio + D.E. expresado como fmoles de
['®I] aBTX especificamente unida/mg de proteina. Los nimeros entre
paréntesis indican el numero de muestras individuales analizadas. * p<
0.025; ** p< 0.001.
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2.2.2. Distribucion del AChR evaluado por microscopia de fluorescencia

El tratamiento de las células CHO-K1/A5 con 37.5 uM de Cer-cereb provoco
una disminucion del AChR de superficie (~40%), determinada mediante experimentos
de microscopia de fluorescencia con Alexa*®aBTX (Figs. 43A y B), con el
concomitante aumento de la fluorescencia intracelular correspondiente a receptores
marcados con Alexa®**aBTX (Fig. 43C). Estos datos concuerdan con los obtenidos en

los ensayos de union de ligando radioactivo (Tabla 4).

A

Cer-cereb

” H

AlexaaBTX

B C
160 £ 200

120, 160}

120}

[0}
o

40|

D
o

Intensidad de Fluorescencia (%)
8
*

Intensidad de Fluorescencia (%

o

control Cer-cereb control Cer-cereb

Figura 43. Distribuciéon del AChR en células CHO-K1/A5 tratadas con Cer-cereb.
A) Imagenes de microscopia de fluorescencia de receptores de superficie marcados
con Alexa*®uBTX en células controles (panel de la izquierda) o tratadas con 37.5 uM
de Cer-cereb durante 5 h (panel de la derecha). B) Cuantificacion de la sefial de
fluorescencia de Alexa*®uBTX en la superficie de células crecidas bajo las condiciones
descriptas en (A). C) Cuantificacién de los receptores intracelulares marcados con

Alexa®*aBTX. *p<0.001 y *p<0.0001 en (B) y (C) respectivamente. Escala: 10um.
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2.3. Efecto de la incubacién con esfingosina

Debido a que por acciéon de una ceramidasa las Cer pueden ser convertidas
rapidamente a Sph (Taha y col, 2006), fue necesario determinar si son las Cer y no su
metabolito las que inducen cambios sobre la distribuciéon del AChR. Por este motivo,
evaluamos si la Sph es también capaz de producir cambios analogos a los detectados
con Cer. Luego de incubar las células con 37.5 uM de Sph durante 5 h no se
observaron cambios en el numero de AChRs de superficie ni en los niveles de receptor
intracelular (Tabla 5), indicando que los cambios en la distribucion del receptor son

ejercidos especificamente por las Cer.

Tabla 5. Efectos del tratamiento con 37.5 uM de Sph durante 5 h
sobre la cantidad de AChR de superficie e intracelular expresado
en células CHO-K1/A5.

Condicién Superficie Intracelular Total
Control (6) 527 £ 27 571+140 1208 £ 121
MeOH 5 h (13) 550 + 33 549 + 11 1099 £ 22

Esfingosina 5 h (12) 511 £ 66 619 £ 92 1130 + 170

Los resultados son valores promedio + D.E. expresado como

125

fmoles de [ “°1] aBTX especificamente unida/mg de proteina.
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3. Generacién de Cer endégenas por tratamiento con SMasa
3.1. Distribucion del AChR evaluado por union de ligando radioactivo y por
microscopia de fluorescencia

Con el propoésito de indagar si las Cer endégenas promueven cambios sobre el
numero de AChR de superficie en forma similar a las Cer agregadas ex6genamente,
las células CHO-K1/A5 se incubaron con 100 mU/ml de esfingomielinasa de Bacillus
cereus (SMasa) por 1 h a 37°C. Los experimentos de unién con ['*I] aBTX
evidenciaron una disminucién del AChR de superficie de aproximadamente 35% en las
células tratadas con SMasa respecto de las células controles (Fig. 44A). Resultados
similares se obtuvieron mediante microscopia de fluorescencia, utilizando

Alexa*®®aBTX (Fig. 44B).
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Figura 44. Evaluacion de los AChRs de superficie luego del tratamiento con SMasa. A)
Porcentaje de [125I] aBTX unida a receptores de superficie en células CHO-K1/A5 controles 6
incubadas con 100 mU/ml de SMasa durante 1 h a 37°C. *p<0.005. B) Imagenes de
microscopia de fluorescencia de AChRs de superficie marcados con Alexa*®®aBTX en células

controles (panel de la izquierda) o tratadas con SMasa (panel de la derecha). Escala: 10 um.
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3.2. Evaluacion de la participacion de PP2A en la disminucion del AChR de
superficie por tratamiento con SMasa

Dado que las Cer estan involucradas en la activacién de la proteina fosfatasa
PP2A (Dobrowsky y col., 1993; Hannun, 1996), y teniendo en cuenta que tanto el
ensamblado de las subunidades del AChR, como su insercién y estabilidad en la
membrana plasmatica son afectados por el estado de fosforilacion del receptor (Ross
y col., 1987; Sadasivam y col., 2005; Bruneau y Akaaboune, 2006; Lanuza y col.,
2006) decidimos estudiar si el mecanismo de retencién intracelular del AChR mediado
por Cer involucra la activacion de PP2A. Para esto, realizamos experimentos en
presencia de acido okadaico, un conocido inhibidor de la PP2A activada por Cer
(Haystead y col., 1989). La pre-incubacion de las células con 0.1 uM de acido
okadaico no pudo revertir la disminucion de la sefal de fluorescencia de AChR de
superficie producida por tratamiento con SMasa (Fig. 45), descartando de este modo

la participacion de la PP2A en dicho proceso.
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3.3. Evaluacién de la accion de la enzima SMasa
3.3.1. Medicion de la SM de membrana

Para comprobar la efectividad de la accién de la SMasa sobre la SM de
membrana plasmatica utilizamos la sonda fluorescente nt-lisenina-RFP. La lisenina es
una toxina proveniente del erizo de mar que reconoce especificamente los dominios
de membrana enriquecidos en SM e induce la lisis celular mediante la formacién de
poros (Yamaji-Hasegawa y col., 2003). La unién especifica de la lisenina a la SM la
convierte en una herramienta adecuada para examinar la distribucién de dicho lipido
en las membranas celulares (Nakai y col., 2000). La lisenina que utilizamos fue una
mutante no toxica, acoplada a proteina fluorescente roja, recientemente desarrollada
por Kiyokawa y colaboradores (2005). Luego de la incubacién con SMasa la marca de
lisenina se observé en la superficie celular como una fluorescencia discreta y
puntiforme. Ademas, la sefial fluorescente correspondiente a lisenina sufrié una

reduccion del 55% en las células tratadas respecto de las controles (Fig. 46).
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Figura 46. Marcado de la SM de la membrana celular con la sonda lisenina. A)
Imagenes de microscopia de fluorescencia mostrando la marca de nt-lisenina-RFP en la
superficie de células CHO-K1/A5 controles (panel de la izquierda) o tratadas con SMasa
(panel de la derecha). B) Cuantificacion de la sefal fluorescente correspondiente a SM

marcada con nt-lisenina-RFP en células incubadas bajo las condiciones descriptas en (A).

*p< 0.0001. Escala: 10 um.
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3.3.2. Generacion de Cs-BODIPY-Cer a partir de Cs-BODIPY-SM por tratamiento
de las células con SMasa

Otra forma de evaluar la acciéon de la SMasa fue mediante la visualizacion de la
generacion de Cer enddgenas. Para ello, las células CHO-K1/A5 se marcaron con un
analogo fluorescente de la SM, Cs-BODIPY-SM, y se trataron con SMasa en forma
semejante a lo reportado por Zha y col. (1998). Luego de la incubacion con SMasa
durante 5 min a 37°C pudo observarse la generacion de Cs-BODIPY-Cer el cual se
trasloc6é rapidamente a la region del aparato de Golgi, (Fig. 47, flechas) en

concordancia con lo reportado por Pagano y col. (1991).

SMasa
C.-BODIPY-SM — C,-BODIPY-Cer

control

Figura 47. Generacion de C;-BODIPY-Cer a partir de Cs-
BODIPY-SM por accién de SMasa. En el panel de la izquierda
se muestra al lipido fluorescente Cs-BODIPY-SM en la
membrana plasmatica de células CHO-K1/A5 controles. Luego
de la incubacion con 100 mU/ml de SMasa el lipido es
hidrolizado a Cs-BODIPY-Cer el cual se localiza en el aparato de
Golgi (panel de la derecha; flechas). En ambas condiciones las

células fueron incubadas durante 5 min a 37°C. Escala: 10 um.
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3.4. Accion de SMasa sobre laminas de membrana plasmatica aislada

Para determinar si la disminucion en el AChR de superficie mediada por
tratamiento con SMasa resultaba de las variaciones en los niveles de SM en la
membrana, realizamos otra serie de experimentos con SMasa sobre laminas de
membrana plasmatica aisladas de células CHO-K1/A5 mediante ultrasonido, como fue
recientemente descripto por Borroni y col. (2007) y Kellner y col. (2006). Luego de este
procedimiento las células quedan “destechadas”, es decir, solamente con la
membrana que se encuentra adherida al vidrio, eliminando el citosol, organelas, y la
integridad metabdlica de la célula. Luego de la incubacion de las ldaminas de
membrana plasmatica con SMasa durante 30 min a 37°C en buffer KGlu, los

488

especimenes fueron doblemente marcados con Alexa™ aBTX y con nt-lisenina-RFP.

No se observaron diferencias significativas en la sefal de fluorescencia proveniente de

los AChRs marcados con Alexa*®

oaBTX. Sin embargo, la sefial fluorescente de
lisenina sufrid una drastica disminucion (~90%) (Fig. 48). Este resultado nos estaria
indicando que para que la SMasa sea efectiva en provocar la disminucién del AChR de

superficie, seria imprescindible que se conserve la integridad celular.
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Figura 48. Tratamiento con SMasa de laminas de membrana plasmatica. A) Imagenes de
microscopia de fluorescencia de laminas de membrana plasmatica aisladas de células CHO-K1/A5,
e incubadas en ausencia (control) o presencia de SMasa. Las membranas se marcaron luego con
el lipido fluorescente TMA-DPH (panel de la izquierda), con Alexa*®aBTX (panel medio) y con nt-
lisenina-RFP (panel de la derecha). Escala: 5 um. El perimetro de las membranas esta marcado en
los paneles de nt-lisenina-RFP para facilitar la visualizacion. B) Cuantificacién de la intensidad de
fluorescencia correspondiente a Alexa*®oBTX (barras negras) y nt-lisenina-RFP (barras blancas)

en laminas de membrana plasmatica controles o tratadas con SMasa. * p<0.001.
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3.5. Estudios de internalizacion del AChR
3.5.1. Evaluacién de la distribuciéon del AChR por microscopia de fluorescencia
El colesterol y la SM se encuentran en intima asociacion en las biomembranas
formando microdominios o balsas lipidicas (Simons e Ikonen, 1997; Brown y London,
1998). La deplecion del colesterol por CDx causa la rapida internalizacion del AChR en
células CHO-K1/AS5 (Borroni y col., 2007). Nosotros hipotetizamos que la disminucion
en los niveles de AChR de superficie luego de la deplecion de SM por SMasa podria
operar a través de un mecanismo similar. Para probar esta hipétesis medimos la tasa
de internalizacion del AChR luego del tratamiento con SMasa, utilizando el protocolo
de marcado doble descripto por Borroni y col. (2007) de acuerdo con el cual las células

se marcaron en primer lugar con Alexa®’

aBTX a 4°C y posteriormente se incubaron a
37°C por 0 y 1 h, respectivamente. Los AChRs remanentes en la superficie celular a
estos dos tiempos se marcaron luego con el anticuerpo mAb 210 (el cual reconoce un
epitope extracelular de la subunidad o del AChR) a 4°C, seguido de incubacién con un
anticuerpo secundario conjugado con Alexa*®. En las células controles, luego de 1 h
de incubacién a 37°C, la sefal fluorescente correspondiente al AChR se observo casi
exclusivamente en la superficie celular. La comparacion de la distribucion de las

sefiales fluorescentes de AChR marcado con Alexa®’

aBTX y de aquellos marcados
con a mAb 210, tanto at = 0 como a t = 1h, revel6 un alto grado de superposicion,
indicando que la mayor parte de los AChRs permanecieron en la superficie celular
luego de 1 h de incubacién a 37°C (Fig. 49), pudiendo observarse so6lo unas pocas
vesiculas de endocitosis en el interior celular. Por el contrario, en las células tratadas

8474BTX se acumuld en abundantes vesiculas

con SMasa, la fluorescencia de Alexa
endociticas, en paralelo con la disminucién del solapamiento de las sefiales
fluorescentes correspondientes a receptores “viejos” y “nuevos” en la membrana

plasmatica (Fig. 49). Por lo tanto, el tratamiento con SMasa provocaria una
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disminucion del numero de AChR de la superficie celular a través de un aumento en su

internalizacion.

SMasa t=1h

Figura 49. Ensayos de internalizacion del AChR en células tratadas
con SMasa. Imagenes de microscopia de fluorescencia siguiendo la
internalizacion del AChR de membrana plasmatica marcado con

647

Alexa™'aBTX en células controles y tratadas con SMasa en los tiempos

indicados. Escala: 10 um.

3.5.2. Determinacion de la cinética de internalizacion del AChR

Con el fin de determinar la cinética de este proceso, los AChRs de superficie se

488

marcaron con Alexa™ aBTX a 4°C, seguidos de incubacion con SMasa a 37°C por
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periodos de tiempo crecientes (de 0 a 4 h). La intensidad de fluorescencia en la
superficie celular se midié6 para cada tiempo y se calculé la relacion AChR de
superficie/AChR total. El t4,, disminuy6 de 1.7 h en las células controles a 1.0 h en las
tratadas con SMasa (Fig. 50), indicando que la deplecion de la SM de membrana
plasmatica por acciéon de la enzima SMasa aceler6 la cinética de internalizacion del
AChR, semejante a lo observado en células CHO-K1/A5 luego de la deplecion de

colesterol por tratamiento con CDx (Borroni y col., 2007).

© 320 Figura 50. Cinética de internalizacion
°© del AChR en células tratadas con
% 280, SMasa. Las curvas muestran la
’g disminucion en la fluorescencia de
2 240 -
° superficie de receptores marcados con
% 00 Alexa*®oBTX en funcion del tiempo, para
-% células CHO-K1/A5 controles (o) y tratadas
c
Q e
£ 160! con SMasa (o). Detalle: cinéticas de
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ internalizacion del AChR en las mismas
0 1 2 3 4 5  condiciones experimentales.
tiempo (h)

3.6. Incubacién con nistatina

Ademas de causar la hidrélisis de la SM, varios trabajos reportan que el
tratamiento con SMasa produce una rapida internalizacion del colesterol de la
membrana plasmatica (Slotte y Bierman, 1988; Ridgway, 2000; London y London,
2004). Por este motivo decidimos evaluar la posibilidad de que la disminucion de los
AChRs de la superficie celular resulte de la internalizaciéon del colesterol ademas de la
deplecion de SM por tratamiento con SMasa. Para ello, incubamos las células con el
antibiotico nistatina, el cual interactua y secuestra especificamente el colesterol de la

membrana plasmatica, reteniéndolo a ese nivel (Tewary y col., 2006). Si bien en las
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células tratadas con nistatina los niveles de AChR de superficie disminuyeron en un
30%, el tratamiento combinado con ambas drogas (nistatina + SMasa) promovi6 una
disminucion mayor de la proteina a nivel de la membrana celular, la cual fue del 50%
respecto del valor control (Fig. 51), sugiriendo que la SMasa es efectiva en disminuir

los AChRs de membrana plasmatica, aun cuando el colesterol no es internalizado.

150
. Figura 51. Tratamiento con el
120+ ' ' ' antibiético nistatina. Porcentaje de
*
| % I intensidad de fluorescencia de
90+ 1

Alexa*®uBTX en la superficie de
60 células CHO-K1/A5 incubadas en las
diferentes condiciones experimentales

indicadas en la figura. *p<0.01.

Intensidad de Fluorescencia (%)

o\ 2 (D o2
oot o\ “\5\3‘\(;\5\*5\\“3
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Discusion

En el presente capitulo, examinamos los efectos ejercidos por las Cer de corta
y larga cadena sobre diferentes propiedades del AChR, asi como también sobre su
trafico hacia la membrana plasmatica en células CHO-K1/A5, las cuales expresan en
forma heterologa estable el AChR de tipo muscular adulto. Encontramos que la
incubacién con Cg-Cer exdgenas en concentraciones bajas (5 puM) durante 24 h
provocaron el aumento del numero de AChR presentes en la superficie celular (Fig.
30A y B) a la vez que disminuyeron los niveles de receptor intracelular (Fig. 31A) sin
que se produzcan cambios en la afinidad del receptor por aBTX (Fig. 32). El
tratamiento con 5 uM de Cer-cereb produjo cambios similares en los niveles de AChR
de superficie e intracelular (Fig. 30A y B).

Ademas del papel de las Cer como segundos mensajeros, estos lipidos son
importantes moléculas intermediarias en el metabolismo de los SLs (Hannun, 1994;
Hannun y Obeid, 2002; van Blitterswijk y col., 2003; Futerman y Hannun, 2004).
Numerosos trabajos demuestran que las Cer exdgenas pueden actuar como
precursores de SLs complejos. Asi por ejemplo, la incubacién de células HL-60 con
[14C] C46-Cer, condujo a la formacién de SM conteniendo Cer marcada, ademas de a
una pequefia proporcién de glicolipidos neutros y gangliésidos (Ardail y col., 2002). En
forma similar, utilizando también Cer radiactivamente marcada, Ridgway y col. (1995)
y Furuya y col. (1998) observaron la conversiéon de este lipido en SM y GlcCer en
células CHO y en neuronas de cerebelo respectivamente. Ademas, Chigorno y col.
(2005) demostraron que SLs celulares pueden ser sintetizados principalmente
mediante el reciclado de las bases esfingoides obtenidas de la via de degradacién. En
nuestro sistema experimental (células CHO-K1/A5) pudimos observar que a los 30 min
de incubacién con 5 uM de Cg-Cer en presencia de concentraciones trazas de Cg-

NBD-Cer, la produccién de Cs-NBD-SM era notoria (Fig. 34). Luego de 24 h de

107



Capitulo 3

incubacién, ademas de la banda fluorescente de Cs-NBD-SM, pudimos observar una
nueva banda correspondiente a C4-NBD-GlcCer, con la desaparicion concomitante de
la banda de Cs-NBD-Cer, indicando que la Cer fluorescente habia sido completamente
convertida a SLs complejos. Venkataraman y Futerman, (2001) demostraron que las
Cer de corta y de larga cadena poseen un comportamiento semejante en la ruta
biosintética de los SLs. Por este motivo pensamos que resultados similares a los que
obtuvimos con Cg-Cer podrian obtenerse con Cer de larga cadena. Como
corroboracion de este planteo esta el hecho de que los efectos producidos sobre el
trafico del AChR por las Cg-Cer pudieron ser reproducidos por las Cer-cereb. Por otra
parte, pudimos determinar que el tratamiento de las células CHO-K1/A5 con 10 uM de
SM exoégena produjo el aumento de los niveles de AChR en la superficie celular (Fig.
35). En conjunto, estos resultados nos indicarian que el tratamiento con bajas
concentraciones de Cer aumentaria el numero de AChR presentes en la membrana
plasmatica mediante el aumento de la sintesis de SLs. Trabajos de nuestro laboratorio
destacan la importancia de los SLs para un correcto ensamblado de las subunidades
del AChR en el RE (Baier y Barrantes, 2007) y para el trafico del receptor a la
membrana plasmatica (Roccamo y col.,, 1999; Baier y Barrantes, 2007). En este
sentido, nosotros observamos que la incubacién con 5 uM de Cs-Cer produjo una
disminucioén en el porcentaje de subunidades o desensambladas que pas6é de ~40%
en las células controles a ~30% en las células tratadas con Cer (Fig. 36). Por otra
parte, cuando se sintetiza SM a partir de Cer, se libera DAG como co-producto de la
reaccion, el cual cumple un papel crucial en el transporte proteico desde el aparato de
Golgi a la membrana plasmatica (Litvak y col., 2005). La consecuente generacion de
DAG por el agregado de Cer exdgenas en nuestro sistema experimental podria
también contribuir al aumento del trafico del AChR a la superficie celular.

La alteracion en la distribucion del AChR por tratamiento con 5 uM de Cer no

responde a un mecanismo generalizado dado que la expresion en superficie de la
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proteina VSVG-GFP no se vio afectada por incubacion con esa concentracion de Ceg-
Cer (Fig. 33). Ademas, el hecho de que la incubacion con Cer aumenta en este caso el
AChR en la superficie celular sin producir cambios en los niveles de VSVG-GFP, una
proteina que principalmente no particiona en balsas lipidicas (Harder y col., 1998;
Dukhovny y col., 2006), no so6lo pone de manifiesto una vez mas, la importancia de los
SLs para el correcto trafico exocitico del AChR (Roccamo y col., 1999; Baier y
Barrantes, 2007) sino que sugiere la asociacién del AChR con dominios lipidicos a lo
largo del camino de exocitosis, como se describe en el Capitulo 2 de esta Tesis.
Posteriormente evaluamos los efectos generados por incubacién con
concentraciones mayores de Cer (25 y 37.5 uM). Este rango de concentracion es el
que normalmente se utiliza para estudiar los efectos de las Cer sobre el trafico proteico
(Rosenwald y Pagano, 1993; Luan y Griffiths, 2006). A estas concentraciones, las Cer
disminuyeron marcadamente el AChR de la membrana plasmatica (Figs. 37, 39, 41Ay
41B), con el aumento concomitante de los niveles de receptor intracelular (Fig. 37A y
42A). En forma similar, Rosenwald y Pagano (1993) determinaron que la incubacién
de células CHO-K1 (linea celular progenitora de la usada por nosotros, CHO-K1/A5)
con 25 uM de Cg-Cer provoca la inhibicion del trafico exocitico de la proteina VSVG a
través del medial- y trans-Golgi y su consecuente transporte a la superficie celular.
Mas recientemente, Luan y Griffiths (2006) demostraron que las Cer de corta cadena
bloquean el transporte del receptor CD36 a la membrana plasmatica de monocitos y
macrofagos. Ademas, las Cg-Cer causan disrupcion del aparato de Golgi, seguido de
inhibicion de la reorganizacion de los citoesqueletos de F-actina y microtubulos, y
cambios drasticos en la morfologia celular, lo que también llevaria a la inhibicién del
trafico proteico (Hu y col. 2005). En forma analoga, las Cer en altas concentraciones
podrian reducir el numero de AChRs de la superficie celular mediante el bloqueo del
trafico exocitico del receptor, como lo sugieren los cambios en su distribuciéon

intracelular y su acumulacion en la region perinuclear (Fig. 42B). Mas especificamente,
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pudimos observar la colocalizacién del AChR intracelular marcado con Alexa®’aBTX
con marcadores del frans-Golgi/TGN, como la pEYFP-Gal-T y la sintaxina 6 (Schaub y
col., 2006, Vandenbulcke y col., 2000) en grandes cuerpos vesiculares generados por
el tratamiento con Cer (Fig. 42B), reminiscentes de los cuerpos multivesiculares que
Rosenwald y Pagano (1993) caracterizaron por microscopia electronica. Es posible
entonces que el bloqueo del trafico del AChR por Cer exdgenas en altas
concentraciones pudiera afectar el trafico de otras proteinas ademas del AChR a
través de un mecanismo mas generalizado. Corroboramos esta posibilidad
transfectando las células CHO-K1/A5 con la proteina fluorescente VSVG-GFP.
Observamos una disminucién significativa (~25%) en la fluorescencia de GFP en la
membrana plasmatica luego del tratamiento con 37.5 uM de Cg-Cer (Fig. 40),
indicando que un bloqueo del trafico mas general opera cuando se incuban las células
con altas concentraciones de Cer. EI mecanismo por el cual las Cer ejercen esta
inhibicion en el trafico exocitico de proteinas podria responder a multiples causas
como lo propusieran Rosenwald y Pagano (1993) y Fukunaga y col. (2000). Dado que
las Cer actian como segundos mensajeros (Senchenkov y col., 2001) produciendo la
activacion de fosfatasas y quinasas (Dobrowsky y col., 1993; Liu y col., 1994; Ruvolo,
2003), una posibilidad seria que las Cer indujeran cambios en el estado de
fosforilacion de proteinas reguladoras del trafico proteico. Un posible blanco podria ser
por ejemplo la Rab 8, una proteina pequefia unidora de GTP, que participa en el trafico
vesicular desde el TGN a la membrana plasmatica (Ren y col., 1996; Sato y col.,
2007). Uno y col. (2007) observaron la fosforilacion de la Rab8 del insecto Bombyx
mori (BRab8) por PKC tanto in vitro como in vivo. Ademas cuando esta proteina es co-
transfectada en células 293T se asocia con la proteina quinasa Rab8ip, sugiriendo una
modulacion de la secrecion por la quinasa (Ren y col., 1996). En plaquetas, la Rab 8
es fosforilada luego de la activacion por trombina, potente inductor de secrecion

(Karniguian y col., 1993). En células CHO las C,-Cer disminuyen la union de ARF-1
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(ADP-ribosylation factor) y PKC-a a las membranas del Golgi, impidiendo de este
modo la activacién de la fosfolipasa D (PLD) (Abousalham y col.,, 2002). La PLD
conduce a la formacién de acido fosfatidico (PA) importante para la generacion de
vesiculas de transporte en las membranas del Golgi (Siddhanta y Shields, 1998;
Siddhanta y col., 2000; Abousalham y col., 2002). En nuestro sistema experimental la
inhibicion por acido okadaico de la PP2A (una proteina fosfatasa activada por Cer;
Dobrowsky y col., 1993; Hannun, 1996) no pudo revertir la disminucién de los AChRs
de superficie inducida por la generacién de Cer endégenas por tratamiento con SMasa
(Fig. 45), descartando de este modo la participacién de la PP2A en dicho proceso.
Dado que las Cer agregadas en forma exdgena son rapidamente incorporadas
por las células y se acumulan en el aparato de Golgi (Lipsky y Pagano, 1983; Pagano
y col., 1991) otra posibilidad seria que las Cer afecten el trafico proteico a través de la
alteracion de las propiedades biofisicas de las membranas de esta organela. En este
sentido, las Cer de cadena larga y las de corta cadena difieren en su comportamiento.
Las Cer de larga cadena incrementan el orden de los lipidos (Massey, 2001; Wang y
Silvius, 2000), mientras que las Cer de corta cadena (C,- y Cs-Cer) causan una
disminucion del orden lipidico (Gidwani y col., 2003; Chiantia y col., 2007). Ademas,
las Cer de cadena larga poseen una geometria de tipo cénico por tener una cabeza
polar pequena. Por este motivo promueven curvaturas negativas en el lado de la
membrana donde se generan o se agregan (Holopainen y col., 2000; Gofi y col., 2005;
Sot y col., 2005) (Fig. 52). Las Cer de cadena corta en cambio, promueven curvaturas
positivas en monocapas lipidicas (Godi y col., 2005; Sot y col., 2005). De una u otra
forma, la acumulacion de Cer tanto de corta como de larga cadena en el aparato de
Golgi, podria promover la desestabilizacion de sus membranas, llevando a la
vesiculacion y pérdida de funcionalidad de esta organela (Rosenwald y Pagano 1993;

Fukunaga y col. 2000).

111



Capitulo 3

m B sw Figura 52. Formacién de dominios de Cer e
0 Cer

invaginacion en la membrana inducida por la accion
v 8 PC hidrolitica de SMasa sobre un liposoma de PC/SM.

w Por su pequefia cabeza polar, las Cer de cadena

larga tienen una geometria coénica, por lo que

v promueven curvaturas negativas en el lado de la

W membrana donde se generan O Se agregan.

Obtenido de "Vectorial budding of vesicles by
asymmetrical enzymatic formation of ceramide in
giant liposomes”. Holopainen JM, Angelova MI vy
Kinnunen PK. Biophys J (2000) 78:830-838.

Ademas de la reducciéon en el numero de AChRs de la membrana plasmatica,
la incubacién con altas concentraciones de Cg-Cer causd un aumento en la afinidad de
los receptores remanentes en la superficie celular por su ligando aBTX, como se
evidencia en las transformadas de Scatchard, en las curvas de desplazamiento y en
las de cinética de asociacion (Fig. 41A-D). El aumento de la afinidad del AChR por el
antagonista competitivo aBTX luego del tratamiento con Cer podria resultar de
cambios en las propiedades biofisicas de la membrana celular luego de la incubacion
con Cer. En este sentido, Heron y col. (1980) postularon que existe una relacion
directa entre la fluidez de las membranas y la afinidad del receptor de serotonina por
su ligando especifico. Ellos encontraron que el aumento de la fluidez de las
membranas resultaba en una disminucién de la Ky, lo que se traduce en una mayor
afinidad del receptor por su ligando. Resultados similares fueron reportados para el
receptor de trombina (Tandon y col., 1983) y para el receptor de LDL (Kuo y col.,
1990). Las Cer de larga cadena incrementan el orden de los lipidos en membranas
modelo que contienen colesterol (Massey, 2001; Wang y Silvius, 2000). Ademas, se

asocian con balsas lipidicas (Xu y col., 2001; Wang y Silvius, 2003) y estos
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microdominios enriquecidos en Cer son capaces de fusionarse espontaneamente en
grandes plataformas de membrana enriquecidas en Cer (Bock y col., 2003; Bollinger y
col., 2005; Silva y col., 2006). Por el contrario, las Cer de corta cadena (C,- y Cs-Cer)
causan una disminucion del orden lipidico (aumento de la fluidez) dependiente de la
concentracion (Gidwani y col., 2003) y alteran las propiedades fisicas de los dominios
l,, disminuyendo su estabilidad y viscosidad y perturbando el empaquetado de los
lipidos (Chiantia y col., 2007). Esto sugeriria que las Cs-Cer en altas concentraciones
provocarian el aumento de la afinidad del AChR por aBTX por aumento de la fluidez
de la membrana.

Otra posibilidad por la cual las Cer podrian promover el aumento en la afinidad
del AChR por oBTX, seria por su interaccibn con dominios transmembrana del
receptor. En efecto, mediante estudios de transferencia de energia de tipo Forster
(FRET) realizados en nuestro laboratorio se pudo demostrar que en membranas de
Torpedo ricas en AChR, marcadas con pireno-SM y tratadas con SMasa, las Cer
generadas presentan mayor afinidad por el receptor que la SM parental (Bonini y col.,
2002). Antollini y Barrantes (2002) observaron que diferentes AGL comparten un sitio
comun en la interfase lipido-proteica del AChR, y sugirieron que el efecto inhibitorio de
estos acidos grasos sobre la funcionalidad del AChR (Villar y col., 1988) se debe a que
provocan el desplazamiento de lipidos esenciales de sus sitios en la interfase lipido-
proteica. Ademas, la interaccion de los AGL con estos sitios no anulares podrian
inducir cambios conformacionales en el AChR (Fernandez Nievas y col., 2007). Las
Cer podrian unirse a sitios analogos a los que ocupan los AGL en la interfase lipido-
AChR (Bonini y col. 2002), y en forma semejante a los AGL podrian regular la union a
ligandos del AChR.

El tratamiento de células CHO-K1/A5 con SMasa, la cual hidroliza la SM de la
membrana plasmatica con generacién de Cer enddgenas, disminuyé también los

niveles de AChR de la superficie celular (Fig. 44) y aceler6 la endocitosis del receptor
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(Figs. 49 y 50). Estos resultados se correlacionan con lo hallado en el caso del
receptor CD36 de monocitos y macréfagos luego de la accibn de SMasa (Luan y
Griffiths, 2006). Ademas, el tratamiento con SMasa produjo en macrofagos y
fibroblastos la formacion de numerosas vesiculas de internalizacion de la membrana
plasmatica (Zha y col., 1998). Holopainen y col. (2000) pudieron demostrar que la
generacion asimétrica de Cer en liposomas gigantes de PC/SM por accion de SMasa
conduce a la formacion de vesiculas, que fueron de tipo endocitico cuando la enzima
actud sobre la monocapa externa del liposoma, o de tipo secretorio cuando la SMasa
lo hizo sobre la hemicapa interna. Esto se debe a que por su geometria cénica, las Cer
de larga cadena promueven curvaturas negativas en las membranas (Holopainen y
col., 2000; Goii y col., 2005; Sot y col., 2005).

La depleciéon aguda del colesterol de células CHO-K1/A5 por CDx acelera
dramaticamente la endocitosis del AChR (Borroni y col., 2007). La cinética de
internalizaciéon del AChR luego del tratamiento con SMasa fue muy similar a la
resultante luego de la deplecion de colesterol por CDx (Borroni y col., 2007),
sugiriendo que en ambos casos dicha aceleracion podria resultar de la disrupcion de
los dominios lipidicos de la membrana plasmatica enriquecidos en colesterol y SM. Las
Cer de cadena larga tienen la capacidad de desplazar especificamente a los esteroles
de las balsas lipidicas (London y London, 2004; Ali y col., 2006) y requieren una
cadena de al menos 8 unidades metileno para poder desplazar al colesterol de los
dominios enriquecidos en SM (Nybond y col., 2005). Nuestra hipotesis es que la causa
de la aceleracion del trafico endocitico del AChR por accion de SMasa esta ligada a la
generaciéon de especies endbégenas de Cer que desplazan al colesterol y/o a la SM de
los dominios lipidicos en virtud de su mayor afinidad por el AChR (Bonini y col., 2002).
Ademas, el colesterol de la superficie celular es rapidamente internalizado luego de la
accion de SMasa (Slotte y Bierman, 1988; Ridgway, 2000; London y London, 2004).

Para evaluar este fendmeno, se trataron las células con el antibiético nistatina, el cual
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se une especificamente al colesterol de la membrana y lo secuestra sin removerlo de
la membrana celular (Tewary y col., 2006). La nistatina por si sola disminuyd ~30% los
niveles de AChR en superficie (Fig. 51). La preincubaciéon con nistatina seguida de
tratamiento con SMasa en presencia de nistatina mostr6 una mayor disminucion
(~50%) en los niveles de AChR de superficie (Fig. 51). En conjunto, esta serie de
experimentos permite indicar que la SM esta involucrada en la estabilidad de los
AChRs de la membrana plasmatica, papel importante que cumpliria junto con el
colesterol (Kellner y col., 2007; Borroni y col., 2007).

En resumen, nuestros resultados nos permiten concluir que las Cer no solo
modulan una propiedad intrinseca del AChR, como la unién de ligandos, sino que
también son efectivas en la regulacion del trafico del receptor, aumentando o
disminuyendo sus niveles en la superficie celular, dependiendo de la concentracién del

lipido disponible y a través de mecanismos diferentes.
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En base a los resultados presentados en el Capitulo 2 de esta Tesis Doctoral
determinamos que la deplecion metabdlica créonica del colesterol ejerce una
modulacion de la distribucion del AChR en células CHO-K1/A5. Este efecto se logro
mediante el empleo de la droga Mevinolina (Mev), inhibidor competitivo de la sintesis
del colesterol.

Determinamos que la reduccién de los niveles de colesterol provoca una
disminucién en el nimero de AChRs en la membrana plasmatica de células CHO-
K1/A5, estableciendo que dicha variacion se produce por inhibicion del trafico exocitico
de la proteina con la consecuente retencion del receptor en la porcion mas distal del
aparato de Golgi, el TGN.

También observamos que en membranas de RE y Golgi, el AChR se localiza
parcialmente en “balsas” lipidicas, y que la deplecion del colesterol por tratamiento de
las células con Mev afecta esta distribucion, disminuyendo la proporcion de AChRs
presentes en dichos dominios de membrana.

Todos estos hallazgos nos permitieron determinar que el colesterol no sélo
esta involucrado en el mantenimiento de una correcta funcionalidad del AChR
presente en la membrana plasmatica, como se demostrara previamente (Barrantes,
1983; 1993; Barrantes y col., 2000b), sino que este lipido también modula el transporte
de AChRs recientemente sintetizados hacia la superficie celular, a través de la
asociacion de dichos receptores con plataformas lipidicas enriquecidas en colesterol a
lo largo del camino exocitico. La deplecién del colesterol por la droga Mev provoca una
inhibicion del trafico del AChR, retencién del mismo a nivel intracelular y disminucion
significativa de los niveles de AChR en la superficie de la célula.

Los efectos ejercidos por las Cer sobre diferentes aspectos relacionados con la
farmacologia y el trafico del AChR se presentan en el Capitulo 3. En lo que respecta a

los estudios farmacolégicos, demostramos que las Cer a altas concentraciones son
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capaces de producir un aumento en la afinidad del AChR por su ligando especifico a-
BTX, mientras que la incubacion de las células CHO-K1/A5 con bajas concentraciones
de Cer no afectan dicha propiedad del receptor. En cuanto al trafico del AChR,
demostramos que las Cer ejercen una modulacién dual de este proceso que depende
de la concentraciéon de lipido utilizada. Cuando las células CHO-K1/A5 se incubaron
con bajas concentraciones de Cer y por periodos de tiempo prolongados, se observo
un aumento del numero de AChRs de superficie, con disminucion concomitante en la
cantidad de receptores intracelulares. Este efecto podria estar mediado por el
incremento en la sintesis de SLs a partir de las Cer agregadas en forma exdgena,
reforzando la importancia de estos lipidos para un correcto trafico del AChR.

Por el contrario, la incubacién con altas concentraciones de Cer produjo la
disminucion de los niveles de AChR en la membrana celular y aumento de los
receptores intracelulares, los cuales colocalizaron con marcadores de trans-
Golgi/TGN. Este resultado indica un bloqueo en el trafico exocitico del AChR por Cer
como consecuencia de efectos ejercidos sobre la organizaciéon y funcionalidad del
aparato de Golgi.

Finalmente, el tratamiento de las células con SMasa, la cual hidroliza la SM de
la membrana plasmatica con generacion de Cer endogenas, también fue efectivo en
disminuir los niveles de AChR de superficie. Sin embargo, el mecanismo que mediaria
este proceso no parece resultar del bloqueo del trafico proteico sino del aumento en la
tasa de endocitosis del AChR.

En base a estos resultados podemos concluir que las Cer ejercen efectos
opuestos sobre el trafico y propiedades del AChR dependiendo de la concentracion y

del origen del lipido.
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