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Introduccion

1.1. La exocitosis.

En células eucariotas el trafico de vesiculas secretoras hacia la membrana
plasmatica es esencial para el funcionamiento de la célula. A su vez, el trafico de
vesiculas es la base de la comunicacion intracelular en organismos multicelulares,
debido a la liberacidon de una amplia gama de moléculas senal y estructurales.

Existen dos tipos de exocitosis, la constitutiva y la regulada. La exocitosis
constitutiva es esencial para la renovacion de la membrana plasmatica y por lo tanto se
da en todos los tipos celulares. Ademas, mediante este tipo de exocitosis son secretadas
un gran namero de moléculas al medio extracelular, como por ejemplo las proteinas
plasmaticas, los anticuerpos y los componentes de la matriz extracelular (Burgess y
Kelly, 1987; Kelly, 1985). Por el contrario, la exocitosis regulada estd sujeta a un
estricto control celular, de modo que Unicamente se produce la fusion de vesiculas con
la membrana plasmatica tras el estimulo adecuado (Ca+2, AMPc, GMPc, diacilglicerol,
inositol fosfato, GTP) (Thomas y col., 1993).

La exocitosis regulada se da en neuronas, donde nos encontramos con vesiculas
sinapticas de liberacion rapida que median la neurotransmision, y/o con granulos
electrodensos cuya exocitosis puede ser independiente del mecanismo por el que se
liberan las vesiculas sinapticas. Otros tipos celulares también presentan granulos
electrodensos para llevar a cabo una gran diversidad de funciones fisioldgicas, como las
células neuroendocrinas, endocrinas y exocrinas (Zucker, 1996). Estos tipos celulares
han sido empleados como sistemas modelo para el estudio de la exocitosis regulada
debido a su importancia fisioldgica y a ventajas a la hora de realizar experimentos con
ellos.

Actualmente, los tipos celulares mas estudiados han sido las células cromafines
de la médula adrenal como modelo experimental tanto bioquimico como
electrofisiologico, asi como la linea PC12, las células beta-pancreaticas, células
hematopoyéticas como los mastocitos, las plaquetas y los neutrdfilos (Stinchcombe y
Griffiths, 1999). También existen células especializadas en la secrecion en tejidos
predominantemente no secretores, como es el caso de el corazon, el pulmoén y los
riflones. Asi como, encontramos un tipo inusual de exocitosis especializada en el
esperma y ovocitos.

Ciertos tipos de células neuroendocrinas y endocrinas se encuentran en tejidos

especializados para la secrecion, como la pituitaria, las glandulas adrenales y el
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pancreas. En otros casos son las células menos abundantes de un tipo concreto de tejido
como ocurre con las células G de la mucosa géstrica que secretan gastrina, las células
juxtaglomerulares de los rifiones que secretan renina, las células alveolares de tipo II de
los pulmones, responsables de la secrecion de surfactantes, las células calciformes de
pulmones e intestino que secretan mucosas. También hay células con una funcion
principal diferente a la secrecion que presentan exocitosis regulada, como es el caso de
las células epiteliales para la liberacion de los cuerpos de Weibel-Palade. Otro tipo
celular que presenta secrecion son las células epiteliales mamarias. Estas células
producen y secretan grandes cantidades de proteinas que contiene la leche, como la
caseina, mediante exocitosis constitutiva y regulada por Ca™.

La via de la exocitosis regulada es diferente de la via de la exocitosis
constitutiva, ya que si no las sustancias que deben liberarse bajo un estricto control
fisiologico, mediante la exocitosis regulada, pasarian a exocitarse de forma constitutiva.
Para ello las células presentan los granulos secretores. En el caso concreto de células
neuronales, neuroendocrinas y exocrinas los granulos inmaduros se forman en el trans-
Golgi (TGN), y posteriormente se produce la maduracion de dichos granulos. A
diferencia de las vesiculas de transporte, el proceso de formacion de granulos secretores
en el TGN parece no estar mediado por proteinas de cubierta (clatrina). La formacion de
granulos secretores esta mediada por la deformaciéon de la membrana como
consecuencia de la agregacion de proteinas de secrecion. En el caso de las células
cromafines la cromogranina A es imprescindible para la formacion de los granulos. La
capacidad de agregacion de la cromogranina, junto con su tendencia a interaccionar con
las membranas, contribuye al mecanismo de formacién de granulos en el TNG. Sin
embargo la cromogranina A inicamente se expresa en células neuronales y endocrinas,
por lo que otro tipo de proteinas llevan a cabo esta funcion en el resto de tipos celulares
(proteoglicanos asociados a la membrana del granulo formando una matriz glucidica
interna, capaz de acumular altas concentraciones sin generar un excesivo efecto
osmotico). Otro compuesto esencial para la formacion de granulos es el colesterol. El
colesterol facilita la curvatura negativa en las membranas y por lo tanto la
gemacion/formacion de apéndices en la membrana (Wang y col., 2000). Por otro lado,
el colesterol es el componente principal de los lipid rafts, y juega un papel directo 6
indirecto en el reclutamiento de proteinas asociadas a los lipid rafts que llevan a cabo la
escision de la membrana. Una vez formado el granulo inmaduro, éste pasa por un

proceso de remodelacion para dar lugar a un granulo secretor maduro. En células
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endocrinas y neuroendocrinas este proceso consiste en la fusiéon de unos granulos
inmaduros con otros, y la eliminaciéon de material por gemacion (Tandon y col., 1998),
lo que se denomina fusiéon homotipica. En células PC12 la fusiéon entre granulos
inmaduros lleva a la formacion de granulos maduros de mayor tamafo y mas densos,
este proceso es llevado a cabo por las proteinas SNAREs (Urbe y col., 1998). Para que
un granulo pueda fusionarse con la membrana plasmatica y liberar su contenido al
medio extracelular, fusion heterotipica, las SNAREs responsables de la fusion
homotipica deben ser excluidas de la membrana para que se forme el granulo maduro
(Eaton y col., 2000). La fusiéon del granulo maduro con la membrane plasmatica se

[ It +
producira como respuesta a un estimulo de Ca™.

1.2. Acoplamiento excitacion-secrecion.

El término estimulo-secrecion fue asentado hace 50 afios mediante la
experimentacion con células cromafines. Las células cromafines se encuentran en el
interior de las glandulas suprarrenales. En respuesta al estrés, estas células son las
responsables de liberar al torrente sanguineo adrenalina y noradrenalina para mantener
el cuerpo en estado de alerta. Este tipo celular se ha empleado durante décadas como
modelo en el estudio del mecanismo de la secrecion, pudiendo extrapolarse los
resultados a células neuronales ya que derivan del mismo tejido embrionario que las
cromafines (Fujita, 1977).

La secrecién de catecolaminas por las glandulas suprarrenales se encuentra
regulada por el sistema nervioso parasimpatico, concretamente las glandulas
suprarrenales estan inervadas por el nervio esplacmico. Las terminaciones nerviosas del
nervio esplacmico liberan acetilcolina (Ach), que es el neurotransmisor que excita a las
células cromafines (Feldberg y col., 1934; Feldberg & Mintz, 1932). A principios de los
anos 60 Douglas y sus colaboradores observaron que la respuesta secretora de las
glandulas suprarrenales se inhibia en ausencia de Ca™ en el medio extracelular, a su vez
comprobaron que la secrecion iba siempre acompaiiada de la entrada de Ca’™ al espacio
intracelular. Estos experimentos, junto con otras observaciones, llevaron a Douglas y
sus colaboradores a acufar el término “estimulo-secrecion” como la respuesta a un
estimulo del tejido neuronal, neuroendocrino y endocrino para liberar neurotransmisores
y/u hormonas (Douglas, 1968). La ya mencionada exocitosis regulada que es mediada

por Ca™.



Introduccion

Debido a la facil disponibilidad de las células cromafines, sobretodo de la
especie bovina, a que derivan del mismo tejido embrionario que las células nerviosas
parasimpaticas, y a la facilidad con la que se aislan para realizar un cultivo primario
(Livett, 1984), las células cromafines se han empleado en infidad de estudios
bioquimicos, electrofisiologicos y farmacologicos. Otro motivo por el que las células
cromafines se han empleado tanto en la investigacion de la fusion es debido a su gran
tamafio. El gran tamafio de las células cromafines permite cuantificar la cantidad de
neurotransmisor liberado por capacitancia directamente en la membrana presinaptica,
mientras que en la mayor parte de sinapsis del sistema nervioso central nicamente se
pueden detectar los potenciales postsinapticos (Becherer y Rettig, 2006). Ademas, el
gran tamano de los granulos cromafines permite realizar experimentos de TIRFM (Total
Internal Reflexion Microscopi) (Steyer y Almers, 2001). Los resultados obtenidos en
células cromafines se han extrapolado con ¢éxito a mecanismos basicos de
neurotransmision tanto en el sistema nervioso central como periférico (Garcia y col.;
2012).

Debido a que en las células cromafines la respuesta a un estimulo es mediada
por Ca™, éste tipo celular se ha empleado como modelo de referencia para estudiar la
exocitosis dependiente de Ca™ (Neher, 1998). Ademas, la célula cromafin contiene
todos los elementos requeridos para un estricto control, tanto espacial como cinético, de
la exocitosis mediada por Ca™ (Burgoyne & Morgan, 2003). En este sistema celular
Neher y colaboradores establecieron, mediante experimentos de flash-fotdlisis
combinados con capacitancia, los diferentes estados de las vesiculas secretoras (Neher
& Zucker, 1993).

La Ach estimula receptores colinérgicos nicotinicos (ionotropicos) y
muscarinicos (metabotropicos). Sin embargo, en la célula cromafin la respuesta
secretora estd dominada por la accidon de la ACh sobre el receptor nicotinico (Douglas &
Rubin., 1961). La activacion del receptor nicotinico implicara la despolarizacion de la
membrana, y el potencial de accién generado activaré la apertura de los canales de Ca*
dependientes de voltaje (CCDV) (Garcia y col., 1984). Por estos canales se producira
una entrada masiva de Ca®" desde el espacio extracelular que dispararé la secreciéon de
catecolaminas (Artalejo y col., 1994). El Ca™ intracelular se redistribuye tanto en el
citosol como en el resto de orgdnulos celulares, por lo que para comprender el
mecanismo de la exocitosis se tiene que conocer como funciona la homeostasis del Ca™

intracelular (Garcia-Sancho & Verkhratsky, 2008).
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1.3. Etapas de la exocitosis.

Durante la exocitosis en la membrana presindptica la formacion, el trafico, la

fusién y el reciclado de las vesiculas sindpticas se encuentra bajo el control de

numerosos sistemas de sefializacion intra y extracelulares (Stidhof, 2004; Becherer &

Rettig, 2006). Las etapas de la exocitosis comprenden los siguientes estadios (Figura

1):

e Generacion de las vesiculas en el aparato de Golgi.

e El neurotransmisor es transportado de forma activa al interior vesicular.

e Las vesiculas son transportadas a la zona activa.

e Las vesiculas atracan en la zona activa (docking).

e Las vesiculas se preparan para la fusion, lo que se denomina maduracion
(priming).

e Apertura del poro de fusién inducida por Ca™.

¢ Endocitosis y reciclado de las vesiculas que han fusionado.

Dependiendo del estado en el que se encuentra un grupo de vesiculas, asi como

dependiendo del estimulo que las hace ser exocitadas y de su cinética de fusion, las

vesiculas se han clasificado en poblaciones (Stidhof, 2004; Becherer y Rettig, 2006):

e RP (reserve pool): se corresponde con la poblacion mayoritaria de vesiculas, el
conjunto de vesiculas mas alejado de la membrana plasmatica. Su migracion hacia

la membrana es lenta y requiere la ayuda del citoesqueleto.

e UPP (unprimed pool): son vesiculas que ya estan en la membrana plasmatica
(docked) pero que todavia no han pasado por el proceso de maduracion (priming) y

por lo tanto no son competentes para la fusion.

e SRP (slowly releasable pool): son vesiculas que se encuentran atracadas en la

membrana plasmatica y que han comenzado con el proceso de maduracion.

e IRP (inmediately releasable pool) o RRP (ready release pool): son vesiculas
maduras preparadas para la fusion exocitotica. Ha sido propuesto que IRP y RRP
forman una poblacion homogénea con idéntica competencia para la fusion pero con

distinta proximidad a agrupaciones de canales de calcio, en otras palabras, IRP seria
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una poblacion de RRP localizada cerca de agrupaciones de CCDV (canales de calcio

dependientes de voltage).

Membrana presinaptica

Carga de

neurotransmisor
NT :
@ -— ndosoma temprano

Toma de

. @ neurotransmisor
g @ Acidificacion de
vesiculas
. HQ ..
A ’\,__ . /-a .
ATP N
i
%

L]
Docking Priming Ca?* ‘o F-'ugr'o;:o Endocitosis
L

Receptores

Figura 1. Etapas de la exocitosis regulada. Representacion de los nueve pasos que
componen el ciclo vesicular sindptico que se desarrolla en el terminal nervioso
presinaptico (Siidhof & Rizo, 2011).

Estas poblaciones han sido establecidas a partir de estudios realizados en
sistemas donde la presinapsis es anormalmente grande, como el caliz de Held
(Schneggenburger y col., 2002) y la sinapsis bipolar del pez dorado (Gersdorff &
Matthews, 1999), asi como en estudios de sistemas neuroendocrinos, déonde podemos
destacar los estudios realizados con células cromafines (Rettig & Neher. 2002; Serensen

J.B., 2004).
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1.4. Proteinas SNARE. Hipotesis SNARE.

Desde que se descubrieron los receptores de proteinas SNAP (SNARE), éstas
han sido reconocidas como componentes clave de los complejos proteicos que median
la fusidon entre membranas. Crecientemente las evidencias muestran que las proteinas
SNARE median la fusion en todos los pasos del mecanismo secretor. De acuerdo con el
modelo actual, las SNAREs se encuentran en las membranas opuestas que van a
fusionar, y se considera que dirigen la fusion empleando la energia que se libera durante
la formacion del complejo cuaternario (four-helix bundle). Como consecuencia de la
formacion del complejo SNARE las membranas destinadas a fusionar se aproximan al
maximo, comenzando la fusion de membranas (Jahn & Scheller, 2006).

Las proteinas SNARE pertenecen a una superfamilia de proteinas con 36
miembros en el genoma humano, y todas ellas comparten el caracteristico motivo
SNARE formado por una estructura en hélice a con secuencia de 60-70 aminoacidos
muy conservada que consiste en la repeticion de ocho heptadas (Figura 2 A). El motivo
SNARE es el responsable de mediar las interacciones entre distintas proteinas SNARE
(Terrian & White, 1997). En el extremo C-terminal la mayoria de las proteinas SNARE
tienen un dominio transmembrana. Sin embargo, otras carecen de este dominio
transmembrana, dentro de las pocas excepciones que no contienen este dominio
transmembrana se encuentra SNAP-25 (media la fusién en neuronas y sistemas neuro-
endocrinos), y estan dotadas de dos motivos SNARE unidos por un puente 6 lazo,
linker. Esta variedad de SNARE se ancla a la membrana mediante la palmitoilacion del
linker (Hong, 2005).

En principio las proteinas SNARE se clasificaron segun de qué compartimento
se habian aislado, por lo que se dividieron en v-SNARESs (vesicle membrane SNARES) y
tSNARESs (target membrane SNARES) (Sollner y col., 1993). Ya que ¢l primer complejo
SNARE neuronal identificado por Sdllner y colaboradores sigue siendo el mas
estudiado (Sollner y col., 1993), muchas de las posibles funciones propuestas para estas
proteinas se sustentan en este modelo basado en 3 proteinas: dos residentes en la
membrana plasmatica, sintaxina (Bennett y col., 1992) y SNAP-25 (Oyler y col., 1989),
clasificadas como t-SNAREs, y una proteina de membrana vesicular denominada

sinaptobrevina o VAMP (Trimble y col., 1988), clasificada como v-SNARE.
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Figura 2. Estructura de las proteinas SNARE y del complejo cuaternario que
media la fusiéon entre membranas. A. Estructuta de las proteinas SNARE que forman
el complejo cuaternario sintaxina, SNAP25 y sinaptobrevina. B. y C. Los dos tipos de
interaccion de la proteina SM Munc18 con sintaxina, una en conformacion cerrada (B)
ocultando el motivo SNARE, y la otra en conformacion abierta (C) uniéndose al
complejo SNARE a traves del extremo amino terminal de sintaxina. D. Estructura
atomica de un complejo cuaternario trans-SNARE. La sintaxina aparece en naranja y
amarillo, el extremo amino terminal que una Muncl8 en azul, en verde SNAP25, con
dos motivos SNARE, uno de unién a sintaxina y otro de unién a sinaptobrevina, y en
rojo la sinaptobrevina (Stidhof & Rizo, 2011).

Pero esta clasificacion no engloba la fusiéon homotipica (como por ejemplo la
fusiéon de dos vesiculas), por lo que se implantd una nueva clasificacion de acuerdo con

la existencia de residuos altamente conservados de glutamina (Q-SNAREs) y de
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arginina (R-SNAREs) en el motivo SNARE. Y basandose en la contribucion de
distintos motivos SNARE, estas proteinas se reclasificaron en Qa-, Qb-, Qc- y R-
SNARESs. Los complejos SNARE funcionales estan formados de uno de cada tipo de los
motivos que se incluyen en la clasificacion, Qa-, Qb-, Qc- y R-SNAREs (Fasshauer y
col., 1998). En neuronas el motivo Qa es aportado por sintaxina, Qb y Qc por SNAP-25,
y el motivo R-SNARE por sinaptobrevina. Las SNAREs de la membrana plasmatica (t-
SNAREs segin la clasificacion antigua) no se distribuyen uniformemente en la
membrana, sino que forman clusters en lipid rafts (también conocidos como
nanodominios ricos en colesterol) (Chamberlain y col., 2001; Lang y col., 2001; Lopez-
Font y col., 2010), excluyendo a los ganglidsidos (Goncalves y col., 2008). De hecho,
los clusters de t-SNAREs parecen estar organizados de una forma dinamica y son
capaces de moverse en la membrana plasmatica (Lopez-Font y col., 2010). Ademas, se
sabe que las vesiculas secretoras atracan y fusionan en estos clusters de SNAREs
(Lang y col., 2001).

Por lo tanto un cluster con una alta concentracion de SNAREs probablemente

lleve a cabo la fusion de modo mas eficiente (Jahn & Scheller, 2006).

A Complejos trans-SNARE B Complejos Cis-SNARE
ejercen una fuerza interior (F) no ejercen fuerza alguna
Membrana
vesicular Membraqia tras la
v fusion
. ' v | | ;
=N N - W
s [ 4 N N
| N e | | "
' v 20 | |

Membrana diana Poro de fusion

Figura 3. Mecanismo de la fusion. A. Los complejos trans-SNARE ejercen una fuerza
que hace que las membranas a fusionar se aproximen y se doblen. B. Formaciéon del
poro de fusion y la consecuente formacion de complejos cis-SNARE inactivos
(Stidhof&Rothman, 2009).

El primer paso en el mecanismo de fusion consiste en la formacion del complejo
trans-SNARE (Figura 3 A). De acuerdo con la hipotesis de la cremallera de leucina, las

SNAREs deben ensamblarse en configuracion trans, con al menos una de las proteinas



Introduccion

SNARE con un dominio transmembrana en las dos membranas que van a fusionar. El
ensamblaje comienza en el extremo N-terminal de los motivos SNARE y continta
simulando el cierre de una cremallera hasta el anclaje en C-terminal (Jahn & Scheller
2006). Después del cierre de la cremallera de leucina se forman varios intermediarios
que dan como resultado la formacion del poro de fusion, mediante un proceso
denominado stalk pore formation (Chernomordik & Kozlov, 2003), seguido de un
evento de fusion 6 un fenomeno denominado kiss and run (apertura reversible del poro
de fusion) (Heuser & Reese, 1973; Ceccarelli y col., 1973; Vardjan y col., 2007).

Sin embargo, esta teoria fue cuestionada ya que muchas evidencias sugieren que
la reaccion de cierre de la cremallera de leucina no libera la suficiente energia como
para llevar a cabo la fusion por si sola (Wiederhold & Fasshauer, 2009; Chen y col.,
2006; Coorssen y col., 2003; Dennison y col., 2006; Williams y col., 2009).

Algunos autores sugieren que la energia que falta puede ser generada por
dominios C-terminales de membranas yuxtapuestas, ¢ tanto por la proteina de
membrana plasmatica SNARE sintaxina, como por la proteina SNARE sinaptobrevina
de vesiculas de transporte que tipicamente contienen un exceso de residuos con carga
positiva, los cuales pueden interactuar con lipidos de carga negativa de la bicapalipidica
(Williams y col., 2009; Lam y col., 2008). Ademas, el papel de las proteinas SNARE
puede ser aun mas complejo, ya que el ensamblaje y el consecuente desensamblaje del
complejo SNARE parecen estar asociados con el periodo de transicion entre la
formacion del poro de fusion y la fusion total (An y col., 2010).

Tras la fusion los complejos SNARE pasan a la configuracion cis y son
considerados biologicamente inactivos (Jahn & Scheller, 2006) (Figura 3 B). El
desensamblaje de los complejos cis es llevado a cabo por el factor sensible a N-
etilmaleimida (NSF), el cual no interacciona con las SNAREs pero requiere cofactores
conocidos como SNAPs, que no estan relacionados con SNAP-25 (Sollner y col., 1993).

La exocitosis debe estar regulada en cada paso antes de la fusion. Probablemente
los complejos trans-SNARE persistan algun tiempo tras la entrada de Ca™, sefial que
desencadena el proceso de fusiéon de membrana (Jahn y col., 2003). Por lo tanto, los
complejos trans-SNARE deben estar estrechamente controlados por otros factores,
como la sinaptotagmina I, una proteina transmembrana sensible a Ca™ (Chapman,
2002); las complexinas, proteinas que involucradas en el inicio dependiente de Ca™ de
la exocitosis (Reim y col., 2001). Ademds, se ha demostrado que tanto la

sinaptotagmina como la complexina estdn involucradas en estados preparatorios de la
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exocitosis, facilitando el atraque (docking) y el anclaje (priming) de vesiculas (Cai y
col., 2008; Chasserot-Golaz y col., 2005; Rickman y col., 2006).

1.5. Proteinas reguladoras del complejo SNARE.

Ademas de las sinaptotagminas y las complexinas, existen un gran nimero de
proteinas que regulan el trafico de membranas en el interior de la célula. De esta manera
tendra lugar la fusion homotipica o heterotipica dependiendo de las necesidades

metabdlicas de la célula.

1.5.1. Proteinas SM.

Las proteinas Sec1/Munc-18-like (SM) son proteinas hidrofilicas, con un tamafio
molecular de 60-70 kDa, y que carecen de dominios de reconocimiento. En vertebrados
se han descrito tres tipos de proteinas SM que actian en la membrana plasmatica
(Munc-18-1,-2 y -3) (Siidhof & Jahn, 1999). Ademas, se han identificado cuatro genes
mas en el genoma del Homo sapiens. Las proteinas SM presentan una gran homologia a
lo largo de toda su secuencia de aminoacidos, lo que sugiere que en conjunto deben
tener estructuras muy similares (Toonen & Verhage, 2003). Como las SNAREs, las
proteinas SM son esenciales para la fusion intracelular. Un raton knockdown para
Munc-18-1 conlleva la pérdida total de secretar neurotransmisores de las vesiculas
sinapticas (Verhage y col., 2000).

Se sabe que durante la exocitosis de vesiculas sinapticas, la proteina SM Munc-
18-1 se une estrechamente a la proteina SNARE sintaxina-1 (Figura 2 B), pero
unicamente cuando sintaxina-1 estd en conformacion cerrada, un estado incompatible
con la formacion del complejo SNARE (Dulubova y col., 1999). Esta funcion parece ser
consecuencia de una especializacion evolutiva, que surgié como consecuencia de los
requerimientos espaciotemporales de la exocitosis neuronal. Sin embargo, algunos
autores indican que esta forma de unidon también debe ser importante para permitir el
paso de sintaxina-1 al reticulo endoplasmatico y al aparato de Golgi, previniendo la
formacion de complejo SNARE intracelular (Rickman y col., 2007). Recientemente se
ha demostrado, a nivel de célula tinica, que Munc18-1 también se une a complejos
SNARE ensamblados que contienen sintaxina-1 (Figura 2 C) ademas de unirse a

sintaxina-1 libre (Rickman y col., 2007; Dulubova y col., 2007). Aunque atin no se ha
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probado a nivel de vesicula unica, parece ser que Muncl8-1 se une en dos tipos

distintos de interaccion (Rickman y col., 2007).

Membranas listas para fusionar

4 : :_ {Sirf:;:srz\ﬁnar .
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Figura 4. El ciclo de las proteinas SNARE y las proteinas SM en la fusion. En este
diagrama se representan las proteinas SNARE vy las proteinas SM antes de la fusion,
localizdndose en la membrana en su forma nativa no plegada (como es el caso de la v-
SNARE sinaptobrevina/VAMP), o como proteinas plegadas en complejos diferentes a
los complejos SNARE finales (por ejemplo la unién de la proteina SM Muncl8-1 en
conformacién cerrada con sintaxina como se muestra en esta figura, o en el caso de los
heterodimeros sintaxina/SNAP25). Durante ¢l anclaje y maduracion (priming), las
proteinas SNARE se cierran formando un complejo trans-SNARE, y las proteinas SM
se asocian con los complejos trans-SNARE uniendose al extremo amino-terminal de
sintaxina (diagrama de la izquierda). Los complejos SNARE completamente
ensamblados empujan a las membranas abriendo el poro de fusion (diagrama de abajo),
que se expande hasta que la membrana de la vesicula colapsa por completo con su
membrana diana, pasando los complejos trans-SNARE a conformacion cis-SNARE
(diagrama de la derecha). Entonces los complejos cis-SNARE son disociados por la
accion de la ATPasa NSF en conjuncion con sus adaptadores o/f/y-SNAPs,
comenzando el reciclado de las vesiculas para dar comienzo a otro ciclo (Siidhof &
Rizo, 2011).

Es como si, durante la exocitosis de vesiculas sinapticas, Munc-18-1 se uniese

inicialmente a sintaxina-1, ayudando de esta manera a la organizacion y ensamblaje de
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complejos SNARE, pero al mismo tiempo impusiera una barrera energética a la
formacion del complejo SNARE (Burgoyne y col., 2009), oponiéndose de esta manera a
cualquier interaccion aberrante con SNARESs intracelulares ¢ de trafico de membranas

hasta que alcancen la membrana plasmatica (Rickman y col., 2007).
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Figura 5. Modelo de las proteinas de la zona activa que intervienen en la fusion. Un
complejo compuesto por cuatro componentes conocidos de las zonas activas (Muncl3,
a-liprinas, RIMs, y RIM-BPs) se muestra en la figura; el resto de proteinas conocidas
que intervienen en las zonas activas (ELKS y Piccolo/Bassoon), se unen en la periferia
del complejo, y no se muestran en el esquema. El complejo de la zona activa se
constituye por la interaccion en cremallera de leucina del dominio amino terminal de la
proteina RIM con el dominio amino terminal C2A de Muncl3, mediante una
interaccion de una secuencia rica en prolina de RIM con el dominio SH3 de RIM-BP, y
mediante la unidn de las a-liprinas con el dominio C2B de RIM. El complejo se ancla a
la membrana de la vesicula mediante la unién de RIM con Rab3, y muy posiblemente
mediante la unién de de RIM con sinaptotagmina (no mostrado), y se une a la
membrana plasmatica mediante la union directa de RIM y RIM-BP a canales de Ca™ de
tipo N y P/Q. Es de hacer notar que existen otras interacciones entre varias de las
proteinas de la zona activa, y entre estas proteinas y la membrana plasmatica. Los
inones Ca™ se muestran como puntos; la mayoria de las proteinas de la zona activa
contienen un dominio C2 similar al de sinaptotagmina, pero Uinicamente parte de estos
dominios C2 unen Ca"? (Siidhof & Rizo, 2011).

Por lo tanto, para que las vesiculas sinapticas puedan anclarse y formar un
hipercomplejo Munc18-1-SNARE (Figura 4), una célula debe vencer esta barrera

energética mediante un mecanismo que le permita tener la sintaxina-1 en conformacion
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abierta. Este proceso es asistido por otros cofactores como Munc-13, RIMs (Rab-
interacting molecules), acido araquidonico (AA) y esfingosina (Richmond y col., 2001;
Connell y col., 2007; Camoletto y col., 2009) (Figura 5).

A pesar de estas consideraciones, el papel de las proteinas SM aun no esta
definido. Algunos autores indican que las proteinas SM forman una parte esencial de la
maquinaria de fusion (Hata y col., 1993), mientras que otros sugieren que pueden actuar
como inhibidores de la exocitosis (Wu y col., 1998).

Sin embargo, la ultima hipotesis fue cuestionada desde que descubrieron que una
mutacion knockdown de la proteina Munc-18-1 bloqueaba completamente la liberacion
de neurotransmisores (Verhage y col., 2000). De hecho, recientemente se ha demostrado
que en células PC12 la ausencia de Munc-18-1 conlleva a una reduccion de vesiculas
atracadas (docking), asi como de la capacidad de secrecion (Arunachalam y col., 2008).

Ademas, Munc-18-1 parece jugar un papel importante en el trafico de sintaxina,
ya que la sintaxina-1 presenta una deslocalizacion dramatica en células Munc-18-1
knock-out. Este efecto es revertido mediante la transfeccion de Munc-18-1 para su
expresion, quedando patente que la funcion de Munc-18-1 es critica para que el trafico
de sintaxina-1 se lleve a cabo correctamente (Arunachalam y col., 2008). Otra hipdtesis
establece que Munc-18-1 y otras proteinas SM deben formar una plataforma que facilite
el ensamblaje de las SNARE (Jahn y col., 2003), ¢ inlcuso asistan a los complejos
SNARE en su organizacion espacial para que no difundan al centro del espacio
intermembrana, interfiriendo fisicamente en la fusion de membrana (Rizo y col., 2006).
Esta tltima hipétesis se encuentra avalada por experimentos genéticos que las proteinas
SM acttan tras la formacion del complejo SNARE (Grote y col., 2000).

Recientemente se han hallado evidencias que sugieren que Munc-18-1 se une a
proteinas Rab3. Las proteinas Rab3 estan asociadas a las vesiculas secretoras, por lo que
Munc-18-1 debe tener un papel en la regulacion de la exocitosis (Burgoyne y col., 2009;
Van Weering y col., 2007). Incluso se ha llegado a demostrar que ésta interaccion es
imprescindible para el atraque (docking) de vesiculas en la membrana plasmatica (Van
Weering y col., 2007). De modo que Munc-18-1 debe actuar como unién entre dos
pasos iniciales de la exocitosis, el atraque dependiente de Rab3 y el posterior paso
dependiente de sintaxina, asi como en la expansion del poro de fusion, liderando las
alteraciones en la cinética de fusion y la liberacion quantal (Burgoyne y col., 2009). Sin
embargo, se requieren estudios a nivel de poro de fusion uUnico para confirmar esta

teoria.
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1.5.2. Proteinas Munc-13 y Rab.

La zona activa es una region especializada de la membrana presinaptica donde
las vesiculas atracan y fusionan. La proteina efectora de Rab3 RIM y la proteina de
unioén a ésteres de forbol Munc-13, son componentes estructurales de las zonas activas
(Zhai y col., 2001), y llevan acabo funciones importantes tanto en el priming de
vesiculas como en la plasticidad presinéptica (Rizo y col., 2008).

Munc-13 tiene un papel clave en el priming de las vesiculas sinapticas que van a
fusionar. Se ha demostrado mediante estudios de deleccion, que la isoforma Munc-13-1
es absolutamente imprescindible para que las vesiculas sinapticas glutamatérgicas se
anclen y maduren (priming) en neuronas de hipocampo. Sin embargo, una pequeiia
poblacion de las sinapsis de una célula nerviosa es independiente de Munc-13-1. En
estas sinapsis la isoforma Munc-13-2 és la responsable del anclaje y maduracion
(priming). En ausencia de las proteinas Munc-13 la fusién espontanea y evocada se
bloquean completamente (Varoqueaux y col., 2002).

De acuerdo con estudios bioquimicos y genéticos, las proteinas Munc-13 actian
sobre la fase de anclaje y maduracion (priming) regulando la disponibilidad de sintaxina
en la formacion del complejo SNARE (Rosenmund y col., 2003; Betz y col., 1997).
Betz y colaboradores sugieren que Munc-13-1 media su efecto sobre el anclaje
uniéndose a la proteina de membrana plasmatica sintaxina (Betz y col., 1997). Sin
embargo, nuevos datos indican que Munc-13-1 no se une a sintaxina-1 aislada, pero si
se une a heterodimeros de sintaxina/SNAP-25 anclados a la membrana (Guan y col.,
2008). Esto nos lleva a pensar que sintaxina-1 es activada por un mecanismo diferente
al que se pensaba en principio. Es como si Munc-13 actuara junto a Munc-18-1 en la
formacion de heterodimeros sintaxina-1/SNAP-25 promoviendo el anclaje de las
vesiculas (Guan y col., 2008).

Las proteinas Munc-13 son reguladas por diacilglicerol (Bauer y col., 2007).
DAG se une a todas las isoformas de Munc-13 con una afinidad muy alta (Brose y col.,
2002). Una mutacion en el primer residuo de histidina del motivo de Munc-13-1 ClI
anula la capacidad de union a diacilglicerol (DAG) (Betz y col., 1998). Los ratones con
esta mutacion mueren inmediatamente después de nacer, de lo que se concluye que las
proteinas Munc-13 son imprescindibles en la cascada de sefalizacion del segundo

mensajero DAG (Rhee y col., 2002). Estudios en mutantes Munc-13-1 con una unién
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deficiente a DAG sugieren que la activacion dependiente de DAG de Munc-13-1,
permite ajustar a las células nerviosas la maquinaria de anclaje de vesiculas (priming)
para aumentar los niveles de actividad sinaptica. La entrada de Ca™ debida a una
estimulacion de alta frecuencia, 6 a la activacion de receptores presinapticos, activa las
isoenzimas de fosfolipasa C especifica de fosfoinositoles (PI-PLC), dando lugar a un
aumento transitorio de los nivéles sindpticos de DAG. El DAG se une al dominio C1 de
Munc-13-1 aumentando su capacidad de anclaje (priming) (Brose & Rosenmund, 2002;
Rhee y col., 2002; Rosenmund y col., 2002).

Las proteinas RIM se caracterizan por ser proteinas especificas de la zona activa
y por tener un gran tamafio (180 kDa). RIM1a se une a las isoformas Munc-13-1 y 13-2,
y de esta forma regula la actividad de anclaje de vesiculas (priming) (Betz y col., 2001).
Estiidios genéticos muestran que hay cuatro genes para proteinas RIM en el genoma de
mamiferos, que codifican las seis principales proteinas RIM (Wang y col., 2000).

Las proteinas RIM estan constituidas por multiples dominios plegados de forma
independiente, y se cree que regulan la liberacion de neurotransmisores interactuando
con distintos tipos de proteinas sinapticas (Siidhof, 2004). Originariamente RIM1a fue
identificada como efector de la proteina Rab3, fue mas tarde cuando se descubrié que
las proteinas RIM tienen muchas mas funciones (Rizo & Rosenmund, 2008). De hecho,
la delecion de RIMla produce una inhibicion mucho mayor de la liberacion de
neurotransmisor que la delecion de los genes Rab3 (Kaeser & Siidhof, 2005). También
se ha demostrado que los ratones knockout para RIM1a producen niveles menores de
Munc 13-1 (Schoch y col., 2002), lo que conlleva al mal funcionamiento de la etapa de
anclaje a la membrana de vesiculas (priming) (Betz y col., 2001; Dulubova y col.,
2005). Ademas, los ratones con falta en RIMla presentan una deficiencia severa de
memoria y de la capacidad de aprendizaje (Powell y col., 2004).

En la actualidad, los datos aportan dos funciones basicas para las proteinas RIM.
Las proteinas RIM organizan las fases de atraque y anclaje de las vesiculas sinapticas
para su exocitosis (junto con otras proteinas de la zona activa como Munc-13-1). Las
proteinas RIM median cambios dependientes de la actividad en la liberacion durante la

plasticidad a corto y largo tiempo (Kaeser & Siidhof, 2005).

16



Introduccion

1.5.3. CSPa y sinucleinas.

En la sinapsis cada evento de fusion estd asociado con el ensamblaje de
complejos SNARE y su posterior desensamblaje mediado por las proteinas NSF y
SNAPs. Por lo tanto, en una membrana presinaptica se encontraran cientos de proteinas
SNARE sin plegar o parcialmente plegadas, de modo que los motivos SNARE estaran
expuestos pudiendo dar lugar a interacciones inespecificas y/o a un plegado erroneo de
la proteina. Para que esto no ocurra las células han desarrollado dos sistemas de
chaperonas que se encargan de mantener la conformacion funcional de las SNAREs y
del ensamblaje de los complejos. Dos de estas chaperonas son el complejo formado por
CSPa, Hsc70, y SGT (Tobaben y col., 2001) y las sinucleinas (Burré y col., 2010),
ambas se encuentran relacionadas con enfermedades neurodegenerativas (Figura 6). De
lo que se deduce que la exposicion de residuos de una proteina SNARE mal plegada y/o
un mal ensamblaje de los complejos SNARE debe conducir a la muerte neuronal.

CSPa es una proteina de vesiculas sinapticas muy conservada a lo largo de la
evolucion, contiene un dominio DNA-J tipico de cochaperonas. Cuando forma un
complejo con el dominio DNA-K de la proteina Hsc70 y con (tetrotricopeptide repeat)
la proteina SGT, la CSPa media el plegado de la luciferasa desnaturalizada mediante un
mecanismo dependiente de ATP (Sharma y col., 2011). La delecion de CSPa en raton
no tiene un efecto inmediato en la liberacion de neurotransmisores, pero permite un
aumento de la ubiquitinacion y degradacion de SNAP-25, por lo que disminuyen los
niveles de complejo SNARE ensamblado. Esto conduce a una neurodegeneracion
fulminante que causa la muerte en ratones en 2-3 meses (Ferndndez-Chacén y col.,

2004; Sharma y col., 2011).
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Figura 6. Intervencion de las proteinas CSPa, Hsc70, SGT, y las sinucleinas en la
fusion. Dos tipos de chaperonas intervienen en la funcion de las proteinas SNARE. Se
sabe que las proteinas SNARE estan sometidas a un continuo plegado y desplegado,
dando lugar a un complejo potencial desplegado que es mediado por al menos dos tipos
de chaperonas que intervienen en la neurodegenarion: el complejo chaperona clasico
contiene CSPa (para la cadena de cisteinas de la proteina a), Hsc70, y SGT (en color
rojo), y las chaperonas no clascicas o/p/y-sinucleinas (en color amarillo). Las CSPa y
las sinucleinas son proteinas de la vesicula que actuan mediante mecanismos diferentes.
La CPSa forma un complejo con la Hsc70 y la SGT en la vesicula que se une a
SNAP25 para enrolarse en los complejos SNARE, mientras que las sinucleinas se unen
a los fosfolipidos y a sinaptobrevina (sinaptobrevian/VAMP) en las vesiculas,
uniéndose a complejos SNARE ensamblados para llevar a cabo su plegado (Stidhof &
Rizo, 2011).

Por otro lado, las sinucleinas constituyen una familia de tres proteinas, la a-, la
B-, y la y-sinucleina (Figura 4.1.). Las sinucleinas cobraron un papel muy importante en
investigacion ya que la a-sinucleina se encuentra mutada en pacientes con la
enfermedad de Parkison, produciendo la formacion de unos cuerpos de inclusion
denominados cuerpos de Lewy que contienen o-sinucleina y son causantes de
numerosos desordenes neurologicos (Galvin y col., 2001). Las sinucleinas son unas
proteinas pequefias que se unen a fosfolipidos con carga negativa mediante motivos o-

hélice. A diferencia de las CSPa, las sinucleinas solo se encuentran en vertebrados. Una

18



Introduccion

de las funciones mas importante de las sinucleinas en la formacion del complejo
SNARE se descubrié como consecuencia de un experimento en el que se determind que
la sobrexpresion de a-sinucleina revierte por completo la neurodegeneracion letal
producida por una mutacién knockout de CPSa (Chandra y col., 2005). La a-sinucleina
puede recuperar el ensamblado de complejos SNARE pero no el nimero de SNAP-25
que se han perdido por ubiquitinacion y degradacion. Mediante experimentos in Vitro se
ha determinado que la a-sinucleina produce un aumento de la formacion de complejos
SNARE (Burré y col., 2010). Es mas, la delecion de todas las isoformas de sinucleina,
aun no siendo letales, conducen a la desestabilizacion del complejo SNARE in vivo, y a
una neurodegeneracion que aumenta con el tiempo, incapacitando a los ratones que
tienen este fenotipo al cabo de un afio (Burré y col., 2010).

Como la a-sinucleina normalmente promueve la formaciéon del complejo
SNARE, Eriksen y sus colaboradores han lanzado dos hipodtesis para explicar como
pacientes que presentan el gen de la a-sinucleina duplicado o triplicado desarrollan una
enfermedad neurodegenerativa. En primer lugar, un aumento de las chaperonas que
facilitan el ensamblaje del complejo SNARE puede resultar perjudicial, interfiriendo en
el balence de la fusion en las terminales nerviosas. Por otro lado, una o-sinucleina mal
plegada puede causar dafio neuronal, ya que se trata de una proteina muy reactiva en
una conformacion inadecuada y por lo tanto toxica. La segunda hipotesis deriva del
hecho de que Unicamente la mutacion de a-sinucleina, pero ni la - ni la y-sinucleina,
han sido identificadas en la enfermedad de Parkinson, aun desempeniando una funcién
similar en la célula. El mecanismo mediante el cual la sinucleina es toxica aun no se

conoce. (Stidhof & Rizo, 2011).

1.6. Fisica de la fusion de membranas. El poro de fusion.

Las membranas biologicas son entidades complejas compuestas por diferentes
tipos de lipidos y proteinas. Estas estructuras en bicapa son muy dindmicas. La fusién
implica la reorganizacion espacial y conformacional de lipidos y proteinas. El
mecanismo molecular de la fusion ha sido estudiado empleando diversos sistemas
biologicos, entre los que se incluyen la fusion viral, la fusion entre dos células, y la
fusion intracelular.

A la hora de que fusionen dos bicapas opuestas (enfrentadas) en primer lugar

deben aproximarse, por lo que deben vencerse fuerzas electrostaticas de repulsion y/6
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fuerzas de hidratacion (Kinnunen & Holopainen, 2000), lo que representa una gran
barrera de energia a niveles atdomicos que impide la fusion. Una vez superada esta
barrera energética (Figura 8), se forma una estructura en forma de tallo (stalk-like),
seguida del estado de transicion de hemifusion, posteriormente se forma el poro de
fusién y se da la fusion completa de las dos bicapas (en el caso de una fusion completa)
(Gingell y col., 2002; Chernomordik & Kozlov, 2003). Los poros de fusion crean una

conexion acuosa a través de las capas que se estan fusionando (Serensen, 2009).
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Figura 7. Modelo del poro de fusién. El modelo del tallo en la formacion del poro de
fusiéon pone de manifiesto la importancia de la geometria de los lipidos para la
formacion del tallo y el poro de fusion. A. Membrana plasmatica y de la vesicula antes
de la fusion. B. El surgimiento de las caras cis de las bicapas permite la formacién del
tallo de fusion. Los fosfolipidos en forma de cono en las caras cis de las membranas
favorecen la formacion del tallo (se muestran en amarillo). El contacto entre las caras
trans de las dos bicapas promueve el estado de hemifusion (C) y la formacion del poro
(D). Los lipidos en forma de cono invertido (se muestran en azul) en las casa trans de
las bicapas facilitan la formacion del estado de hemifucion asi como del poro de fusion
(Salaiin y col., 2004).
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Como se ha observado en procesos de exocitosis, los poros de fusion pueden
abrirse repentinamente, en cuestion de microsegundos, con un diametro aproximado de
unos 2 nm. En los 10-20 ms siguientes pueden incrementar su conductancia 6
contraerse, dando como resultado diferentes estados intermedios moderadamente
estables con distintas conductancias (Breckenridge & Almers, 1987). De este modo, con
frecuencia se observan aperturas y cierres de los poros de fusiéon que van desde unos
pocos milisegundos a varios segundos (Fernandez y col., 1984). En algunos casos, el
poro de fusion se expande de manera irreversible (Lindau & Almers, 1995), mientras
que en otros se vuelve a cerrar dando lugar al denominado kiss and run (Alés y col.,
1999).

La evidencia mas clara de que la hemifusiéon es un paso obligatorio en la
exocitosis proviene de experimentos realizados en huevos de erizo de mar, en esta
especie pueden observarse unos granulos corticales de gran tamafio alineados con la
membrana cortical que fusionan durante la fertilizacion. Mediante la técnica de
microscopia de fotoblanqueado (FRAP), se ha observado que estos granulos
intercambian lipidos con la membrana plasmatica en una escala de tiempo de minutos,
pero no intercambian proteinas, lo que indica que los granulos se encuentran retenidos
en un estado de hemifusion previo a la fusion (Wong y col., 2007). Mediante tomografia
electronica (Conical electron tomography) de terminales sinapticas, se ha concluido que
la mayoria de las vesiculas sinapticas atracadas en las zonas activas para la fusion se
encuentran en estado de hemifusion (Zampighi y col., 2006).

Durante mucho tiempo la comunidad cientifica creia que la exocitosis estaba
unicamente orquestada por proteinas, proteinas que doblaban y daban forma a las
bicapas lipidicas a su antojo. Esta es la denominada teoria proteocéntrica, la cual asume
que son proteinas las unicas encargadas de estabilizar las bicapas lipidicas y sus
intermediarios, asi como de catalizar el proceso de fusion (Lang y col., 2008). De
hecho, algunos autores sugieren que el poro de fusion estd formado unica y
exclusivamente por proteinas (Han y col., 2004), ya que dos bicapas lipidicas no pueden
fusionarse de forma expontdnea, ni siquiera cuando se encuentran separadas unicamente
por 2-3 nm (Rand & Parsegian, 1989). Esto se debe a las fuerzas hidrofobicas que es
necesario vencer para deformar y remodelar una bicapa lipidica (Tanford, 1978).
Ademas, las membranas bioldgicas mantienen una distancia de 10-20 nm debido a la

repulsion electrostatica entre los grupos polares de los fosfolipidos y a la presencia de
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proteinas en la membrana. Unicamente mediante la aplicacion de fuerzas de tension
pueden fusionarse dos bicapas (Chernomordik y col., 1987 a; Chernomordik y col.,
1987 b; Zimmerberg y col., 1980; Lentz y col., 1999). Son proteinas especializadas las
encargadas de aproximar las membranas, provocando que éstas se doblen y/o se forme
un parche de membrana donde la concentracion de proteinas sea reducida, y se permita
la formacion de un poro de fusion (Lang y col.; 2008). El papel de las proteinas es clave
en la estabilizacion de cada uno de los pasos que conducen a la formacién del poro de
fusion, ya que son proteinas las que (Figura 8):

1. Inician la formacion del stalk mediante la perturbacion de

la membrana.

2. Estabilizan el estado de hemifusion, asi como otros

estados de transicion de la formacion del poro de fusion.

3. Forman parte del poro de fusion.

Por otro lado, se ha demostrado como vesiculas lipidicas son capaces de fusionar
in vitro en ausencia total de proteinas (Papahadjopoulos y col., 1976), asi como otros
autores han afirmado que la fusidon requiere proteinas Unicamente en una de las
membranas a fusionar (Vogel y col., 1992). Cuando el poro se ha expandido ambos
modelos son indistinguibles. La gran variabilidad en la conductancia inicial de los poros
de fusion y sus movimientos rapidos de apertura y cierre observados en fusiones de
liposomas libres de proteinas (Chanturiya y col., 1997), apoyan la idea de que incluso
en reacciones de fusion mediadas por proteinas los poros de fusidon son esencialmente
lipidicos. Sin embargo, las proteinas influyen fuertemente en sus propiedades como se
ha podido observar con mutagénesis de proteinas de fusion viral (Chernomordik y col.,
1999), sobre-expresando sinaptotagmina [ y IV (Wang y col.,, 2001), complexina
(Archer y col., 2002) y con mutantes de Munc18 en células PC12 (Fisher y col., 2001).

La teoria de la formacion del poro de fusidon se sustenta en observaciones
realizadas sobre el efecto de diferentes lipidos en la estructura de una bicapa lipidica. Se
ha demostrado que los fosfolipidos que generan una curvatura positiva de la membrana
(tienen forma de cono invertido, inverted-cone) inhiben la transiciéon al estado de
hemifusion, mientras que los fosfolipidos que dan lugar a una curvatura negativa (tienen
forma conica, cone-shaped) promueven el estado de hemifusion actuando en las
monocapas que contactan, que se estan uniendo (membranas en configuracion Cis).
Estas conclusiones nacieron a raiz de numerosos experimentos que identificaban a los

lisofosfolipidos como inhibidores de la fusion (Chernomordik y col., 1993; Reese y col.,
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2005; Reese & Mayer, 2005; Vogel y col.,, 1993). Por el contrario, en el caso de
monocapas enfrentada (configuracion trans) los fosfolipidos con forma de cono
invertido promueven la fusion, mientras que los fosfolipidos con forma de cono la
inhiben, este hecho ha sido demostrado en células cromafines adicionando fosfolipidos
al medio extracelular (Amatore y col., 2006). Sin embargo, estas conclusiones no son
del todo correctas, ya que es esencial, pero a la vez muy complicado, establecer en qué
lado de la membrana estd actuando un lipido concreto. Ademads, algunos lipidos ejercen
sus efectos sobre el mecanismo de fusion de membranas independientemente de la
curvatura que generen en la membrana (Serensen, 2009).

Rigoni y sus colaboradores realizaron una serie de experimentos que apoyan la
teoria lipidica del poro de fusion. Observaron que el efecto de neurotoxinas de veneno
de serpiente que tienen una funcién de fosfolipasa A, (PLA;), es mimetizado por la
adicion al medio extracelular de una mezcla de lisofosfatidilcolina miristoilada y acido
oleico. La lisofosfatidilcolina, un fosfolipido con forma de cono invertido, permanece
en la cara externa de la membrana, mientras que el acido oleico, que tiene forma de
cono, se redistribuye hacia la cara interna de la membrana provocando una exocitosis
masiva (Rigoni y col., 2005). Sin embargo, resultados mdas recientes atribuyen el
aumento de la exocitosis al menos en parte a la entrada de Ca™ (Rigoni y col., 2007).
La teoria proteocéntrica también apoya el modelo del poro de fusion. Recientemente
numerosos laboratorios han encontrado evidencias que apuntan a que las proteinas
SNARE suscitan la formacion del poro de fusion a través del estado de transicion de
hemifusion (Lu y col., 2005; Lu y col., 2006; Lu y col., 2008). Sin embargo estos
experimentos no realizan medidas directas sobre el estado de hemifusion, ya que
emplean una poblacion de vesiculas. Ademds, varios grupos de investigacion han
llegado a diferentes conclusiones sobre la habilidad de las SNARESs y la sinaptotagmina
para inducir el estado de hemifusion o la fusion completa (Bhalla y col., 2006; Lu y
col., 2006; Schaub y col., 2006; Lu y col., 2005). Se han obtenido evidencias mas
directas que apoyan esta teoria al estudiar la fusion en vesiculas individuales, tanto
mediante el estudio de la fusioén de una vesicula con otra, asi como observando la fusién
de una vesicula individual con una bicapalipidica (Yoon y col, 2006; Liu y col., 2008).
A pesar de que estos sistemas de estudio son artificiales, se acepta que las proteinas
SNARE orquestan la fusion de membranas mediante la generacion de un estado de

transicion de hemifusion.
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Un aumento del calcio intracelular lleva a la ruptura del estado de hemifusion, y
por lo tanto a un poro de fusion abierto. En este punto la exocitosis puede abordarse de
forma directa mediante métodos electroquimicos, como la capacitancia y la
amperometria. La amperometria es el método elegido a la hora de estudiar la cinética
del poro de fusion (Chow y col., 1992; Albillos y col., 1997; Zhou y col., 1996). En la
mayoria de las investigaciones realizadas sobre la exocitosis, se ha combinado la
amperometria con la sobreexpresion O anulacion de proteinas. Las proteinas que
cambian en mayor medida las propiedades del poro de fusion son las SNAREs
(Borisovska y col., 2005; Criado y col., 1999; Gil y col., 2002; Graham y col., 2004;
Han & Jackson, 2005; Han & Jackson. 2006; Han y col., 2004; Kesavan y col., 2007;
Lam y col., 2008; Serensen y col., 2003) y las sinaptotagminas (Bai y col., 2004; Lynch
y col., 2008; Wang y col., 2001; Wang y col., 2003; Wang y col., 2006; Zhu y col.,
2007). Meyer y sus colaboradores, mediante este tipo de experimentos, llegaron a la
conclusion de que el poro de fusion estaba inicialmente formado por seis dominios
transmembrana provenientes de ocho moléculas de sintaxina. Los dominios
transmembrana deben formar una estructura en forma de anillo, que da lugar a la mitad
de un poro acuoso similar a una unién tipo gap, mientras que la otra mitad del poro
acuoso debe estar formada por dominios transmembrana de moléculas de sinaptobrevina
(Han y col., 2004).

Otros experimentos de amperometria apoyan el modelo lipidico del poro de
fusion. Se ha observado que el poro de fusion puede presentar grandes fluctuaciones
reversibles (Kesavan y col., 2007; Zhou y col., 1996), estas variaciones en el poro de
fusion son caracteristicas de una bicapalipidica libre de proteinas (Chanturiya y col.,
1997). Por otro lado, tanto el tamafio como la carga de las vesiculas influyen en el poro
de fusion (Montesinos y col., 2008; Sombers y col., 2004). Por lo que no es posible que
un canal acuoso constituido inicamente por proteinas sea el estado de transicion previo
a la formacion del poro de fusion.

Mediante la sobreexpresion de isoformas de sinagtotagmina, y mutaciones C2A
y C2B en células PC12, se ha visto que la sinaptotagmina esta involucrada tanto en la
apertura del poro de fusién, como en el tiempo que éste permanece abierto (Wang y
col., 2001; Wang y col., 2003). Sin embargo, la sobrexpresion de proteinas puede
cambiar directa o indirectamente las propiedades del poro de fusion, por esta razon los

experimentos realizados mediante la sobrexpresion de Munc18-1 y de complexinas no
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han podido ser confirmados en células knock-out para dichas proteinas (Archer y col.,
2002; Cai y col., 2008; Fisher y col., 2001; Gulyas-Kovacs y col., 2007).

Ademéas, con independencia de si el poro de fusion es de naturaleza lipidica o
proteica, el papel de los lipidos parece ser fundamental para permitir la funcion de la
maquinaria exocitdtica. El colesterol junto con el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2)
tienen una importancia critica para el reclutamiento y la funcionalidad de las proteinas
SNARE (Holz y col., 2000; Chamberlain y col., 2001; Lang y col., 2001; Churchward
& Coorssen 2009; Wang y col., 2010; Chasserot-Golaz y col., 2010).

El PIP; se concentra en zonas activas de fusion de la membrana, y un aumento 6
descenso del PIP, en la membrana incide directamente sobre el pool de vesiculas
sinapticas atracadas (primed) en células cromafines (Aoyagi y col., 2005; Milosevic y
col., 2005). Por otro lado, y no menos interesante es el hecho de que una substancial
fraccion de los microdominios de PIP; colocaliza con las proteinas activadas por calcio
para la secrecion (CAPS) (Aoyagi y col., 2005).

Las CAPS son unas proteinas citoplasmaticas que se unen a las vesiculas
secretoras y estdn implicadas en etapas tardias de la exocitosis (Grishanin y col., 2004),
mediando la exocitosis rapida de vesiculas peptidérgicas (Rupnik y col., 2000).

Por lo tanto, el PIP, es un componente clave para establecer la relacion entre
lipidos y proteinas con dominios de union a lipidos (Lang y col.,, 2008). La
concentracion de PIP, existente en los microdominios lipidicos se estima que es
relativamente mds elevada que en las regiones circundantes (James y col., 2008). A
estos niveles, el PIP, inhibe la fusion en ausencia de las proteinas CAPS ya que produce
curvatura positiva de membrana debido a su forma en cono invertido, lo que antagoniza
la gran curvatura negativa necesaria en la etapa de formacion del tallo, un estado de
transicion necesario para que se dé la fusion completa (James y col., 2008;
Chernomordik & Zimmerberg, 1995). Sin embargo, las regiones que contienen las
SNAREs se encuentran cargadas positivamente, y necesitan secuestrar PIP, lo que
conlleva a un aumento transitorio de la curvatura de la membrana durante la fusion
(Melia y col., 2006). James y colaboradores sugieren dos mecanismo mediante los
cuales el PIP, regula la fusion de membrana (James y col., 2008). Uno de los
mecanismos es inhibitorio PIP, debido a la curvatura intrinseca del PIP,. Por otro lado,
el PIP, facilita la fusién regulando proteinas que unen PIP, como las CAPS, la
sinaptotagmina o la rabfilina, las cuales poseen propiedades adicionales que promueven

la funcion de las SNARE en la fusion (James y col., 2008). El fosfatidilinositol 4,5-
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bifosfato también es un donador de IPs3, el cual modula la sinapsis por regular los
niveles de Ca™ en la célula (Wenk y col., 2004). El IP; es una molécula soluble que
difunde por el citoplasma, hasta para unirse a receptores especificos del reticulo
endoplasmatico, disparando asi la entrada de Ca* en el citosol (Bootman y col., 2001).
El calcio se une a proteinas como la sinaptotagmina (Chapman, 2002), las complexinas
(Reim y col., 2001) y la PKC (Wakelam, 1998), inicidndose el proceso de fusion.

El DAG también contribuye directamente en el proceso de fusion debido a su
elevada curvatura negativa (Churchward y col., 2008). El DAG se produce cuando la
PLC rompe el PIP; en IP3 y DAG (Poccia & Larijani, 2009). El DAG tiene al menos
seis tipos de proteinas diana diferentes, una de las cuales pertenece a al familia de las
PKC. La PKC es activada por DAG mediante union a su dominio C1, o directamente
por Ca™ (Brose & Rosenmund, 2002; Wakelam, 1998), y se ha demostrado que
potencia la transmision sinaptica (Francis y col., 2002). Durante la despolarizacion, la
PCK réapidamente fosforila a Munc-18-1 (Burgoyne y col., 2009; Craig y col., 2003),
cambiando su afinidad por sintaxina (Barclay y col., 2003), y convirtiendo a Munc-18-1
en una diana muy importante para la potenciacion de la sinapsis dependiente de PKC
(Wierda y col., 2007). La proteina Munc-13 contiene un dominio C1 y su papel en el
anclaje de vesiculas sinapticas es muy importante. Una mutacion en el dominio C1 de
Munc-13 hace que pierda su capacidad de unirse a DAG, e insensible a los ésteres de
forbol (que estimulan el priming), induciendo un defecto en el aumento de la
neurotransmision (Rhee y col., 2002).

El colesterol también juega un papel muy importante en la dinamica del poro de
fusion. Se cree que el colesterol regula la persistencia del poro de fusion semiestable,
como se ha demostrado en estudios de vesicula unica en vesicula peptidérgica de la
pituitaria (Jorgacevski, 2010). El colesterol localizado en la cara citosolica de la
membrana es el que facilita la estabilizacion del poro de fusion, y no el situado en la
cara externa de la membrana (Wang y col., 2010). Wang y colaboradores indican todas
estas propiedades del colesterol, la viscosidad/rigidez que hace tener a una monocapa
lipidica, su curvatura negativa y su capacidad de modular proteinas del ciclo de la
fusién, contribuyen a este hecho (efecto). Este mecanismo genera un microambiente de
estructura anisotropa requerido para que exista una elevada curvatura negativa en las
zonas activas (Jorgacevski y col., 2010). Este conjunto de propiedades le hacen capaz de
formar la estrecha cintura del poro de fusion de una forma energéticamente favorable.

Por lo tanto, la retirada del colesterol de la cara citoplasmatica del poro de fusion
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disminuye totalmente la probabilidad de una fusion exitosa. El colesterol también ha
sido implicado en la enfermedad de Nieman—Pick tipo C1 (NPC1), que se caracteriza
por la pérdida de la funcion de la proteina NPC1 (Wasser y col., 2007). La enfermedad
causa la pérdida progresiva de neuronas y la acumulacion de colesterol no esterificado
en la via endocitica. En neuronas, la deficiencia en NPCI1 resulta en la disminucion de
colesterol en axones distantes debido al deficiente trafico de colesterol. De hecho,
ratones que padecen la enfermedad NCP1 de forma natural son un modelo excelente
para el estudio de la alteracion de la homeostasis del colesterol y su impacto en la
neurotransmision.

En las ultimas dos décadas los experimentos llevados a cabo en el campo de la
fusion indican claramente que los lipidos son biomoléculas con una amplia gama de
funciones, no una simple barrera que permite a las células mantener un medio interno
adecuado para sus funciones. Los lipidos juegan un papel muy importante en el trafico
de vesiculas, en la sefalizacion, y tanto en la localizacion de proteinas como en su
funcion (Rohrbough & Broadie, 2005; Donaldson, 2009; Wickner, 2010; Lippincott-
Schwartz & Phair 2010). Las células han desarrollado un mecanismo complejo y
fascinante mediante el cual lipidos y proteinas se regulan mutuamente, por lo que es la
interaccion entre lipidos y proteinas lo que permite una fusion eficiente, oportuna y
precisa de dos bicapas opuestas (Jackson & Chapman, 2006). De todo lo expuesto se
concluye que los lipidos regulan la fusion en cuatro fases:

1. Influyen en la probabilidad de que dos membranas
fusionen seglin su composicion lipidica.

2. Reclutan proteinas implicadas en la fusion.

3. Desempefian un papel clave en el reclutamiento de
proteinas implicadas en la fusion.

4. Regulan directamente proteinas implicadas en la fusion

afectando a su conformacion.
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2. Lipidos seiial.

2.1. Acidos grasos poliinsaturados.

Para que en el cerebro se den las estructuras y funciones correctas el balance
entre los acidos grasos omega-3 y omega-6 debe ser el adecuado (Lands, 1989). La
proporcion de 4cido docohexanoico (DHA) y 4&cido araquidonico (AA) en los
fosfolipidos de las membranas neuronales varia entre las distintas subclases de
fosfolipidos. E1 DHA es abundante en las membranas sinapticas, mientras que el AA se
distribuye mas uniformemente en la materia gris y en la sustancia blanca entre los
distintos tipos de células del cerebro.

La PLA; es la responsable de la liberacion de DHA y de AA de los fosfolipidos
(Figura 8), si bien el DHA es preferentemente liberado por la accion de la iPLA, (PLA,
intracelular no sensible a Ca™®) mientras que el AA es liberado principalmente por la
cPLA, (PLA, citoplasmatica sensible a Ca™) (Yang y col., 1999; Rao y col., 2008;
Strokin y col., 2003). Probablemente ambas enzimas se encuentren reguladas por
mecanismos diferentes, ejerciendo funciones opuestas (Contreras & Rapoport, 2002).

Ninguno de estos acidos grasos pueden ser sintetizados de novo en células de
mamifero, y sus precursores deben ser aportados en la dieta. El 4cido a-linolénico es el
precursor del DHA, mientras que el acido linoleico es el precursor del AA. Para que en
el cerebro se den de forma adecuada fendmenos como la apoptosis, el crecimiento de
neuritas, la excitabilidad de las membranas, la formacion de prostaglandinas, la
desaturacion y elongacion de acidos grasos, y la fluidez y flexibilidad de la membrana
es imprescindible la existencia de una adecuada concentracion de DHA y AA, asi como
de una adecuada interaccion entre los dcidos grasos omega-3 y omega-6 (Contreras &
Rapoport, 2002; Rapoport, 2003; Yamashima, 2008; Simopoulos & Artemis, 2009).

El AA es un acido graso poliinsaturado mayoritario en las membranas celulares,
representa el 20% de los acidos grasos de los fosfolipidos en el cerebro (Lapillonne y
col.,, 2002). Regula actividades enzimaticas como la proteinquinasa A, proteinquinasa
C, NADPH oxidasa, acetilcolina transferasa y caspasa 3. Ademas modula canales
ionicos, la liberacion de neurotransmisores, la inducciéon de la potenciacion a largo
plazo (long-term potentiation), y la diferenciacion de células neuronales. Ademas, el
AA debe actuar como un facilitador retrogrado, neuromodulador, en la sinapsis

glutamatérgica (Katsuki & Okuda, 1995). Por otro lado, del acido araquidonico derivan
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los endocanabinoides, neuromoduladores de la sinapsis en el cerebro por excelencia
(Yates & Barker, 2009). Acciones del AA:

e Modula la liberacion de acetilcolina en hipocampo de rata (Almeida y col.,
1999).

e A niveles bajos estda implicado en el mantenimiento de la integridad de las
membranas neuronales, determinando la fluidez, y por lo tanto regulando la
transmision neuronal (Farooqui y col., 1997).

e En el nacleo interacciona con promotores, potenciadores, supresores, etc. Para
modular la expresion de genes de una forma muy especifica, funciéon que no
comparte con los eicosanoides y otros acidos grasos (Farooqui y col., 1997).

La estimulacion de isoformas de la PLA,, y la consecuente liberacion de AA,
ocurre en traumas neuronales agudos (isquemia, traumas en la espina dorsal,
traumatismo craneoencefalico), y en enfermedades neurodegenativas como el
Alzheimer y el Parkinson (Farooqui y col., 2002). En estos desérdenes neuroldgicos,
elevadas concentraciones de AA producen una variedad de efectos nocivos en la
estructura y funcion celulares. Elevadas concentraciones de AA producen acidosis
intracelular y desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, lo que desemboca en una
disfunciéon mitocondrial (Schapira, 1996). La permeabilidad de la membrana
mitocondrial cambia, asi como la de la membrana plasmatica por regulacion de canales
16nicos. El AA activa al factor nuclear kB (NF-kB) y disminuye la viabilidad neuronal
(Toborek y col., 1999).

La acumulacion de acidos grasos libres puede disparar una cascada de AA
incontrolada. Esto implica un aumento en la produccion de ROS. Las ROS a bajos
niveles actiian como intermediarios en sefializacion, regulando funciones fundamentales
en la actividad celular, como el crecimiento y la respuesta de adaptacion. Sin embargo,
altos niveles de ROS producen dafio en la membrana celular, asi como de proteinas y
del ADN (Phillis y col., 2006; Farooqui y col., 2002). Ademés las ROS modulan la
expresion de citoquinas en el nucleo. Estas citoquinas no estimulan Unicamente
isoformas de la PLA;, sino que modulan su expresion en astrositos (Farooqui y col.,
2002; Lin y col., 2004).

Por lo tanto, una entrada incontrolada y sostenida de Ca®", disparada por el
aumento de la degradacion de glicerofosfolipidos, puede aumentar la permeabilidad de

la membrana y estimular enzimas asociadas con la lipdlisis, protedlisis, disgregacion de
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microtubulos con la consecuente disrupcion del citoesqueleto y de la estructura de la
membrana (Farooqui y col., 1994).

Las cicloxigenasas (COX) y las lipoxigenasas (LOX) sintetizan eicosaniodes
(prostaglandinas, leucotriénos y tromboxanos) a partir del AA. Los eicosanoides actiian
mediante receptores especificos de superficie o intracelulares, modulando vias de
transduccion, y transcripcion de genes. Algunas prostaglandinas tienen un papel muy
importante en la actividad neuronal, modulando la liberacion de hormonas y
neurotransmisores, mientras otras regulan la funcion circulatoria. (Tromboxano A, es
un potente vasoconstrictor, produce vasoespasmos. La prostaglandina PGI2 tiene el
efecto opuesto) (Phillis y col., 2006).

La generacion y acumulacion de eicosanoides bajo condiciones patologicas esta
asociada con la modulacion de la circulacion cerebrovascular. Una produccion activa de
eicosanoides por células del torrente sanguineo, como las plaquetas y los leucocitos,
puede contribuir al inicio de alteraciones en la microcirculacion, y por ultimo en una
disfuncion del SNC (Phillis y col., 2006). Elevados niveles de prostaglandinas tienen
efectos degenerativos en cultivos celulares de neuroblastoma murino. In vivo, las
prostaglandinas estan implicadas en la regulacion de las citoquinas y el mantenimiento

de la cascada inflamatoria (Phillis y col., 2006; Farooqui y col., 2007).
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Otro acido graso de vital importancia para el correcto funcionamiento celular el
acido docohexanoico (DHA). El DHA representa alrededor del 30% de los é4cidos
grasos que forman parte de los fosfolipidos en el cerebro (Contreras y col., 2000).
Numerosas evidencias apuntan a que el DHA, al igual que el AA, es una molécula sefial
(Rosa & Rapaport, 2009).

El DHA esta asociado con la memoria y la visioén (Carlson & Werkman, 1996;
Birch y col., 2000), y previene de dafios por isquemia cerebral (Tsukada y col., 2000).
Ademas, el DHA promueve el crecimiento de neuritas en neuronas corticales y de
hipocampo, asi como en células PC12 (Calderon & Kim, 2004; Cao y col., 2005;
Kawakita y col., 2006).

La accion de enzimas del tipo LOX sobre el DHA produce 10, 17 S-
docosatrienos 'y 17 S-resolvinas. Estos segundos mensajeros se denominan
docosanoides. No so6lo antagonizan los efectos de los eicosanoides, sino que ademas
modulan el trafico leucocitario, asi como inhiben la expresion de citoquinas por las
células gliales. Los receptores especificos de estos metabolitos se encuentran tanto en
tejido neuronal como no neuronal. Ejemplos de estos receptores incluyen el receptor de
la resolvina D (resoDR1), el receptor de la resolvina E (resoER1), y el receptor de la
neuroprotectina D (NPDR) (Hong y col., 2003; Marcheselli y col., 2003; Serhan y col.,
2004). Se ha propuesto que la generacion de los docosanoides puede implicar un
mecanismo protector interno, que previene del dafio cerebral producido por la muerte
celular programada (Serhan, 2005; Bazan, 2005).

El DHA no puede ser sintetizado por las neuronas, el endotelio cerebrovascular
y los astrocitos son los encargados de proporcionar a las neuronas un suministro
adecuado de este 4cido graso (Moore y col., 2001). La liberacion de DHA debe alcanzar
una concentracion adecuada para actuar como un mensajero extracelular (Moore y col.,
1993; Kim y col., 1999), asi como debe sustentar la supervivencia celular aumentando
los niveles de fosfatidilserina en la membrana plasmatica (Kim y col., 2000). Al parecer
el DHA probablemente se vea acumulado en las membranas neuronales, ya que este
acido graso es resistente a la PLA; neuronales (Kim col., 1999). Por otro lado, se ha
descrito en hipocampo de rata que una dieta pobre en acidos grasos omega-3 conduce a
una disminucion de complejos SNARE ensamblados (Pongrac y col., 2007). Ademas, se
ha postulado que el DHA potencia la fusion actuando directamente sobre el proceso de

la exocitosis (Mathieu y col., 2010).
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2.2. La ceramida y sus metabolitos.

Las ceramidas son componentes minoritarios de las membranas neuronales. Sin
embargo participan en una gran variedad de funciones celulares: proliferacion,
diferenciacion, detencion del crecimiento (growth arrest), inflamacion y apoptosis (Yu
y col., 2000; Hannun & Obeid, 2002; El Alwani y col.,, 2006). Ademas, estan
implicadas en la senescencia celular, la respuesta al estrés oxidativo y la sefalizacion
mediada por 6xido nitrico (Mathias y col., 1998). La generacion de ceramida endégena
se encuentra regulada por varios agonistas como: el factor de necrosis tumoral TNF-a,
la proteina CD95 (APO-1/Fas), ionizacion y radiacion UV, asi como por medicamentos
empleados en quimioterapia. Entre las dianas de la ceramida se encuentran quinasas,
fosfatasas, fosfolipasas, COXs, proteasas y varios factores de transcripcion, como AP1,
NF-kB, IL-6 (Ohanian & Ohanian, 2001).

La ceramida puede generarse y acumularse in vitro mediante el tratamiento con
un analogo de cadena corta, esfingomielinasa (SMase) bacteriana, o ser inducida por
estrés (retirada de un factor de crecimiento). La adicion de ceramida produce una gran
variedad de efectos en las neuronas. Sin embargo, las neuronas generalmente son menos
sensibles al tratamiento con ceramida que las células gliales, dependiendo la respuesta
de la concentracion de ceramida. Una concentracion baja de C6-ceramida hace que
neuronas de hipocampo de rata sobrevivan, mientras que una concentracion elevada
promueve la apoptosis. Este hecho determina la importancia de la concentraciéon de
ceramida a la hora de deliberar supervivencia o muerte neuronal (Luberto y col., 2002).

La ceramida a bajas concentraciones promueve el crecimiento y la
diferenciacion de neuritas en una gran variedad de lineas neuronales y cultivos
primarios (Barrett, 2000). El mecanismo molecular de este proceso se desconoce. Pero
se ha observado que la ceramida actua por debajo del mecanismo de activacion de los
receptores p75™ '~ (“low-affinity NGF receptor”), p55 y del receptor de TNF-o, y
facilita la supervivencia asi como la muerte celular programada (Barrett, 2000;
Mamidipudi & Wooten, 2002; Song & Posse de Chaves, 2003; Arévalo & Wu, 2006;

NTR
no modula

Adam-Klages y col., 1998). El efecto de la ceramida sobre el p75
unicamente el crecimiento axonal, sino que promueve la mielinizacion (Cosgaya y col.,
2002; Roux & Barker, 2002). NGF produce una rapida liberacion de glutamato y un

NTR

incremento del Ca*" en neuronas del cerebelo, mediante el receptor p75™ ' ~. El aumento

del Ca™"y la liberacion de glutamato sugieren que la ceramida producida por SMase
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modula el aumento de Ca*" y la elevacién de la liberacion de glutamato (Numakawa y
col., 2003; Yagasaki y col., 2006).

La ceramida disminuye la fosforilacion de fosfoproteinas mediante la
estimulaciéon de la CAPP (“ceramide-actived protein phosphatase”). En cultivos no
neuronales la ceramida suprime la activacion inducida por la insulina de la proteina-
quinasa C{ asociada a membrana (Miura y col., 2003), lo que indica que la ceramida
regula la fosforilacion de proteinas implicadas en procesos de transduccion de sefiales.
En células microgliales la C8-ceramida potencia la secrecion de BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), sin inducir la liberacion de TNF-a, IL-1B y NO (Nakajima y col.,
2002). La secrecion de BDNF promovida por la ceramida es mediada por la protein-
quinasa Co (PKC9) 6 €, pero no por quinasas reguladas de forma extracelular (ERK), c-
Jun n-terminal quinasa (JNK), p38, NFkB, o CREB (CAMP response element-binding
transcription factor). Para finalizar, la ceramida se une y activa la catepsina D
lisosomal, tralocando esta proteasa al citosol, donde promueve la apoptosis activando la
caspasa 3 (De Stefanis y col., 2002).

Elevadas concentraciones de ceramida son necesarias para producir la
globulacion de la membrana y otros cambios morfologicos asociados con la apoptosis.
A elevadas concentraciones activa la caspasa 3, y la proteasa responsable de romper la
poliADP-ribosa polimerasa. La activacion de caspasa 3 resulta en muerte celular
programada en varios tipos de cultivos neuronales y gliales. Esta enzima hidroliza un
gran numero de proteinas implicadas en la transduccion de sefiales, asi como proteinas
implicadas en el metabolismo de los glicerofosfolipidos como PKC, cPLA,, iPLA, y
PLC. También hidroliza proteinas del citoesqueleto como la a-espectrina, B-espectrina,
actina y vimentina, miembros de la familia Bcl2, las presilinas, el precursor amiloide y
enzimas que modulan el ADN (Farooqui y col., 2004b). La degradacion de estas
proteinas resulta en una transduccioén de sefiales anormal y cambios morfologicos que
desencadenan apoptosis.

La ceramida 1P media la liberaciéon de AA inducida por ionéforo de Ca*" e IL-
1B, mediante la translocacion y activacion de la cPLA; (Pettus y col., 2004a). De hecho,
la ceramida 1P produce una activacion tan dramatica (>15 veces) como especifica de la
cPLA2-a. Con la excepcion de PtdIns 4,5-bifosfato, la adicion de otro lipido no tiene un
efecto significativo en la cPLA-a (Subramanian y col., 2005). El efecto de la ceramida
1P sobre la cPLA, se produce mediante la interaccion con el dominio CaLB/C2 de la

J .y . .y . 2+ .
cPLA,, lo que facilita su traslocacion. Esta interaccion requiere Ca™, en ausencia de
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Ca’" la ceramida 1P no puede activar la cPLA, (Pettus y col., 2003, 2004a;
Subramanian y col., 2005).

La esfingosina inhibe la PKC, la quinasa dependiente de Ca®/calmodulina, la
Na'/K" ATPasa, la CTP (fosfocolina citidiltrasnferasa) y la PLC. Mientras que estimula
la tirosina-quinasa del receptor de EGF. La esfingomielina también regula la activacion
de PLA,, PLD, PtdH fosfohidrolasa y DAG-quinasa (Hashizume y col., 1996, 1997).
Ademas, la esfingosina 1P media su accion a través de una familia de proteinas G
asociadas a receptores de esfingosina 1P. La esfingosina 1P promueve la activacion de
COX (Pettus y col., 2004b). La ceramida 1P induce la translocacion de PLA; a la
membrana nuclear. Por lo que la esfingosina 1P y la ceramida 1P deben actuar en
cooperacion para regular la produccion de eicosanioides a partir de AA. La activacion
de receptores de esfingosina 1P regula funciones como la proliferacién, migracion,
organizacion del citoesqueleto, inflamacion y diferenciacion (Pyne, 2004; Pettus y col.,
2004b).

Por todo lo expuesto se sugiere que los metabolitos derivados del metabolismo
de los esfingolipidos, junto con sus formas fosforiladas, estan implicados en procesos de
sefializacion asociados con el trafico de membranas, crecimiento celular, apoptosis, y la

habilidad neuronal de afrontar un estrés oxidativo.

2.2. Lipidos seifial y exocitosis.

2.2.1. Las fosfolipasas A,, C y D en la exocitosis regulada.

Se sabe que muchos fendmenos de la fusion son desencadenados por
productos derivados de la accioén de fosfolipasas, como el AA y el DAG (Darios y
col., 2007). Sin embargo, la principal funcion de las fosfolipasas no es el
desencadenamiento per se de la exocitosis, sino su regulacion debido a la lentitud de
la catalisis enzimatica (Coorssen, 1996). Como ya se ha explicado, las PLA, rompen
los fosfolipidos para generar lisofosfolipidos y acidos grasos libres, como el 4cido
araquidonico (AA), que juega un papel muy importante en la inflamacion (Balsinde y
col., 2002).

Se ha demostrado que la PLA; actlia sobre la maquinaria de anclaje para la
fusiéon mediante la produccion da AA (Karli y col., 1990). El AA actia sobre el

complejo sintaxina-1-Munc-18, pero estimulando unicamente a la sintaxina libre
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causandole un cambio estructural, y no disociando el complejo sintaxina-1-Munc-18
como se creia anteriormente (Connell y col., 2007; Rickman & Davletov, 2005).

La fosfolipasa C (PLC) rompe el PIP2 dejando en la membrane DAG, que es
necesario para la activacion de PKC y Munc-13. Tanto la PKC como Munc-13 son
reguladores positivos de la fusion (Rhee y col., 2002).

La fosfolipasa D (PLD) también estda implicada en estados tardios de la
exocitosis (Humeau y col., 2001). La fosfatidilcolina es hidrolizada a colina y acido
fosfatidico (PA). Se piensa que el PA acttia sobre varias funciones celulares incluyendo
el trafico de membranas, incluso como segundo mensajero intracelular, asi como
promoviendo la curvatura negativa debido a su forma cénica y por lo tanto la fusion
(Vitale y col., 2001). Ademas, el PA puede ser hidrolizado a DAG (Darios y col., 2007).
Recientemente se ha descrito que la activacion de PLD y produccion de PA son claves
para la exocitosis. Si se hace knockdown con ARN yuisentido para PLD la exocitosis se
inhibe, esta inhibicion se revierte proporcionando lipidos que promuevan la curvatura
positiva en la membrana externa (Zeniou-Meyer y col., 2007). Esto sugiere que el
mecanismo subyacente de la accion de PA estd relacionado con su capacidad de alterar
localmente la curvatura de la membrana promoviendo el estado de hemifusion (Zeniou-
Meyer y col., 2007). Sin embargo, ain se ha de determinar como el mecanismo por el

que la produccion de PA coincide en el espacio y en el tiempo con el inicio de la fusion.

2.2.2. Acidos grasos poliinsaturados (PUFAs).

Hace décadas que se sabe que los acidos grasos poliinsaturados, y las
fosfolipasas que los liberan, tienen un papel crucial en la exocitosis (Darios y col.,
2007). En particular hay dos tipos de PUFAs esenciales para la fusion de membrana, los
omega-6 (arquidonico) y los omega-3 (docohexanoico) (Darios & Davletov, 2006).
Ademas de modular canales i6nicos y el citoesqueleto, los PUFAs actian sobre
proteinas esenciales para la fusion, las sintaxinas. Los PUFAs son los mayores
componentes de las membranas celulares (Svennerholm, 1968), y poseen propiedades
biofisicas como la flexibilidad y la solubilidad, lo que promueva la fluidez en la
membrana (Darios y col., 2007). Mutaciones en enzimas relacionadas con los PUFAs
producen retraso mental y deficiencia en funciones cerebrales (Wainwright y col.,
2002). Sin embargo, hasta hace poco se sabia muy poco del mecanismo de accion de los

PUFAs. Un grupo ha propuesto que los acidos grasos omega-3 y omega-6 actiian sobre
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la sintaxina cambiando su conformacion (Darios & Davletov, 2006), permitiendo la
formacion del complejo Munc-18-sintaxina-SNAP-25 y por lo tanto la formaciéon del

complejo SNARE (Connell y col., 2007; Darios & Davletov, 2006) (Figura 9).
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Figura 9. Accion de los acidos grasos poliinsaturados sobre sintaxina. La
conformacién cerrada de la sintaxina es una diana para los acidos graso poliinsaturados
(PUFAs). Los PUFAs pueden inducir un cambio conformacional que conduce a la
sintaxina a su conformacion abierta, permitiendole que interacciones con SNAP25. En
esta interaccion SNAP25 adquiere la estructura de a-hélice. Entonces se produce la
subsecuente interaccion del heterodimero sintaxina/SNAP25 con la proteina vesicular
sinaptobrevina, formandose efil complejo SNARE ternario que promueve la fusion de la
vesicula con la membrana plasmatica (Darios y col. 2007).

2.2.3. Lipasa RBO.

El gen rbo codifica una enzima lipolitica integral de membrana que tiene un
papel esencial en la sefalizacion de PIP,/DAG dependiente de PLC (Huang y col.,
2006). Las neuronas sensoriales y centrales, asi como las uniones neuromusculares son
muy ricas en la proteina RBO (Huang y col., 2004). En mutantes de Drosophila con rbo
sensible a la temperatura (rboys), la exocitosis parece estar bloqueada poco antes de la
fusion, con la consecuente acumulacion de vesiculas presindpticas en la zona activa.
Esto indica que la proteina RBO ejerce su funcion después de la fase de atraque
(dockig) (Vijayakrishnan & Broadie, 2006), como por ejemplo estabilizando el poro de
fusién en su configuracioén estrecha, impidiendo asi la liberacion de neurotransmisor
(Jorgacevski y col., 2010). RBO contiene un dominio lipolitico muy conservado que
recuerda al dominio transmembrana de la DAG lipasa (Bisogno y col., 2003), implicada
en la regulacion de los niveles de DAG (Huang y col., 2004) y en la liberacion de AA al
citosol. El modelo actual sitia a la proteina RBO dentro del mecanismo de los lipidos
sefial de la membrana presinaptica, situdndola como esencial para el anclaje y fusion
(priming/fusion) durante 6 después de la activacion de PLC. Se cree que RBO debe ser

importante para la produccion de DAG y la regulacion local de PIP,. De modo que si

36



Introduccion

RBO es bloqueada se produciran concentraciones elevadas de PIP,, lo que regulara de
forma negativa los canales de Ca™, por lo que se bloqueara la entrada de Ca™ y las
vesiculas quedaran retenidas en la fase de atraque (docking) (Vijayakrishnan & Broadie,
2006). Recientemente se ha demostrado que RBO es necesaria para la endocitosis
constitutiva y/o total tanto células neuronales como no neuronales (Vijayakrishnan y

col., 2009).

2.2.4. Ceramida y sus metabolitos.

La ceramida, un esfingolipido de membrana, no puede transferirse de forma
expontanea entre las bicapas lipidicas (Simon y col., 1999). La ceramida tiene tendencia
a agregarse en microdominios (lipid rafts), en asociacion con otros esfingolipidos y
colesterol (Venkataraman & Futerman, 2000; Massey, 2001). Siempre se ha creido que
la ceramida actuaba como segundo mensajero. Sin embargo, se sabe que mas bien actia
modificando interacciones intermoleculares entre lipid rafts, unificando los rafts,
produciendo curvatura de membrana y la sefalizacion/fusion (signalling) (Van
Blitterswijk y col., 2003). Ademas, debido a tener un grupo hidroxilo de cabeza
pequeino y forma conica, la ceramida facilita la fusion y fision de membrana induciendo
curvatura negativa (Van Blitterswijk y col., 2003).

La ceramidasa (CDase) es una enzima reguladora central del metabolismo de
esfingolipidos, y corta la ceramida para producir el segundo mensajero movil
esfingosina (Rohrbough y col., 2004). La ceramida se encuentra tanto en la membrane
plasmatica como en las vesiculas, y se concentra en lipid rafts (Van Blitterswijk y col.,
2003), donde interactia con proteinas asociadas a lipid rafts (Brown & London, 2000),
modulando asi el trafico de membranas (Van Blitterswijk y col., 2003). Una alteracién
en la actividad CDase conduce a una alteracion de la distribucion del colesterol y los
esfingolipidos (Pagano y col., 2000), asi como de las proteinas asociadas a lipid rafts
(Watanabe y col., 2002), destruyéndose los lugares donde se produce la fusion y la
fision. Los lipid rafts y los dominios raft-like actualmente son considerados estructuras
preformadas en la membrana esenciales para la maquinaria de exocitosis vesicular
(Chamberlain y col., 2001; Lang y col., 2001), su disrupciéon conduce a un mal
funcionamiento del anclaje y fusiéon de las vesiculas sindpticas (Rohrbough y col.,
2004). Por otro lado, los esfingolipidos estan implicados tanto en la regulacion del

numero de vesiculas sinapticas como en su distribucioén. En teminales neuronales con la
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CDase mutada, el conjunto (pool) de vesiculas endocitadas y exocitadas se ve reducido
un 30%, acompafiado del hecho de que hay un aumento de anclaje (tethered) en la
membrana plasmatica (Rohrbough y col.,, 2004). Sin embargo, la funciéon mas
importante de la CDase en el trafico de membranas es su capacidad de producir

esfingosina.

~ VESICULA Esfingosina

Sinaptobrevina

inactiva - Sinaptobrevina >
— activa a———

Complejo SNARE
ternario

h = Heterodimero
Crrmrmmme? Sinlaxina-SNAP25

] SRR e

MEMBRANA PLASMATICA

Figura 10. Activacion de la sinaptobrevina por esfingosina, y la consecuente
formacion del complejo cuaternario SNARE. Esquema en el que se muestra como la
esfingosina media la relajacion de la estructura de sinaptobrevina unida a la membrana
vesicular, un paso necesariopara que se de la interaccion con el heterodimero
aintaxina/SNAP25. El complejo ternario SNARE formado conduce a la fusion de la
vesicula con la membrana plasmadtica (Darios y col., 2009).

La esfingosina es la estructura central de los esfingolipidos (Lahiri & Futerman,
2007). La esfingosina, una vez liberada de los esfingolipidos por la accion de la
ceramidasa, participa en numerosas funciones celulares, entre las cuales estan la
inhibicion de canales de Ca™ dependientes de voltaje (Simon y col., 1999), la
modulacion de la excitabilidad y/o la liberacion de transmisores en el sistema nervioso
(Colombaioni & Garcia-Gil, 2004), y el control de la apoptosis (Cuvillier, 2002) entre
otros. Recientemente se ha descubierto que la esfingosina facilita el ensamblaje del
complejo SNARE (Darios y col., 2009) (Figura 10), y regula la interaccién de sintaxina
con Munc-18-1 (Camoletto y col., 2009), por ello es el lipido mas importante en la
regulacion del ciclo de las vesiculas sindpticas. Empleando la técnica de capacitancia, se
estudié como la esfingosina puede activar la exocitosis desde la cara citoplasmatica. Los
resultados fueron sorprendentes, mostrando que la esfingosina 10 pM aumenta dos
veces la capacitancia de la membrana (Neher & Marty, 1982), y aumenta la capacitancia
casi tres veces cuando se emplea a 50 pM (Darios y col., 2009). Como a pesar de estos
resultados el mecanismo de la esfingosina aiin no est4 claro, se ensayo el efecto de la

adicion de esfingosina a ratones knockout para sinaptobrevina-2. Las neuronas de
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ratones homozigoéticos knockout para sinaptobrevina-2 (Syb2..) tratadas con
esfingosina, no presentaron un aumento significativo en respuesta a un medio
hiperténico en sacarosa en comparacion con neuronas no tratadas. Sin embargo,
neuronas (Syb2,,.) tratadas con esfingosina presentaron una respuesta dos veces mayor
a un medio hipertonico para sacarosa, esto indicaba que la sinaptobrevina era una diana
muy importante de esfingosina (Darios y col., 2009). De hecho, era como si la
esfingosina activara la sinaptobrevina liberando su extremo citoplamatico de los
fosfolipidos de membrana, permitiendo asi la formacion del complejo SNARE y

promoviendo la exocitosis (Darios y col., 2009).
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Obijetivos

Esta tesis doctoral pretende determinar los mecanismos moleculares y las etapas del
procesor secretor afectadas por la accion de los lipidos sefial, en el modelo de las células
cromafines bovinas en cultivo primario. Para este prop6sito, nos hemos planteado los

siguientes objetivos:

1. Determinar la posible coincidencia espacial entre la maquinaria
secretora y las balsas lipidicas de la membrana plasmatica.

2. Investigar si los lipidos sefial adicionados de forma exdgena
colocalizan con las proteinas SNARE, que forman parches en la membrana
plasmatica.

3. Estudiar si otros aspectos funcionales de tales parches, como la
movilidad, se ven afectados por los lipidos sefial.

4. Determinar si los lipidos sefial afectan en algin modo sobre la
movilidad de las vesiculas que se encuentran en la membrana plasmaética.

) Investigar a nivel de vesicula Unica, mediante métodos dpticos y
amperometria, si la cinética de fusién se ve influenciada por los lipidos sefial.

6. Estudiar si el andlogo estructural de la esfingosina, el FTY720, un
medicamento aprobado para el tratamiento de la esclerosis multiple, mimetiza la
accion de los lipidos sefial sobre la maquinaria secretora, y las etapas del proceso de

fusion vesicular.
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Materiales y Métodos

1. Preparaciones celulares.

1.1. Aislamiento y cultivo de células cromafines bovinas.

Las células cromafines bovinas fueron aisladas mediante disociacion tisular con

colagenasa (Greenberg y Zinder, 1982).

1.1.1. Obtencion y preparacion del tejido.

Las glandulas adrenales bovinas fueron obtenidas del matadero municipal de
Orihuela (Matadero Orihuela S.A., poligono industrial Puente Alto s/n, Orihuela,
Alicante) de terneras recién sacrificadas. Para su transporte, se sumergieron en un bote
esterilizado con medio Locke sin Ca*" ni Mg*" frio (NaHCO; 3'6 mM , glucosa 5°6
mM, 4-(2-hidroxietil) 1-piperazina-etanosulfonico (HEPES) 5 mM (Sigma, Madrid,
Espana), KCl 5’58 mM, en NaCl 154 mM, de pH 7°4).

Todo el procedimiento de aislamiento de las células cromafines bovinas se
realizd en una campana de flujo laminar BV-30/70 (Telstar, Barcelona, Espafia).
Primero, se extirpd el tejido adiposo con la ayuda de unas pinzas y tijeras curvas
esterilizadas. Posteriormente, se perfundio la glandula con 5 ml de medio Locke a
temperatura ambiente a través de la vena adrenal con la finalidad de eliminar los

eritrocitos y verificar la integridad de la misma.

1.1.2. Digestion de la médula con colagenasa.

Una vez finalizada la etapa de lavado, se digerié la médula con colagenasa tipo
A al 0’25 % (Roche Diagnostic, Barcelona, Espafia), ADNasa I al 0°01% (Sigma,
Madrid, Espafa) en tampon Locke con albumina sérica bovina (BSA) al 0’5 % (Sigma,
Madrid, Espafa). Esta solucion se inyect6 en volumenes de 5 ml por glandula durante
15 minutos a 37°C. Este proceso se repitid 3 veces procurando un buen acceso de la

solucion de colagenasa a la glandula.
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1.1.3. Dispersion mecanica de la medula.

Finalizada la digestion con colagenasa se disecciond la gldndula en dos
fragmentos para tener acceso a la médula adrenal. A continuacion, se separd la médula
de la corteza adrenal con la ayuda de un bisturi y se retiraron los posibles restos de
corteza de la médula con la ayuda de unas pinzas. Posteriormente, se disgregd la médula
con ayuda de unas tijeras. Por tltimo, se realiz6 una dispersion mecanica con la ayuda
de una pipeta de 10 ml para obtener un batido celular homogéneo. Este batido se
disolvio en Locke (100 ml por glandula) y se filtré por un tamiz de 217 pm de tamafio
del poro, y luego por otro de 82 um. Posteriormente, se centrifug6 el filtrado en tubos
conicos de 50 ml (Corning Incorporated, NY, E.E.U.U.) a 850 r.p.m (100xg) (Beckman

Coulter, CA, E.E.U.U.) durante 10 minutos para eliminar la colagenasa.

1.1.4. Gradiente de Percoll.

Una vez eliminada la colagenasa, se aislaron las células cromafines del resto de
tipos celulares con la ayuda de una centrifugacion en un gradiente continuo de Percoll
(Amersham International) que fue obtenido a partir de la mezcla del batido celular,
resuspendido en 21 ml de Locke, con una solucion de Percoll estéril en tampon Locke
(19 ml de Percoll y 2 ml de Locke 10x). Para la centrifugacion se utilizé el rotor JA2S5-
50, previamente calentado a 37°C, y se centrifugé (Beckman Coulter) a 13.200 r.p.m
(20.000xg) durante 22 minutos a 37°C.

1.1.5. Recuento celular.

Tras la centrifugacion aparecieron 3 bandas, una superior compuesta
mayoritariamente de restos celulares y grasa, una intermedia donde se encuentran las
células cromafines, y una inferior compuesta mayoritariamente por eritrocitos. Se
recuperd la banda intermedia donde se encuentran las células cromafines y se diluyo y
centrifugd en Locke a 850 r.p.m. (100xg) durante 10 minutos. Este proceso se realizod
dos veces para eliminar los posibles restos de Percoll. A continuacion, se resuspendio el
precipitado celular en 10 ml de medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
(Sigma, Madrid).
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Por ultimo, se realizo el recuento y estudio de la viabilidad celular por el método
de exclusion con azul de Tripan (Sigma, Madrid, Espafa), con la ayuda de una camara
de Neubauer y un microscopio de contraste de fases Zeiss ID03 (Carl Zeiss,

Oberkochen, Alemania) dotado de un objetivo 10x (N.A = 0.22).

1.1.7. Siembra de las células.

Una vez realizado el recuento celular, las células cromafines fueron diluidas,
dependiendo de la densidad de siembra, en un medio DMEM suplementado con un 10
% de suero fetal bovino (FBS) (BioWhitaker, Maryland, E.E.U.U.), 10 uM de Citosina
B-D-arabindsido (Sigma, Madrid) y de 5-fluoro-2’-deoxiuridina (Sigma, Madrid)
(inhibidores del crecimiento de fibroblastos), penicilina 50 Ul/ml y estreptomicina 25
pg/ml (Sigma, Madrid).

A continuacion, se sembraron en cristales circulares de 25 mm de diametro. Los
cristales, antes de ser depositados en placas costar (Corning Incorporated, NY,
E.E.U.U.) de 35 mm, se esterilizaron y trataron con poli-L-lisina (Sigma, Madrid)
durante 15 minutos, para mejorar la adhesion celular. La densidad de siembra fue de
750.000 células/placa para todos los experimentos. Las placas se conservaron en un
incubador Heraeus (Madrid, Espana) a 37 °C de temperatura y en una atmdsfera de CO2
al 5 %. Todos los experimentos se llevaron a cabo en las placas costar entre el segundo
y cuarto dia tras la siembra de las células. Para la visualizacion de las células mediante
microscopia confocal o microscopia de onda evanescente se colocaron los cristales en

una camara Attofluor® Cell Chamber (Invitrogen, Barcelona).

2. Microscopia confocal de células cromafines en cultivo.

2.1. Marcaje de balsas lipidicas en células cromafines bovinas.

Las balsas lipidicas se marcaron empleando dos marcadores genéricos distintos;
uno fué el Bodipy-TexasRed-ceramida (Sigma, Madrid, Espafia), que consiste en [3-
lactosil-ceramida unida a bodipy-TexasRed. El otro fué una variante fluorescente no
toxica de la proteina lisenina, la Venus-poliHis-Tag lisenina cedida amablemente por el
profesor Kobayashi (Riken Advence Science Institute, Japoén). En ambos casos el

marcaje de balsas lipidicas se realizé en células vivas, no fijadas.
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Para el marcaje de balsas lipidicas con Bodipy-TexasRed-ceramida, en primer
lugar las células vivas se lavaron con 1 ml de solucion basal a 4°C, que consistia en un
tampon Krebs/HEPES (K/H) con la siguiente composicion: KH,PO4 1°2 mM, KC1 4’7
mM, MgCl, 1’2 mM, CaCl, 2’5 mM, glucosa 11 mM, HEPES 15 mM, en NaCl 134
mM, de pH 7°4. A continuacién se incubaba con Bodipy-TexasRed-ceramida a una
concentracion final de 5 uM (10 pl de solucidn stock en DMSO 1 mM diluidos en 1 ml
de K/H basal) a 4°C durante 30 minutos. Tras lavar las células incubadas con medio de
cultivo (DMEM) sin suero, las células se incubaban a 37°C durante 2 horas en el mismo
medio. Transcurrido este tiempo las células se lavaban de nuevo con medio sin suero y
quedaban listas para estudiarlas en el microscopio confocal.

Para marcar las balsas lipidicas con Venus-lisenina, las células vivas se lavaban
con K/H basal y se incubaban en una camara himeda con 200 pl de lisenina 50 mg/ml
en medio basal durante 30 minutos. Trasncurrido este tiempo las células se lavaban tres

veces con solucion basal y se observaban en el microscopio confocal.

2.2. Visualizacion de lipidos sefial en la membrana plasmética de células
cromafines bovinas.

Se emplearon tres analogos de lipidos fluorescentes (Figura 11), dos
correspondientes a los lipidos senal objeto del estudio en este trabajo 4acido
araquidonico (Higdon y col., 2009), cedido por la Prof. Usmar (Universidad de
Alabama, Birmingham, E.E.U.U.), y esfingosina (Bandhuvula y col., 2009; Bode y col.,
2010), cedida por el Prof. Bittman (Universidad de Nueva York, E.E.U.U.). El tercero
se trataba de un andlogo fluorescente del medicamento FTY720 (Li & Bittman, 2007),
que a su vez es un analogo de la esfingosina, también cedido por Bittman.

Todos los analogos de lipidos sefial se incubaron a una concentracion final de 2
puM, por un tiempo de 30 minutos a 0°C (sobre hielo). Transcurrido este tiempo se

realizaron 3 lavados en medio basal y se observaron bajo microscopia confocal.
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Esfingosina-BODIPY

HO

FTY720-BODIPY

H,N

Figura 11. Analogos de lipidos fluorescentes.

2.2. Microscopia confocal.

Todos los experimentos de microscopia confocal se realizaron con un sistema
laser confocal Olympus Fluoview FV300 (Olympus Corp., Tokio, Japén) montado en
un microscopio invertido IX71 y dotado de un objetivo Olympus 100X de inmersion en
aceite (A.N = 1.45). Este sistema estd compuesto por dos sistemas laser de luz visible,
uno Multi-Argén (A = 458 nm; 488 nm; 515 nm/10 mW) y otro de Helio/Neon (A = 543
nm; 633 nm/10 mW).

En este sistema los laseres estan equipados con filtros de densidad neutra para
controlar su intensidad y estdn guiados por una tunica fibra Optica. La unidad de
escaneado, basado en la tecnologia de espejos galvanométricos en ambos ejes,
desarrolla velocidades de escaneado de un segundo para regiones de 256 x 256 pixeles y

de 10’835 segundos para regiones de 2048 x 2048 pixeles en el modo normal. En el
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modo de escaneo rapido, bidireccional, el escaneo puede llegar a ser de 0’25 segundos
para regiones de 256 x 256 pixeles y hasta dos canales diferentes.

Cada canal permite recoger imagenes de 12 bits (4096 niveles de grises) con
aumentos digitales de hasta 10X. El control del eje Z se realiza mediante un mecanismo
monitorizado capaz de realizar pasos minimos de 25 nm. Ademas, posee un sistema de
escaneado secuencial que permite la adquisicion de imagenes sin cruzamiento Optico en
fluoréforos que presentan un amplio espectro de emision.

La resolucion espacial basada en el objetivo descrito y en las caracteristicas del
escaner, ha sido estimada en 60-80 nm que se corresponden con 2-3 pixeles de

separacion. El equipo estd equipado con el programa de adquisicion FluoView 5.0.

2.3. Andlisis de las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal.

Elegimos el programa Imagel] (http://rsb.info.nih.gov/ij/) para analizar las
imagenes obtenidas por microscopia confocal. Image] es un programa de dominio
publico creado por Wayne Rasband del National Institute of Health (EEUU). Generado
en lenguaje Java, se trata de un programa muy dindmico capaz de funcionar sin
demasiadas dificultades incluso con procesadores de la serie Pentium I a 166MHz y
memorias reducidas (16 a 32 Mb). El programa es capaz de abrir imagenes sencillas
para su procesado o analisis o grupos de imagenes en forma de pilas o secuencias.

Estas secuencias se pueden procesar todas a la vez o imagen a imagen. Mediante
la utilizacion de rutinas informaticas especializadas hemos realizado: recuento de
particulas, calculos de area, estudios de colocalizacion, obtencion de las coordenadas
XY del centroide de particulas, estudio de la variacion de la intensidad en el maximo de

fluorescencia de una particula con respecto al tiempo, etc.

3. Técnicas basicas de manipulacion y clonaje del ADN.

3.1. Generacion de los constructos pEGFP-C3-SNAP-25 y pDsRed-C3-SNAP-25, y

transfeccién de células cromafines.

Para la generacion de los constructos pEGFP-C3-SNAP-25 y pDsRed-C3-
SNAP-25 se emplearon los vectores de expresion pEGFP-C3 y pDsRed-C3 (Clonttech,

Palo Alto, CA) que expresaban la proteina verde y la roja fluorescente respectivamente.
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Se clon6 el ADN complementario correspondiente a la isoforma “a” de SNAP-25 (Bark
y Wilson, 1994) dentro de dichos vectores en los sitios Xhol y BamHI de forma que se
expresase como una proteina de fusion a la region C-term de GFP (constructo pEGFP-
C3-SNAP-25; Criado y col., 1999) y de DsRed (constructo pDsRed-C3-SNAP-25). El
ADN resultante de la amplificacion se digirio con las enzimas EcoRI y BamHI y se
clond en los mismos sitios en el vector de expresion pEGFP-N1 (Clonttech, Palo Alto,

CA; Gil y col., 2002).

3.2 Preparacion y analisis del ADN.

3.2.1. Preparacion de células competentes.

Para la preparacion de células competentes se utilizo la cepa de Escherichia Coli
DH5o.

De una reserva de bacterias disueltas en dimetil sulféxido (DMSO) al 7 % y
congeladas en nitrogeno liquido, se descongelaron 50 pl y se sembraron en una placa
Petri de 10 cm de didmetro con agar sin antibiotico (10 gr/l de Triptona, 5 gr/l de
Extracto de levadura (Scharlau, Barcelona), 6 gr/l de Agar (Scharlau, Barcelona), en
NaCl 170 mM, de pH 7). La placa se incub6 a 37°C durante toda la noche.

Al dia siguiente, se detuvo el crecimiento enfriando la placa a 4°C, en espera de
la preparacion del preinoculo, aislando una de las colonias obtenidas. La preparacion del
preindculo se realizé en un matraz con 50 ml de medio LB (10 gr/L de triptona, 5gr/L
de extracto de levadura, en NaCl 171 mM, de pH 7), incubandose a 37°C en agitacion
orbital a 200 r.p.m toda la noche.

Transcurrido ese tiempo, se transfirid aproximadamente 10 ml del preindculo a
un nuevo matraz con 500 ml de LB, y se mantuvo en agitacion constante a 37°C hasta
llegar a una densidad 6ptica medida a 600 nm (D.0.600) de aproximadamente 0°5.
Cuando se alcanz6 la D.O. adecuada el matraz se enfri6 a 4°C durante 15 min.

A partir de aqui, todos los procesos se realizaron a 4°C. A continuacion, se
recuperaron las bacterias centrifugdndolas a 2.500xg durante 10 minutos en una
centrifuga Beckman GS6 (Beckman Coulter, CA, USA) provista de un rotor JA-10. Se
decanto el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 50 ml de medio con CaCl,
0’1 M estéril. Tras un nuevo lavado en las condiciones descritas, se recuperaron todos

los precipitados obtenidos en un mismo volumen de CaCl,, y se incubaron en hielo
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durante 30 minutos. Finalmente, se recuper?6 el precipitado y se resuspendi6 en 15 ml de
medio al 15 % en glicerol, con CaCl, 0.1 M. Se realizaron alicuotas de 100 pl y se

congelaron a -80°C.

3.2.2. Transformacion de células competentes.

Una vez descongeladas las células competentes en hielo, se mezclaron 45 pl de
buffer de transformacion (MgCl, 40 mM y CaCl, 20 mM), 5 pl de ADN purificado y
25 ul de bacterias competentes. Esta mezcla se agitd y posteriormente se incub6 durante
20 minutos en hielo. Transcurrido este tiempo, se incub6 otros 10 minutos a temperatura
ambiente. Por ultimo, se afiadi6 1 ml de medio LB estéril sin antibiotico y se incubd en
un termobloque (J.P. Selecta, Barcelona, Espana) a 37°C durante 60 minutos con
agitaciones periddicas.

Durante el transcurso de ese tiempo, se atemperaron en la estufa dos placas Petri
de 10 cm de diametro con agar y kanamicina (Sigma, Madrid) a una concentracion de
25-30 pg/ml. Los vectores de trabajo, que en este caso se corresponden a los descritos
en el apartado 3.1., son resistentes a kanamicina debido a que los plasmidos de
expresion pEGFP-C3 y pDsRed-C3 (Clonttech, Palo Alto, CA) contienen el gen que les
confiere resistencia a ese antibidtico. Pasados los 60 minutos, se centrifugaron las
bacterias a 5.000 r.p.m. (2.300xg) durante 2 minutos en una microcentrifuga de mesa, se
descarto el sobrenadante y se resuspendi6 en 150 ul de medio LB.

Por ultimo, se sembraron las dos placas Petri de LB/kanamicina, una con 20 pl
de transformacion y otra con 100 pl para asegurar la obtencion de las colonias deseadas.

Una vez sembradas, se incubaron en la estufa a 37°C durante 24 horas.

3.2.3. Chequeo de las colonias obtenidas.

Se realiz6 un chequeo de las colonias crecidas. Para ello, se picaron varias
colonias, se extrajo el ADN y se realizo la digestion correspondiente para verificar la
secuencia del plasmido de interés. Se pico una colonia de bacterias con la ayuda de un
palillo estéril y se introdujo en un tubo de ensayo estéril con 3 ml de medio LB
suplementado con 25-30 pg/ml de kanamicina.

El tubo se incubd a 37°C durante toda la noche en agitacion orbital a 200 r.p.m.

Este proceso se realizo por triplicado. Transcurrido este tiempo, se recuperaron 2 ml de
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medio y se procedio a la extraccion del ADN. El mililitro restante se guardd en la

nevera para utilizarlo si el chequeo resultaba positivo, apartado 3.2.8.

3.2.4. Purificaciéon del ADN a pequefia escala.

Para la purificacion de ADN a pequeia escala se empled el kit JETquick

Plasmid Miniprep Spin Kit/250 (Genomed, Léhne, Alemania).

3.2.5. Cuantificacion del ADN.

La cuantificacion del ADN se realizo mediante un espectrofotémetro NanoDrop
ND-100 (Thermo Scientifics, Wilmington, E.E.U.U.). La concentracion de acidos
nucleicos suele determinarse midiendo su absorbancia a 260 nm frente a un blanco.
Dado que las proteinas absorben a 280 nm, se emplea el cociente A260/A280 nm para
calcular la pureza de los acidos nucleicos. Dicho cociente debe estar comprendido entre

1,8 y 2 para que el ADN obtenido tenga una pureza aceptable.

3.2.6. Digestion del ADN con endonucleasas de restriccion.

El ADN fue digerido en la solucion tampén adecuada de acuerdo con el
fabricante de la enzima. Para las digestiones dobles se busc6 un tampon compatible con
las 2 enzimas utilizadas. En el caso de que las enzimas necesarias no pudieran ser
utilizadas en una misma solucion tampoén, se procedio a realizar la digestion de manera
secuencial. En todos los casos las reacciones se llevaron a cabo durante 1-2 horas a la
temperatura Optima para cada enzima. El volumen final utilizado fue de 20 pl y la

cantidad de ADN del orden de 0°5-1 pg en todos los casos.

3.2.7. Electroforesis del ADN.

Se utilizaron geles de agarosa en tampén TAE 1x (Tris 0’8 mM, acido acético
glacial 0’38 mM, EDTA 0’02 mM, de pH 7°5) a concentraciones del 1 % (p/v) y se
afiadi6 una concentracion final de bromuro de etidio de 0’5 pg/ml. Las muestras se
prepararon afiadiendo a la solucion de ADN 1/5 de volumen de tampdn de carga 6x. La

electroforesis se realizd en tampén TAE 1x a 100 voltios. Las bandas de ADN se
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visualizaron con luz UV y se fotografiaron con el sistema de imagen Alphalmager

2200TM (Alpha Innotech Corporation, San Francisco, CA).

3.2.8. Amplificacion y purificacion del ADN a mayor escala.

Una vez determinado el ADN obtenido, se dispuso a su amplificion y
purificacion. Para ello, se utiliz6é un kit QTAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen Inc., MD,
E.E.U.U.). Se utiliz6 el mililitro guardado (apartado 3.2.3) de la colonia positiva, y se
inocul6 en 5 ml de medio LB con kanamicina a una concentracion de 100 pg/ml. La
mezcla se incubo6 a 37°C durante aproximadamente 8 h en agitacion orbital a 200 r.p.m.
Transcurrido ese tiempo, se utilizaron los 5 ml para inocular 250 ml de medio LB con
kanamicina (25-30 pg/ml) y se incub6 a 37°C durante toda la noche.

Al dia siguiente, se centrifug6 el medio obtenido en dos botes estériles de 500 ml
previamente enfriados a 4°C. Se utilizé el rotor JA-10 enfriado a 4°C y se centrifugo a
6.000xg durante 15 minutos a 4°C. A continuacién, se descartd el sobrenadante y se
dejo secar el precipitado a temperatura ambiente.

Una vez seco, se resuspendio en 10 ml de tampoén P1 (Tris-HC1 50 mM, EDTA
10 mM, ARNasa A 100 pg/ml, de pH 8) a razén de 5 ml por bote y la solucion
resultante se traspasd a 2 tubos Nalgene de 50 ml estériles. Se anadieron 10 ml de
tampon P2 (NaOH 200 mM, SDS 1 % (p/v) a cada tubo Nalgene, se resuspendio la
mezcla y se dejo incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Pasado este tiempo, se afiadieron otros 10 ml de tampdn P3 (acetato potasico 3°0
M, de pH 5°5) a cada tubo, se homogeneiz6 y se incubo en hielo durante 15 minutos
Transcurridos los 15 minutos, se centrifugd la mezcla a 4°C a 12.000 r.p.m (17.500xg)
en el rotor JA-25-50, previamente enfriado, durante 30 minutos. Se recuperd el
sobrenadante y se afiadio a la columna del kit previamente equilibrada con 10 ml de
tampon QBT (MOPS 50 mM, isopropanol 15 % (v/v), Triton X-100 0’15 % (v/v), en
750 mM NaCl, de pH 7). Seguido a la elucion del sobrenadante, se lavo la columna
afadiendo 30 ml de tampon QC (MOPS 50 mM, isopropanol 15 % (v/v), en NaCl 1’0
M, de pH 7). Este proceso se realizo por duplicado y se evitd en todo momento que la
columna se secase.

Por ultimo, para recuperar el ADN se introdujo la columna en un tubo Nalgene y
se afiadié 15 ml de tampon QF (Tris-HCI 50 mM, isopropanol 15 % (v/v), en NaCl
1’25 M, de pH 8.5). Una vez recuperado, se anadid 10’5 ml de isopropanol a

50



Materiales y Métodos

temperatura ambiente y se centrifugé6 a 11.200 r.p.m (17.500xg) a 4°C durante 30
minutos. Al finalizar la centrifugacion, se localizé el precipitado en el tubo, se descarto
el sobrenadante y se anadieron 5 ml de etanol al 70 %. Se volvi6 a centrifugar a 11.200
r.p.m a 4°C durante 10 minutos, se descart6 el sobrenadante y se dejo secar temperatura
durante unos 10 minutos, para eliminar todo el etanol.

Por ultimo, se afiadieron 100 ul de agua destilada estéril, se arrastraron por todo
el fondo del tubo y se recogieron en un tubo Eppendorf. Este proceso se realizé por
duplicado. Finalmente, se recuperd el ADN purificado disuelto en un volumen final de

200 pl. La cuantificacion se realizo tal y como se describe en el apartado 3.2.5.

4. Transfeccion de células cromafines bovinas.

Para la transfeccion de células cromafines se empled la técnica de electroporacion
en un Nucleofector II de Amaxa (Amaxa GmbH, Koehl, Germany) utilizando el kit basico
de nucleofeccion de esta casa comercial. Tras el recuento celular se tomara una alicuota de
células recién resuspendidas en medio sin suero a una concentracion de 4-5 millones por
electroporacion. Se reserva la alicuota mientras se prepara la mezcla de reaccion que se
adicionara a las células en la camara de electroporacion.

La mezcla de reaccién consiste en 100 pl de solucion de nucleofeccion activa,
atemperada a temperatura ambiente, por electroporacion, que se prepara adicionando 18’2
ul de suplemento a 81°2 pl de solucion de nucleofeccion inactiva, y de 1 a 3 pg del ADN
plasmidico que se quiere transfectar en las células. La alicuota de 4-5 millones de células se
centrifuga a 850 r.p.m. (100xg) durante 5 minutos, se descarta el sobrenadante, y se
resuspende el pellet celular con los 100 pl de solucion de nucleofeccion activa con
suavidad, teniendo cuidado de formar burbujas. La suspension celular se introduce con
cuidado de no formar burbujas, en una cdmara de electroporacion del kit de
nucleofeccion de Amaxa, y se somete al programa de electroporacion O-005 de acuerdo
con las instrucciones de manufacturado. Este programa se emplea para células neuronales
de mamifero obtenidas de un cultivo primario.

Tras ser transformadas, las células cromafines fueron sembradas (apartado 1.1.7.) en
placas a una densidad de 10° células por placa. Cantidad de células que nos permitira tener
una densidad celular adecuada en cada placa para la realizacion de los experimentos, ya que
el proceso de transfeccion afecta mucho a la membrana de las células y conlleva a la muerte

de la mayoria de la poblacion celular.
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Al cabo de 48 horas, y con una viabilidad maxima de 4 dias, las células
transfectadas han alcanzado un nivel de expresion del vector introducido 6ptimo para la

realizacion de los experimentos.

5. Obtenciéon de una variante no toxica de lisenina en E. coli. (Venus-poliHis-Tag

lysenin).

5.1. Expresion y purificacion de Venus-poliHis-Tag lysenin en E. coli.

La Venus-lisenina (Hullin-Matsuda y col., 2009), cedida amablemente por el
profesor Toshihide Kobayashi, es un mutante fluorescente no téxico de la proteina
lisenina, que se une de forma especifica a la esfingomielina (Kobayashi, T. y col., 2004;
Canals D. y col., 2010). Es mas, la unién es de tipo estequiométrico por lo que a mayor
cantidad de esfingomielina més lisenina se unira a esa zona de la membrana, marcando
de este modo zonas ricas en esfingomielina, lo que viene a ser un marcaje general de
membrane rafts. Para la purificacion de lisenina se emple6 la resina TALON CellThru
de Clontech. Este tipo de resina de afinidad se utiliza para la purificacion de proteina
que contengan una secuencia de polihistidina, como es el caso de la variante no téxica
de lisenina (33 KDa) que tenemos. El vector de Venus-poliHis-Tag lysenin se transfectd
en células competentes de E.coli y se expreso en un cultivo de la misma cepa
bacteriana.

Tras inducir la expresion de lisenina en E.coli con isopropil B-p-
thiogalactopiranosido (IPTG) 1 mM durante 4 horas en 500 ml de LB, se recolectaron
las bacterias centrifugando a 3000xg 15 minutos, a una temperatura de 4°C. Los pellets
pueden congelarse para purificar la proteina al dia siguiente. Siempre se reserva 1 ml
para comprobar la expresion de proteina inducida por IPTG.

A continuacidn se obtuvo un extracto celular lisando las paredes bacterianas con
lisozima 75 mg/ml, y ADNasa a una concentracion final de 1 U/ml, durante 20 minutos
en 25 ml de una solucién tampon de equilibrado (fosfato sddico 50 mM, en NaCl 300
mM, de pH 7). Posteriormente adicionando PMSF a una concentracion final de 0’1
mM.

Posteriormente, los lisados se sonicaron en 3 ciclos de 30 segundos, con una

pausa de 10 segundos en hielo entre cada ciclo. Y por ultimo, el lisado sin centrifugar se
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incuba con la resina TALON CellThru, previamente equilibrada en su tampon, durante
20 minutos, a temperatura ambiente y bajo agitacion suave.

A continuacion, se procede a la elucion de la lisenina de la resina de afinidad.
Para ello se separ6 la resina por centrifugacion a 700xg, durante 5 minutos, a 4°C, y se
decantd el sobrenadante. La resina se lava dos veces con 10 volimenes de tampén de
equilibrado, durante 10 minutos, a temperatura ambiente, y bajo agitacion suave. Tras
centrifugar a 700xg, durante 5 minutos, a 4°C, se descarta el sobrenadante, y se
resuspende la resina con un volumen de tampoén de equilibrado.

La resina resuspendida se transfiere a columnas de 2 ml, y se lava con
volimenes de tampdén de equilibrado. A continuacion se procede a separar la lisenina
con 5 volumenes de tampdn de elucion (fosfato sodico 50 mM, imidazol 150 mM, en
NaCl 300 mM, de pH 7), recolectdndose el eluato en fracciones de 0’5 ml, para su
posterior analisis en concentracion de proteina por el método de Bradford (1976).

Es conveniente tomar muestras de 60 ul tras cada uno de los pasos de
purificacion, y no Unicamente al principio y al final de la purificacion, para comprobar
mediante electroforesis en gel de SDS que el proceso se ha realizado de forma

adecuada.

5.2. Comprobacion de la expresidn proteica.

Para saber si se ha inducido la expresion de la proteina deseada con IPTG, al
pellet congelado de las muestras de 1 ml que hemos cogido previamente de anadir el
IPTG y una vez afiadido, se le agrega 50 pl de Buffer Sample para electroforésis en gel
de SDS y 1 pl de lisozima a una concentracion de 10 mg/ml. Luego se hacen cinco
ciclos de congelacion en nitrégeno liquido y descongelacion en un bafio a 42°C, y
entonces se analiza por electroforesis el gel. Las muestras deben de calentarse durante 3
minutos a 90°C antes de cargarlas en el gel, para desnaturalizar bien las proteinas.

Los geles de las muestras se realizaron por duplicado, de esta manera uno se tifio

con azul Coomassie y otro se sometié a webstern blot e inmunihistoquimica.
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5.3. Determinacidn de la concentracién de proteinas.

La concentracién de proteinas purificadas se midi6 mediante el ensayo de
Bradford (1976). Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. Primero
preparamos patrones de albumina sérica bovina (BSA) a concentraciones de 2, 4, 6, 8,
10 y 14 pg/ml. Se afiadié a los patrones y a los tubos blanco el medio en el que iban
disueltas las proteinas, puesto que el imidazol interfiere en la medida colorimétria. A
todos estos tubos se les afiadi6 al igual que a las muestras, 1 ml de reactivo de Bradford,
cuya composicion es la siguiente: 50 ml de la solucion A (100 mg de Azul de
Coomassie Brillante G-250 se disuelven en 50 ml de etanol al 95%), 100 ml de acido
orto-fosforico al 85% y 850 ml de agua destilada. Se mezclaron bien y se determino su
absorbancia en un espectrofotometro Biorad Microplate Reader Benckmak (U.K.) a una
longitud de onda de 595 nm. Con la recta de calibrado que elaboramos con los patrones
(absorbancia frente a la concentracion de proteina), extrapolamos la concentracion de

nuestras muestras.

5.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS.

Se siguid esencialmente la metodologia descrita por Laemly (1970). Las

proteinas se desnaturalizaron con Dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0°1%, adquiriendo
una carga homogénea negativa. Esto facilita su migracion en un campo eléctrico a
través de un soporte de acrilamida-bisacrilamida que ofrece, por su reticulacion, una
barrera selectiva al tamafio molecular de las proteinas.
Se utilizaron minigeles de poliacrilamida de 0’75 mm de espesor y de dimensiones de
10x7°5 cm (Acrilamida: N, N’-metilenbisacrilamida 29.2:0.8), constituidos por un gel
inferior de separacion, al 12% de poliacrilamida, preparado en tampén Tris-HCI 0°375
M, 0.1% de SDS, de pH=8’8, con 0°07% (v/v) de N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamina
(TEMED) y 3’1 mM de persulfato aménico (APS) como polimerizadores; y un gel
superior de compactacion al 4% de poliacrilamida, preparado en tampén Tris-HC1 0.125
M, 0.1% SDS, con 0.12% (v/v) de TEMED y 5.3 mM de APS, de pH=6"8.

El sistema de geles se prepar6 utilizando el sistema mini-PROTEAN III. Para
ello, primero se prepar6 la solucion separadora, dejandola polimerizar a temperatura

ambiente. Para evitar el efecto inhibitorio del oxigeno atmosférico sobre la
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polimerizacion, se afadieron con cuidado 500 pl de agua desinoizada sobre la solucion.
Una vez polimerizado, se eliminé el agua y se afiadio la solucion de compactacion, en
la cual se construyeron los 10 pocillos para las muestras.

Después de haber cargado las muestras, se introdujo el sistema en el tanque de
electroforesis, el cual se rellend6 con tampdén de electroforesis con la siguiente
composicion: Tris 0°025 M, glicina 192 mM , SDS 0°1%, de pH 8’3.

Por ultimo, el sistema se conectd a una fuente de alimentacion manteniéndose a
un voltaje constante de 120 V, hasta que el frente de azul de bromofenol alcanzo el
extremo inferior del gel.

Las muestras se solubilizaron en un tampon de electroforesis de composicion: Tris
0’062 M, SDS 0.1%, Glicerol 10% (v/v), BMeSH 5% (v/v), azul de bromofenol 0.01%
(p/v), de pH=6"8.

Se utilizaron proteinas de peso molecular conocido pretefiidas, como marcadores
de peso molecular, para poder estimar posteriormente el peso molecular de las proteinas
detectadas, las cuales fueron: fosforilasa B (111 kDa), albumina sérica bovina (73 kDa),
ovoalbumina (47’5 kDa), anhidrasa carbonica (33’9 kDa), inhibidor de tripsina (28’8
kDa) y lisozima (20’5 kDa).

5.5. Tincion de geles.

La tincion se desarrolld directamente sobre el gel de poliacrilamida, segin la
técnica descrita por Fairbanks y col. (1971) con algunas modificaciones.
Se coloco el gel en una bandeja de pyrex que contenia la solucion de coloracion:
Metanol al 40%, acido acético al 10% y azul Coomassie Brillante R-250 al 0°1% (p/v),
y se mantuvo en agitacion durante aproximadamente 30 minutos. Posteriormente, los
geles se destifieron mediante varios cambios de una soluciéon compuesta por 20% de

Metanol y 10% de 4cido acético, hasta que se perdio la coloracion de fondo.
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5.6. Webstern blot e inmuohistoquimica.

Para comprobar si habiamos amplificado y purificado la proteina lisenina, uno
de los geles realizados a partir de las muestras se sometidé a webstern blot en un sistema
clasico de la casa Biorad (Madrid, Espafia). Posteriormente se hizo una
inmunohistoquimica de la membrana de nitrocelulosa con un anticuerpo policlonal
especifico para lisenina (Lysenin Antiserum de Pentanova, Alemania). El revelado de la
membrana de nitrocelulosa se realiz6 empleando el kit de Sigma SIGMAFAST™

BCIP/NBT tablet.

6. Microscopia de luz evanescente en células cromafines en cultivo: TIRFM.

La microscopia de luz evanescente o TIRFM (del inglés: “Total Internal
Reflection Fluorescence Microscopy®) es una técnica utilizada para observar la interfase
entre dos medios con diferente indice de refraccion (Axelrod, 1981; Axelrod y col.,
1984; Axelrod, 2001 b). Originalmente, esta técnica se utiliz6 para observar la adhesion
de una célula a un sustrato, hoy en dia, como veremos mds adelante, tiene un gran
numero de aplicaciones. El principio fisico de la técnica de TIRFM consiste en que
cuando un rayo de luz incide oblicuamente en la interfase creada entre dos medios
opticos con diferente indice de refraccion, de manera que el primer medio (nl) tiene un
indice de refraccion mayor que el segundo (n2), como ocurre con el cristal (nl = 1.52)
donde se apoyan las células y el interior celular o un medio acuoso (n2 = 1.33), y lo
hace con un angulo de incidencia (0) mayor al denominado angulo critico (6¢) (1), se
produce reflexion total interna, TIR, credndose un campo de energia electromagnética o

campo evanescente en la interfase entre ambos medios (Figura 12).

56



Materiales y Métodos

Figura 12. La técnica de TIRFM consiste en que cuando un rayo de luz incide
oblicuamente en la interfase creada entre dos medios Opticos con diferente indice de
refraccion, de manera que el primer medio (nl) tiene un indice de refraccion mayor que
el segundo (n2), y lo hace con un angulo de incidencia (8) mayor al denominado dngulo
critico (6¢), se produce reflexion total interna, TIR, credndose un campo evanescente en
la interfase entre ambos medios.

El campo evanescente es una onda que se propaga paralela a la interfase formada
entre los dos medios. Dicha onda disminuye en intensidad (I) (2) de manera exponencial
a medida que aumenta la distancia con la interfase, es decir, a medida que se adentra en
el eje Z. La constante de la caida exponencial de la onda evanescente, d (3), a medida
que se adentra en el interior celular depende de las caracteristicas del equipo de TIRFM,
ya que depende del angulo de incidencia (0) y la longitud de onda (A) de la luz de
excitacion, y de los indices de refraccion de ambos medios (nl y n2). Por sus
caracteristicas, esta técnica permite visualizar la membrana plasmatica y las particulas
fluorescentes que se encuentran en contacto directo con ella o dentro del campo de

excitacion evanescente que se extiende hasta unos 300 nm de profundidad.

_sen”’
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Las caracteristicas de esta técnica hacen que se utilice para multiples
aplicaciones dentro de la bioquimica y la biologia molecular entre las que cabe destacar
(Axelrod, 2001 b):

Visualizacion de las regiones de contacto de las células al sustrato; esta técnica
puede ser utilizada para observar la posicidon, extension, y movimiento de las regiones
de contacto de las células con el sustrato (Weis y col., 1982).

Existen dos formas principales para dirigir la luz del laser hacia la interfase de
la muestra: a través de un prisma (en inglés: prism-type) y a través de un objetivo de alta
apertura numérica (A.N>1.4) (en inglés: objective-type) (Axelrod, 2001 a). Todos los
experimentos de TIRFM se realizaron con un iluminador de TIRF, que permitio la
observacion mediante la iluminacion de luz evanescente mediante la introduccioén de un
sistema laser Multi-Argon (A = 458 nm; 488 nm; 515 nm/10 mW). Este sistema esta
dotado de un objetivo de inmersion en aceite 100X de alta apertura numérica (A.N =
1’45). Las imdgenes fueron adquiridas con una camara digital ECCD (Electron
enhanced CCD) refrigerada de alta resolucion integrada en el programa de analisis
(modelo C9100-02, Hamamatsu, Japon). La frecuencia de adquisicion fue desde una
imagen por segundo (1 imag. /s) hasta una imagen cada 20 milisegundos (1 imag. /20
ms) dependiendo del tipo de experimento. Las imagenes fueron adquiridas a la
resolucion de 130 nm por pixel. En este sistema, se estimé una profundidad de
penetracion de la onda evanescente en el campo evanescente de unos 120 nanometros (d

=120 £+ 20 nm).

6.1. Estudio de la movilidad de los microdominios formados por la sobre-expresion
de GFP-SNAP25 en células cromafines en cultivo.

Se utilizo la técnica de TIRFM (argon A = 488) para obtener imagenes de la
formacion de parches en la membrana plasmatica de las células cromafines debido a la
sobre-expresion de SNAP25. Se utiliz6 la misma técnica para obtener secuencias
temporales o videos de 60 s de duracion, a la frecuencia de una imagen por segundo (1
imag. /s), del movimiento de dichos parches.

Para ello, se transfectaron células cromafines recién aisladas con GFP-SNAP25
(Abs 488 / Em 508). Las células se mantuvieron en cultivo durante 48 horas a 37°C para

la correcta expresion del constructo.
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Se utilizaron las imagenes obtenidas para realizar un estudio del area y la
densidad de los parches de expresion y las secuencias temporales para analizar el
movimiento en el eje X-Y (apartado 6.3), el desplazamiento cuadratico medio o MSD

(apartado 6.3), y el movimiento en el eje Z (apartado 6.4) de dichos parches.

6.2. Estudio de la movilidad de las vesiculas cromafines en células sin transfectar.

Para el marcaje de las vesiculas cromafines se utilizé la sonda fluorescente
naranja de acridina, un colorante acidotropico que tiende a almacenarse en el interior de
las vesiculas cromafines (Invitrogen, Barcelona). Esta sonda se utiliza para el marcaje y
seguimiento de organulos acidicos entre los que se encuentran las vesiculas cromafines.
Sus propiedades se describen en detalle en el apartado 7, ya que en dicho apartado se
detalla el empleo de este colorante en el estudio de la fusion vesicular por métodos
opticos.

Para estudiar el movimiento de las vesiculas cromafines en las células, se
incubaron las células con el marcador de vesiculas acidicas naranja de acridina a la
concentracion de 2 uM durante 20 minutos a temperatura ambiente en un medio K/H
basal, y se visualizaron mediante la técnica de TIRFM. Se tomaron secuencias
temporales (60 segundos, 1 imagen/s) mediante la utilizacion del laser 488 (Argén A =

488).

6.3. Andlisis del movimiento lateral de las vesiculas y de los parches de expresion
de las proteinas SNARE.

Célculo del desplazamiento cuadratico medio

Elegimos el programa de dominio publico Imagel (http://rsb.info.nih.gov/ij/)
para realizar el seguimiento del centroide de las particulas detectadas, vesiculas y
proteinas SNARE, en el eje X-Y.

Para el célculo del desplazamiento lateral se obtuvieron las coordenadas XY del
centroide de cada una de las particulas durante intervalos de tiempo de 20 segundos.
Esto permitio calcular, con la ayuda del programa Igor Pro v. 3.13 (WaveMetrics, Inc.,
OR; USA), el desplazamiento lateral total (desplazamiento en el eje X-Y) y el
desplazamiento cuadratico medio o MSD. Para el calculo del MSD se utilizé la

ecuacion descrita por Qian y colaboradores en 1991 (Qian y col., 1991):

59



Materiales y Métodos

N-1

Z{[x (it +nat)—x(J)F + [t +nat) - y(ja)F |

j=1

(1) MSD(nét)=

Las imagenes se adquirieron a intervalos de tiempo dt. Las coordenadas de las
particulas en una imagen concreta eran x (jot) e y (jot) y en la imagen inmediatamente
posterior x (jot + ndt) e y (jot + ndt). En cada secuencia temporal el desplazamiento
durante el intervalo de tiempo not puede medirse para (N-n) intervalos, donde N es el
nimero total de imégenes adquiridas.

El célculo del MSD permite deducir el tipo de desplazamiento que gobierna a las
particulas. De este modo, al representar el MSD obtenido frente al tiempo y ajustarlo a
un tipo de ecuacion, se puede deducir el tipo de movimiento que describen las particulas
y averiguar si se trata de un movimiento de difusion simple, o si por el contrario se trata
de una difusiéon andémala, un movimiento dirigido o una difusiéon confinada en una caja.

Si los datos obtenidos de representar el MSD frente al tiempo se ajustan mejor a
una recta significa que el movimiento de las particulas esta sujeto a un movimiento de
difusion simple. De la pendiente de la recta, que equivale a 4 x D, se puede obtener el
coeficiente de difusion (D) de las particulas. Sin embargo, cuando el movimiento esta
descrito por una difusion confinada en una caja los datos se ajustaran mejor a una curva
cuya ecuacion sera del tipo:

(2) MSD(At) = rj{l—/\ Xpw}

c

Esta ecuacion representa los dos primeros términos de una serie infinita, donde
Al y A2 son constantes (0.99 y 0.85 respectivamente) determinadas por la geometria de
la caja; D es el coeficiente de difusion confinado y r. es el radio de la caja circular
tedrica. Sin embargo, el MSD puede utilizarse para calcular el radio teérico cuando
At — o ya que los datos se ajustan a un valor asintdtico: el radio de la caja circular

teorica que limita el movimiento de la particula estudiada.

6.4. Analisis del movimiento axial de las vesiculas y de los parches de expresién de
las proteinas SNARE.

Para realizar los célculos de desplazamiento en el eje Z o desplazamiento axial

(Johns y col., 2001) se analiz¢ la variacion de intensidad en el maximo de fluorescencia

de las particulas, vesiculas y proteinas SNARE, con respecto al tiempo. Las secuencias
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temporales adquiridas para este estudio fueron de 60 segundos de duracion a la
frecuencia de 1 imagen por segundo. Se adquirieron imagenes de 8 bits de profundidad,
o lo que es lo mismo, 256 niveles de gris, de manera que el valor 0 significa ausencia de
sefal, negro, y el 255 saturacion de la sefal, blanco. Los datos de fluorescencia
obtenidos, de cada una de las particulas con respecto al tiempo, fueron trasformados en
datos de distancia (Z; en nandmetros) a partir de la formula (1), que como ha sido
descrito con anterioridad (apartado 6.3.; férmula (2)), tiene en cuenta el decaimiento
exponencial de la onda evanescente a medida que se adentra en el interior celular.

Por tanto, partiendo de la férmula:

D 1=1,-¢

Y despejando Z, tenemos:

2). Z=—d 1n(%0)

Donde: d = 120 nm (120 = 20 nm para nuestro equipo, apartado 5 de la
metodologia), I es la fluorescencia méxima de la particula e I (0) es el maximo de
fluorescencia para imagenes de 8 bits, es decir, 255. La transformacion de datos de
fluorescencia (I) en datos de distancia (Z) se realiz6 con ayuda del programa Graphpad
Prism (GraphPad software, San Diego, CA, USA). De acuerdo con este planteamiento
hay varios puntos a tener en cuenta a la hora de analizar los datos obtenidos de cada una
de las particulas:

e Una particula con una intensidad de fluorescencia de 255 niveles de gris
(I = 255) se encuentra en contacto directo con la membrana plasmatica
de la célula (Z = 0).

e Cuando una particula disminuye en intensidad de fluorescencia con el
tiempo significa que se esta alejando de la membrana plasmatica (I
disminuye, Z aumenta), por el contrario, si aumenta su fluorescencia
significa que se esta acercando (I aumenta, Z disminuye).

Sin embargo, este planteamiento puede llevar a error en imagenes con mucho
ruido de fondo, ya que en estas imagenes la intensidad de la fluorescencia que presentan
las particulas es mayor que su intensidad real. Por este motivo, la férmula (2) ha sido

adaptada para cada una de las particulas, es decir, a I se le resto el valor de fluorescencia
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del fondo celular. De lo contrario, se estd asumiendo que una particula con un valor
determinado de I pero con un ruido de fondo elevado, se encuentra a la misma distancia
de la membrana plasmdtica que otra particula con un valor de I similar pero con un
ruido de fondo inferior.

También es importante resaltar que dos particulas con un ruido de fondo y una
intensidad de fluorescencia semejante puede que no se encuentren a la misma distancia
de la membrana plasmatica. Esto puede ser debido a que no siempre todas las zonas de
la membrana plasmatica se encuentran planas o pegadas al cristal donde se apoya la
célula. Por ello, es mas apropiado referirse a la distancia en el eje Z con respecto al
origen del campo evanescente en lugar de a la membrana plasmatica. Ademas, por este
motivo, a la hora de comparar entre las distintas particulas es mas ttil hallar la variacion
de Z (AZ) en un intervalo de tiempo determinado que la distancia promedio de las
particulas al origen del campo evanescente. La AZ da una idea de la amplitud del

movimiento y la fluctuacion de las particulas en la célula.

7. Andlisis de las fusiones vesiculares.

Para el marcaje de las vesiculas y el analisis de las fusiones vesiculares se utilizo
la sonda fluorescente naranja de acridina (NA) (Invitrogen, Barcelona). Se trata de un
colorante cationico, fluorescente y metacromdtico, que marca organulos acidicos,
lisosomas, endosomas y vesiculas sindpticas, tanto en células vivas como en células
fijadas. Cuando se encuentra en solucion, unido a polianiones o en forma de mondémeros
emite fluorescencia ortocromatica verde, mientras que cuando se producen agregados
del mismo emite fluorescencia metacromatica roja (Wolf y Aronson, 1961). Al tratarse
de una base débil, es atraida de forma natural por los componentes acidicos de la célula,
pero una vez en el interior de dichos componentes se protona y queda atrapada,
polimerizando y cambiando sus propiedades de absorcion.

Por las caracteristicas descritas, el naranja de acridina es un excelente marcador
de exocitosis (Zoccarato y col., 1999). Cuando las células se incuban con este marcador,
este se acumula y agrega en la matriz de las vesiculas acidicas emitiendo fluorescencia
roja, de manera que se puede estimar la poblacion de dichas vesiculas. Durante la
exocitosis, la apertura del poro de fusion equilibra el pH 4cido del interior vesicular que
lleva a un cambio rapido de la fluorescencia emitida, que pasa de roja a verde, seguido

de una disipacion de los mondmeros en el espacio extracelular. Esto se traduce en que
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las fusiones vesiculares pueden ser visualizadas a modo de destellos de fluorescencia
verde.

Para estudiar las fusiones vesiculares en células cromafines, se incubaron las
células con naranja de acridina 2 pM durante 20 minutos a 37°C en un medio K/H basal
(KH,PO4 1’2 mM, KCI 4’7 mM, MgCl, 1’2 mM, CaCl, 2’5 mM, glucosa 11 mM,
HEPES 15 mM, en NaCl 134 mM, de pH 7°4). A continuacion, se estimulo la exocitosis
de estas células mediante despolarizacion celular con un medio K/H alto potasio (KCI
59 mM, equilibrado con NaCl) aplicado directamente sobre la célula durante 60
segundos mediante un sistema de perfusion. Empleando TIRFM se tomaron secuencias
temporales de esos 60 segundos de estimulacion a la frecuencia de 1 imagen /20 ms.
Para la toma de iméagenes se adquirieron las vesiculas en el canal de emision en rojo y
fusiones vesiculares en el canal de emision en verde se utiliz un solo laser (Argén A =
488) y el separador de luz emitida Optosplit II.

Se calcul¢ el porcentaje de fusiones vesiculares mediante la imagen acumulativa
o la proyeccion Z obtenida del canal de emision en verde, teniendo en cuenta el numero
total de vesiculas calculado a partir de la imagen acumulativa obtenida del canal de
emision en rojo. Las caracteristicas cinéticas de las espigas individuales generadas por
las fusiones vesiculares, visualizadas a modo de destellos de fluorescencia verde, fueron
analizadas utilizando el programa Igor Pro v 5.0 (Wavemetrics, Lake Oswego, OR,
EEUU). Este programa, estd dotado de un software desarrollado para el analisis de
espigas amperométricas (Quanta analysis; Mosharov y Sulzer, 2005). Se analizaron
cientos de espigas resueltas con claridad y se calculo el t;, (Figura 13), que es la
anchura a la mitad de la altura del pico y refleja la cinética de las fusiones vesiculares.

Los datos obtenidos se representaron en forma de distribuciones.
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Figura 13. Ejemplo de una espiga generada por la fusion de una vesicula. En la imagen
puede observarse una espiga generada por la fusion de una tinica vesicula y el pardmetro
que ha sido analizado de cientos de estas espigas, el t;,.

8. Determinacion amperométrica de la exocitosis en células cromafines culivadas.

8.1. Caracteristicas del equipo de registro.

Para estudiar la secrecion de células individuales por amperometria, las células
se plantaron en placas Costar de 30 mm de diametro a una densidad de 150.000
células/cm?.

Se emplearon electrodos de fibra de carbono aislados con polipropileno de 14
pm de diametro (fabricados en el propio laboratorio) (4) para registrar las catecolaminas
liberadas; los cuales, se colocaron en estrecho contacto con la superficie celular con
ayuda de un micromanipulador hidraulico de alta precision y observando una

deformacion de la membrana usando para ello, una 6ptica de Hoffman (Modulation
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Optics, Greenvale, NY, EEUU) montada en un microscopio Axiovert 135 de dptica

invertida (Zeiss, Oberkochen, Alemania).

Figura 14. Esquema del equipo de registro amperométrico. 1) Ordenador PC Pentium III.
2) Tarjeta convertidora analogica/digital Digital 1200 (Axon Instruments, Foster City,
CA, EEUU). 3) Amplificador Axopatch 200A. 4) Fijacion del electrodo (Head-stage).
5) Filtro analégico DigiData 1200 INTERFACE (Axon Instruments, Foster City, CA,
EEUU). 6) Osciloscopio analdgico/digital. 7) Controlador de valvulas de perfusion. 8)
Pipeta de perfusion.

Se utilizd6 un electrodo de referencia en el bafio de Ag/AgCl y la conexion
eléctrica entre el electrodo de fibra de carbono y el electrodo del aparato de medida se
realizo con mercurio.

El amplificador empleado fue un Axopatch 200A (Axon Instruments Inc.,
Foster City, CA, EEUU) (3) en el que se fijo el potencial de oxidacion a +650 mV.

El producto de la corriente de la oxidacion de catecolaminas fue digitalizado
con un A/D convertidor (Digital 1200, Axon Instruments, Foster City, CA, EEUU) (2) y
registrado a 200 ps/punto usando el programa Clampex (Axon Instruments, Foster City,
CA, EEUU). El ordenador de adquisicion utilizado fué¢ un PC Pemtium III (1).

Simultaneamente la sefial se registrd en un osciloscopio analdgico/digital (Scope
HM305, HAMEG 30 MHz) (6) y se filtr6 con un filtro analdgico (DigiData 1200
INTERFACE, Axon Instruments, Foster City, CA, EEUU) (5) a 50 Hz para las cinéticas
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de secrecion y a 400 Hz los registros que se utilizaron para el andlisis de espigas
individuales.

Las células fueron superfundidas con medio basal y el estimulo o el medio de
permeabilizacion fueron aplicados a través de un sistema de perfusion (8) dispuesto a
unos 100-200 um. de las células a estudiar, el cual, se controlaba con valvulas (7) que

eran comandadas por el software de adquisicion.

8.2. Fabricacion de los electrodos de fibra de carbono.

Los electrodos de fibra de carbono aislados con propileno, se construyeron
utilizando una fibra de carbono de 14 um de diametro (Thornell P-55, Amoco Corp.,
Greenville, SC). Una tnica fibra de carbono se aspir6 por capilaridad dentro de una
punta de pipeta de cristal (ref. 16.2023, Iberlab, Cartagena, Murcia). Con la ayuda de
una lupa binocular y una resistencia circular, la punta con la fibra dentro, se calentod
hasta que el propileno de la punta de pipeta se quedo6 lo mas pegado posible a la fibra de
carbono para aislarla bien. Entonces el final de la punta se corté con un bisturi y el
propileno presente en esa zona, se retrajo mediante calor dejando al descubierto una
minima porciéon de la fibra de carbono, lo suficiente para obtener una sefial de
oxidacion. Para poder sujetar el electrodo a la head-stage, dentro de la pipeta se inserto
un capilar de vidrio de 1 mm de didmetro y mercurio para establecer la conexion

eléctrica entre la fibra de carbono y el hilo de platino de la head-stage.

8.3. Analisis de los datos amperométricos.

Los registros de las cinéticas de secrecion se integraron y se promediaron
utilizando el programa grafico Igor Pro version 3.13 (Wavematrics, Lake Oswego, OR,

EEUU) instalado en un ordenador PC cloénico.

Las caracteristicas de espigas individuales fueron analizadas usando el macros
de Igor-Pro Quanta Analysis (Wavematrics, Lake Oswego, OR, EEUU), el cual, nos
permite analizar pardmetros cinéticos (ver fig. 2), como la amplitud de las espigas, es
decir, su altura; la carga (Q), que es el area que queda contenida por la espiga, el t,, que
es la anchura a la mitad de la altura del pico, el pie de la espiga, el cual, se produce por

la liberacion del poco contenido que se encuentra dentro de la vesicula en libre
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disolucion, ya que en este periodo el poro de fusion es de pequenas dimensiones, a
partir de este momento, la fusion puede ser reversible, el poro de fusion se cierra, la
vesicula se desfunde y queda intacta en el citosol o bien se puede producir la expansion
completa del poro de fusion y la salida masiva del neurotransmisor al hincharse la
matriz de protoglicano (liberacion irreversible). Este fendémeno del pie se ha
denominado “flicker” y se descubrid con la medida de capacidad mediante la técnica de
“patch-clamp” (Alvarez y col., 1993) y se observa como un aumento reversible del
registro de capacidad, el cual, se corresponde con aumento significativo de la senal
amperométrica.

El programa también nos permite integrar los picos, etc.

Para el analisis de espigas solamente se cogieron aquellos picos que tenian una
amplitud mayor de 5 pA, para asegurarnos de que estos eran el producto de oxidacién

de la vesiculas liberadas en la cercania del electrodo de fibra de carbono.

Amplitud

P;*_J

il
/ t .
Fall (25-75)

Rise (25-75)

B

Y

Nk

Figura 15. Ejemplo de una espiga amperométrica mostrando los parametros que pueden
ser analizados en ella: la amplitud, el pie, la carga (Q) y el ty),.
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9. La técnica de FRET.

El FRET (transferencia de energia resonante de Foster, del ingles F&ster
resonance energy transfer, aunque estas siglas también suelen traducirse por
transferencia de energia resonante fluorescente), es un mecanismo de transferencia de
energia entre dos moléculas (Foster, 1948), que pueden ser fluorescentes o no. Consiste
en que una molécula donadora excitada transfiere energia a una molécula aceptora, que
debe encontrarse muy proxima a la primera para que el fendmeno pueda producirse,
tipicamente entre 1 y 10 nm (Hevekerl y col., 2011). Dicha transferencia de energia se
produce de forma no radiativa por acoplamiento entre las dos moléculas. Para que el
fenomeno pueda producirse, es necesario que la energia que emite la molécula donadora
sea de una intensidad adecuada para que la receptora pueda absorverla, condicion que se
cumple si el expectro de emision de un fluoréforo donador se solapa ampliamente con el
espectro de absorcion de otro fluoréforo que actuara de receptor.

En términos practicos, si una célula expresa o estd marcada a la vez con dos
moléculas fluorescentes e iluminamos la muestra con una longitud de onda capaz de
estimular solamente una de ellas, si las moléculas interactian de modo que los dos
fluoréforos estén separados por una distancia comprendida entre 1 y 10 nm, parte de la
energia que absorve la molécula donadora puede ser transferida a la molécula receptora.
Al estudiar las células al microscopio, si las dos moléculas interactiian, se observara un
descenso en la intensidad de la luz que emite el donante en condiciones normales, a la
vez que observamos sefal de la segunda molécula, a pesar de que no esté siendo

estimulada con su longitud de onda 6ptima.

9.1. Andlisis de las imagenes de FRET.

Los experimentos de FRET se realizaron expresando SNAP25-DsRed como
aceptor de FRET, y 4acido arquidonico-BODIPY, 6 esfingosina-BODIPY, 6 FTY720-
BODIPY a la concentracion de 1 uM como molécula donadora. La senal de FRET se
midié en un microscopio confocal Leica TCS2, empleando un software disefiado
especialmente para la calibracion de la sefial empleando unicamente la molécula

aceptora 0 la donadora, segiin el método descrito por Van Rheenen en 2004. En estos
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experimentos la sefial aparente de FRET de parches individuales de SNAP25-DsRed

fue expresada mediante la siguiente ecuacion:

EL(i)= (B—Ab-C(c— ab))/

C

Donde la eficiencia aparente de FRET (E(i)) es una funcion dependiente de la
intensidad del donador, de la sefial de FRET y de los canales aceptores (A, B, y C), asi
como los factores de la calibracion obtenidos a partir de muestras que contienen
unicamente al donador o al aceptor (a, b y ¢). Estas muestras de calibracion se midieron
cada dia que se realizaba un experimento, y los parametros de la calibracion se
calcularon a partir de 10 células diferentes evitando la saturacion de la intensidad de la
sefal. El programa para la determinaciéon de FRET proporciona parametros constantes
para la intensidad del laser y el canal de adquisicion.

En estos experimentos empleamos dos tipos de controles, uno consistia en la
incubacion con BODIPY libre y el otro en esfingosina-BODIPY que apenas penetra en

el interior de la célula (Darios y col., 2009).
10. Andlisis estadistico.

Para el tratamiento estadistico, se utilizo el test del t-Student para parejas de
datos o el test ANOVA de dos colas para el establecimiento de la significancia
estadistica entre los datos de los diferentes experimentos (las muestran fueron
consideradas significativas cuando p<0.05). Todos los datos han sido expresados como
la media + error medio para los diferentes experimentos llevados a cabo en un nimero n
de células diferentes. Los datos presentados representan experimentos llevados a cabo

en cé¢lulas individuales de al menos tres cultivos diferentes.
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Resultados y Discusién

1.1. Microdominios ricos en esfingomielina de la membrana plasmatica colocalizan
con clusters de SNAREs marcados por sobrexpresion de SNAP25-DsRed.

La forma en que se regula la segregacion espacial de las proteinas y complejos
proteicos en la membrana es una cuestion ain por esclarecer. Estudios recientes
sugieren que los lipid rafts, microdominios ricos en colesterol y esfingolipidos, tienen
un papel esencial en la exocitosis regulada. La asociacion de las SNAREs con los lipid
rafts hace que estas proteinas se concentren en sitios definidos de la membrana
plasmatica. Es mas, se ha determinado que una reduccion del colesterol inhibe la
exocitosis regulada, lo que nos indica que los lipid rafts juegan un papel muy
importante en la exocitosis (Salaiin y col., 2004).

La hipotesis original sobre los lipid rafts propone que las plataformas-
lipidicas/rafts de la cara exopldsmica de la membrana estdn formadas por el fuerte
agrupamiento (tight clustering) de esfingolipidos y colesterol. Su estado fisico,
presumiblemente similar a una fase liquido-ordenada en modelos de membrana, hace
que sean resistentes al tratamiento con detergentes y concentren proteinas en ellos.
Basandose en este concepto, las membranas resistentes a detergentes (DRMs) de células
solubilizadas se consideraron como lipid rafts preexistentes de células vivas. Hasta la
fecha, mas de 200 proteinas han sido encontradas en los DRMs incluyendo miembros
de la superfamilia SNARE. Su asociacion con los rafts implica que no se distribuyen
uniformemente en la membrana, es mas, estudios de microscopia revelan que las
SNAREs se concentran en submicrodominios, dependientes de colesterol donde
fusionan las vesiculas (Davletov & Montecucco, 2010). La asociacion de las SNAREs
con los dominios DRM ha sido investigada en diversos tipos celulares, empleando una
alta variabilidad de condiciones para la solubilizacion y la inclusion o exclusion de
detergente en los pasos del gradiente. Por este motivo los resultados son dificiles de
comparar, y muchas veces se llega a resultados que plantean un conflicto.

Sin embargo, la idea de que las SNARE forman parches en lipid rafts ha
cambiado, ya que no colocalizan con marcadores de rafts clasicos Thy-1 (Lang y col.
2001), y flotilin (Ohara-Imaizumi y col. 2004), y las SNARESs son excluidas de la fase
liquido-ordenada de los modelos de membrana. Independientemente de este hecho, el
criterio de solubilizacion ha sido criticado en los ultimos afios por diversas razones,
conduciendo a una definicion mas exacta de un raft. Un consenso reciente se ha

alcanzado en el modelo de raft, el término lipid raft ha sido sustituido por el de
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membrane raft que son definidos por pequenos (10-200nm), heterogéneos, altamente
dinamicos, dominios enriquecidos en esteroles y esfingolipidos que compartimentalizan

los procesos celulares (Lang, 2007). Pequeios rafts a veces son estabilizados mediante

interacciones proteina-proteina o proteina-lipido para fomar plataformas mas grandes

-
.

(Pike, 2006).

Figura 16. Iméagenes de micoscopia confocal de fluorecencia donde se visulaliza la
Venus-lisenina, en amarillo, marcando lipid rafts de forma generalizada, y en rojo
la beta-lactosil-ceramida Texas Red, transformada en esfingomielina. Mientras que
tenemos GFP-SNAP25 en verde y SNAP25-DsRed en rojo. Distribucion de lipid
rafts marcados con beta-lactosil ceramida Texas Red (B). Distribucion de parches
marcados con GFP-SNAP25 (A) en el canal verde. Distribucion de parches lipidicos
marcados con lisenina (G) y (K) en el canal amarillo. Distribuciéon de microdominios de
SNARE SNAP25-DsRed (F) y (J). Las iméagenes solapadas (C, H, L y P), y la mascara
de colocalizaciéon (D, I, M y Q) obtenida mediante una coincidencia superior al 50% en
ambos canales demuestran la colocalizacion parcial de los lipid rafts con parches de
SNARE. Escala de 1 ym en (A) y de 2 um en (J).
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Por lo expuesto aqui y en el apartado de introduccion, es esperable que tanto los
lipidos sefial como la maquinaria secretora se encuentren asociados, en menor o mayor
grado, con las balsas lipidicas (membrane rafts). Por ello se han empleado dos
marcadores genéricos de balsas lipidicas, beta-lactosil-ceramida y Venus-lisenina
(Hullin-Matsuda y col., 2009), cedida amablemente por el profesor Toshihide
Kobayashi, para estudiar la coincidencia espacial de las balsas lipidicas con los parches
de SNAREs marcados por sobrexpression de GFP-SNAP25 y SNAP25-DsRed
respectivamente.

La beta-lactosil ceramida Texas Red es transformada por la célula en un
derivado fluorescente de la esfingomielina que a su vez es metabolizado en esfingosina
(Tyteca y col., 2010). La localizacion de este lipido fluorescente incorporado a la
membrana plasmatica fue estudiado mediante microscopia confocal en células que
expresaban GFP-SNAP25. La proteina GFP-SNAP25 se asocia con la proteina sintaxina
en la membrana plasmatica para formar parches dindmicos (Lépez y col., 2009). Se
encontraron dos tipos de distribucion de esfingomielina fluorescente que iban desde
unos parches muy bien definidos a una distribucion dispersa de parches mas pequefios
(Figura 16 y 18).

Por otro lado, la Venus-lisenina es un mutante fluorescente no toxico de la
proteina lisenina, que se une de forma especifica a la esfingomielina (Kobayashi, T. y
col., 2004; Canals D. y col., 2010). Es mas, la union es de tipo estequiométrico por lo
que a mayor cantidad de esfingomielina més lisenina se unird a esa zona de la
membrana, marcando de este modo zonas ricas en esfingomielina, lo que viene ser un
marcaje general de membrane rafts.

Con ambos marcajes de membrane raft se encontrd colocalizacion parcial con
los parches de SNARESs.

Para determinar en qué grado se encontraban relacionados los parches de
SNARESs y los membrane raft, se realiz6 un estudio sobre la colocalizacion a lo largo
del tiempo de microdominios ricos en esfingosina marcados con lisenina, y de parches
de SNAP25-DsRed. Los datos mostraron que los parches que colocalizan permanecen
unidos a lo largo del tiempo, teniendo curvas de desplazamiento cuadratico medio
similares. Es mas, mediante el analisis de los datos con un Test de t-Student pareado se
demostr6 que los datos de movilidad de parches de SNAP25-DsRed y los datos de
microdominios ricos en esfingomielina marcados con lisenina se encuentran

relacionados a lo largo del tiempo del experimento (Figura 17).
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Figura 17. Colocalizacion a lo largo del tiempo de clusters de SNAREs y balsas
lipidicas. En A se representa el desplazamiento cuadratico medio de los clusters de
SNAP25-DsRed junto con su homélogo de colocalizacion balsa lipidica marcado con
lisenina. En B tenemos el ajuste a un polinomio de grado uno de los datos del MSD de
parches de SNAREs y sus homologos lipidicos a un tiempo de 15 minutos. EIl Test
pareado de la t-Student nos dio un nivel de significacion de ***P< 0’0001, lo que quiere
decir que los datos sobre el MSD de clusters de proteina SNAP25-DsRed y los
microdominios lipidicos marcados con lisenina se encuentran pareados. Presentan las
mismas variaciones a lo largo del tiempo. En C se representa la velocidad de los parches
de SNARE:s junto con las balsas de lipidos con las que colocalizan. No se observaron
diferencias significativas entre la velocidad de los clusters de SNAP25-DsRed y los
parches de lisenina. ***P<0°0001. Segtn el Test de t-Student pareado.

Estd demostrado que las SNAREs asociadas a la membrana plasmatica
sintaxinas1-4, SNAP-25 y SNAP-23 se encuentran concentradas en estructuras que
describen un punteado bajo microscopia, y se denominan parches (clusters) para la
mayoria de los grupos. Se ha determinado que existe un solapamiento parcial entre
parches de SNAP-25 y sintaxina-1 (Lang y col. 2001), indicando que existen diferentes

subpoblaciones de parches que difieren en su composicion. El tamafio de los parches de
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sintaxina fue analizado y determinado entre 170-256 nm para sintaxina 1 en células
neuroendocrinas (Lang y col., 2001) y beta-pancreaticas (Ohara-laizumi y col., 2004), y
para sintaxina 3 y 4 de células epiteliales (Low y col., 2006). Para parches de SNAP-25
se determinod un valor de 277 nm (Ohara-Imaizumi y col., 2004). Nuestro grupo también
determino la existencia de parches de proteinas SNARE (Lopez y col., 2010). En un
estudio mas reciente, empleando microscopia STED se procedid a una mayor resolucion
de los parches de sintaxina-1 (Sieber y col., 2006; Rickman y col., 2010),
visualizandose que los parches clasicos observados por microscopia convencional estan
compuestos por pequefios parches individuales. Por lo tanto, debido a limitaciones
técnicas el tamafio de los parches de SNARE ha sido sobreestimado en unos 100 nm.

La integridad de los parches es dependiente de colesterol, ya que los mayores
cambios de redistribucion en sintaxina 1 (Lang y col., 2001; Ohara-Imaizumi y col.
2004), sintaxina 3 (Low y col., 2006) y SNAP-23 (Chamberlain & Gould, 2002) se
observan induciendo una reduccion del colesterol de la membrana plasmatica. En
contraste, los parches de sintaxina 4 son estables atn deprimiendo el contenido de
colesterol de la membrana (Low y col., 2006). Es més, ha sido observado que el
colesterol fotoactibable se encuentra unido a sintaxina 1, entrecruzado, sugiriendo una
gran proximidad de las dos moléculas en la membrana, mas bien debido a que el
colesterol se encuentra en el interior de los parches de sintaxina (Lang y col., 2001). El
colesterol, y por lo tanto la integridad de la membrana parece ser de gran importancia
funcional, ya que una reduccion del colesterol conlleva a una inhibicion de la secrecion
en células neuroendocrinas (Chamberlain y col., 2001; Lang y col., 2001). En cultivos
de hipocampo, una disminucién del colesterol conlleva a un aumento de Ila
neutransmision expontanea y un mal funcionamiento del potencial evocado (Wasser y
col., 2007). Debido a que la integridad de los parches depende del colesterol, no es
suficiente para promover la formacion de parches de sintaxina. En suma, interacciones
que implican el motivo SNARE de la sintaxina son esenciales (Sieber y col., 2006). Es
mas, ha sido documentado que la integridad de parches de sintaxina 3 y 4 depende de
los microtubulos y filamentos de actina respectivamente (Low y col., 2006). La
segregacion de las diferentes sintaxinas en clusters distintos se explica por la interaccion
de éstas con diferentes proteinas, esto explica por qué las sintaxinas 1 y 4 (Sieber y col.,
2006) o las sintaxinas 3 y 4 (Low y col. 2006) se segregan estrictamente en clusters
distintos. El atraque y la fusion ocurriran en parches de sintaxina, la segregacion de los

diferentes tipos de sintaxina en parches separa los diferentes tipos tipos de eventos
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exocitoticos que tienen lugar en la membrana plasmatica, compartimetalizandose asi los
procesos celulares. De hecho, se ha visto que las sintaxinas 1 y 4 definen lugares de
atraque y fusion correspondientes a organelas secretoras distintas. En células
neuroendocrinas y beta-pancredticas, las organelas secretoras atracan y fusionan en
parches de sintaxina 1 (Lang y col., 2001; Ohara-Imaizuni y col., 2004; Aoyagi y col.,
2005), y en células epiteliales parches de sintaxina 4 representan lugares de atraque y

fusion de caveolae (Predescu y col., 2005).

1.2. Los lipidos sefal colocalizan parcialmente con los microdominios de SNARE
marcados por sobre-expresion de SNAP25-DsRed.

Puesto que la maquinaria secretora colocaliza parcialmente con las balsas
lipidicas, decidimos comprobar si los lipidos sefial adicionados de forma exdgena eran
capaces de unirse a la maquinaria secretora. Para determinar la coincidencia espacial de
la maquinaria secretora con los lipidos sefial acido araquidénico y esfingosina, en
primer lugar se recurrid a la sobrexpresion de la proteina SNARE SNAP25-DsRed en
un cultivo primario de células cromafines bovinas y microscopia confocal de
fluorescencia. Estas células fueron incubadas con andlogos fluorescentes de los lipidos
sefal objeto del estudio de este trabajo acido araquidonico y esfingosina, cedidos por R.
Bittman, para determinar su colocalizacion (Figura 18). Se observé una colocalizacion
parcial de estos lipidos afiadidos de forma exdgena con los clusters de SNAREs.

En segundo lugar, para determinar si existia una interacciéon molecular directa
entre los lipidos senal y las proteinas SNARESs, se llevaron a cabo experimentos de
FRET (Figura 19). Células cromafines bovinas que sobrexpresan SNAP25-DsRed
fueron incubadas en cuatro condiciones diferentes: 1 uM BODIPY FL como condicion
control, 1 uM AA-BODIPY, 1 uM esfingosina-BODIPY, y 1 uM esfingosina-BODIPY

en presencia de digitonina 10 uM para permeabilizar la célula.
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Figura 18. Iméagenes de micoscopia confocal de fluorecencia donde se visulaliza la
esfingomielina, esfingosina y &cido araquidonico adicionados de forma exdgena.
Células cromafines bovinas fueron transfectadas para la sobrexpresion del vector GFP-
SNAP25 y tras dos dias se incubaron con Texas-Red ceramide, que es metabolizada en
un analogo fluorescente de esfingomielina. Podemos observar el marcaje de GFP-
SNAP25 en A y F, mientras que en B y G tenemos la esfingomilina fluorescente. Se
observan dos tipos de distribucion de lipidos: rafts bien definidos (B) y parches de una
distribucion mas dispersa (G). Se realizaron experimentos similares expresando
SNAP25-Ds-Red en células cromafines bovinas (J y N) e incubandolas con
esfingosina-BODIPY (K) 6 acido araquidonico-BODIPY (O). Las imagenes solapadas
(C, H, L y P), y la mascara de colocalizaciéon (D, I, M y Q) obtenida mediante una

coincidencia superior al 50% en ambos canales demuestran la colocalizacion parcial de
estos lipidos con parches de SNARE. Las barras representan 1 um.

Para poder evaluar si la senal de FRET era de mayor intensidad en alguna de las
cuatro condiciones experimentales, se midié la intensidad media de fluorescencia del
canal rojo cuando se excitaba con el laser a 488 nm (sefial de FRET) en regiones de
interés (ROI). Lo que se expres6 en forma de porcentaje respecto a la intensidad media
de fluorescencia obtenida en condiciones dptimas cuando se utiliza la excitacion propia

de SNAP25-DsRed (laser 543) (E), eliminando el cruze de canales mediante factores
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obtenidos de imagenes que implican inicamente al donador o al aceptor, de acuerdo con

Van Rheenen y col. (2004) (Figura 19).
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Figura 19. La sefial de FRET sugiere una interaccion molecular directa entre los
lipidos sefial y los microdominios de SNARE. Células cromafines bovinas que
sobrexpresan SNAP25-DsRed fueron incubadas en cuatro condiciones diferentes: 1 uM
BODIPY FL como condicion control (A), I uM AA-BODIPY (B), 1 uM esfingosina-
BODIPY (C), y 1 uM esfingosina-BODIPY en presencia de digitonina 10 pM para
permeabilizar la célula (D). Se representan cuatro condiones experimentales: de
izquierda a derecha tenemos el donador y el aceptor, cada uno de ellos obtenido
empleando el laser 6ptimo para su excitacion, y las imagenes de FRET y de eficiencia
de FRET, obtenidas excitando el donador con el laser 488. En (E) y en (F) se representa
el analisis de los datos de FRET. Distribucion de los datos de la sefial aparente de FRET
(F). N = 145 ROI para 11 células tratadas con BODIPY FL, N = 162 ROI para 24
células tratadas con AA-BODIPY, N = 139 ROI para 21 tratadas con esfingosina-
BODIPY treated cells, y N = 148 ROI para 34 células tratadas con esfingosina-
BODIPY previamente permeabilizadas con digitonina. Escalas: 3 um.

Se observo una sefial significativa de FRET para AA-BODIPY, senal que podria
indicar una interaccion directa entre AA y los parches de SNAREs (p-valor: <0°0001).
Respecto a la esfingosina, los resultados mostraron una menor eficiencia de FRET (p-
valor: <0°0001) cuando fue incubada con células no permeabilizadas, probablemente
debido a que la esfingosina no difunde facilmente al interior de la célula. Sin embargo,
tras permeabilizar las células con digitonina la senal aparente de FRET entre la

esfingosina y SNAP25-DsRed aument6 (p-valor: <0.0001) de forma considerable. Estos

78



Resultados y Discusién

datos se confirmaron al observar un desplazamiento de la distribuciéon de los valores de
FRET hacia valores de eficiencia mas altos (Figura 19.F.)

Se confirmoé que ambos lipidos sefial adicionados de forma exdgena se situarian
en los parches de SNARE, y existiendo ademas una interacciéon molecular directa entre
estos lipidos y los complejos SNARE.

Esta claro que las proteinas SNAREs forman clusters interactuando con los
lipidos de la membrana, lo que ain queda por determinar es como se producen las
interacciones proteina-proteina dentro de estos clusters. Rickman y sus colaboradores
determinaron que la distribucion de los lipidos en la membrana no afecta la morfologia
de los clusters de SNARE a un nivel de microscopia confocal convencional, sin
embargo, al emplear técnicas como el FRET demostraron que la conformacion de cada
cluster de SNARE se ve afectada por el microambiente lipidico en el que se encuentran.

Por otro lado, se ha determinado un papel modulador de la interaccion entre
proteinas SNARESs, y por lo tanto de la endocitosis y exocitosis, para los lipidos sefial
acido arquiddnico y esfingosina. Ambos lipidos sefal interactiian con proteinas SNARE
moldeandolas y favoreciendo la formacion de complejos SNARE. Es mads, se ha
determinado que el metabolismo lipidico tiene un papel esencial en enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson
(Davletov & Montecucco, 2010).

Los acidos grasos metabolizados por las fosfolipasas PLA,, PLC y PLD se han
visto implicados en la regulacion de la fusion desde décadas atras (Rossetto y col.,
2006; Brown y col., 2003; Vitale y col., 2001). Multitud de quinasas y fosfatasas
cambian el estado de fosforilacion de lipidos que contienen inositol regulando el trafico
de membranas (Martin, 2001; Wenk y De Camilli, 2004; Osborne y col., 2006).

Queda bastante claro que la bicapa de fosfolipidos de la membrana no es una
simple plataforma fisica donde residen las SNAREs, si no que representa un
microambiente dindmico que regula la funcion de las proteinas (Huang y col., 2006;
Wenk y De Camilli, 2004; Hu y col., 2003).

A parte de la modificacion directa por union de lipidos a proteinas residentes en
la membrana, como la palmitoilacion de SNAP25 en su dominio transmembrana
(TMR), estudios recientes indican una activacion de la molécula de sintaxina por acidos
grasos omega-3 y omega-6 (Darios y Davletov, 2006; Rickman y Davletov, 2005;
Connell y col., 2007; Latham y col., 2006), mediante una interaccion temporal y no de

union covalente. Los acidos grasos son liberados al citosol tras la despolarizacion de la
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membrana o por mediacion de un receptor de factores de crecimiento, hormonas o
neurotransmisores (Bradford y col., 1983; Irvine, 1982; Bazan, 2005; Kim y col., 1999;
Chang y col., 2006; Bazan y col., 1986). Los acidos grasos esenciales omega-3 y
omega-6 juegan un papel muy importante en la fluidez de la membrana debido a su
libertad de movimiento (Kim y Edsall, 1999; Salem y Niebylski, 1995).

Los acidos grasos poliinsaturados tienen comunmente una alta velocidad de
disociacion, y pueden difundir al interior de la célula sin la necesidad de ningin
transportador (Hamilton, 2004). El acido araquidonico es liberado de la membrana por
la accion de las PLA;s, alcanzandose una concentracion local de 50-75 uM en células
endocrinas secretoras de insulina (Wolf'y col., 1991). Dentro de las acciones del acido
araquidonico en la regulacion de las proteinas SNARE se ha demostrado que el acido
arquidonico regula positivamente la fusion tanto en células intactas como
permeabilizadas (Prasarnpun y col., 2004; Tse y col., 1982).

Otros autores han observado una fuerte correlacion entre las propiedades
estructurales de la sintaxina 3 durante el crecimiento neuronal, y la sintaxina 1, la
isoforma mas abundante en el cerebro, ambas sintaxinas son sensibles al acido
araquidonico (Connell y col., 2007; Latham y col., 2006), lo que nos sugiere un papel
conservado de las fosfolipasas en la regulacion de la maquinaria de fusion, las SNARE:s.

La estructura de la sintaxina estd muy conservada a lo largo de la evolucion
(Rizo y Sudhof, 2002; Munson y col., 2000), consiste en un motivo SNARE en forma
de gancho que se ancla en la membrana de forma autéonoma, y se pliega sobre su
dominio N-terminal. Este dominio N-terminal a su vez se pliega sobre el motivo
helicoidal SNARE, inhibiendo de esta forma el ensamblaje del complejo SNARE (Rizo
y Sudhof, 2002; Ungar y Hughson, 2003; Dulubova y col., 1999).

En esta conformacion plegada, la sintaxina se une a una proteina citosdlica,
Munc18, que inhibe el ensamblaje del complejo SNARE (Rizo y Sudhof, 2002; Misura
y col., 2000). Es de destacar que el acido araquidonico es capaz de activar a sintaxina
cuando est4 unida con Munc18, permitiendo la unién de su motivo SNARE al complejo
sin romper la unidn existente entre sintaxina y Muncl8 (Rickman y Davletov, 2005);
Connell y col., 2007). Es posible que acidos grasos insaturados, debido a su flexibilidad
(Brash, 2001), penetren en los dominios hidrofobicos existentes entre las hélices
anfipaticas de la sintaxina, perdiéndose la estructura de conformacion cerrada de la
sintaxina y permitiendo la formacién del complejo SNARE. Este tipo de union ha sido

descrito en varias proteinas que unen acidos grasos (Hamilton, 2004). Es mas, se ha
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determinado que la concentracion media de acido araquidonico necesaria para activar la
sintaxina es de 50 uM (Rickman y Davletov, 2005), concentracion que se alcanza de
manera sobrada de forma local tras la activacion de las PLAjs (Brash, 2001; Wolf'y
col., 1991).

Por otro lado, un gran nimero de estudios nos muestran que el metabolismo de
los esfingolipidos tiene un papel fisiolégico de gran importancia en la exocitosis
vesicular. Se ha visto que la actividad de la esfingomielinasa (SMase) esta unida a la
liberacion de neurotransmisores en neuronas del cerebelo y el mesencéfalo, asi como en
células PC12 (Blochl y Sirrenberg, 1996; Jeon y col., 2005; Numakawa y col., 2003). A
su vez, recientemente estudios genéticos involucran directamente a la ceramidasa en la
transmision sindptica (Rohrbough y col., 2004). Es mds, se ha determinado que un
metabolito de la esfingosina potencia la secrecion de glutamato en neuronas de cultivo
primario de hipocampo (Kajimoto y col.,, 2007) y la liberacion expontinea de
acetilcolina en la unién neuromuscular de la rana (Brailoiu y col., 2002). Mientras que
la ceramida y la esfingosina 1-P han sido investigadas en profundidad, hay muy poca
informacion sobre la habilidad de la esfingosina para regular la neurotransmision
(Colombiani y Garcia-Gil, 2004). Darios y sus colaboradores determinaron, mediante
un barrido de lipidos, que la esfingosina potencia con una alta especificidad a la
sinaptobrevina vesicular en la formacion de complejos SNARE ternarios, un paso
esencial en la fusion vesicular. Ademds determinaron que la esfingosina potencia la
exocitosis en la uniéon neuromuscular, en neuronas de hipocampo, en sinaptosomas de
extracto cerebral y en células neuroendocrinas.

La esfingosina alivia la inhibicidon que presenta el tramo citoplasmatico de la
sinaptobrevina, permitiendo la formacién del complejo SNARE ternario. La carga
positiva de la esfingosina puede romper las fuerzas electrostaticas e hidrofobicas locales
que existen entre la sinaptobrevina y la membrana vesicular, al interactuar con el
extremo citoplasmatico de la sinaptobrevina. Es de hacer notar que el extremo
citoplasmdtico de la sinaptobrevina presenta cuatro aminodcidos bdsicos centrados
alrededor de triptéfanos que son de naturaleza hidrofobica, residuos que pueden
contribuir a la interaccion de la sinaptobrevina con los fosfolipidos de la membrana
vesicular (Kweon y col., 2003; Quetglas y col., 2000). Luego la esfingosina como
molécula senal que es, potencia tanto la exocitosis como la formacion de complejo

SNARE ternario.
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Tanto la membrana plasmatica como la membrana  vesicular contiene
esfingomielina y ceramida (Lahiri y Futerman, 2007; Takamori y col., 2006), asi como
se ha estimado que cada vesicula contiene unas 500 moléculas de esfingomielina
(Takamori y col.,, 2006). Ademas, estudios pertinentes realizados con SMase
demuestran que se libera la suficiente cantidad de esfingosina en las membranas
neuronales para que se produzca la activacion tanto del ensamblaje del complejo
SNARE como de la exocitosis vesicular (Darios y col., 2009).

De todo lo expuesto se deduce que la produccion de esfingosina en las
terminales sinapticas potencia tanto la formacion de complejo SNARE ternario como la
fusion vesicular. El mecanismo seria el siguiente: la union de sinaptobrevina a
sintaxina-SNAP25 resulta en el ensamblaje del complejo SNARE y por lo tanto en un
aumento del RRP de vesiculas (ready release pool). Es mas, recientemente se ha visto
que el metabolismo de la esfingomielina y sus metabolitos se encuentra alterado en
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad
de Nieman-Pick y otros desordenes neurologicos (Dasgupta y col., 2007; He y col.,
2010; Matsuda y col., 2007; Rodriguez-Lafrass y Vanier, 1999), siendo muy posible
que la desregulacion de la funciéon de la sinaptobrevina conduzca a este tipo de
desordenes. La identificacion de la sinaptobrevina como una diana de la esfingosina ha
llevado al desarrollo de farmacos que mimetizan a la esfingosina, como es el caso del

tratamiento de la esclerosis multiple (Kappos y col., 2006).

1.3. EI movimiento de los microdominios de SNAREs resulta afectado por la

presencia de lipidos sefial.

Dado que los lipidos sefial son capaces de interactuar molecularmente con las
SNARES, nos preguntamos si esta interaccion podria cambiar la actividad general de las
proteinas SNARE.

Para determinar como los lipidos sefial afectan a la dindmica del movimiento de
los parches de SNAREs de la membrana plasmatica, se realizaron experimentos de
microscopia TIRF con células que sobreexpresaban GFP-SNAP25. Las imagenes
fueron registradas en intervalos de 1 segundo, definiendo los parches de SNAREs y
analizando su trayectoria para calcular su velocidad y sus pardmetros de difusion. En la
Figura 20 se representan ejemplos de secuencias de videos tomadas cada 5 segundos

para las condiciones experimentales control (Figura 20 A), células tratadas con acido
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araquidonico 100 uM (Figura 20 B), y por ultimo el tratamiento con SMase 1 U/ml
durante 30 minutos (Figura 20 C) (Darios y col.; 2010; Darios y col.; 2009).

Bajo estas condiciones los parches de membrana de SNAP25 muestran un
movimiento caracterizado por oscilaciones cortas en el plano XY, con una velocidad
media de 30 nm/s. La velocidad media de los parches de SNAP25 no varia
notablemente con los tratamientos (Figura 20 D), mientras que el desplazamiento
cuadratico medio (MSD) vs tiempo revela que el tratamiento con SMase hace que el
movimiento de las vesiculas se vea moderadamente restringido, describiendo una curva
de crecimiento exponencial con saturacion que describe un movimiento contenido en
una caja (Figura 20 E, curva para el tratamiento con SMase). De forma interesante,
después del tratamiento con AA, el movimiento de los microdominios de SNAP2S5 sufre
una restriccion espacial mucho mas severa, mostrando un elevado nivel de
inmovilizacion (Figura 20 E, curva para el tratamiento de 4cido araquidonico).

Asumiendo que el movimiento de los parches de SNARESs es gobernado por un
unico coeficiente de difusion, el valor de dicho coeficiente puede ser obtenido de la
pendiente de la curva que representa el MSD a lo largo del tiempo (pendiente=4 x D)
(Qian y col., 1991), de modo que el coeficiente aparente de difusion fue de 1’35+ 0°01 x
10 pm?/s para el control de microdominios de SNAP25, mientras que el coeficiente de
difusion estimado para los clusters de células tratadas con SMase fue de 6’7 + 0’1 x 10™
um?/s, y se vio reducido a 1’0 + 0°2 x 10~ um?/s en células tatadas con AA, diez veces
menor que el coeficiente de difusion de parches en células control.

El movimiento del andlisis en Z nos proporciona mds informacion sobre el
efecto de los lipidos sefial. EI maximo de intensidad de fluorescencia correspondiente a
pixeles bien definidos de parches de SNAP25 fue estudiado (alrededor de unos 100
parches para cada condicion experimental), y después la intensidad de fluorescencia se
transformo en distancia empleando la ecuacion del decaimiento exponencial del campo
evanescente. Los parches control de GFP-SNAP25 tienden a moverse en una distancia
de 50 a 250 nm en la zona donde se genera el campo evanescente (Figura 20 F). Sin
embargo, en células tratadas con SMase este rango de distancia se ve acortado, lo que
resulta en una pequefia reduccion de la amplitud del movimiento en Z (AZ, Figura 20
G), ya que tras la produccion de esfingosina en la proximidad de los parches de
SNAP25, éstos tienden a moverse a corta distancia en el plano perpendicular a la

membrana plasmatica. Es importante hacer notar que tras el tratamiento con AA durante
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30 minutos las células tienden a redondearse, y por lo tanto la determinacion de la

distancia en Z se ve afectada por pérdida de adherencia de la célula en el cubre.
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Figura 20. EI movimiento bidimensional de los clusters de SNAREs se ve
restringido en células tratadas con SMase y AA. La dinamica de los microdominios
formados por GFP-SNAP25 fue estudiada a partir de imagenes tomadas en intervalos de
1 segundo en células control, células tratadas con AA 100 uM, y en células tratadas con
SMase 1 U/ml durante 30 minutos. Las imagenes que muestran representan intervalos
de 5 segundos de clusters de SNAREs en células control (A), una célula incubada con
AA (B), y con SMase (C). Los microdominios presentan movilidad lateral en el plano
XY el cual puede ser analizado mediante la medida de las coordenadas del centroide del
clusters de SNARESs, estas coordenadas son posteriormente empleadas para calcular la
velocidad media (D) para vesiculas control (N=103), AA (N=118), y para el tratamiento
con SMase (N=105). En (E) se representa el desplazamiento cuadratico medio (MSD)
vs tiempo. Las curvas obtenidas indican un movimiento de los parches de SNAREs
como si estuvieran contenidos en una caja para el tratamiento con SMase, mientras que
para el tratamiento con AA se describe un comportamiento aun mas inmovil, siendo su
curva pacticamente una recta paralela al eje de abscisas. Sobre los mismos parches
empleados para el analisis del MSD se determind en movimiento en el eje Z, o lo que es
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lo mismo la variacion de la intensidad de fluorescencia a lo largo del tiempo (F), y los
respectivos incrementos para las tres condiciones experimentales (G). La escala
representa 1 pm en A. ** P<0’005.

1.4. La dinamica de vesiculas cromafines en la proximidad de los sitios activos es

alterada por los lipidos sefial.

Si los lipidos sefial modifican el comportamiento dinamico de las proteinas
SNARE, se podria esperar que afectaran de igual modo a la dindmica de las vesiculas en
la cercania de la membrana.

Para determinar en qué medida los lipidos sefial 4cido araquidonico y
esfingosina afectan a la movilidad de las vesiculas mas proximas a la membrana, se
analiz6 el comportamiento de los granulos cromafines mas proximos a la membrana
plasmatica, donde se refleja el movimiento de los granulos que se encuentran en estado
de prefusion con la membrana plasmatica (Nofal y col., 2007; Lopez y col., 2009).
Nuevamente se trataron las células con SMase 1 U/ml o con AA 100 uM durante 30
minutos, y posteriormente se analizaron las células control, asi como las células
tratadas, incubando con naranja de acridina 2 uM, un colorante acidotropico que
permite la visualizacion de granulos cromafines y por lo tanto el estudio de su cinética
de fusion mediante microscopia TIRF (Lopez y col., 2009).

Interesantemente, la produccion de esfingosina, y si cabe aun mas, la incubacion
con AA resultan en un notable cambio en la movilidad de granulos cromafines.
Especificamente, ambos lipidos restringen el movimiento de los granulos como puede
observarse en la Figura 21. A pesar de que la movilidad de las vesiculas no presenta
cambios en la velocidad media bajo estas condiciones experimentales (Figura 21 D), la
representacion del desplazamiento cuadratico medio frente al tiempo revela un claro
cambio en la restriccion del movimiento tras el tratamiento con lipidos senal. Incluso,
estas graficas presentan unos valores asintdticos menores que la curva control que
caracteriza las vesiculas no tratadas (Figura 21 E). El coeficiente de difusion calculado
fue de 6°2 + 0’1 x10” um?/s para las vesiculas control (N=145 vesiculas de 29 células
distintas), mientras que el coeficiente tedrico de difusion fue estimado en 4’0 £ 0’1 x10°
> um?/s para las vesiculas de células tratadas con SMase (N=73 vesiculas de 22 células
diferentes), y de 1°0 + 0’1 X 10™ pm?/s para células tratadas con AA (N=52 vesiculas

pertenecientes a 18 células).
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Figura 21. EI movimiento de las vesiculas se ve restringido tras la incubacion de las
células con lipidos sefial. El movimiento de las vesiculas fué estudiado en células
tratadas con AA y SMase como se describi6 en la figura anterior. Las vesiculas se
marcaron con naranja de acridina y el movimiento fue estudiado registrando imagenes a
intervalos de 1 segundo mediante la técnica de TIRF. Los paneles A, B y C muestran
imagenes separadas a intervalos de 5 segundos obtenidas de vesiculas de células control
(A), tratadas con AA (B), y tratadas con SMase (C). En D vemos representada la
velodad media de vesiculas de células control (N=144), de células tratadas con AA
(N=68), y tratadas con SMase (N=73). E. El desplazamiento cuadratico medio vs
tiempo de las vesiculas indica una restriccion del movimiento experimentado por
vesiculas de células tratadas con SMase en un mayor grado que el de vesiculas de
células tratadas con AA. F. Distribucion de la distancia Z correspondiente a vesiculas en
cada una de las condiciones experiomentales. G. Célculo del incremento de la distancia
Z (AZ) obtenido de vesiculas de células control, tratadas con AA, y tratadas con SMase.
La escala representa 1 um en A. ** P<0’005 comparacion respecto al control de
acuerdo con el Test de t-Student.
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Los valores asintoticos sugieren que la produccion de esfingosina resulta en una
restriccion del movimiento de las vesiculas en un radio de 210 nm, mientras que en el
caso del tratamiento con AA las vesiculas resultan practicamente inmdviles y oscilan en
un espacio muy estrecho.

El analisis del movimiento en el plano Z revela una tendencia a una constriccion
en el movimiento que resulta estadisticamente significativo para células tratadas con
SMase (Figura 21 G).

Tomando en conjunto los resultados obtenidos sobre la movilidad de parches y
de vesiculas, queda claro que tras el tratamiento de células con AA, los granulos
aparecen mucho menos moviles, lo que sugiere un estado de anclaje a la membrana
(docking) (Nofal y col., 2007; Lopez y col., 2009). Por otro lado, el tratamiento con
SMase presenta a los granulos con un movimiento dinamico de caja que puede ser

caracterizado como de atraque a la membrana (tethered) (Nofal y col., 2007).

1.5. La fusion de las vesiculas cromafines estudiada por métodos Opticos resulta
afectada por el tratamiento celular con lipidos sefial.

Ya que los lipidos sefial modifican la maquinaria secretora, es de esperar que
puedan afectar a la fusion de vesicular. Por ello se estudié el impacto de estos lipidos
sefal en estudios de la fusion por métodos dpticos.

El naranja de acridina es un colorante fluorescente indicador de pH que se
almacena en el interior de las vesiculas, y es empleado para el estudio de la cinética de
la fusion de los granulos secretores en células cromafines (Lopez y col., 2009). En estos
experimentos las células fueron incubadas con naranja de acridina 2 uM durante 20
minutos y se visualizaron mediante la técnica de microscopia TIRF. Para visualizar las
vesiculas cargadas de colorante se utiliz6 el laser 488 a una intensidad suficientemente
baja, como para prevenir la exocitosis inducida por la estimulacion del laser (Henkel y
col., 2006).

La fusion de los granulos fue provocada aplicando una perfusion con una solucion
de KCI 59 mM, y observada como un destello en el canal verde debido a la
neutralizacion del colorante naranja de acridina durante la exocitosis. Los registros se
tomaron como videos a intervalos de 20 milisegundos (Figura 22 A-C). Estas imagenes
tomadas a lo largo del tiempo se emplearon para integrar una imagen de la intensidad de

fusiones individuales (vesicula tnica) en espigas similares a eventos caracteristicos de
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la amperometria (Figura 22 D). Dichas espigas pueden ser analizadas con programas
desarrollados para la técnica de amperometria obteniéndose una espiga para cada evento
de fusion (Figura 22 E).

Este andlisis revela, a nivel de media, que las espigas obtenidas tras el tratamiento
con SMase son mas estrechas que las obtenidas en condiciones control, y que las
espigas obtenidas tras el tratamiento con AA. Este hecho es apoyado por el analisis
estadistico derivado del pardmetro cinético t;» (anchura temporal del pico
amperométrico a su mitad de altura) de mas de 100 eventos para cada condicion
experimental, como podemos observar en las distribuciones que se muestran en la
Figura 22 F, donde se ve claramente como los valores de t;,» son mucho menores en
tratamiento con SMase. De hecho, la media de t;; para el tratamiento con SMase se
encuentra un 20% disminuida con respecto al control y el tratamiento con AA (Figura
22 G, p< 0°01). Estos resultados indican que, bajo el tratamiento con SMase, la fusion
de las vesiculas con la membrana plasmatica tiende a ocurrir a una velocidad mucho
mayor que en condiciones control o bajo el tratamiento con AA, lo que nos sugiere de

nuevo que los lipidos sefal afectan a la exocitosis de diferentes formas.
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Figura 22. El tratamiento con SMase acelera la cinética de fusion de los granulos
secretores visualizados mediante la técnica de TIRF. Células cromafines bovinas
fueron tratadas con AA y SMase y se incubaron con naranja de acridina, como se
describe en el apartado de materiales y métodos. Las células se sometieron
posteriormente a un flujo de KCI 59 mM que despolarizaba las células, y la fusion se
visualiz6 en imégenes de microscopia TIRF tomadas cada 20 milisegundos. A-C.
Ejemplos de una secuencia de imdgenes de granulos secretores tomadas durante la
fusién en células control (A), tratadas con AA (B), y tratadas con SMase (C). El analisis
de la intensidad media de estos eventos de fusion resultd en la obtencion de espigas de
secreccion, como puede observarse en el panel D. El andlisis de estos eventos opticos
con un software apropiado resulta en la obtencion de un evento medio para cada
condicioén experimental, como se muestra en E. F. Distribucion de t;, correspondiente a
los picos medios. Se observa un desplazamiento a valores mas bajos con el tratamiento
de SMase. G. La media de t;, muestra unas espigas mas agudas tras el tratamiento con
SMase. ***P< 0’0001 comparando los tratamientos con el control segin Test de la t-
Student.
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1. 6. Lafusion vesicular estudiada por amperometria es afectada por el

tratamiento con lipidos sefial.

Los estudios basados en fendmenos Opticos

descritos anteriormente sugieren de

manera contundente que los lipidos sefial afectan a los pasos finales de la exocitosis de

las vesiculas, sin embargo una descripcion en detalle de estas alteraciones nos la va a

proporcionar la técnica de amperometria (Criado y col., 1999; Serensen y col., 2003; Xu

y col., 1999).
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Figura 23. Efecto de los lipidos sefial en eventos amperométricos de fusion. Se
representan resgistros amperométricos obtenidos por despolarion con KCI 59 mM en
células control (A), células tratadas con AA (B), y tratadas con SMase (C). D. Las
espigas amperométricas se analizaron y a partir de ellas se construyeron las espigas
medias de cada condicion experimental, control (N=1262), AA (N=828), y SMase
(N=854). De estudios cinéticos de las espigas normalizadas se deriva que existe una
disminucién de t;,; tras el tratamiento con SMase (E). Evidentemente los tratamientos
con lipidos sefal dan lugar a eventos de secreccion de mayor amplitud.
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Figura 24. Los lipidos sefial aumentan dramaticamente la cantidad de
catecolaminas liberada en cada evento de fusion. Principales parametros
amperométricos de las espigas obetnidas de células control (N=55 células), asi como de
células tratadas con AA (N=50) y de células tratadas con SMase (N=44 cé¢lulas). El
analisis se realizo a partir de la espiga media obtenida en cada célula. A. Distribucion de
de Imax por célula, separacion 20 pA. B. La amplitud media aumenta 2 veces en células
tratadas con AA, y 1’7 veces en células tratadas con SMase. C. Distribucién de la
cantidad de catecolaminas liberadas por célula, separacion 500.000 moléculas/evento.
D. Consecuentemente, el valor medio de la cantidad de moléculas liberada por evento
aumenta 2’1 veces con el tratamiento con AA, y 2 veces con el tratamiento con SMase.
E. Distribucion de ty, por célula, separacion de 1 ms. F. El valor medio de t;, se ve
ligeramente reducido con el tratamiento con SMase, sin ser estadisticamente
significativo. **P< 0’005 y ***P< 0’001 de acuerdo con el Test de t-Student en

comparacion con la condicidon control.
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Los experimentos se realizaron empleando AA y SMase como se ha descrito en
apartados anteriores, y los registros de amperometria se obtuvieron en respuesta a un
estimulo de despolarizacion mediado por KCl 59 mM. En la Figura 23 se muestran
ejemplos donde podemos observar a primera vista que los lipidos sefial aumentan la
amplitud de las espigas individuales. Un analisis exhaustivo de las caracteristicas de las
espigas amperométricas mediante el programa Quanta Analysis (Mosharov y Sulzer,
2005) nos da el pico medio para mas de 800 eventos amperométricos registrados a partir
de células de tres cultivos distintos.

Como se puede observar en la Figura 23 D, la incubacion con SMase, y mas
evidentemente con AA, resulta en un aumento de la amplitud (Imax) de la espiga media
y de la intensidad normalizada en comparacidn con las condiciones control. Ademas, de
la intensidad de estas espigas medias normalizadas se deriva que el tratamiento con
SMase induce unas espigas mucho mas agudas en comparacion con el control o el
tratamiento con AA, lo que sugire una aceleracion de la cinética de fusion (Figura 23
E).

Un andlisis estadistico mas detallado obtenido tras agrupar las espigas por
célula, y el estudio de las distribuciones de cada parametro cinético, pone de manifiesto
estas diferencias. El tratamiento con AA se caracteriza por un aumento de 2 veces en la
altura méxima del evento (amplitud, Imax), asi como una distribucion mas amplia con
respecto al control, mientras que para el tratamiento con SMase el aumento de la
amplitud de Imax es de 1’7 veces respecto al control (Figura 24 A, p< 0°001). Es
interesante el hecho de que la cantidad la catecolaminas liberada en cada evento
individual (integral de la espiga media) se vea aumentado en proporciones similares,
llegando a ser 2°2 veces mayor para el tratamiento con AA, y 1’8 veces mayor para el
tratamiento con SMase, lo que confirma el hecho de que el tratamiento con AA estimula
de forma mas fuerte la exocitosis que la SMase (Figura 24 B).

Sin embargo, un andlisis estadistico de t;, de las espigas amperométricas no
indica cambios significativos ni mediante el tratamiento con SMase ni con el
tratamiento de AA (Figura 24 C). Un estudio detallado de las caracteristicas del
encendido (onset) de las espigas amperométricas, o lo que es lo mismo del calculo del
tiempo comprendido entre el 25 y 75 % de la fase de crecimiento de las espigas
amperométricas (Rise (25-75)), nos muestra que ambos lipidos aumentan de forma
significativa la velocidad de apertura del poro de fusion (Figura 25 A y B). Finalmente,

un analisis exhaustivo de la fase de caida (falling) de las espigas revela que el AA
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modifica la fase de decaimiento haciéndola mas larga a lo largo del tiempo, mientras
que el tratamiento con SMase induce una modificacion menor en este parametro

cinético (Figura 25 C y D).
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Figura 25. Los lipidos sefial afectan a la cinética de los eventos de fusién de forma
individual. Analisis de los parametros cinéticos de las espigas amperométricas para el
mismo numero de células. A. La distribucion del parametro de la fase de onset
(tiempo correspondiente al aumento de la amplitud del pico entre un 25 y un 75% de
la amplitud maxima) de las diferentes condiciones experimentales, nos muestra un
desplazamiento a valores menores en los dos tratamientos con respecto al control,
separacion de 0’2 ms. B. Los valores medios se ven reducidos en ambos tratamientos
en una proporcién similar (20%). C y D. Analisis correspondiente a la fase de caida, o
parametro offset de los eventos amperométricos. Resulta evidente que el AA afecta
esta fase, prolongando la liberacion de catelcolaminas a lo largo del tiempo. *P< 0’05,
P< 0’02 de acuerdo con el Test de t-Student en comparacion con la condicion control.

Estos resultados implican que los efectos de mayor importancia son el
acelaramiento de la apertura del poro de fusion inducido por la produccion de
esfingosina, y la prolongacion de la fase de apertura del poro de fusion a lo largo del
tiempo inducida por AA, con el consecuente aumento de la liberacion de catecolaminas

en cada evento de fusion. Estos cambios en la cinética del poro de fusion son mucho
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mas evidentes que los encontrados al emplear fosfolipidos estructurales de la membrana
plasmatica como la fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina, o la esfingomielina
(Uchiyama y col., 2007), que producen Unicamente una alteracion moderada de la
velocidad de liberacion de neurotransmisor y no del tamafio quantal.

Estos resultados nos indican también que la liberacion de catecolaminas en
condiciones control se da a un nivel suboptimo (mecanismo mayoritario kiss and run), y
unicamente en presencia de lipidos sefial parece producirse la fusion total del granulo
con la membrana plasmatica. La magnitud de esta modulacion por lipidos sefial es mas
impactante y evidente que la modificacion producida en la fusion a nivel de vesicula
unica observada al emplear mutantes de las proteinas SNAREs como SNAP2S5 y

sinaptobrevina (Criado y col., 1999; Gil y col., 2002; Fang y col., 2008).

1. 7. El FTY720 es un analogo de esfingosina que estimula la formacion de
complejos SNARE.

El fingolimoide (FTY720) es un andlogo de la esfingosina derivado de la
miroicina, un antibidtico producido por un hongo. Cuya estructura podemos observar en
la Figura 26. La miromicina fué inicialmente aislada de Myriococcum albomyces y
Mycelia sterilia en 1972, y posteriormente identificado de nuevo en Isaria sinclairii
(posteriormente reclasificado en Ophiocordyceps sinensis) por Tetsuro Fujita y sus
colaboradores en los afios 1980-1990 (Strader y col., 2011).

CH
/\/\/\/\/\/\/\)\/\OH Esﬁngosina
NH:
OH
FTY720
OH
NH,

Figura 26. Estructura de la esfingosina y del FTY720.

Fujita y sus colaboradores determinaron entre 1980 y 1990 que la miroicina era
un antibidtico entre 5 y 10 veces mdas potente que la ciclosporina A, asi como un
inmunosupresor muy potente. Por ello, Fujita y su grupo entre los anos 1995-1996

sintetizaron derivados de la miroicina y realizaron test de propiedades fisicoquimica de
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estos nuevos compuestos, asi como de toxicidad en modelos bioldgicos in vitro e in
vivo. La tultima modificacion consistio en la introduccion de un anillo aromatico
llevando a la sintesis del FTY720, un compuesto 10 veces mds potente que el original
(miroicina), teniendo un perfil de toxicidad mucho mas favorable, asi como propiedades
fisicoquimicas mas deseables, incluyendo una mayor solubilidad. De hecho, el FTY720
es un potente inmunosupresor aprobado desde 2010 por la FDA para el tratamiento de
la esclerosis multiple, y es administrado de forma oral, ya que traspasa la barrera
hematoencefalica (Strader y col., 2011; Brinkmann, 2009). El efecto inmunosupresor
del FTY720 es mediado por su metabolito fosforilado, que mimetiza la accion de
esfingosina 1-P, activando la via de receptores acoplados a proteinas G. A su vez, se ha
determinado que esta droga presenta un efecto neuroprotector al actuar sobre neuronas,
oligodendrocitos y astrocitos, efecto llevado a cabo por actuar en un gran numero de
vias intracelulares de sefializaciéon como son los receptores de esfingosina 1-P, MAP
quinasas, adenilato ciclasa y las vias de sefializacion del calcio intracelular (Miron y
col., 2008).

Por ser un analogo de la esfingosina con estas propiedades farmacologicas,
nosotros hemos estudiado el efecto de este compuesto en la secrecion en su papel de
lipido senal.

En primer lugar, en colaboracion con el grupo de Davletov (Cambrige, U.K.) se
realizaron experimentos de biologia molecular, en los que se determiné que el FTY720
potencia la formacion de parches de SNAREs (Figura 27 A y B), al igual que se
determind para los lipidos senal acido araquidonico y esfingosina (Darios & Davletov,
2006; Darios y col., 2009).

En segundo lugar, nuestro grupo determin6é la colocalizacion de un derivado
fluorescente del FTY720, el LZ532c cedido por Darley-Usmar, respecto a parches de
SNAREs mediante microscopia confocal. Encontramos una colocalizacion
practicamente total de un derivado fluorescente de este compuesto con los parches de
SNAP25DsRed (Figura 27 C), una colocalizacion mucho mas evidente que para los
analogos fluorescentes de acido araquidonico y esfingosina. Situdndo este andlogo
estructural de la esfingosina en las inmediaciones de los parches de SNAREs cuando es

anadido de forma exodgena.
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Figura 27. El FTY720 potencia la formacién de complejos SNARE y colocaliza
totalmente con parches de SNAP25-DsRed. A. Mediante experimentos de biologia
molecular Davletov y sus colaboradores determinaron que a partir de una concentracion
de 20 uM el FTY720 potencia la formacion de complejos SNARE. B. La concentracion
critica de FTY720 para la formacion de complejos SNARE, se encuentra en 10 y 20
Mm. C. Imagenes de microscopia confocal en las que se determina una colocalizacion
practicamente total de un derivado fluorescente del FTY720, el LZ532¢ en el canal
verde, con clusters de SNAP25-DsRed en el canal rojo.

Ademas, también se realizaron experimentos de FRET con el derivado
fluorescente de FTY720, obteniendo como resultado una evidencia ineludible de que

existe una interaccion molecular directa del FTY720 con las proteinas SNARE (Figura

28).
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Figura 28. La sefial de FRET sugiere una fuerte interaccion molecular directa
entre el FTY720 y los microdominios de SNARE. Células cromafines bovinas que
sobrexpresan SNAP25-DsRed fueron incubadas en tres condiciones diferentes: 1 pM
BODIPY FL como condicion control (A), 1 uM esfingosina-BODIPY en presencia de
digitonina 10 uM para permeabilizar la célula (B), y 1 uM FTY720-BODIPY (C). Se
representan tres condiones experimentales: de izquierda a derecha tenemos el donador y
el aceptor, cada uno de ellos obtenido empleando el laser Optimo para su excitacion, y
las imagenes de FRET y de eficiencia de FRET, obtenidas excitando el donador con el
laser 488. En (B) y en (C) se representa el andlisis de los datos de FRET. Distribucion
de los datos de la senal aparente de FRET (B). Para evaluar si la sefal media de FRET
era suficientemente intensa o no en las condiciones ensayadas, se utilizo el método ya
descrito en la figura anterior de FRET (Van Rheenen y col. (2004)). La distribucioén de
los resultados obtenidos para el FTY720 se compararon con la de los ya obtenidos
anteriormente utilizando BODIPY FL libre y Esfingosina-BODIPY FL en presencia de
digitonina 1 pM (Panel B). El andlisis comparativo de ambas condiciones mostrd un
mayor eficiencia promedio de FRET cuando se us6 FTY-BODIPY (P < 0.0001), con
respecto al control de BODIPY FL, siendo incluso levemente mayor que en caso de los
ensayos realizados con esfingosina-BODIPY FL en presencia de digitonina 10 puM
(Panel C), indicando una clara interaccion del FTY720 con la maquinaria de fusion
(SNAP25). N=145 ROI procedentes de 11 células tratadas con BODIPY FL, N=166
ROI procedentes de 13 células tratadas con FTY-BODIPY y N=148 ROI procedentes
de células permeabilizadas con digitonina y tratadas con esfingosina-BODIPY FL.
Escala de 3 um.

97



Resultados y Discusién

1.8.EI FTY720 afecta la dinamica de los complejos SNARE.

Dado que el andlogo estructural de la esfingosina FTY720 presenta una
colocalizacion en la membrana con los parches de SNAREs, asi como una interaccién
molecular directa con dichos parches, todo indica que se comporta como un lipido
sefial. Al mimetizar la localizacion estructural de los lipidos sefial estudiados en el
presente trabajo, dcido araquiddnico y esfingosina, se procedi6 a evaluar si este andlogo
estructural de la esfingosina ejerce las mismas acciones a nivel de actividad funcional

sobre la fusion vesicular.
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Figura 29. ElI movimiento los clusters de SNARES se ve altamente restringido en
celulas tratadas con FTY720. La movilidad de microdominios formados por GFP-
SNAP25 fue estudiada a partir de imagenes tomadas en intervalos de 1 segundo en
células control, células tratadas con FTY720 20uM durante 15 minutos. A. La velocidad
con la que se desplazan los clusters de SNAREs en el plano XY se ve reducida en casi
1’5 veces con respecto al control. B. El desplazamiento cuadratico medio de los clusters
de GFP-SNAP25 queda como una linea paralela al eje de abscisas, describiendo un
estado de tethered. C. El desplazamiento de los parches en el eje Z se desplaza a valores
mas bajos cuando las células son tratadas con FTY720 que en el caso de células
control.D. El incremento de la distancia recorrida en el eje Z por los parches se ve
reducida en 1,5 veces tras el tratamiento con FTY720. ***P< 0’0001 segun el Test de la
t-Student comparando con las condiciones control.
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Por este motivo se analizdé en primer lugar la movilidad de parches de GFP-
SNAP25, como se ha descrito en apartados anteriores. Para ello células cromafines
bovinas que expresaban clusters de GFP-SNAP25 fueron tratadas con FTY720 20 uM
por un periodo de 15 minutos, y se analizé el movimiento de los parches de GFP-
SNAP25 mediante microscopia optica TIRF.

La velocidad con la que se mueven los parches de GFP-SNAP25 en el plano XY
se ve significativamente reducida con el tratamiento de FTY720 (Figura 29 A). La
Figura 29 B muestra que el tratamiento con FTY720 reduce drasticamente el
movimiento cuadratico medio de los microdominios de GFP-SNAP25 en la membrana
plasmatica, siendo el coeficiente de difusion estimado de 2°12 + 0’1 x 10™ um?/s en las
condiciones control, y de 3,17 + 0°56 x 10 um?*/s cuando las células son tratadas con
FTY720 20 uM. El analisis del movimiento incremento de Z de los clusters nos muestra
que la movilidad en este eje se encuentra también drasticamente reducida (Figura 29 D),
sin embargo no observamos diferencias apreciables si nos fijamos en el recorrido total
que realizan los parches de GFP-SNAP25 en el eje Z, debido probablemente a que las
células se redondean con el tratamiento de FTY720. Por lo tanto, esta droga parece
modificar los pasos que preceden a la fusion de la vesicula con la membrana,
induciendo la inmovilizacion de los parches de SNAREs en un estado de anclaje listos
para la fusion (docked and primed), tal y como se observa en el tratamiento de células

cromafines con lipidos sefial.
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Figura 30. EI movimiento de las vesiculas se ve fuertemente restringido tras la
incubacion de las células con FTY720. El movimiento de las vesiculas fue analizado
en cé¢lulas tratadas con FTY720. Las vesiculas se marcaron con naranja de acridina y el
movimiento fue estudiado registrando iméagenes a intervalos de 1 segundo mediante la
técnica de TIRF. En A vemos representada la velocidad media de vesiculas de células
control (N=93) y de células tratadas con FTY720 (N=117), quedando las vesiculas de
células tratadas con FTY720 con una alta reduccion de la velocidad XY. B. El
desplazamiento cuadratico medio vs tiempo de las vesiculas indica una restriccion del
movimiento experimentado por vesiculas de células tratadas con FTY720 en un mayor
grado similar al de vesiculas tratadas con AA (Figura 5). C. Distribucion de la distancia
Z correspondiente a vesiculas en cada una de las condiciones experimentales. D.

Célculo del incremento de la distancia Z (AZ) obtenido de vesiculas de células control y
tratadas con FTY720. La escala representa 1 um en A.*P< 0’05 *** P < 0’0001
comparacion respecto al control de acuerdo con el Test de t-Student.

Observamos un cambio notable en la movilidad de granulos cromafines inducida
por el tratamiento con FTY720 (Figura 30). Este cambio queda patente en la grafica que
describe la velocidad, donde la reduccion de este pardmetro de movilidad en el plano
XY es altamente significativa para el tratamiento con FTY720. La representacion del
desplazamiento cuadratico medio frente al tiempo, también nos revela un claro cambio
en la restriccion del movimiento tras el tratamiento con esta droga. Incluso, esta grafica
presenta unos valores asintoticos menores que la curva control que caracteriza las

vesiculas no tratadas (Figura 30 B). El coeficiente de difusion calculado fue de 5’48 +
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0.4 x 10” pm?/s para las vesiculas control (N=145 de 29 células distintas), mientras que
el coeficiente tedrico de difusion fue estimado en 2°12 + 0°5 x10° um?/s para las
vesiculas de células tratadas con FTY720 (N= 57 de 31 células diferentes). El anélisis
del movimiento en el plano Z no nos revela una tendencia a una constriccion en el
movimiento de las vesiculas como deberia ser. Esto es debido a que la membrana de las
células queda afectada por el tratamiento, las células tienden a redondearse y a tener
menos puntos de adhesion con el cubre (Figura 30 C y D).

Tomando en conjunto los resultados obtenidos sobre la movilidad de parches y
de las vesiculas, queda claro que tras el tratamiento de células con FTY720, los
granulos aparecen mucho mas inmdviles que en cualquiera de los tratamientos
anteriores con los lipidos sefial AA y esfingosina, lo que sugiere un estado de anclaje y

maduracion (docked and primed) (Nofal y col., 2007; Lopez y col., 2009).

1.9. FTY720 imita la accion de los lipidos sefial sobre la fusidn vesicular.

Los resultados anteriores ponen de manifiesto que el FTY720 se comporta como
un lipido sefial que interacciona a nivel molecular con las proteinas SNARE,
moldeandolas para potenciar la formaciéon de complejos SNARE y por lo tanto
acelerando la fusion vesicular. Ademas, la restriccion en la movilidad de parches de
SNARE y de vesiculas analizados por métodos Opticos nos muestra que los granulos
cromafines aparecen en un estado de anclaje y maduracion en la membrana plasmatica.

Para determinar el impacto de esta droga a nivel de vesicula tnica se recurrié a
la amperometria. Podemos observar en la Figura 31 A y B un ejemplo de un registro
amperométrico en una célula control (Figura 31 A) y en una célula tratada con FTY720
(Figura 31 B). Se aprecia que tras el tratamiento con FTY720 las células presentan una
mayor sensibilidad a la despolarizacion con KCI 59 mM, descargando catecolaminas
con mayor frecuencia e intensidad.

La Figura 31 C muestra que bajo el tratamiento de FTY720 la amplitud media de
los eventos amperométricos aumenta dos veces respecto del control, alcanzando una
liberacion de catecolaminas dos veces mayor (Figura 31 D). Ademas, veremos que el
analisis cinético de los pardmetros amperométricos agrupando los resultados por célula,
y de sus distribuciones, revela que este aumento en la liberacion de neurotransmisores
en cada evento implica tanto la aceleracion de la fase onset de la cinética como un

aumento del tiempo de apertura del poro de fusion (fase offset).
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Figura 31. Efecto del FTY720 sobre los eventos amperométricos de fusion. Se
representan resgistros amperométricos obtenidos por despolarion con KCI 59 mM en
células control (A), y células tratadas con FTY720 (B). C y D. Las espigas
amperométricas se analizaron y a partir de ellas se construyeron las espigas medias de
cada condicion experimental, control (N=1262), y FTY720 (N=901). El FTY720
aumenta drasticamente la amplitud, la liberacioén de catecolaminas.

El tratamiento con FTY720 induce un aumento de 1’4 veces en la amplitud
(Imax) (Figura 18 B, p< 0°005), asi como un deplazamiento a valores mas elevados en
la distribucion con respecto al control (Figura 32 A). Es mads, la cantidad de
catecolaminas liberada es 2’1 veces mayor que en condiciones control (Figura 32 D),
confirmandose el hecho de que el FTY720 estimula drasticamente la exocitosis en

células cromafines bovinas.
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Figura 32. EI FTY 720 reduce la movilidad de clusters y vesiculas, induciendo la
fusion de vesiculas Unicas. El analisis de los parametros cinéticos de la fusion
obtenidos por amperometria, para 89 células control y 120 células tratadas con FTY720
a una concentracion de 20 uM durante 15 minutos, nos dan los resultados que se
exponen en las gréaficas siguiente. A. Distribucion de la amplitud media por célula,
separacion 20 pA. B. La amplitud media de las espigas aumenta 1’4 veces con el
tratamieto con FTY720, p< 0°005. C. Distribucion de la cantidad de catecolaminas
liberadas por célula, separacion 1000.000. D. La cantidad de catelcolaminas liberada en
cada fusién se duplica con el tratamiento con FTY720, p< 0°0001. E. Distribucion de
ti2 por célula, separacion 2 ms. D. El valor medio de t;, aumenta drasticamente en 1°2
veces en células tratadas con FTY720 con respecto a células control, p< 0’0005, p=
0°0003. **P< 0’005, ***P< 0’0005, de acuerdo con el Test de la T-Student comparando

respecto al control.
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Estos resultados y el analisis del parametro t;, de las espigas amperométricas
por célula (Figura 32 E, F) nos indican un aumento en la duracién de la apertura del
poro de fusion. Ya que encontramos un aumento de 1’2 veces en este pardmetro con
respecto a las condiciones control (Figura 32 F, p< 0°0005), asi como un
desplazamiento del valor medio de t;, a valores mayores en la distribucion de este
parametro (Figura 32 E) con el tratamiento con FTY720 con respecto las condiciones
control. Este hecho se pone de manifiesto al estudiar las fase de encendido (onset) y

apagado (offset) de las espigas amperométricas por célula (Figura 33).
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Figura 33. La cinética de fusion por celula se encuentra drasticamente afectada
por el tratamiento con FTY720. A. La distribucion del parametro de la fase de onset
(tiempo correspondiente al aumento de la amplitud del pico entre un 25 y un 75% de
la amplitud maxima) de las diferentes condiciones experimentales, nos muestra un
desplazamiento a valores menores en el tratamiento con FTY720 con respecto al
control, separacion de 0’2 ms. B. El valor medio se ve reducido en el tratamiento con
FTY720, pero esta reduccion no es estadisticamente significativa. C y D. Analisis
correspondiente a la fase de caida, o parametro offset de los eventos amperométricos.
Resulta evidente que el FTY720 afecta esta fase, prolongando la liberacion de
catelcolaminas a lo largo del tiempo. *** P< 0’0001, de acuerdo con el Test de t-
Student en comparacion con la condicion control.
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En la Figura 33 podemos observar una aceleracion de la fase de encendido al
estudiar el parametro Rise (25-75). Aun no siendo estadisticamente significativa la
reduccion observada en este pardmetro (Figura 33 B), el estudio de las distribuciones de
los datos obtenidos en condiciones control y en células tratadas con FTY720 (Figura 33
A) nos muestra que existe un desplazamiento a valores menores del pardmetro Rise (25-
75) cuando las células son tratadas con FTY720. Por ultimo, el analisis exhaustivo de la
fase de caida nos muestra un claro aumento del tiempo de apertura del poro de fusion
(Figura 33 D, p< 0°0001), siendo el parametro Fall (25-75) 1°7 veces mayor con
respecto al control. Ademas, como podemos observar en la grafica de distribuciones
(Figura 33 C) los valores medios por c€lula para este parametro tienen una distribucioén
tanto mas ancha como desplazada a valores mayores cuando las células son tratadas con
esta droga.

Dentro de la multitud de efectos que conlleva el uso del FTY720, y lo describen
como un compuesto neuroprotector por actuar sobre neuronas, oligodendrocitos y
astrositos (Miron y col., 2008), nosotros hemos hallado que el FTY720 promueve la

formacion de complejos SNARE y potencia la fusion a nivel de vesicula tnica.
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Conclusiones

1. Existe un alto grado de colocalizacion entre los parches de
SNAREs y balsas lipidicas de la membrana plasmaética.

2. Hay un grado de colocalizacion parcial entre los lipidos sefial
acido araquidonico y esfingosina afiadidos exdgenamente con los parches de
SNAREs.

3. Los lipidos sefial acido araquiddnico y esfingosina interactdan
con los parches de SNAREs a nivel molecular, tal como demuestran los
experimentos de FRET.

4, El movimiento de los parches de SNARE se ve reducido por el
acido araquidonico y la esfingosina.

5. El movimiento de las vesiculas se encuentra reducido por el acido
araquiddnico y la esfingosina.

6. La esfingosina induce el atraque de las vesiculas en la membrana
plasmatica (tethering), mientras que el acido araquidonico induce un estado de
anclaje de las mismas (docking).

7. Tanto el acido araquidénico como la esfingosina afectan a la
cinética del poro de fusion:

7.1. Los dos lipidos sefial aumentan la velocidad de apertura del poro
de fusion (Rise (25-75)), si bien para la esfingosina la velocidad de las espigas
de amperometria es alin mas rapida que para acido araquidénico.

7.2. El &cido araquiddnico prolonga la apertura del poro de fusion
(Fall(25-75)) de forma drastica, aumentando asi la cantidad de
neurotransmisores liberada en tres veces con respecto al control. Esto lleva a
pensar que en condiciones control la fusion ocurre en condiciones subdptimas
(kiss and run), siendo necesaria la intervencion de los lipidos sefial para que
ocurra una fusion completa.

El FTY720 se comporta como un lipido sefial que interacciona a nivel molecular
con las proteinas SNARE, facilitando la formacion de complejos SNARE.

El FTY720 promueve los estados de atraque y maduracién (docking y priming),
ya que inmoviliza los parches de SNAREs y las vesiculas de una forma ain mas
dréstica que el acido araquidonico.

El FTY720 presentas caracteristicas funcionales que se encuentran entre las de
acido araquidonico y las de la esfingosina. EI FTY720 induce un aumento del
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tiempo de apertura del poro de fusién produciendo un incremento en la
liberacion de catecolaminas de dos veces con respecto al control, como en el

caso del &cido araquidonico.
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