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Abreviaturas 

 

 

ABC ATP-binding cassette transporter 

Apo Apolipoporoteina 

CRAC Cholesterol Recognition/interaction Amino acid Consensus 

CUP-1  Cholesterol Uptake Protein-1 

DHE	  	   Dehidroergosterol 

dsRNA RNA de doble hebra 

RE  Retículo endoplásmico 

FRET Förster/Fluorescence Resonance Energy Transfer 

GFP Green Fluorescent Protein ⏐ Proteína verde fluorescente 

HDL High-Density Lipoprotein ⏐ Lipoproteína de alta densidad 

LDL Low-Density Lipoprotein ⏐ Lipoporoteina de baja densidad 

LDLR  Receptor LDL  

MP Membrana Plasmática 

NBD  22-(N-(7-Nitrobenz-2-Oxa-1,3-Diazol-4-yl)Amino)-23,24-Bisnor-5-Colen-3β-Ol 

NCR  NPC1 Related gene 

NPC1  Niemann-Pick disease, type C1 

NPC1L1 Niemann-Pick disease, type C1 Like-1 

PDM  Producto de Diferencias de la Media de fluorescencia 

R Coeficiente de colocalización de Manders 

RNAi RNA de interferencia 

SR-B1 Scavenger Receptor B1 

SIDT  SID-1 Transmembrane family, member 

SNC  Sistema Nervioso Central 

VLDL  Very-Low-density Lipoprotein ⏐ Lipoproteína de muy baja densidad 
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0. Resumen 
 

El colesterol es una molécula con importantes y diversas funciones en una 
gran cantidad de organismos multicelulares, desde bioprecursor de hormonas 
esteroideas hasta organizador de la membrana celular. Aunque muchos animales 
son capaces de biosintetizar colesterol, una importante proporción de éste es 
obtenido de la dieta al ser absorbido por los enterocitos del intestino delgado por 
NPC1L1. Adicionalmente se han desarrollado complejos mecanismos para trasportar 
colesterol en el torrente sanguíneo (lipoproteínas, receptores LDL, transportadores 
ABC, etc.) y garantizar su distribución en todos los tejidos. 

 
En el presente trabajo hemos identificado una nueva proteína involucrada en 

la absorción de colesterol proveniente de la dieta en el nematodo Caenorhabditis 
elegans a la cual hemos nombrado CUP-1, del ingles “cholesterol uptake protein 
1”. La ausencia de CUP-1 en los nematodos resulta en una disminución en la 
internalización de colesterol produciendo animales hipersensibles a la ausencia de 
éste. 
 
A nivel intracelular detectamos la presencia de CUP-1 en membrana plasmática, 
endosomas, lisosomas y Golgi además de colocalizar en vesículas ricas en 
colesterol. Los homólogos de CUP-1 en genomas de mamíferos (SIDT1 y SIDT2) 
también presentan una localización subcelular similar. Tanto CUP-1 como sus 
homólogos poseen secuencias de unión a colesterol tipo CRAC cuya interacción 
con colesterol fluorescente fue demostrada mediante ensayos de transferencia de 
energía fluorescente (FRET). Adicionalmente, demostramos que la mutagénesis del 
dominio CRAC transmembranal de CUP-1 tiene un efecto negativo en la interacción 
con el colesterol fluorescente demostrando así la funcionalidad de dicho dominio.  
 
Por su parte, el análisis de la expresión a nivel de mensajero de los homólogos 
de CUP-1 en tejidos de ratón mostró que, mientras SIDT2 tiene una alta expresión 
en el desarrollo y su presencia es detectada en todos los tejidos adultos, SIDT1 
tiene una expresión tejido específica enriquecida en SNC e intestino.  
 
En conjunto, estos datos nos llevan a proponer que CUP-1 y sus homólogos 
podrían estar involucrados en el metabolismo de colesterol en distintos 
organismos. Dada su baja homología con cualquier otra proteína, suponemos que 
son los primeros miembros de una nueva familia involucrada en el metabolismo de 
colesterol.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1 El colesterol 

 

El colesterol es un lípido esteroide 

compuesto por cuatro anillos de carbono: 

tres hexagonales, (denominados “A”, “B” y 

“C”) y uno pentagonal denominado “D” 

(Figura 1). Estos cuatro anillos se encuentran 

fusionados entre si, confiriéndole al 

colesterol una estructura rígida y 

prácticamente plana1. El colesterol tiene dos 

radicales metilo en los carbonos 10 y 13 y 

una cadena alifática ramificada de 8 

carbonos en la posición C-17 aumentando 

sus propiedades apolares e hidrofóbicas. El 

colesterol también presenta una insaturación 

entre los carbonos 5 y 6 y un grupo 

hidroxilo en el carbono 3 que le otorga 

ciertas propiedades polares reduciendo un 

poco su hidrofobicidad. 

 

El colesterol tiene importantes funciones en organismos eucariontes siendo su 

presencia absolutamente fundamental para muchos procesos celulares. En general 

se pueden clasificar en tres categorías que a continuación se describen: 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura del Colesterol. En el panel 
superior se muestran numerados los 27 carbonos 
de la molécula de colesterol así como los cuatro 
anillos que lo conforman. En el panel inferior se 
muestra una representación tridimensional de la 
molécula mostrando el espacio ocupado por las 
fuerzas de van der Waals. Modelo generado en 
Jmol. 
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1.1.1 Función en Membranas Celulares 

 

El colesterol es un abundante componente en las membranas celulares de 

animales vertebrados, puede llegar a constituir hasta el 25% del total de sus 

lípidos llegando hasta una proporción 1:1 con relación a los fosfolípidos2, aunque 

estos números dependen de la confluencia y el tipo celular. Intracelularmente 

también se encuentra en las membranas de endosomas y el aparato del Golgi 

aunque en menor proporción. Por otro lado, en el retículo endoplásmico (RE) 

apenas constituye el 1% de su membrana y esta ausente en la membrana 

mitocondrial3. Dada su estructura rígida, el colesterol es capaz de compactar y 

organizar los fosfolípidos de la membrana al interaccionar con las cadenas 

alifáticas de éstos4, el resultado es un aumento del orden de la membrana 

disminuyendo su fluidez, lo que resulta en una disminución de la movilidad y 

disfunción de proteínas membranales y en una menor permeabilidad de moléculas 

polares5. 

 

Aunque el colesterol puede difundir en y entre membranas, la distribución del 

colesterol no es homogénea: existen dominios o zonas de la membrana plasmática 

(MP) que son aun más ricas en colesterol, como las invaginaciones de caveolina-1 

llamadas caveolas o las “balsas lipídicas resistentes a detergentes”6-8. En general 

estas zonas sirven como centros organizadores para moléculas involucradas en la 

transducción de señales y endocitosis.  

 

1.1.2 Bioprecursor 

 

El colesterol es la base bioquímica para sintetizar una serie de moléculas con 

importantes funciones biológicas que se describen a continuación. 
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1.1.2.1 Sales Biliares y Vitamina D 

 

En los hepatocitos el colesterol es oxidado (vía el citocromo P450) a ácido cólico 

(Figura 2) y quenodesoxicólico, los cuales son modificados, almacenados y luego 

secretados por la vesícula biliar al lumen del intestino9. Las sales biliares ayudan a 

solubilizar grasas promoviendo la formación de micelas, permitiendo la acción de 

lipasas y su posterior absorción en las membranas de los enterocitos intestinales. 

Junto con las sales biliares también se excreta gran cantidad de colesterol, una 

parte de éste es reabsorbido (junto con las sales biliares) en la membrana del 

intestino delgado y luego transportado al hígado10. 

 

Por su parte la vitamina D es sintetizada cuando el 7-dehidrocolesterol (derivado 

del colesterol) reacciona con luz UV en las células de la piel produciendo 

colecalciferol11. Este compuesto sufre una serie de modificaciones en el hígado y 

posteriormente en los riñones antes de convertirse en la forma activa de vitamina 

D la cual es transportada por el torrente sanguíneo unida a una proteína 

acarreadora, la cual la lleva a los distintos tejidos blanco. La vitamina D puede 

funcionar como una citosina involucrada en la respuesta inmune o como un factor 

de transcripción al ser translocada al núcleo regulando genes involucrados con la 

homeostasis de calcio y fosforo12. 

 

1.1.2.2 Oxiesteroles 

 

El colesterol puede ser oxidado a los llamados oxiesteroles13 (Figura 2), su síntesis 

esta mediada por proteínas de la familia del citocromo P450 presentes en la 

mitocondria y la membrana del RE de prácticamente cualquier célula del 

organismo. Aunque poco abundantes (1:1000 en proporción con el colesterol), los 

oxiesteroles tienen funciones relacionadas con la regulación negativa del 

metabolismo de colesterol inhibiendo su síntesis. Al ser menos hidrofóbicos que el 
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colesterol, se ha propuesto que pudieran funcionar como lípidos señalizadores e 

incluso se les ha relacionado con agregación plaquetaria, apoptosis, bloqueo de 

estrógenos, citotoxicidad y también como mediadores de la inflamación3.  

 

1.1.2.3 Hormonas Esteroideas 

 

El colesterol es el precursor de todas las hormonas esteroideas14, la síntesis 

ocurre en el espacio intermembranoso de la mitocondria mediado por la enzima 

“Cholesterol side-chain cleavage enzyme”, un miembro de la familia del citocromo 

P45015. Esta enzima cataliza la conversión del colesterol en pregnenolona, de la 

cual se derivan todas las hormonas esteroideas (Figura 2). De hecho, todas las 

hormonas esteroideas comparten los cuatro anillos centrales del colesterol ya que 

la mayoría de las modificaciones ocurren en la cadena alifática del carbono 17. 

Los únicos tejidos capaces de sintetizar hormonas esteroideas son las gónadas 

(masculinas y femeninas), las glándulas adrenales y el cerebro. 

 

Estas hormonas pueden ser agrupadas en cinco grupos por el receptor al que se 

unen16: glucocorticoides, mineralocorticoides, andrógenos, estrógenos, y 

progestágenos. Todas juegan importantes y diversos papeles participando en el 

control metabólico de carbohidratos, lípidos y proteínas además de mediar la 

respuesta al estrés, inflamación y regulación inmunológica (ej. cortisol, cortisona y 

corticosterona). Las hormonas esteroideas también participan en la regulación del 

equilibrio de electrolitos en sangre (ej. aldosterona), y en el desarrollo de 

características sexuales masculinas (ej. testosterona y sus derivados) y femeninas 

(ej. estrógenos y progesterona).  

 

A los derivados de la pregnenolona producidos en el sistema nervioso central 

(SNC) se les denominan neuroesteroides17-19, y son un campo relativamente sin 

explorar, se han relacionado con funciones neuroprotectoras y antagónicas del 
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receptor GABAB. También se ha observado que incrementan la mielinizacion y la 

neurogénesis en el hipocampo por lo que se cree tienen relación con la memoria 

y las capacidades cognitivas. 

 

1.1.3.- Modificador de proteínas 

 

El hidroxilo único del colesterol permite la formación de un grupo éster con 

diferentes compuestos, incluidas algunas proteínas modificando la función y 

estabilidad de las mismas20-22. El caso mejor estudiado es sin duda Sonic hedgehog 

(SH), un morfógeno involucrado en la organogénesis de vertebrados con 

importantes funciones en la formación de las extremidades y la organización del 

cerebro23,24. Antes de ser secretado, SH sufre una serie de modificaciones 

postraduccionales que incluyen la unión covalente de colesterol en el carboxilo 

terminal de la proteína25, esta unión modifica la secreción, tráfico y transporte de 

SH en el medio extracelular, pero también la interacción con su receptor Patched-

1, quien comparte homología con NPC-1, una proteína capaz de mediar la 

translocación de lípidos de un lado a otro de membranas26 (ver más adelante). 

 

El colesterol también puede modificar la función de proteínas de membrana al 

unirse de manera no covalente a dominios de unión a esteroles presentes en 

éstas. Algunos ejemplos son la podocina, involucrada en uniones intracelulares de 

células del riñón, o los canales MEC-1 y BK: el primero un canal de Na+ 

involucrado en mecanosencion y el segundo un canal de K+ regulado por 

voltaje27,28. 
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Figura 2. Síntesis y modificaciones de la molécula de colesterol. (1)  La síntesis de colesterol comienza fusionando 
varias moléculas de Acetil coenzima A (CoA) para generar 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA el cual es reducido a Mevalonato 
por la HMG-CoA reductasa. Esta enzima es el paso limitante de la síntesis de colesterol y es inhibida de los fármacos 
estatinas. (2) Varias moléculas de Mevalonato son descarboxiladas, isomerizadas y fusionadas para generar una 
molécula de Escualeno. (3) El escualeno es reducido y ciclado mediante la adición de oxígeno generando una molécula 
de Lanosterol. (4) Finalmente, el lanosterol se convierte en colesterol después de varias reacciones enzimáticas no del 
todo esclarecidas. Estos pasos son necesarios para eliminar tres grupos metilo: dos en el carbono 4 y  uno en el carbono 
14. Además, ocurre la reducción de un doble enlace en la cadena lateral y el desplazamiento de un doble enlace a los 
carbonos 5 y 6. El colesterol puede ser modificado por distintas vías, en la figura se muestran algunos ejemplos de 
metabolitos de colesterol: en los tejidos periféricos, el colesterol puede ser esterificado u oxidado. En el hígado además 
puede ser metabolizado a ácido cólico del que derivan las sales biliares. Por su parte, en la mitocondria de tejidos 
esterogénicos (células de Leydig en los testículos, ovarios y glándulas adrenales) el colesterol es convertido en hormonas 
esteroideas. En rojo se indican los nombres de algunas enzimas involucrados tanto en la síntesis como en la modificación 
del colesterol.  
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1.2 Síntesis endógena de colesterol 

 

La síntesis de colesterol ocurre principalmente en el hígado y en el intestino 

delgado aunque prácticamente cualquier célula nucleada de animales vertebrados 

es capaz de biosintetizar esta molécula3. La biosíntesis de colesterol ocurre en la 

membrana del RE liso en un complejo mecanismo que involucra a más de 30 

enzimas para convertir a la acetil coenzima-A en colesterol29 (Figura 2).  

 

Los niveles corporales de colesterol son regulados principalmente en el hígado a 

través de los receptores X (LXR) que son activados por oxiesteroles sanguíneos o 

por el colesterol presente en la membrana del RE de los hepatocitos30. La 

activación de estos receptores aumenta la captura de colesterol de la sangre el 

cual es después eliminado secretándolo en forma de sales biliares (que después 

son eliminadas en las heces). Por otro lado, tanto en el hígado como en los 

tejidos periféricos, la transcripción de las enzimas involucradas en la síntesis de 

colesterol esta regulada por la proteína SREBP31 (“Sterol Recognition Element 

Binding Protein”), un factor de transcripción que reside en la membrana del RE y 

que, cuando los niveles de colesterol disminuyen, es proteolisado y transportado al 

núcleo donde induce la transcripción de la HMG-CoA reductasa, (enzima limitante 

en la síntesis de colesterol) y de receptores LDL (involucrados en la internalización 

de colesterol de la sangre; ver más adelante). 

 

1.3 Transporte de colesterol 

 

Dada la naturaleza hidrofóbica de la molécula de colesterol, se han desarrollado 

complejos mecanismos para translocarlo de un lado a otro de la membrana y 

para transportarlo de y hacia el hígado, regulando los niveles de colesterol en los 

tejidos periféricos. El transporte de colesterol involucra tanto vías endocíticas como 

no-endocíticas que a continuación se describen. Adicionalmente, un esquema que 



	  
15	  

representa las principales vías de transporte de colesterol en mamíferos se 

presenta en la Figura 4. 

 

 
 
Figura 4. Principales vías de transporte de colesterol en humanos. El colesterol ingerido (o proveniente de 
sales biliares) es endocitado en los enterocitos del intestino delgado gracias a NPC1L1 vía vesículas de 
clatrina. Una vez endocitado, escapa de los lisosomas por acción de NPC1 hacia el RE. El exceso de colesterol 
puede ser regresado al intestino para ser desechado junto con las heces o ser exocitado en forma de 
quilomicrones a los ductos linfáticos de dónde pasan a la sangre. Los hepatocitos endocitan a los 
quilomicrones a través el receptor de LDL. El colesterol escapa de los endosomas vía NPC1 al RE. En el 
hígado el colesterol puede ser almacenado en forma de gotas de colesterol esterificado o ser exocitado en 
forma de VLDL al torrente sanguíneo donde maduran (por la acción de lipasas) a partículas LDL. Las partículas 
de LDL pueden ser endocitadas en cualquier tejido periférico que exprese al LDL-R. El exceso de colesterol en 
los tejidos pasa de la MP a ApoA1 (que es secretada por el hígado al torrente sanguíneo) formando las 
partículas HDL, las cuales translocan su colesterol a la membrana de los hepatocitos vía el receptor SR-B1. En 
los hepatocitos el colesterol también puede ser excretado al ducto biliar para ayudar a la digestión de grasas. 
En el SNC la barrera hematoencefálica aísla al cerebro de estas vías por lo que el transporte se da célula a 
célula mediado por ApoE.  
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1.3.1 Transporte periférico 

 

Aunque el colesterol puede ser sintetizado en cualquier célula del organismo, el 

principal tejido productor de colesterol es el hígado dónde se sintetiza a partir de 

Acetil-CoA15. El colesterol sintetizado en los hepatocitos se almacena en la 

membrana plasmática y en “gotas de colesterol” en el citoplasma. Por un proceso 

no del todo esclarecido, la enzima MTP (“microsomal trasnfer protein”) media la 

formación de un complejo entre el colesterol y la apolipoproteina B-10032 (ApoB-

100), una proteína altamente hidrofóbica presente en la membrana y lumen del RE 

liso, a este complejo se le conoce como VLDL33 (del inglés, “lipoproteina de muy 

baja densidad”). Las VLDL son secretadas vía Golgi al torrente sanguíneo donde 

son modificadas a LDL (del inglés, “lipoproteínas de baja densidad”) por la acción 

de lipasas que principalmente reducen la cantidad de diacilglicerol de estas. Las 

partículas de LDL maduras poseen aproximadamente 500 moléculas de colesterol 

libre y 1500 de colesterol esterificado34. En los tejidos periféricos, las partículas de 

LDL son internalizadas por receptores que reconocen a la ApoB100, estos 

receptores LDL (LDLR) poseen un solo cruce transmembranal y son expresados por 

todas las células del organismo35. Los LDLR median la endocitosis de las partículas 

LDL vía clatrinas, una vez endocitados, los receptores son reciclados a la 

membrana plasmática mientras que el colesterol pasa a endosomas tardíos. 

Posteriormente, estos se fusionan con lisosomas donde el colesterol esterificado es 

hidrolizado por lipasas para generar colesterol libre. Este colesterol des-esterificado 

escapa de los lisosomas por la acción de NPC136,37 (“Niemann-Pick disease, type 

C1”) (Figura 3A), esta proteína fue identificada porque sus mutaciones se asocian 

con la acumulación de colesterol en lisosomas del hígado, bazo y cerebro y 

resultan en neurodegeneración y muerte a temprana edad38. Aunque se desconoce 

el mecanismo exacto por el cual NPC1 media el escape del colesterol de los 

endosomas, se cree que funciona como una bomba que trabaja de manera pasiva 

ya que posee homología con permeasas bacterianas36,39.  
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Además de NPC1, existe NPC240, que también se localizada en lisosomas y su 

ausencia se asocia a la acumulación de colesterol en lisosomas, pero a diferencia 

de la primera, es una proteína soluble. Modelos estructurales sugieren que, en el 

lumen del lisosoma, NPC2 actúa como un intermediario entre el colesterol 

endocitado y NPC141.  

 

 

Una vez que el colesterol escapa de los endosomas, este puede ser  esterificado 

por la enzima ACAT142 (“acyl CoA cholesterol acyltransferase 1”) que genera una 

unión entre el hidroxilo del colesterol y un ácido graso generándose un éster de 

colesterol (Figura 2). Esta modificación le confiere menor solubilidad, lo que ayuda 

a su almacenaje. El colesterol endocitado también puede ser movilizado a la 

Figura 3. Modelo de la topología de 
(A) NPC1 y (B) NPC1L1. Ambas 
proteínas tiene 13 segmentos 
transmembranales y un dominio sensor 
de esteroles (SSD: “sterol sensing 
domain”) que abarca del tercer al 
séptimo cruce transmembranal. Se cree 
que NPC1L1 tiene un sitio de unión a 
colesterol en el carboxilo extracelular. 
Además tiene dos señales [YXX∅] 
intracelulares que están relacionadas 
con endocitosis mediada por clatrinas. 
La droga ezetimibe bloquea esta 
internalización uniéndose al segundo 
segmento extracelular. 
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membrana plasmática por un proceso no del todo esclarecido, se ha sugerido que 

el colesterol difunde por y hacia las membranas, pero este hecho seria 

contradictorio con la baja concentración de colesterol observado en algunas 

membranas intracelulares (ej: mitocondia, RE)43. Se ha sugerido que existen por lo 

menos dos vías de transito de colesterol entre el RE y la MP3: 1) la vesicular, 

mediada por vías endocíticas a través de Golgi y el reciclaje de endosomas y 2) 

las no vesiculares, donde el colesterol es acarreado directamente por proteínas 

que unen esteroles como START44 (“sterogenesis acute regulatory protein”) o 

OSBP45 (“Oxystero-binding protein”). En ambos casos, se sabe que las caveolinas 

en la MP son las zonas de mayor recepción de colesterol de donde puede 

movilizarse a otros dominios43,46. 

 

Para regular la cantidad de colesterol en los tejidos periféricos, el colesterol es 

reenviado al hígado por un mecanismo que se conoce como “transporte reverso 

de colesterol47”. Este transporte se basa en la familia de transportadores ABC 

(“ATP-binding cassette transporter”) que son expresadas en todos los tejidos y 

utilizan la energía del ATP para translocar el colesterol presente en la MP hacia la 

apolipoproteina A1 (ApoA1)48 circulante en el torrente sanguíneo. Es importante 

recalcar que este proceso ocurre en el lado extracelular de la MP y no involucra 

vía endocíticas. A los complejos ApoA1/colesterol se les denomina HDL49 (del 

ingles, “lipoproteínas de alta densidad”). Las HDL recién formadas son blanco de la 

enzima LCAT49 (“lecithin cholesterol acyltransferase”) que esterifica al colesterol 

presente en estas.  

 

Los complejos HDL circulantes en la sangre son reconocidos en el hígado por el 

receptor SR-B150, este receptor posee dos cruces transmembranales y tanto el 

carboxilo como el amino terminal son citoplásmicos. Se desconoce cual es el 

mecanismo exacto por el cual SR-B1 transloca al colesterol, pero se propone que 

este receptor forma un canal por el cual el colesterol difunde de manera pasiva 
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de la partícula HDL a la membrana plasmática de los hepatocitos sin involucrar 

endocitosis de los mismos47. Una vez en la MP el colesterol puede ser movilizado 

al RE para ser metabolizado en sales biliares o almacenado en gotas de colesterol 

esterificado. 

 

1.3.2 Transporte Intestinal  

 

A pesar de la síntesis de novo, se ha reportado que hasta el al 80% del total del 

colesterol puede provenir de la absorción intestinal en humanos51. Hasta hace 

poco, se pensaba que el colesterol difundía de manera pasiva del lumen del 

intestino a los enterocítos intestinales, hoy se sabe que la absorción de colesterol 

esta mediada por la proteína NPC1L1 (“NPC1-like-1”; Figura 3B) que se expresa en 

la membrana apical de los enterocitos. Esta proteína posee 13 segmentos 

transmembranales, un amino extracelular grande y dos secuencias de 

direccionamiento a lisosomas en el tercer y quinto segmento intracelular. Se ha 

caracterizado que NPC1L1 une colesterol a través del sitio de unión a esteroles 

extracelular, esta unión induce un cambio conformacional que provoca la 

internalización de la proteína mediada por clatrinas. La proteína NPC1L1 

endocitada es reciclada a la membrana, mientras que el colesterol continúa por 

las vías endocíticas hasta que es liberado del endosoma tardío/lisosoma por NPC1 

y NPC2. Interesantemente, NPC1L1 también se expresa en el ducto biliar donde 

participa en la reabsorción de sales biliares. 

 

Parte del colesterol endocitado por los enterocitos es devuelto al lumen del  

intestino por los transportadores ABC G5 y G8, el resto forma complejos con la 

apolipoporoteina B48 en la membrana del RE. A estos complejos se les conoce 

como Quilomicrones y son exositados vía Golgi a los ductos linfáticos cercanos al 

intestino para después pasar a la circulación sanguínea. Los quilomicrones además 

poseen grandes cantidades de triacilglicerol que van perdiendo por acción de 
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lipasas sanguíneas al mismo tiempo que adquieren ApoE. Los quilomicrones 

entonces son internalizados en el hígado a través del receptor de LDL. 

 

1.3.3 Transporte en el Cerebro 

 

El SNC representa un caso particular en lo que se refiere al metabolismo de 

colesterol ya que, a pesar de ser el tejido con más cantidad de colesterol (15-20 

mg/g vs 1.4 mg/g en el músculo)15, las partículas HDL o LDL no pueden atravesar 

la barrera hematoencéfalica, lo que aísla al cerebro del sistema de intercambio de 

colesterol con el hígado. Por esta razón el colesterol en el SNC proviene 

exclusivamente de la síntesis de novo a partir de acetil CoA. Sin embargo, existe 

transporte intercelular entre células de la glía (astrocitos) y neuronas a través de 

la apolipoproteina E (apoE) que también es reconocida por el LDLR expresado en 

el cerebro. En el SNC el colesterol está involucrado con la mielinizacion, la 

neurogénesis y el desarrollo (vía SH) e incuso está involucrado con la regulación 

de varios canales y receptores. Además es el precursor de neuroesteroides y 

oxiesteroles exclusivos de cerebro.  

 

1.4 Dominios de unión a colesterol 

 

Dada la diversidad de funciones biológicas en las que participa el colesterol (o sus 

derivados), resulta lógico que existan un gran variedad de proteínas capaces de 

unirlo. En general, el reconocimiento de este esterol se basa en su estructura 

plana y en sus características hidrofóbicas, pero también en el grupo polar 

hidroxilo que posee en el carbono 3. A continuación describimos dos motivos 

encontrados comúnmente en proteínas que unen colesterol: 
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1.4.1 Dominio Sensor de Esteroles (SSD) 

 

El dominio sensor de esteroles, o SSD (del inglés, “sterol sensing domain”), es un 

dominio transmembranal que abarca 5 cruces (∼180 aminoácidos) y esta 

conservado en una serie de proteínas involucradas en el transporte, metabolismo y 

regulación de colesterol52, como la HMG-CoA reductasa, SCAP (la proteína que 

media la proteólisis de SREBP), Patch, y NPC1L1. 

 

El papel exacto del SSD esta en debate, pero se propone que puede unir 

directamente colesterol, por ejemplo, el presente en la membrana plasmática el 

cual podría inducir un cambio conformacional. También se propone que pueda 

interaccionar proteínas unidas a colesterol.  

 

En otras proteínas transmembranales con SSD, (e.g. NPC1), se ha identificado un 

sitio de unión a colesterol extracelular en el dominio N-terminal41, ese dominio 

esta compuesto por hélices alfa que forman una cavidad en donde puentes de 

hídrogeno (entre aminoácidos y agua) estabilizan el grupo hidroxilo del colesterol. 

En este acomodo, los 4 anillos de la molécula quedan “enterrados” en la cavidad 

y solo la cadena alifática está parcialmente expuesta. Esta orientación es inversa a 

la observada en NPC2, donde en una cavidad similar, el grupo OH queda 

expuesto. 

 

1.4.2 Motivo CRAC 

 

El motivos CRAC (del inglés, “cholesterol recognition/interaction amino acid 

consensus”) fue inicialmente identificado en el receptor periférico de 

benzodiacepinas humano53, una proteína capaz de mediar la translocación de 

colesterol en la membrana de la mitocondrial. Actualmente, este tipo de motivos 

han sido identificados en una gran variedad de proteínas involucradas con 
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modificar el colesterol (e.g. colesterol monoxigenasa, oxidasa, desidrogenasa, 

esterasa); o unir colesterol (e.g. ApoA1, caveolina, STAR, hedgehog, citocromo P450 

C26/25, anexina II), pero también en canales y receptores54-56, donde la interacción 

entre el colesterol y sus motivos CRAC participa en su regulación. Incuso están 

presente en gp41 de VIH, participando en la internalización del virus57. 

 

Linealmente, el motivo esta conformado por una Leucina o Valina (aminoácidos 

neutrales e hidrofóbicos), una Tirosina (neutral y polar) y una Arginina o Lisina 

(aminoáidos básicos): L/V–(X)1–5–Y–(X)1–5–R/K. Entre uno y otro aminoácido hay una 

separación que varia de entre 1 y 5 aminoácidos. Estructuralmente, se propone 

que el motivo genera una especie de “surco”, donde la Leucina o Valina 

interaccionan con la cadena alifática del colesterol, y la Tirosina con el grupo 

hidroxilo58. Por su parte, la arginina o Lisina ayudan a crear la “cavidad” dónde la 

molécula de colesterol se acopla. La mayoría de los motivos CRAC se ha 

identificado en proteínas transmembranales, usualmente aledaños a las regiones 

transmembranales59,60. 

 

 

1.5 El nemátodo Caenorhabditis elegans 

 

 

Caenorhabditis elegans es un nemátodo transparente de vida libre que habita en 

suelos templados de todo el mundo alimentándose de bacterias, mide 

aproximadamente 1.2 mm y presenta simetría bilateral61. Tiene un genoma de 97 

megabases organizado en 5 autosomas y un cromosoma sexual del cual depende 

su sexo62,63: dos cromosomas los hermafroditas y uno los machos. Sin embargo, 

los machos son extremadamente poco abundantes alcanzando apenas el 0.05% 

del total de la población en condiciones normales.  
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Este nemátodo tiene la característica de poseer un número fijo de células64: 959 el 

hermafrodita y 1031 el macho, lo que ha permitido mapear todas las divisiones 

celulares desde la fecundación del óvulo hasta los animales adultos, haciendo a 

este organismo un extraordinario modelo para el estudio del desarrollo y la 

diferenciación celular. Adicionalmente ha sido utilizado para estudiar diversos 

procesos biológicos que van desde metabolismo65 y enfermedades66, hasta la 

caracterización de los circuitos neuronales involucrados en la memoria67. 

 

1.5.1 Anatomía  

 

La anatomía básica de C. elegans comprende la boca, la faringe, el intestino y la 

gónada61 (Figura 5A). Recubriendo el cuerpo del nemátodo hay una cutícula 

impermeable hecha de colágena que lo aísla del medio68, además, entre el cuerpo 

y la cutícula hay una cavidad (pseudocolematida) llena de líquido a alta presión 

que le confiere su forma cilíndrica. En la cabeza hay una gran cantidad de 

neuronas que inervan, entre otras estructuras, dos líneas de células musculares a 

lo largo del gusano que le permiten moverse67.  

 

C elegans se alimenta de bacterias y desechos del medio en el que habita gracias 

a que los músculos de la faringe bombean constantemente líquido hacia el bulbo 

terminal de la faringe donde una estructura denominada “molino”  o “grinder” 

literalmente tritura a las bacterias antes de pasar al intestino69. El intestino esta 

compuesto por 20 células multinucleadas organizadas en pares para formar 10 

discos alrededor del lumen del intestino70 (Figura 5B), estas células poseen 

microvilli y son las encargadas tanto de secretar proteasas y ribonucleasas para la 

digestión, como de absorber los nutrientes70. El intestino también es el tejido 

donde ocurre la modificación y almacenaje de lípidos y carbohidratos, que de 

hecho pueden ser vistos por microscopia en forma de gránulos y vesículas en las 

células del intestino. 
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Los hermafroditas poseen una gónada doble en cuya parte distal se producen 

ovocitos que migran hacia el útero conforme maduran61. En este proceso pasan 

por la espermateca, dónde son fecundados por los espermatozoides del mismo 

animal71. Los ovocitos recién fecundados son expulsados por la vulva donde 

completan su desarrollo. Un sólo hermafrodita produce ∼300 embriones durante su 

vida reproductiva de 4 días. Por su parte los machos solo producen 

espermatozoides que utilizan para fecundar hermafroditas mediante una cola 

especializada para el apareamiento72; si una hermafrodita es fecundada por un 

macho, el esperma de este será usado en vez del propio, llegándose a producir 

hasta 1000 embriones. Los embriones eclosionan extrauterinamente dado origen a 

animales que pasan por cuatro etapas larvarias61 (L1 a L4, Figura 5C) antes de 

convertirse en adultos fértiles. Dado que este nemátodo posee una dura cutícula 

de colágena, entre una y otra etapa larvaria existe una muda para eliminar a la 

cutícula vieja y secretar una nueva73. En condiciones normales, el ciclo de vida de 

C. elegans dura aproximadamente 3 días y tiene una vida media de entre 2 y 3 

semanas dependiendo de la temperatura61. En condiciones de estrés como un 

incremento de la temperatura o la falta de alimento en el medio aunado a 

sobrepoblación, las larvas L1 optan por en un estado larvario especial denominado 

“dauer”74, en el que dejan de bombear alimento y entran en un estado metabólico 

que les permite soportar condiciones adversas hasta por 4 meses; si las 

condiciones ambientales vuelven a ser favorables, las larvas dauer reanudan el 

desarrollo en L4. 
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Figura 5. El nemátodo Caenorhabditis elegans. (A) Anatomía. Fotografía de un hermafrodita donde se resaltan las principales 
estructuras anatómicas: en verde los dos bulbos de la faringe, en marrón el intestino y en azul ambos brazos de la gónada. VFI: 
válvula faringeo-intestinal, Emb: embriones, esp: espermateca. (B) Modelo del sistema digestivo. Se muestra la célula más distal 
de la faringe y los 3 discos que forman la VFI. Los pares de células que forman el intestino están numerados. En el panel inferior 
se muestra una imagen de microscopia electrónica (tomada de WormAtlas.org) del tercer disco del intestino. En azul se muestra la 
célula intestinal distal (Int3D) y en rojo la célula intestinal ventral (Int3V). El recuadro indica un aumento a la zona del lumen del 
intestino donde se aprecia el microvili. (C) Ciclo de Vida. Los óvulos son fecundados in utero  llevando a cabo la primera división 
antes de ser expulsados. Los embriones eclosionan extrauterinamente y pasan por cuatro etapas larvarias (L1 a L4) en 
aproximadamente 28 hrs a 22 ºC. Los adultos jóvenes ya poseen ovocitos en el útero aunque la puesta de embriones comienza 
después de 8 hrs.  
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1.5.2 Importancia del colesterol 
 

A diferencia de los animales, C. elegans no puede sintetizar colesterol de manera 

endógena pues no cuenta con las enzimas escualeno sintasa ni escualeno 

ciclasa75, necesarias para biosintetizar escualeno y lanosterol, dos metabolitos 

centrales en su síntesis (ver Figura 2). C. elegans obtiene colesterol de la ingestión 

de desechos animales presentes en el medio, o bien de esteroles de platas y 

hongos que luego metaboliza a colesterol76. También se ha demostrado que 

obtiene esteroles de la ingesta de bacterias, que si bien no pueden sintetizar 

esteroles, sí los pueden incorporar en sus membranas cuando estos están 

presentes en el medio77. Mediante el uso de análogos fluorescentes de colesterol y 

tinción de lípidos, se ha observado que algunas zonas y estructuras en el 

nemátodo son ricas en colesterol como la faringe, el intestino y los ovocitos78. 

En condiciones experimentales, se agregan de 5 a 8 µg/mL de colesterol que se 

suman a los esteroles presentes en el agar y extracto de levadura utilizados en la 

elaboración del medio61. Omitir la suplementación de colesterol (pero manteniendo el 

agar y extracto de levadura) resulta en un decremento en el tamaño e índice de 

crecimiento, un aumento en la letalidad embrionaria79,80 y problemas en la movilidad 

de los gusanos68,69,81, también se han reportado alteraciones en la proliferación y 

diferenciación de las células de la línea germinal82. La completa privación de colesterol 

resulta en fenotipos más severos que se asocian a problemas en la locomoción y 

mudas de los gusanos81,83,84. Además, se observa un arresto generalizado de las larvas 

L2 que entran en un estado que, aunque similar a dauer, mueren al poco tiempo81,85. 

Sin embargo, se observa que la primera generación de gusanos es relativamente 

normal, y es hasta la segunda generación de animales creciendo sin colesterol donde 

se observan los fenotipos mencionados. Este resultado demuestra que las madres son 

capaces de proveer de colesterol a la progenie80,85. Sin embargo, el colesterol es 

requerido solo en cantidades bajas: se ha reportado que animales creciendo en 300 

ng/mL de colesterol presentan tamaño y fertilidad normales79.  
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Contrario a las células de mamíferos, se ha establecido que las membranas celulares 

de C. elegans prácticamente no contienen colesterol75,78, por lo que se propone que, 

más que un papel estructural, el colesterol en C. elegans es necesario para la 

producción de hormonas esteroideas que controlan las etapas de desarrollo y a su 

vez están involucradas en la diferenciación y proliferación celular75,80,86. En este sentido, 

un análisis del genoma de C. elegans predijo más de 260 receptores hormonales87 y 

se ha identificado al ácido dafacrónico (o gramravali) como un esterol derivado del 

colesterol involucrado en la regulación del desarrollo y reproducción de los 

nemátodos75,85. Adicionalmente, C. elegans puede modificar esteroles de una manera 

particular para producir esteroles metilados (Figura 6) cuya presencia ha sido 

relacionada con el control de desarrollo79,81. En contraste, los mamíferos invierten una 

gran cantidad de energía para llevar a cabo las modificaciones opuestas. 

 

 
 
Figura 6. Biosíntesis de esteroles metilados en C. elegans. La deshidrogenación del colesterol en la 

séptima posición genera 7-dehidrocolesterol el cual es metilado en el cuarto carbono del primer anillo para 

generar 4alfa-esteroles. Esta modificación es exclusiva de nemátodos. 

 

1.5.3 Transporte de colesterol en C. elegans 
 

A pesar de la importancia de los esteroles en C. elegans, se desconoce el 

mecanismo molecular responsable de la toma de colesterol del medio ambiente. C. 

elegans posee dos genes homólogos a NPC-1 (la proteína responsable del escape 

del colesterol internalizado de los lisosomas en mamíferos) denominados NCR-1 y 

NCR-2 (“NPC Related”); el primero se expresa en tejidos con alto contenido de 

colesterol y el segundo sólo en dos neuronas involucradas con la formación de 
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larvas dauer88,89. La falta de NCR-1 resulta en problemas en el crecimiento cuando 

los animales crecen en condiciones de bajo colesterol mientras que la carencia de 

ambos genes de manera simultanea resulta en el establecimiento constitutivo del 

estado larvario dauer. Sin embargo, se ha descartado que estos genes tengan 

algún papel en la toma de colesterol del medio ambiente90, y por el contrario sólo 

participan en el transporte intracelular de colesterol. Los fenotipos asociados a su 

ausencia probablemente se deban a problemas en el metabolismo de hormonas 

esteroideas involucradas en la inhibición del estado larvario dauer. 

 

Por otro lado, en C. elegans existen homólogos de la súperfamilia de receptores 

LDL que en mamíferos median la endocitosis de lipoproteínas. Se ha propuesto 

que uno de ellos, LRP-1 (“LDL receptor-like protein-1”) pudiera estar involucrado 

con la internalización de colesterol puesto que sus mutaciones se asocian a 

fenotipos parecidos a los observados ante la ausencia de colesterol83 (problemas 

en la muda, arresto del crecimiento). Sin embargo, los animales carentes de lrp-1 

son normales en cuanto a tamaño y fertilidad. Por otro lado, LRP-1 se expresa 

exclusivamente en el epitelio exterior encargado de secretar la cutícula de 

colágena y dada la naturaleza impermeable de ésta, sería improbable que el 

colesterol pueda atravesarla para luego ser internalizado vía LRP-1. La evidencia 

indica que LRP-1 en realidad promueve la degradación de la cutícula durante las 

mudas del nemátodo secretando proteasas y colagenasas83,91, lo que explicaría los 

problemas en el crecimiento observados en la mutante, pero descarta su papel en 

la internalización de colesterol.  

 

Otra miembro de la familia de receptores LDL en C. elegans es RME-292 (“Receptor-

mediated Endocytosis”), que se expresa en los ovocitos mediando  la 

internalización de vitelogeninas. Las vitelogeninas son lipoproteínas que unen 

colesterol (equivalentes a ApoB de mamíferos) y que son secretadas por las 

células del intestino del nemátodo hacia la cavidad pseudocolematida93. Sin 
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embargo, es claro que REM-2 no podría ser responsable de la toma de colesterol 

proveniente del medio ya que por un lado es improbable que el colesterol se 

encuente en forma de vitelogeninas en el medio ambiente, y por otro, la expresión 

de RME-2 es exclusiva de la gónada de hermafroditas L4 y adultos, y la toma de 

colesterol ha sido caracterizada tanto en machos como larvas L1-L378.  

Dado que C. elegans es un organismo auxótrofo para esteroles, resulta un 

excelente modelo para estudiar a fondo las vías de internalización de colesterol, 

hecho que toma relevancia si tomamos en cuenta que en humanos los altos 

niveles de colesterol en sangre  − que en gran medida dependen de la 

internalización a nivel intestinal − se relacionan con graves enfermedades y 

padecimientos: desde enfermedades coronarias hasta Alzheimer94.  

Mediante estudios de análisis genómicos95, se identificó en el nematodo C. elegans 

un marco de lectura abierto en el cromosoma X al que se denominó como 

“temporally assigned gene 130” (tag-130) y a su transcrito como ZK721.1, sin 

embargo en la literatura o en las bases de datos no se reportan fenotipos 

asociados a la ausencia de dicho gen. Nosotros identificamos motivos de unión a 

colesterol extracelular y otro transmembranal en ZK721.1 (ver Resultados) y una 

topología similar a la de NCP1L1 humano. En el presente trabajo demostramos el 

involucramiento de tag-130/ZK721.1 en el metabolismo de colesterol de C. elegans 

por lo que renombramos a esta proteína como CUP-1 (del ingles “Cholesterol 

Uptake Protein -1”) y así nos referiremos a ella en lo sucesivo.  
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2. HIPÓTESIS 
 

A) La proteína ZK721.1/CUP-1 de C. elegans esta involucrada con el metabolismo 

de colesterol dado que posee dominios de unión a colesterol y una topología 

parecida a proteínas involucradas con la internalización de colesterol en 

mamíferos. 

 

B) Dado que C. elegans es auxótrofo para esteroles, la ausencia de ZK721.1/CUP-

1 tiene fenotipos similares a la deprivación de colesterol. 

 

C) Las proteínas de mamíferos SIDT1 y SIDT2, homologas de ZK721.1/CUP-1, 

también están relacionadas con el metabolismo de colesterol. 

 

3. OBJETIVOS 
 

Empleando a C. elegans y cultivos de líneas celulares de mamíferos como 

modelos, nos planteamos como objetivo general demostrar experimentalmente el 

involucramiento de CUP-1, SIDT1 y SIDT2 en el metabolismo de colesterol. Para 

lograrlo nos planteamos los siguientes objetivos particulares: 

 

Ø 1 - Comprobar que la ausencia de CUP-1 en C. elegans se relaciona con 

fenotipos asociados a la privación de colesterol. 

Ø 2 - Comprobar el involucramiento de CUP-1 en la internalización de 

colesterol del medio ambiente en C. elegans. 

Ø 3 - Caracterizar la localización subcelular de CUP-1, SIDT1 y SIDT2 

Ø 4 - Demostrar experimentalmente la interacción física entre CUP-1, SIDT1, y 

SIDT2  con colesterol. 

Ø 5 - Caracterizar la expresión de espacio temporal de CUP-1, SIDT1, y SIDT2 

 



	  
31	  

4. RESULTADOS 
 

4.1 Identificación de CUP-1 como una proteína asociada al metabolismo de 

colesterol 
 

El análisis del perfil de hidrofobicidad de la proteína CUP-1 de C. elegans predice un 

péptido señal (18 Aa) en el amino terminal seguido de nueve segmentos 

transmebranales. En cuanto a su topología, se predice un amino terminal extracelular 

relativamente grande (poco más de un tercio de la proteína) y un carboxilo terminal 

corto del lado citoplásmico (Figura 7). Mediante análisis in silico, se identificaron sitios 

de  N-glicosilación en la porción amino-terminal extracelular. También, se identificaron 

dos motivos de endocitosis basado en lisinas en el primer segmento intracelular, estos 

dominios han sido identificados en proteínas que participan en endocitosis y transporte 

vesicular además del direccionamiento a lisosomas96. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Modelo de la topología de “Cholesterol Uptake Protein-1” de C. elegans. El modelo fue construido 
a partir de los perfiles de hidrofobicidad de la proteína. Los números romanos indican los nueve cruces 
transmembranales. Los números en rojo indican el residuo de amino ácido. Los dominios CRAC conservados 
(L/V-X(1-5)-Y-X(1-5)-R/K) en las posiciones 62 y 565 se muestran en rojo. Los primeros 18 aminoácidos se 
predicen como el péptido señal por lo que fueron excluidos del modelo. Motivos de endocítiocs basados en 
lisinas: YXXL/DXXLL se muestran en azul. 
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Un análisis cuidadoso de la secuencia de aminoácidos de CUP-1 reveló además la 

presencia de por lo menos dos dominios CRAC (“cholesterol recognition/interaction 

amino acid consensus”) conservados, el primero en el carboxilo extracelular y el otro 

en el quinto segmento transmembranal. (Figura 7). Los dominios CRAC están 

involucrados con la unión de colesterol y han sido observados tanto en proteínas 

relacionadas con la modificación de colesterol como en la translocación de éste de 

un lado a otro de una membrana58,97.  

 

Basados en esta evidencia nos preguntamos si CUP-1 estaría implicado en el 

metabolismo de colesterol en el nematodo C. elegans. Este organismo modelo tiene la 

ventaja de ser auxotrofo para colesterol ya que carece de las enzimas necesarias para 

su síntesis y por lo mismo depende enteramente del suministro exógeno de colesterol. 

 

Para evaluar el involucramiento de CUP-1 en el metabolismo de colesterol de C. 

elegans empleamos a la cepa gk245 que tiene una delación de 700 pb abarcando el 

promotor y el primer exón de cup-1 (Figura 8A). A dicha cepa nos referiremos en lo 

sucesivo como cup-1(gk245). El primer paso fue corroborar mediante RT-PCR la 

ausencia del mensajero de CUP-1. Como se observa en la Figura 8B, en la cepa cup-

1(gk245) no detectamos la presencia del mensajero de CUP-1. 

 

 

Figura 8. Ausencia del RNA mensajero de CUP-1 en la cepa cup-1(gk245). (A) Modelo del locus 
genómico de cup-1 en C. elegans: cada rectángulo representa un exón del gen, los codones de inicio 
(ATG) y de término (TAG) se muestran en la figura al igual que la deleción de la cepa gk245 que 
abarca el promotor y parte de la secuencia codificante. (B) RT-PCR del mensajero de CUP-1 que 
demuestra la ausencia de éste en la cepa cup-1(gk245). Como control positivo se amplificó el gen de 
actina de C. elegans.  
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En condiciones estándar, se agregan 8 µg/L (20.7 mM) de colesterol para 

mantener el crecimiento y reproducción de C. elegans. La completa deprivación de 

colesterol en la dieta resulta en letalidad embrionaria y muerte prematura de los 

nemátodos por lo que para evaluar la sensibilidad de la cepa carente de CUP-1 

[cup-1(gk245)]  a la deprivación de colesterol, los animales fueron crecidos en un 

medio al cual no se le agregó colesterol pero que aun contiene cantidades trazas 

de esteroles provenientes del agar y el extracto de levadura empleados en la 

preparación del medio. En estas condiciones las cantidades traza de colesterol 

periten obtener gusanos que crecen y se reproducen, pero que al mismo tiempo 

presentan los fenotipos asociados a la carencia de colesterol como el decremento 

en la fertilidad, disminución del tamaño o problemas en la movilidad entre otros.  

 

Dado que ha sido demostrado que el colesterol heredado de los gusanos 

parentales es suficiente para satisfacer las necesidades de esteroles en la primera 

generación de gusanos, todas las mediciones se hicieron en la filial 2 de gusanos 

creciendo en las condiciones de privación de colesterol antes mencionadas. 

 

4.2 La ausencia de CUP-1 resulta en un decremento de la fertilidad de C. 

elegans ante la carencia de colesterol en el medio. 

 

El primer fenotipo evaluado fue el número de hijos, en condiciones estándar 

(medio más colesterol) no se detectaron diferencias significativas entre la cepa 

cup-1(gk245) y la cepa silvestre: 272±35 vs 250 ±13 embriones por gusano, 

respectivamente (Figura 9A). Cuando los animales crecieron en un medio al cual 

no se le agregó colesterol, se observó una reducción de aproximadamente el 50% 

en el número de hijos de la cepa cup-1(gk245) en comparación con la cepa 

silvestre: 73 ±7 vs 131 ±20 embriones por gusano, respectivamente (Figura 9B). Si 

comparamos estos números con los de los animales creciendo en medio con 

colesterol, la disminución en la cepa carente de CUP-1 llega al 70%, (Figura 9C) 



	  
34	  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al examinar las gónadas de los nematodos teñidas con el colorante nuclear DAPI, 

observamos alteraciones en la distribución de los ovocitos dentro de la gónada de 

los animales cup-1(gk245) cuando estos crecen en un medio no complementado 

con colesterol (Figura 10A). Estas alteraciones son incluso evidentes mediante 

microscopia tipo Nomarski, dónde se observa un arreglo en “doble hilera” en el 

47% de los animales cup-1(gk245), contrario a la cepa silvestre dónde todos los 

ovocitos están en una sola línea (Figura 10C). Al evaluar el número de ovocitos 

dentro de la gónada de estos animales, observamos una disminución del 60% 

(Tabla 1) y al cuantificar el número de embriones viables detectamos un 

Figura 9: Disminución en el numero de hijos de cup-1(gk245) creciendo en ausencia de colesterol. 
Animales silvestres (N2) y carentes de CUP-1 [cup-1(gk245)] crecieron en presencia (A) o en ausencia (B) 
de colesterol en el medio y el promedio de embriones fue evaluado día a día por gusano. (C) Progenie total 
por gusano normalizado al 100% de N2 en presencia de colesterol. Barra de error: desv. est. * p<0.05 
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incremento de cinco veces en la letalidad embrionaria en comparación con la cepa 

silvestre (Tabla 1). Cabe mencionar que en las tinciones con DAPI no vimos 

alteraciones en la distribución de los espermatozoides (Figura 10B) ni en el 

número de esos (Tabla 1). Este dato concuerda con la noción de que en C. 

elegans, el colesterol es importante para la ovogénesis pero no es necesario para 

la espermatogénesis79,80. 

  

Figura 10. Defectos en la ovogénesis en animales carentes de CUP-1. (A) Tinción con DAPI de gónadas de 
nemátodos silvestres y mutantes de CUP-1 creciendo con y sin complementación de colesterol. Las flechas 
indican los núcleos de ovocitos donde se detectan alteraciones en la organización dentro de la gónada. (B) 
Tinción con DAPI de la espermateca. (C) Microscopia Nomarski de gónadas de animales creciendo sin 
complementación de colesterol. Los rectángulos indican las áreas apiadas en el panel inferior. Las fechas 
blancas indican los ovocitos. Las membranas fueron resaltadas en blanco para mayor claridad.  (D) 
Microscopia Nomarski de animales alimentados con  un plásmido vacío (control) y animales donde se silenció 
la expresión de CUP-1 mediante RNAi. Los números entre paréntesis indican el número promedio de ovocitos 

dentro de la gónada para cada condición.  p: proximal. Barra de escala: 100 µm. 
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Para corroborar que las alteraciones en la distribución y número de ovocitos 

fueran resultado específico de la ausencia de CUP-1 y no de alguna otra mutación 

secundaria no identificada en la cepa cup-1(gk245), se evaluaron las alteraciones 

en la ovogénesis en animales dónde, por medio de RNAi, se silenció la expresión 

de CUP-1. En estos animales RNAi se observa el arreglo “doble” idéntico al que 

presentó la cepa mutante cup-1(gk245) al igual que una disminución en el número 

de ovocitos al crecer en medio sin complementación de colesterol (Figura 10D) 

 

 

Así pues, observamos que en un medio no complementado con colesterol, la 

ausencia de CUP-1 resulta en animales con alteraciones en la distribución de los 

ovocitos dentro de la gónada además de un menor número de estos y en una 

mayor letalidad embrionaria que en conjunto resultan en un decremento 

significativo en el número de hijos de esta cepa. Aunque también detectamos un 
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decremento en el número de hijos en la cepa silvestre al crecer sin colesterol, 

éste no fue tan marcado y además no presentaron alteraciones en la distribución 

o número de ovocitos. En conjunto, estos resultado nos hablan de que la ausencia 

de CUP-1 esta relacionada con una mayor sensibilidad a la carencia de colesterol 

disponible en el medio de cultivo.  

 

4.3 La ausencia de CUP-1 afecta el crecimiento, la movilidad y la resistencia 

al estrés de C. elegans 

 

La deprivación de colesterol también ha sido relacionada con un decremento en el 

tamaño de C. elegans82,98 por lo que decidimos evaluar el aumento de tamaño 

durante el desarrollo larvario de nematodos silvestres y carentes de CUP-1. En 

medio complementado con colesterol no hay diferencias significativas en el 

crecimiento de los animales cup-1(gk245) y la cepa silvestre (Figura 11A). En 

condiciones de no complementación de colesterol hay una disminución significativa 

en la talla de ambas cepas, pero una vez más, la cepa cup-1(gk245) muestra una 

mayor disminución; de hecho, el crecimiento de esta cepa prácticamente se 

detiene al día 3 (Figura 11B) y una vez que son adultos (5to día) presentan una 

reducción de tamaño del 63% en comparación con la cepa silvestre (14,800 µm2 

vs 40,000 µm2 respectivamente). A pesar de las diferencias de tamaño, al analizar 

por microscopia Nomarski las distintas etapas embrionarias (Figura 11C) y larvarias 

(Figura 11D), no observamos defectos o alteraciones visibles. Sin embargo, al 

cuantificar el desarrollo larvario, detectamos una disminución del 20% en el 

número de larvas L1 que llegan a ser adultos (Tabla 1). 
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Figura 11. La ausencia de CUP-1 resulta en un mayor decremento del tamaño de C. elegans en 
condiciones carentes de colesterol. (A y B) El aumento de tamaño fue cuantificado de larvas L1 (dia 0) hasta 
llegar a animales adultos (Ad) midiendo el área a partir de imágenes de gusanos silvestres y mutantes cup-
1(gk245) en medio complementado con colesterol (A) u omitiendo éste (B). Barra de error: error estándar, n> 
100, *p < 0.01 en comparación con cepa silvestre. (C y D) Microscopia Nomarski de etapas representativas del 
desarrollo embrionario (C) y desarrollo larvario (D) de animales silvestres (N2) y mutantes CUP-1 (gk245) 
creciendo en ausencia de colesterol. 	  
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Alteraciones en el metabolismo de lípidos también han sido relacionadas en C. 

elegans con una pobre respuesta a contender con distintos tipos de estrés99. 

Basados en esta evidencia nos dimos a la tarea de evaluar la resistencia de 

nemátodos silvestres y carentes de CUP-1 para sobrevivir a una temperatura de 35 

ºC. Como se observa en la figura 12A, la cepa cup-1(gk245) presenta una menor  

cuando esta crece en un medio no complementado con colesterol en comparación 

con la cepa silvestre en las mismas condiciones. Al evaluar la letalidad media 

(LM50), observamos una reducción del 24% en los animales carentes de CUP-1 en 

comparación con los silvestres (4.7h vs 6.2h, respectivamente;  Figura 12D). 

Interesantemente, en un medio complementado con colesterol, la cepa cup-

1(gk245) también mostró una mayor sensibilidad a la temperatura con una 

reducción del 15% en comparación con la cepa silvestre (LM50 de 6.4h vs 7.5h, 

respectivamente; Figura 12D). 

 

La carencia de colesterol también a sido relacionada con problemas en la 

movilidad de C. elegan85,82,83 por lo que evaluamos la velocidad de gusanos 

silvestres y cup-1(gk245) creciendo con y sin colesterol. La cepa mutante de CUP-

1 presento una reducción en la velocidad de su desplazamiento del 36% al crecer 

en un medio sin complementación de colesterol en comparación con la cepa 

silvestre (Figura 12B y 12D). Interesantemente, en el medio complementado con 

colesterol se observó una reducción similar: 39% más lentos los animales cup-

1(gk245) en comparación con los N2 (Figura 12B y 12D). Estos datos indican que 

la reducción en la velocidad de la cepa cup-1(gk245) es independiente de la 

disponibilidad de colesterol en el medio. Para corroborar estos datos, se hicieron 

mediciones de velocidad en gusanos RNAi donde se había silenciado la expresión 

de CUP-1 (Figura 12C y 12D) observándose nuevamente una reducción del 33% en 

medio con colesterol y 40% en medio sin la complementación con éste. 
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Figura 12.  Alteraciones en la  y movilidad en animales carentes de CUP-1. (A) Los animales cup-
1(gk245) son más sensibles al estrés calórico. La sobrevivencia de gusanos a 35 ºC fue evaluada en la cepa 
silvestre (N2) y carentes de CUP-1 creciendo en medio complementado y sin complementar con colesterol. 
Barra de error: error estándar. (B) La velocidad esta afectada negativamente en animales cup-1(gk245). La 
velocidad de los gusanos fue estimada a partir 10 minutos de video de animales crecidos con o sin 
complementación de colesterol. Cada barra abarca del primer al cuarto cuartil alrededor de la media. Barras 
de error: valor máximo y mínimo. n > 300 trayectorias individuales. (C) El silenciamiento de CUP-1 vía RNAi 
resulta en una disminución de la velocidad. La velocidad fue cuantificada de animales alimentados con un 
plásmido vacío (Control) o uno para silenciar vía RNAi la expresión de CUP-1 y luego transferidos a una 
caja sin comida para la videograbación Cada barra abarca del primer al cuarto cuartil alrededor de la media. 
Barras de error: valor máximo y mínimo. n > 300 trayectorias individuales. (D) En la tabla se muestra la 
Letalidad media (tiempo al cual se observó el 50% de letalidad) y la velocidad promedio (mm/s) en las 
distintas condiciones. N2: cepa silvestre; gk245: carente de CUP-1; Control: animales alimentados con un 
plásmido vacío; RNAi: animales alimentados con un plásmido para silenciar la expresión de CUP-1. n.d: no 
determinado. * p < 0.01 
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Así pues, observamos que los animales carentes de CUP-1 se ven mayormente 

afectados ante la falta de colesterol en lo que respecta al tamaño, la  y la 

velocidad. En conjunto esos datos apuntan a que CUP-1 es una proteína 

involucrada en el metabolismo de colesterol en C. elegans 
 

4.4 La ausencia de CUP-1 repercute en la internalización de colesterol en C. 

elegans 

 

Dado que los animales carentes de CUP-1 presentaron características similares a las 

observadas ante un decremento en los niveles de colesterol, nos preguntamos si estos 

fenotipos serían el resultado de una disminución en la capacidad de estos animales 

para internalizar colesterol proveniente del ambiente. Para contestar esta pregunta, 

nematodos silvestres y carentes de CUP-1 crecieron en un medio complementado con 

un análogo fluorescente de colesterol llamado NBD (Figura 13B) y su internalización y 

localización fue evaluada en la progenie adulta. Los nematodos silvestres presentaron 

una distribución a todo lo largo del cuerpo del gusano con un patrón punteado que 

asemeja vesículas intracelulares (Figura 13A, panel superior). Algunas zonas parecen 

tener una mayor incorporación de NBD cómo el tracto digestivo y la faringe. Otra 

zona rica en colesterol es observada en la cola, en una zona que podría corresponder 

al final de intestino. Esta distribución es similar a la previamente reportada usando 

filipina para teñir lípidos o el mismo NBD por otros autores78. Al evaluar la 

fluorescencia de NBD en gusanos cup-1(gk245), observamos una importante 

disminución en la captación de éste esterol fluorescente (Figura 13A, panel inferior). Al 

cuantificar la densitometría del canal verde como indicativo de la cantidad de NBD 

internalizado, detectamos una disminución de 80% en los animales carentes de CUP-1 

en comparación con los silvestres (Figura 13C). Una vez más, el silenciamiento de 

CUP-1 vía RNAi recapitula el fenotipo mutante: reducción del ∼60% en los animales 

cup-1(RNAi) en comparación con los animales control (Figura 13C). Este dato corrobora 

que es la ausencia de CUP-1 la responsable del decremento en la fluorescencia de 

NBD. 
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Dado que el NBD esta conjugado con un fluoróforo que podría alterar las 

propiedades biológicas de la molécula de colesterol, nos dimos a la tarea de 

evaluar la incorporación de colesterol tritiado [3H], cuyas propiedades bioquímicas 

son idénticas al colesterol no radioactivo. Para dicho fin, nematodos silvestres y 

carentes de CUP-1 fueron crecidos en presencia de [3H]-colesterol y la cantidad de 

radioactividad fue evaluada en la progenie.  Una vez más, se observó un 

decremento en la incorporación de colesterol radioactivo en los animales cup-

Figura 13. Disminución en la incorporación de NBD en gusanos carentes de CUP-1. (A) Nemátodos silvestres 
(N2) y carentes de CUP-1 (gk245) fueron crecidos en presencia del análogo fluorescente de colesterol NBD. La 
incorporación de este compuesto fue evaluada mediante microscopia confocal en la F1 (canal verde). La señal del 
colorante nuclear DAPI se muestra en azul. Los rectángulos indican zonas ampliadas de la cola (co), sección media y 
cabeza (cz) de gusanos (solo canal verde). Barra de escala: 100 µm  (B) Estructura del NBD: 22-(N-(7-Nitrobecen-2-
Oxa-1,3-Diazol-4-il)Amino)-23,24-Bisnor-5-Coles-3β-Ol. En verde se muestra el fluoróforo que le confiere un pico de 
emisión a 530 nm y que por lo tanto, es detectado en el canal verde. (C) Densitometría del canal verde de gusanos 
silvestres (N2), cup-1(gk245) o alimentados con un plásmido para silenciar la expresión de CUP-1 (RNAi) crecidos en 
presencia de NBD. Cont: control de autofluorescencia basal observada en gusanos silvestres crecidos sin NBD que 
fue tomada como cero. Las barras representan del primer al tercer cuadril alrededor de la media de fluorescencia; 
barras de error: valor máximo y mínimo. Las letras diferentes ([a],[b],[c]) indican diferencias estadísticamente 
significativas con una p<0.05. A.U: unidades arbitrarias; n > 20 animales por condición.  
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1(gk245) que en comparación con el control mostraron una reducción de 

aproximadamente del 50% en la marca radioactiva incorporada (Figura 14A). Estos 

datos corroboran lo previamente observado cuantificando la fluorescencia de NBD 

y sugieren fuertemente que CUP-1 podría estar involucrado con la incorporación 

de colesterol en C. elegans.  

 

Para complementar los estudios de incorporación de 3H-colesterol decidimos evaluar la 

incorporación de colesterol radioactivo en animales carentes de dos proteínas que han 

sido propuestas como mediadoras del transporte intracelular de colesterol en C. 

eleganas: NCR-1 y NCR-2. Dichas proteínas también tienen posibles dominios CRAC en 

sus secuencias, además se ha reportado que ncr-1 es expresado en el intestino y en 

zonas ricas en colesterol88. Adicionalmente, para descartar la redundancia entre CUP-1 

y las dos proteínas NCR, se generaron animales dobles mutantes entre ncr-1 y ncr-2 

con cup-1. Los animales mutantes ncr-1;ncr-2 presentaron una entrada de colesterol 

similar a la observada en animales silvestres (FIG 14A) mientras que las dobles 

Figura 14. La incorporación de colesterol radioactivo solo se ve afectada ante la ausencia de 
CUP-1. (A) La incorporación de 3H-colesterol (cuentas por minuto) fue cuantificada en la progenie de 
animales silvestres (N2), carentes de CUP-1 (gk245) y en las dobles mutantes: ncr-1;ncr-2, gk245;ncr-1 
y gk245;ncr-2. Barras de error: error estándar, * p<0.01; n > 300 gusanos. (B) RT-PCR para corroborar 
la ausencia de los RNA mensajeros de cup-1 y ncr-1 en las distintas cepas evaluadas. Cómo control 
positivo se amplificó el gen de actina (act).  
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mutantes con CUP-1 presentaron una incorporación similar a las mutantes simples de 

CUP-1. Este resultado sugiere que sólo CUP-1 esta involucrado en la incorporación de 

colesterol del ambiente y corrobora la noción de que tanto NCR-1 como NCR-2 sólo 

están involucrados con el escape de colesterol endocitado de los 

endosomas/lisosomas90. 
 

4.5 La expresión de CUP-1 concuerda con zonas ricas en colesterol en C. 

elegans 
 

Para caracterizar las zonas de expresión del gen cup-1 se empleó una cepa que 

expresa a GFP bajo el promotor de cup-1. La expresión de GFP en estos 

nematodos se localiza principalmente a lo largo del sistema digestivo, (Figura 15A): 

hay una señal positiva en la faringe, la válvula faringo-intestinal y el intestino, 

incluso la señal positiva de GFP abraca la parte posterior en la cola del nemátodo. 

También se observa señal de GFP en ovocitos, aunque este dato hay que tomarlo 

con reserva pues algunos autores han observado incorporación inespecífica de GFP 

en ovocitos proveniente de otras estructuras como la cavidad pseudcolematida100. 

Para corroborar que las zonas de expresión de cup-1 son estructuras ricas en 

colesterol, estos gusanos GFP+ fueron crecidos en presencia de DHE (Figura 15B), 

un análogo fluorescente de colesterol que se encuentra de manera natural en 

algunos organismos101 y que se ha demostrado experimentalmente su capacidad 

para substituir las necesidades de esteroles de C. elegans.78 En la Figura 15A se 

muestra como las células intestinales positivas para GFP son también positivas 

para DHE.  
 

La incorporación de colesterol ha sido reportada a todo lo largo de la vida del 

los gusanos78,79, por lo que nos dimos a la tarea de caracterizar la expresión de 

cup-1 durante las distintas etapas del desarrollo larvario de C. elegans, para esto 

se amplificó el RNA mensajero de cup-1 en las distintas etapas larvarias 

detectándose la expresión de cup-1 desde la primera etapa lavaría (L1) hasta el 

adulto.  
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4.6 Localización subcelular de CUP-1::GFP en membrana plasmática, RE, 

endosomas y lisosomas 

 

Figura 15. La expresión de CUP-1 en C. elegans corresponde a zonas ricas en colesterol. (A) La cepa de 
BC12913 (GFP bajo el promotor de cup-1) creció en presencia del colesterol fluorescente azul DHE y la 
colocalización entre ambas señales fue evaluada mediante microscopia confocal. El panel superior muestra la 
imagen Nomarski sobrelapada con el canal verde. La expresión de GFP se observa en la faringe, en la “válvula 
faringo-intestinal” (piv) y en células  intestinales (flechas). La señal de DHE se muestra en azul. El rectángulo 
indica una zona ampliada del intestino que se presenta en el panel inferior izquierdo. Un canal de colocalización 
(abajo derecha) fue construido a partir de pixeles positivos de ambos canales. c: cabeza. Barra: 50 µm (B) 
Estructura del Dehidroergosterol. En azul se muestran los dobles enlaces adicionales a la molécula de colesterol 
que le confieren sus propiedades fluorescentes. (C) RT-PCR de cup-1 en distintas etapas larvarias y adultos. Los 
números indican la cantidad de mensajero de cup-1 normalizado por densitometría en comparación con el 
mensajero de gapdh (gpd-3) de larvas L1/L2 (tomado como 1). –RT: control sin transcriptasa reversa.  
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Para profundizar la caracterización de CUP-1, decidimos explorar su localización 

subcelular, para dicho fin, generamos una proteína quimérica fusionando a la proteína 

verde fluorescente (GFP) al carboxilo terminal de CUP-1. A esta proteína quimérica se 

le denominará en lo subsecuente como CUP-1::GFP. Esta proteína fue expresada 

transitoriamente en la línea celular de mamífero HEK293 FT (“human embryonic kidney 

cells FT”) que se caracteriza por sus altos niveles de transfección y expresión de 

proteínas exógenas.  

 

Mediante microscopia confocal de células vivas se observó que CUP-1::GFP presenta 

una localización subcelular en una estructura que podría corresponder al RE además 

de estructuras similares a vesículas (Figura 16, canal 1). Para corroborar dichas 

observaciones se emplearon distintos marcadores subcelulares. En la Figura 16A se 

muestra que la señal de CUP-1::GFP colocaliza con el marcador de RE ER-tracker. Para 

cuantificar el grado de colocalización entre ambas señales se calculó el Coeficiente de 

Colocalización de Manders102 (R). Este valor es una estimación del grado de 

colocalización entre dos fluoróforos. Aunque una colocalización perfecta tendría un 

valor de R = 1, el valor de R no es cuantitativo en el sentido que un valor mayor no 

es necesariamente indicativo de una mayor colocalización, pero un valor positivo sí es 

indicativo de una colocalización positiva. En el caso de la colocalización entre CUP-

1::GFP y ER-tracker, se obtuvo un valor positivo de R (0.53) indicando que hay una 

colocalización positiva entre CUP-1 y el RE. Los coeficientes de colocalización de 

Manders también fueron calculados entre CUP-1::GFP y el marcador de membrana 

plasmática FM4-64 (Figura 16B) con un valor de R= 0.47, endosomas (Figura 16C), R= 

0.91 y de lisosomas (Figura 16D), R= 0.84. Adicionalmente, mediante una 

inmunocitoquímica, se observó colocalización y valores positivos de R entre CUP-1::GFP 

y el aparato de Golgi (Figura 16E).  
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Figura 16. Localización subcelular de CUP-1::GFP en células HEK293 FT.  La colocalización de CUP-1::GFP y 
marcadores de organelos celulares fue evaluada mediante microscopia confocal de células vivas. El canal de 
colocalización fue construido a partir de los valores PDM superiores al promedio en los canales 1 y 2. A la imagen 
resultante se le aplico una tabla de pseudocolor LUT RedFire para mayor claridad. (A) Colocalización de CUP-
1::GFP y el marcador de retículo endoplásmico ER-tracker (azul). (B) La colocalización entre CUP-1::GFP y el 
marcador lipofílico de membrana FM4-64 (rojo) se observa en la membrana plasmática y estructuras vesiculares 
similares a endosomas (flechas blancas). Estas estructuras similares a endosomas también colocalizan con el 
marcador de endosomas tempranos rho-GTPasa en color cian (C) y el marcador de lisosomas red-Lysotracker (D). 
(E) La inmunotinción en células fijadas usando el anticuerpo anti Golgina-97 humana (rojo) mostró una 
colocalización positiva con el aparato de Golgi (flecha). R: Coeficiente de Colocalización de Manders. Barra de 
escala 10 µm.  
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Además de calcular los coeficientes de Manders, se generó un Canal de Colocalización 

(Figura 16, última columna) donde se muestran solo los pixeles con valores positivos de 

PDM (Producto de Diferencias de la Media de fluorescencia) ‡‡i. Esta imagen muestra los 

pixeles que están por arriba de la media de fluorescencia en ambos canales, de tal 

manera que solo sean visibles los pixeles “confiablemente” positivos y por lo tanto es una 

imagen confiable de la colocalización.  

 

Dado que las vesículas de CUP-1::GFP asemejan a las vesículas de colesterol NBD 

previamente observadas en nemátodos (ver Figura 13A), nos preguntamos si estas 

vesículas colocalizarían con el colesterol azul DHE. Para dicho fin, células CUP-1::GFP 

fueron incubadas en medio con DHE y la colocalización de estos fue evaluada por 

microscopia confocal. Como se observa en la Figura 17A, se observan valores positivos de 

R (0.82) y una colocalización positiva entre las vesículas de CUP-1::GFP y la señal del DHE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
i 	  	  Para cada pixel, PDM = (intensidad  canal 1 – intensidad media canal 1) x (Intensidad  canal 2 – I intensidad media canal 2)	  

Figura 17. CUP-1::GFP colocaliza con vesículas de colesterol y esta en membrana plasmática. (A) Microscopia 
confocal de células HEK293 FT expresando CUP-1::GFP (verde) incubadas con DHE (azul). Se muestra el canal de 
colocalización y el valor del Coeficiente de Colocalización de Manders (R). (B) Western blot anti GFP donde se 
detecta la presencia de CUP-1::GFP tanto en la fracción total (Input) como en la fracción de proteínas de membrana 
purificadas mediante biotinilación inespecífica (Biot). Tamaño esperado de CUP-1::GFP: ~117 kDa. 
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Aunque los estudios de microscopia confocal y los coeficientes de Manders son 

útiles para estimar la colocalización entre proteínas, decidimos confirmar la 

presencia de CUP-1 en la membrana plasmática por un método bioquímico. Para 

dicho fin, se biotinilaron de manera inespecífica todas las proteínas de membrana 

de células HEK293 FT transfectadas con CUP-1::GFP. Posteriormente, estas proteínas 

biotiniladas fueron purificadas y separadas en un gel de poliacrilamida. Dado que 

no se cuenta con anticuerpos específicos contra CUP-1, se utilizó un anticuerpo 

dirigido contra GFP para detectar a CUP-1::GFP en la fracción de proteínas 

biotiniladas (Figura 17B) Ese resultado corrobora que al menos, una fracción de 

CUP-1 se encuentra en la membrana plasmática de las células.  
 

4.7 Interacción entre CUP-1::GFP y DHE medida por FRET 
 

Cuando el espectro de emisión de un fluoróforo se sobrelapa con el espectro de 

excitación de un segundo fluoróforo (Figura 18A), es posible evaluar la transferencia 

de energía del fluoróforo de menor espectro de emisión al fluoróforo de mayor 

espectro de emisión. Dicho fenómeno se conoce como FRET, por sus siglas en 

ingles “Förster/Fluorescent Resonance Energy Transfer”103. El FRET es un excelente 

indicador de cercanía entre dos moléculas ya que sólo ocurre si los fluoróforos 

están a una distancia igual o menor a 10 nm104 (Figura 18B y 18C). Dado que el 

DHE y la GFP tienen espectros de emisión y excitación que se sobrelapan (Figura 

18A), decidimos evaluar si había un fenómeno FRET entre estas dos moléculas.  
 

Para cuantificar y corroborar el FRET, se siguió el protocolo de “blanqueo del 

aceptor”105 (Figura 18D). Dicho protocolo se basa en fotoblanquear de manera 

específica la molécula aceptora (en este caso GFP) para que al eliminarla, se 

recupere la emisión del fluoróforo donador (en este caso el DHE). Sí se observa este 

incremento en la fluorescencia del donador DHE después del fotoblanqueo de la GFP, 

se considera como un fuerte indicativo de que ambas moléculas estaban a una 

distancia menor de 10 nm y se puede suponer su interacción.  
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Figura 18. Transferencia de energía tipo FRET entre CUP-1::GFP y el colesterol fluorescente azul DHE. (A) 
Sobrelape entre el espectro de emisión del DHE (azul) a 405 nm y el espectro de excitación de la GFP (verde). (B) Si 
se excita al fluoróforo donador DHE y la distancia con el fluoróforo aceptor es mayor a 10 nm, se detectará la emisión 
de DHE. (C) FRET. Si la distancia entre los fluoróforos es menor a 10 nm, ocurre una transferencia de energía tipo 
FRET detectándose la fluorescencia del aceptor GFP. (D) Fotoblanqueo del aceptor. Para corroborar el fenómeno 
FRET, se blanquea al aceptor (GFP) recuperándose la emisión del donador (DHE). (E) Imagen representativa de una 
célula HEK293 transfectada con CUP-1::GFP e incubada con DHE antes y después del fotoblanqueo de la GFP. El 
círculo blanco muestra el área fotoblanqueada. El círculo amarillo muestra una zona no fotoblanqueada que se tomó 
como control. Barra de escala 10 µm. En la grafica inferior se muestra la cuantificación de la fluorescencia respecto 
al tiempo de la GFP y el DHE de la zona fotoblanqueada (FB) y control (cont.). La línea amarilla muestra el momento 
del fotoblanqueo de la GFP.  
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Al implementar este protocolo en células CUP-1::GFP incubadas con DHE, observamos 

un incremento en la señal del DHE en una zona donde la GFP fue fotoblanqueada 

(Figura 18E). Como control, en una zona en la misma célula donde no se llevó a cabo 

el fotoblanqueo, sólo se observa el decaimiento natural de ambas moléculas (Figura 

18E, panel inferior). El incremento en la fluorescencia del DHE puede ser evaluado y 

empleado para calcular la eficiencia de FRET105,106ò. Al cuantificar la eficiencia de 

FRET entre CUP-1::GFP y DHE, ésta resultó en un promedio de 28% (Figura 19B), 

indicativo de una interacción directa entre estas dos moléculas en las vesículas de 

colesterol. 

 

Dado que CUP-1 tiene al menos dos motivos CRAC conservados (Anexo II), quisimos 

evaluar (mediante FRET) el involucramiento y funcionalidad de éstos dominios en la 

unión al colesterol fluorescente DHE. Para esto, se generaron dos proteínas mutantes 

substituyendo el aminoácido tirosina por glicina en el domino CRAC extracelular (Y126) 

y en el dominio CRAC transmembranal (Y576) (Figura 19A). Se ha reportado que esta 

substitución imposibilita la interacción del dominio CRAC con el colesterol. 

Adicionalmente se generó una proteína incluyendo ambos cambios. La mutagénesis del 

dominio transmembranal resulto en una eficiencia de FRET del 16.8%, que en 

comparación con la proteína silvestre (28%) es una reducción del 40% (Figura 19B). 

Por su parte, mutagenizar el dominio CRAC extracelular resultó en una eficiencia de 

FRET del 22%, sin embargo el análisis estadístico reveló que no hay diferencias 

estadísticamente significativas con el dominio silvestre (Figura 19B). Este resultado era 

esperado pues la GFP y el dominio CRAC extracelular están en lados opuestos de la 

membrana plasmática imposibilitando el FRET. Como era de esperarse, la doble 

mutante tiene una eficiencia de FRET similar a la mutante simple transmembranal 

(18%), confirmando que sólo el dominio CRAC transmembranal esta participando en el 

FRET. Estos datos corroboran que existe una interacción directa entre el análogo de 

colesterol DHE y -al menos- el dominio CRAC transmembranal.  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
ò	  Eficiencia	  de	  FRET=	  (Dpost	  -‐	  Dpre)/	  Dpost	  	  	  	  ⏐	  	  	  D	  =	  Intensidad	  de	  fluorescencia	  del	  donador	  DHE;	  pre/post	  fotoblanqueo	  de	  la	  GFP	  
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4.8 Las proteínas homólogas, SIDT1 y SIDT2 poseen dominios CRAC 

conservados y no están involucradas en el RNAi  

 

El análisis filogenético de la secuencia de aminoácidos de CUP-1 reveló que existen 

posibles proteínas homólogas en genomas de distintos organismos  (Figura 20A). En 

mamíferos identificamos dos clados, posiblemente debido a una duplicación genética, a 

estos genes se les nombró como SIDT1 y SIDT2 puesto que, hasta la publicación de este 

trabajo, su homólogo más cercano era SID-1 de C. elegans, un proteína capaz de mediar 

la translocación de RNA de doble hebra (dsRNA) de una célula a otra y por tanto 

responsable del efecto sistémico del RNA de interferencia (RNAi) observado en nematodo. 

Sin embargo, un análisis cuidadosos del porcentaje de identidad a nivel de aminoácidos, 

claramente muestra que lo supuestos genes homólogos a SID-1, en realidad comparten 

una  mayor homología con CUP-1: en promedio 16.5% vs 31.5%, respectivamente (Figura 

20A). 

 

El alineamiento de la secuencia de aminoácidos reveló la presencia de motivos CRAC 

conservados en SIDT1 y SIDT2: uno en la sección extracelular y otro en un cruce 

transmembranal (Figura 20B y Anexo II). Cabe recalcar que SID-1 no tiene dominios CRAC 

Figura 19. Interacción directa entre DHE y el dominio CRAC transmembranal evaluada por FRET. (A) 
Esquema de la proteína quimérica CUP-1::GFP donde se muestran los dominios CRAC mutagenizados: Ext: 
CRAC extracelular; TM: CRAC transmembranal. (B) Cuantificación de la Eficiencia de FRET después del 
fotoblanqueo del aceptor GFP en: la proteína quimérica con los dominios CRAC intactos (silvestre) o 
mutagenizados: Ext, TM, y doble mutante DM. Cada punto indica una medición. Las letras diferentes ([a] y [b]) 
indican diferencias estadísticamente significativas con una p<0.05. Barra: media ± error estándar. 
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conservados. En lo que respecta a la identidad a nivel de aminoácidos entre CUP-1 y SID-

1 es de apenas 16% (Figura 20A), lo cual está por debajo del limite para suponer 

homología funcional. Por lo mismo, no resultó extraño que tanto nosotros (Anexo I), como 

otro grupo de investigadores107, observáramos que la ausencia de CUP-1 no afecta la 

capacidad de los gusanos para llevar a cabo un efecto sistémico del RNAi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20A. Análisis filogenético de los homólogos de CUP-1. (A) El alineamiento múltiple de secuencias (ClustalW) fue 
empleado para generar un árbol filogenético por el método de máxima similitud usando el modelo WAG de substitución de 
aminoácidos. El porcentaje de identidad a nivel de aminoácidos de cada proteína en comparación con SID-1 y CUP-1 es presentado a 
la derecha del árbol. Los números en las ramas del árbol indican los valores de bootstrap. (B) Alineamiento de los motivos CRAC 
conservados en CUP-1 y sus homólogos. Los números indican la posición de amino ácidos en CUP-1. m: Mus musculus; r: Rattus 
norvegicus; h: Homo sapiens; ce: Caenorhabditis elegans. 
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A pesar de la baja homología entre SID-1 y los genes de mamíferos, decidimos evaluar 

experimentalmente la capacidad de las proteínas hSIDT1 (humano) y mSIDT2 (ratón) 

para mediar la internalización de dsRNA. Para dicho fin, ambas proteínas fueron 

clonadas y expresadas transitoriamente en dos líneas celulares humanas: HEK293 FT 

(riñón embrionario) y PANC1 (adenocarcinoma de ducto pancreático) además de la 

línea celular de Drosophila S2 (Schneider 2); en esta línea celular de insecto se 

demostró la funcionalidad de SID-1 como un posible canal de dsRNA108. Sin embargo, 

la expresión de hSIDT1 o mSIDT2 en las distintas líneas celulares no tiene ningún 

efecto en la capacidad de las células para internalizar una mayor cantidad de dsRNA 

marcado radioactivamente (Figuras 12A-C). Sólo la expresión de SID-1 es capaz de 

mediar la entrada de dsRNA al interior de las mismas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. La expresión exógena de hSIDT1 o mSIDT2 no aumenta la internalización de dsRNA. (A) Células HEK293 FT o (B) 
PANC-1, fueron transfectadas transitoriamente con SID-1 de C.elegans (control positivo), hSIDT1 (humano), mSIDT2 (ratón) o GFP 
(control negativo) y posteriormente incubadas con 5 µg/mL de dsRNA (700nt) marcado radoactivamente por una hora a 37 ºC. La 
molaridad del dsRNA fue calculada a partir de la secuencia del RNA normalizado respecto a la cantidad de proteína de cada muestra. 
Barra de error: desviación estándar, n>5 * p< 0.01. (C) Células S2 de Drosophila incubadas con: dsRNA (700nt), miRNA (pre-let-7A) o 
el equivalente en c.p.m de 32P γ-UTP por 4h a 26 ºC. La internalización fue normalizada por la cantidad de proteína de cada muestra y 
luego al valor basal de entrada de cada condición. (D) La entrada específica vía SID-1 (en nanomoles de dsRNA) fue calculada 
restando la entrada basal de las células control a la entrada en las células transfretadas con SID-1. Los valores fueron normalizado 
por la cantidad de proteína de cada muestra. (E) RT-PCR para confirmar la expresión de los transgenes después de la transfección de 
las células. Los genes de actina de insecto o GAPDH humano fueron usados como controles respectivamente. –RT: control sin 
transcriptasa reversa.  
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Dado que en mamíferos los dsRNAs endógenos son los micro RNAs (miRNAs), 

decidimos evaluar la internalización de pre-Let7a y como control, UTP libre, pero en 

ningún caso detectamos internalización por arriba del la entrada basal. Ni siquiera 

en las células que expresaban a SID-1 internalizaron al miRNA, lo que es un dato 

novedoso que nos habla de la especificidad de esta proteína para dsRNA grandes 

(Figura 21C). Interesantemente, observamos que la internalización específica de 

dsRNA mediada por SID-1 es mayor en las células de insecto: 42 veces más que el 

control, a pesar de ser las que menos dsRNA internalizan medido en nM de dsRNA 

(Figura 21D). Por su parte, las células PANC-1, a pesar de ser las células que más 

dsRNA captan, al sobreexpresar a SID-1 sólo internalizan 2.5 veces más que el 

basal (Figura 21D). Estos datos podrían sugerir que la entrada mediada por SID-1 es 

independiente de las vías endógenas de internalización de dsRNA.  
 

4.9 Localización subcelular de hSIDT1 y mSIDT2 y su interacción con DHE 

medida por FRET 
 

Para caracterizar la expresión subcelular de hSIDT1 y mSIDT2, se generaron 

proteínas quiméricas fusionando a la GFP en el carboxilo terminal de estas 

proteínas y su localización subcelular fue evaluada mediante marcadores específicos 

de organelos y microscopia confocal. Ambas proteínas quiméricas presentaron un 

patrón similar: la mayor parte se localiza intracelularmente colocalizando con un 

marcador de RE (Figura 22A). Dada la naturaleza hidrofóbica de estas proteínas y 

los 10 segmentos transmembranales predichos, suponemos que estarán insertadas 

en la membrana de este organelo. También se observa un particular enriquecimiento 

en el Aparato de Golgi  el cual fue corroborado mediante una inmunotinción anti-

golgina97 (Figura 22B). Además de la localización en RE, ambas proteínas se 

observan distribuidas en vesículas. Algunas de estas colocalizan con un marcador 

específico de lisosomas (Figura 22C) lo que concuerda con la identificación de 

señales involucradas en el direccionamiento a lisosomas en tanto en SIDT1 como 

en SIDT2 (Anexo II). 
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Tanto en hSIDT1 como en mSIDT2 se predice un péptido señal y una localización 

en membrana plasmática, por lo que se empleo el marcador de membrana FM4-64 

en células vivas para corroborar su presencia en este organelo (Figura 22D). Llama 

la atención que también se observa una colocalización positiva entre algunas de 

las vesículas GFP+ y el FM4-64 endocitado: la internalización basal del FM4-64 es 

Figura 22. hSIDT1 y mSIDT2 se localizan en organelos membranosos y en membrana plasmática. 
Microscopía confocal de líneas celulares (HEK293FT) que expresan establemente a las proteínas quiméricas 
hSIDT1::GFP o mSIDT2::GFP incubadas con (A) el marcador de retículo endoplásmico ER-Tracker azul, (C) el 
marcador de lisosomas Lysotracker-red o (D) el marcador lipofílico de membrana plasmática FM4-64. (B) 
Inmunotinción con un anticuerpo específico para la proteína humana golgina-97. El canal de colocalización fue 
generado a partir de los pixeles con valores de PDM por arriba del promedio en ambos canales. R: coeficiente de 
colocalización de Manders. (E) Western blot anti GFP de extractos totales (Imput) o de la fracción de proteínas 
biotiniladas (Biot) de células que expresaban establemente a GFP (control negativo) o a las proteínas hSIDT1 y 
mSIDT2 fusionadas a GFP. Nótese que GFP sólo se detecta en la fracción total pero no en las proteínas 
biotiniladas. 
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un marcador de endocitosis basal. Para comprobar la presencia de las proteínas 

quiméricas en la membrana plasmática se hicieron ensayos de biotinilacion 

inespecífica de proteínas de membrana plasmática (Figura 22E) detectando su 

presencia e las fracciones de proteínas biotiniladas, inclusive detectamos un ligero 

aumento de en el peso molecular de hSIDT1 y que mSIDT2 es un doblete, estos 

cambios podrían deberse a modificaciones postraduccionales de las proteínas en a 

la membrana plasmática. Este resultado corrobora que por lo menos una fracción 

de hSIDT1::GFP y mSIDT2::GFP se encuentra en la membrana celular.  

 

Para caracterizar a mayor detalle la naturaleza de las vesículas de hSIDT1::GFP y 

mSIDT2::GFP se empleó al marcador de endosomas RhoB (EndoCyan) junto con el 

FM4-64 a mayores tiempos de incubación lo que permite identificar más 

claramente los endosomas (Figura 23A). De esta manera, detectamos que hay un 

pequeño porcentaje de vesículas GFP positivas que colocalizan con ambos 

marcadores (EndoCyan/FM) pero, la mayoría de las vesículas colocalizan sólo con 

EndoCyan indicando que son  endosomas. Estos endosomas también colocalizan 

con las vesículas de colesterol fluorescente DHE (Figura 23B),  aunque como en el 

caso de los endosomas Rho+, hay un porcentaje importante de vesículas DHE+ 

que no colocalizan con GFP. También es importante mencionar que la 

colocalización de GFP con DHE, no sólo se observó en las vesículas sino también 

en el RE.  

 

Dado que SIDT1 y SIDT2 poseen dominios CRAC en sus secuencias (Anexo II), 

decidimos evaluar la interacción entre el colesterol fluorescente DHE y las 

proteínas hSIDT1::GFP y mSIDT2::GFP midiendo la transferencia de energía tipo FRET 

con un protocolo idéntico al previamente descrito para CUP-1::GFP. De esta 

manera detectamos una señal positiva de FRET (Figura 23C), sugiriendo una 

interacción directa entre el colesterol y las proteínas de mamífero.  
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Figura 23. hSIDT1 y mSIDT2 se localizan en endosomas de colesterol. Células que expresaban 
establemente a las proteínas quiméricas hSIDT1::GFP y mSIDT2::GFP fueron transfectadas con (A) EndoCyan 
o (B) incubadas con el colesterol fluorescente DHE. Posteriormente las células fueron incubadas con FM4-64 por 
2 horas y evaluadas por microscopia confocal. Para cada caso los canales de colocalización fueron generados a 
partir de los pixeles con valores PDM por arriba del promedio en cada canal. R: coeficiente de colocalización de 
Manders. Los porcentajes de colocalización fueron determinados a partir de la densitometría los canales de 
colocalización tomando a la suma de los tres canales (verde/rojo/azul) como el 100%. (C) Eficiencia de FRET 
determinada como el aumento en la fluorescencia del donador DHE después del fotoblanqueo del aceptor GFP. 
Control: zona de la misma célula donde no se efectuó el fotoblanqueo.  
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4.10 En Mus musculus, SIDT1 tiene una expresión tejido específica mientras 

que SIDT2 es ubicuo.  

 

Para complementar los estudios de los homólogos de CUP-1 en ratón, evaluamos 

la expresión de mSIDT1 y mSIDT2 en distintos tejidos de animales adultos y 

durante el desarrollo embrionario. mSIDT1 tiene una expresión que apunta a ser 

tejido específica: la mayor expresión fue detectada en el timo y cerebro, seguido 

del intestino, pulmones, testículos y riñón (Figura 24A). Otros tejidos presentan una 

baja expresión como el corazón, el bazo o el hígado, mientras que su transcrito 

no fue detectado ni en cerebelo ni en páncreas. Durante la mayor parte del 

desarrollo, SIDT1 está ausente; su expresión se comienza a detectar en el día E13 

y aumenta conforme avanza el desarrollo embrionario (Figura 24B). Por otro lado, 

la expresión de mSIDT2 fue detectada en todos los tejidos y etapas embrionarias 

analizadas (Figura 24A y B), llamando particularmente la atención el alto nivel de 

expresión durante el desarrollo embrionario (similar a los niveles de GAPDH). Sin 

embargo, en los tejidos adultos, aunque ubicua, su expresión es mucho menor: en 

promedio 10 veces menos que en los embriones, y siempre menor que mSIDT1.  

 

Interesantemente, al examinar los patrones de expresión de hSIDT1 y hSIDT2 en 

las bases de datos de transcritos humanos, observamos que tienen patrones 

similares a los que nosotros detectamos en ratón (Anexo III): mientras que hSIDT2 

es prácticamente ubico en todos los tejidos, hSIDT1 solo se detecta en algunos, 

siendo el cerebro, el pulmón, el intestino y el timo donde se detecta su mayor 

expresión.  

 

Dada la alta expresión de mSIDT2 en los embriones, decidimos explorar sus zonas 

de expresión mediante hibridación in situ de embriones de ratón. Para esto 

clonamos un fragmento del 3’-UTR de mSIDT2 el cual fue empleado como sonda. 

La expresión de mSIDT2 parece estar concentrada en varias estructuras en los 
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embriones, por ejemplo la placa basal del cerebro medio, una estructura 

compuesta por motoneuronas precursora de la sustancia gris de la médula espinal, 

o el telencéfalo que propiamente forma el cerebro en el adulto. También el ojo, el 

hígado y la vesícula ótica (que da origen al oído), presentaron señal de expresión 

de mSIDT2. 

 

Al evaluar la expresión de SIDT2 en distintas líneas celulares humanas y murinas 

encontramos que su mensajero siempre esta presente aunque sus niveles varían 

(Figura 24D). Y por el contrario, no pudimos identificar una línea celular que 

expresara a SIDT1 de manera endógena. Valdrá la pena evaluar el significado 

biológico de estos resultados. 

 

En conjunto, estas observaciones nos permitirían suponer que mSIDT2 tiene un 

papel primordial durante el desarrollo embrionario. Por el contrario, en tejidos 

adultos, la expresión de mSIDT1 es predomínate (aunque aun se detecta a 

mSIDT2). Por lo que podríamos suponer que estas proteínas juegan papeles 

distintos más no redundantes. Igualmente llama la atención que, mientras SIDT2 es 

ubicuo, SIDT1 no fue detectado en ninguna línea celular, lo que podría suponer, 

aunque aventurado, un papel como gen supresor de tumores de éste ultimo. Por 

supuesto, más trabajo será requerido para esclarecer la función y relevancia de 

estos genes en mamíferos y en especial durante el desarrollo. 



	  
61	  

 

Figura 24. Expresión de SIDT1 y SIDT2. La abundancia relativa de cada transcrito fue evaluada por RT-PCR 
semicuantitativo: cada muestra fue analizada en un gel de agarosa y normalizado con GAPDH por 
densitometría de cada banda de DNA. (A) Tejidos adultos de ratón: bazo, timo, cerebro, cerebelo, corazón, 

músculo esquelético, hígado, páncreas, testículo, intestino, pulmón y riñón. Barras: promedio ± desviación 

estándar. U.A: unidades arbitrarias. (B) Embriones (e) de 6.8 a 18 días post-coito. Barras: promedio ± 
desviación estándar. U.A: unidades arbitrarias. (C) Hibridización in situ de embriones completos de ratón de 
11.5 días. Control: sonda de RNA sentido del 3’-UTR  de mSIDT2; mSIDT2: misma secuencia antisentido. 
Ambas sondas marcadas con digoxigenina y reveladas por fosfatasa alcalina (color púrpura). PB: Placa basal 
del cerebro medio; TL: telencéfalo; O: ojo; VO; vesícula ótica; H: hígado. El recuadro punteado indica la zona 
de la vesícula ótica ampliada en los paneles inferiores. (D) Abundancia relativa de SIDT2 evaluado por RT-PCR 
de distintas líneas celulares normalizado con GAPDH. C6: glioma de rata; CHO: ovario de hámster chino; MSN: 
neuroblastoma humano; RIN: insulinoma de rata; D54MG: astrocitoma humano; PANC1: adenocarcinoma de 
ducto pancreático; Nt2/D1: teratocarcinoma humano; mES: células madre embrionarias de ratón; CAPAN: 
adenocarcinoma pancreático humano; HEK: riñón embrionario humano; HeLa: epiteliales humanas; 3T3: 
fibroblastos de ratón. +: expresión baja (comparable a tejidos adultos); ++: expresión media (comparable a 
mES); +++: expresión alta (comparable a embriones 18 días)  



	  
62	  

5. Discusión 
 

Al ser una molécula hidrofóbica, y por tal poco soluble en agua, el colesterol no 

puede viajar libremente por el torrente sanguíneo o por el citosol, por lo que se 

han desarrollado complejos mecanismos para translocarlo de un lado al otro de la 

membrana. En el presente trabajo presentamos evidencia que siguiere que hemos 

encontrado una nueva familia de proteínas involucradas con el metabolismo de 

colesterol tanto en C. elegans como en mamífero. A continuación se profundiza en 

las evidencias presentadas.  
 

5.1 CUP-1: una nueva proteína esencial en el metabolismo de colesterol en 

el nematodo C. elegans . 
 

La ausencia de la proteína CUP-1, ya sea en la mutante cup-1(gk245) o al 

silenciar a su mensajero vía RNAi, resulta en animales especialmente sensibles a la 

carencia de colesterol en el medio en el que crecen. Estos animales presentan una 

reducción en su tamaño (aproximadamente 60% más chicos que los animales 

control) y un incremento en la letalidad embrionaria, además de problemas en el 

desarrollo que se refleja en un retardo en su desarrollo y en un menor porcentaje 

de larvas que llegan a la etapa adulta.  
 

Las vías por las cuales el colesterol esta involucrado en el control del tamaño de 

C. elegans no están plenamente identificadas. Algunos autores han sugerido que es 

la disminución de hormonas esteroideas (resultado de la falta de colesterol en la 

dieta), la responsable de estos fenotipos80,85,86; aunque no se han identificado sus 

ligandos, en el genoma de C. elegans se predicen más de 260 receptores a 

hormonas esteroideas75. Se ha sugerido que estas hormonas están involucradas en 

la ovogénesis, y que por lo tanto su disminución podría ser responsable de la baja 

fertilidad asociada a las alteraciones en la distribución y menor número de 

ovocitos observados en los animales carentes de CUP-1 que crecen sin colesterol.  
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En general, los lípidos son importantes para contender con distintos tipos de 

estrés, al amortiguar los daños ocasionados por radicales libres producidos por luz 

UV, compuestos oxidantes o altas temperaturas. Se ha demostrado que un 

nemátodo transgénico capaz de sintetizar colesterol de manera endógena 

incrementa su capacidad para lidiar con estrés calórico99. En este sentido, nosotros 

observamos que los animales carentes de CUP-1 son por el contrario, más 

sensibles a altas temperaturas. Este resultado es compatible con la hipótesis que 

los animales carentes de CUP-1 tienen menos colesterol y por lo tanto, su 

capacidad para lidiar con el estrés calórico se ve disminuida. Es importante 

mencionar que la tinción de lípidos de la cepa cup-1(gk245) con los colorantes Oil 

Red-O o Sudan Black, no reveló diferencias en la cantidad o distribución de sus 

lípidos (Anexo IV), lo que nos hace suponer que la menor  de los animales 

carentes de CUP-1 sólo se debe a los bajos niveles de colesterol. 

 

La ausencia de CUP-1 también resultó en una clara disminución en la 

movilidad/velocidad de los gusanos. No esta del todo claro la razón por la cual la 

carencia de colesterol resulta en problemas en la movilidad de C. elegans. Quizás 

sean defectos sutiles en el desarrollo (resultado de la falta de hormonas) los 

responsables de este fenotipo. También se ha observado que la falta de esteroles 

tiene repercusiones en la formación de la cutícula de los nemátodos, 

específicamente en la muda de una etapa larvaria a otra83; tal vez sea la 

incapacidad para desprenderse de la vieja cutícula la que esta afectando la 

movilidad de los gusanos. Es importante mencionar que la disminución en la 

velocidad de los animales carentes de CUP-1 se observó incluso en condiciones 

normales de colesterol, mientras que los otros fenotipos (fertilidad, desarrollo, 

termorresistencia) parecen ser sólo evidentes en medios reducidos en colesterol. 

Será interesante elucidar los mecanismos específicos por los cuales la falta de 

CUP-1 repercute en la velocidad en condiciones normales.  
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5.2 CUP-1 esta directamente involucrado con la toma de colesterol dietético 

en C. elegans 

 

Al evaluar la capacidad para incorporar colesterol ambiental de los animales 

carentes de CUP-1 observamos una disminución en la marca radioactiva del 3H-

colesterol, o de la marca fluorescente del análogo NBD. Estas observaciones 

sugieren fuertemente que CUP-1 participa directamente en la incorporación (o 

retención) de colesterol proveniente de la dieta de los gusanos.  

 

Llama la atención la disparidad entre la incorporación de colesterol radioactivo y 

fluorescente en la cepa cup-1(gk245): mientras que la disminución en la 

incorporación de NBD es cercana al 80%, en los gusanos creciendo con colesterol 

radioactivo aun se detecta aproximadamente la mitad de la entrada. Por lo menos 

dos hipótesis (no necesariamente excluyentes) podrían explicar estas observaciones: 

1) la detección del colesterol radioactivo es muchísimo más sensible y permite 

detectar menores cantidades de colesterol; 2)  la ventana de  detección del NBD 

es menor puesto que depende de la capacidad para detectar la fluorescencia del 

compuesto y del ruido basal. Por otro lado, el colesterol radioactivo esta marcado 

en los hidrógenos de los carbonos 1 y 2 del primer anillo, mientras que en el 

NBD, el fluoróforo se encuentra en la cadena alifática del carbono 17 (ver Figura 

13B), y es justamente esta posición la que sufre la mayoría de las modificaciones, 

para producir p. ej, hormonas esteroideas (ver Figura 2). Esto nos hace suponer 

que el NBD, al seguir las vías normales de metabolismo de colesterol, perdería 

dicho fluoróforo, mientas que el colesterol radioactivo conservaría los átomos de 

tritio. De esta manera, la mayor marca radioactiva observada es el resultado, no 

sólo de la internalización inicial de colesterol, sino también de la acumulación de 

metabolitos secundarios. En este sentido, el NBD podría ser un mejor indicador 

sólo de la entrada inicial de colesterol. Por supuesto, experimentos específicos 

serían necesarios para demostrar estas suposiciones.  
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Al explorar la redundancia entre CUP-1 y dos genes involucrados en la 

movilización intracelular de colesterol (ncr-1 y ncr-2), observamos que no hay un 

efecto aditivo entre estos genes y CUP-1 en lo que respecta a la disminución en 

la internalización de colesterol radioactivo. Este resultado sugiere que estas 

proteínas no tienen funciones redundantes y que por el contrario, están 

participando en vías distintas, siendo sólo CUP-1 el involucrado en la toma de 

colesterol del medio ambiente. Este resultado concuerda con estudios recientes 

donde, empleando el fotoblanqueo específico del DHE, se demostró que NCR-1 y 

NCR-2 sólo participan en el transporte intracelular de colesterol90.  
 

A pesar de la clara participación de CUP-1 en la internalización de colesterol, es 

evidente que deben existir otras vías paralelas, dado el hecho que la ausencia de 

CUP-1 no resulta en letalidad de los animales y a que se ha demostrado que una 

completa privación de colesterol es letal. Una posible explicación podría ser que la 

endocitosis basal en el intestino introduzca suficiente colesterol para satisfacer las 

necesidades de este esterol; esto explicaría porque los animales carentes de CUP-

1 tienen tamaño y fertilidad normales al crecer en un medio suplementado con 

colesterol: es sólo cuando los animales carentes de CUP-1 crecen en un medio 

reducido en colesterol cuando los niveles de colesterol internalizado bajan lo 

suficiente como para hacer evidentes los fenotipos. 
 

5.3 La expresión de CUP-1 correlaciona con zonas ricas en colesterol 

principalmente en el tracto digestivo de C. elegans 
 

Al evaluar la expresión de CUP-1 mediante el reportero de GFP, observamos que 

se expresa principalmente en las células que forman el tracto digestivo del 

nemátodo y que a su vez, éstas colocalizan con el colesterol fluorescente DHE. 

Este dato es relevante pues el intestino no solo es la primer zona de contacto 

con los esteroles ingeridos, sino también la principal zona de acumulación y 

modificación de estos70. En particular, observamos una señal elevada en la válvula 
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faringeo-intestinal y el bulbo terminal de la faringe, esto es interesante pues en 

esta zona se localiza el “nerve ring”109, una estructura compuesta por 

terminaciones axonales de neuronas sensitivas involucradas en responder a 

estímulos táctiles, químicos y temperatura, además de estar implicadas en la 

inducción del estado larvario dauer y control del movimiento. Se ha sugerido que 

el colesterol es importante en el funcionamiento de estas neuronas78,110 y por lo 

tanto podría tener una relación con la falta de movilidad y las alteraciones en la 

termoresitencia observadas en los animales carentes de CUP-1.  
 

La expresión de CUP-1 también fue detectada en una estructura que posiblemente 

corresponda a las células de la glándula excretora de la faringe, lo que es 

relevante pues estas células son el sitio inicial de almacenamiento de esteroles 

absorbidos de la dieta79. Por su parte, la expresión de CUP-1 en la parte posterior 

del intestino de C. elegans podría sugerir zonas de acumulación de esteroles 

metabolizados y modificados, específicamente en las células “phasmid socket”79. 

También detectamos la presencia del reportero de expresión en los embriones, 

donde CUP-1 podría jugar un papel redundante con el sistema de endocitosis de 

complejos vitelogenina/colesterol mediado por el receptor RME-278 de los ovocitos, 

lo que nos habla de la importancia del colesterol en el desarrollo embrionario 

temprano. Sin embargo, este último dato habrá que tomarlo con reservas pues se 

ha mencionado que la GFP puede ser internalizada de manera inespecífica por 

ovocitos y embriones100.  
 

Se ha establecido que el colesterol es internalizado desde etapas tempranas del 

desarrollo larvario78, en este sentido, nosotros detectamos la presencia de CUP-1 

desde la primera etapa larvaria haciendo a este gen un buen candidato para 

explicar la entrada temprana de colesterol a las larvas. Por supuesto se requieren 

más experimentos para corroborar la funcionalidad de CUP-1 en todas las etapas 

larvarias.  
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5.4 La localización subcelular de CUP-1, SIDT1 y SIDT2 es compatible con 

proteínas involucradas en la endocitosis de colesterol 

 

El análisis in silico de la secuencia de aminoácidos de CUP-1 y de sus homólogos en 

mamíferos SIDT1 y SIDT2, predice un péptido señal en los primeros 17-20 aminoácidos 

del amino-terminal y una localización en membrana plasmática. Además se predicen 9 

segmentos transmembranales para CUP-1 y 10 para los homólogos. Al expresar en 

células de mamíferos las proteínas fusionadas con la proteína verde fluorescente (CUP-

1::GFP, hSIDT1::GFP y mSIDT2::GFP), observamos que al menos un porcentaje de estas 

proteínas quiméricas se localizan en la membrana plasmática. Adicionalmente, este 

dato fue corroborado mediante la biotinilación inespecífica de proteínas de membrana. 

La presencia de estas proteínas en la membrana plasmática es compatible con su 

función como receptores de colesterol involucrados en endocitosis, sobretodo si 

tomamos en cuenta la presencia de motivos CRAC extracelulares.  

 

Además de la expresión de las proteínas quiméricas en la MP, la mayor parte de la 

señal es intracelular, específicamente en el RE y Golgi. Dada la naturaleza hidrofóbica 

de estas proteínas, suponemos que se encuentran insertadas en la membrana de estos 

organelos que interesantemente, son el lugar donde el colesterol sufre muchas de las 

modificaciones para generar subproductos con actividad biológica.  

 

También se observa una importante proporción de la señal de las proteínas quiméricas 

en estructuras similares a vesículas que colocalizan con la proteína RhoB, una GTPasa 

que se localiza en la superficie de vesículas de vías endocíticas111, lo que demuestra 

que estas vesículas GFP+ son endosomas. En menor proporción, hay una población de 

vesículas GFP+ que colocaliza con el marcador FM4-64 endocitado por la endocitosis 

basal inespecífica. La presencia de las proteínas quiméricas en endosomas correlaciona 

con la identificación de varias señales de endocitosis YXXØ** (en las asas intracelulares) 

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  	  	  	  	  	  *	  “tyrosine-based sorting signals” Ø	  =	  L,	  V,	  I,	  F,	  M;	  X=	  cualquiera	  aminoácido.	  
	  	  	  	  **	  “dileucine-based signals fit 
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y E/DXXXLL/LI** (cerca de segmentos transmembranales) tanto en CUP-1 como en sus 

homólogos (Anexo II). Estas secuencias son sitios de reconocimiento de proteínas del 

complejo APΔΔque a su vez interacciona con el complejo de clatrinas para inducir su 

internalización y por lo tanto se asocian a la rápida endocitosis de proteínas de 

membrana96. Estas señales también se relacionan con el direccionamiento de endosomas 

a lisosomas; en este sentido, nosotros observamos una colocalización positiva entre las 

proteínas quiméricas y un marcador de lisosomas, lo que podría corresponder a la 

fusión de éstos con los endosomas internalizados. Interesantemente, NPC1, la proteína 

que media la salida del colesterol endocitado, también se localiza en endosomas tardíos 

y lisosomas112.  Adicionalmente, observamos que un porcentaje de las proteínas 

quiméricas se localizan en el aparato de Golgi; al menos CUP-1 y SIDT2 tienen 

secuencias DXXL** (Anexo II) que se sabe interaccionan con el complejo de proteínas 

GGA¥¢ que a su vez, media el tráfico de vesículas del trans-Golgi (TGN[) a lisosomas y 

vías de exocitosis/secreción96.  

 

Cuando las células que expresaban a las proteínas quiméricas fueron incubadas con el 

colesterol fluorescente DHE, observamos que una proporción importante de los 

endosomas positivos para GFP también colocalizan con DHE. Este resultado nos hace 

suponer que estas proteínas no sólo participan en la endocitosis de colesterol en la 

membrana plasmática, sino también en el tránsito de los endosomas al RE, Golgi y 

lisosomas. Cabe mencionar que también hay una población de vesículas de colesterol 

que no colocalizan con GFP+, esto quizás sea el reflejo de las vías canónicas de 

internalización de colesterol operando en las células (e.g. los receptores LDL)  

 

 

 

 

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  	  	  	  	  Δ	  “Adptor	  Protein”	  
¢	  ¥: Golgi localized γ-ear-containing ARF-binding proteins   
  [:Trans Golgi-network	  
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5.5 CUP-1, SIDT1 y SIDT2 interaccionan directamente con el colesterol 
 

Tanto CUP-1 como sus homólogos tienen motivos CRAC conservados en sus 

secuencia (Figura 20B ; Anexo II), estos motivos se han identificado como sitios de 

unión a colesterol en proteínas involucradas en el transporte, metabolismo y 

regulación de este esterol58,113. Para evaluar la interacción entre el análogo 

fluorescente de colesterol DHE y las proteínas quiméricas CUP-1::GFP, hSIDT1::GFP 

y mSIDT2::GFP, cuantificamos la transferencia de energía tipo FRET entre la 

molécula de DHE y la GFP: en todos los casos dtectamos una eficiencia de FRET 

positiva. La distancia mínima para que ocurra una transferencia de energía tipo 

FRET son 10 nm y además tiene que existir cierta orientación entre los dipolos de 

los fluoróforos, por lo que la transferencia de energía tipo FRET no sólo es 

indicativa de cercanía, sino también de un interacción directa entre el colesterol y 

las proteínas quiméricas de C. elegans y mamíferos.  
 

Para corroborar la especificidad de la interacción entre CUP-1 y el colesterol 

fluorescente DHE, se substituyó por glicina a la tirosina central de los motivos 

CRAC extracelular y transmembranal que están conservados tanto en C. elegans 

como en mamíferos (Anexo II). Esta tirosina interacciona directamente con el grupo 

3’-OH del colesterol97, por lo que su substitución imposibilita la unión del motivo 

CRAC con el esterol. La mutagénesis del dominio CRAC transmembranal de CUP-1 

resultó en un decremento significativo en la eficiencia de FRET entre la proteína y 

el DHE. Este resultado demuestra que existe una interacción directa entre este 

motivo CRAC y el colesterol. Los dominios CRAC transmembranales han sido 

identificados como sitios de unión a colesterol en proteínas capaces de mediar la 

translocación de colesterol de un lado al otro de la membrana, como en el 

Receptor periférico de benzodiacepinas humano (PBR), que entre varias funciones, 

esta involucrado en la biosíntesis de esteroles en la mitocondria58.  

 



	  
70	  

Aunque la mutagénesis del dominio CRAC transmembranal resulta en un decremento 

significativo en la eficiencia de FRET, aun observamos cierto FRET residual. Esto se 

puede deber a que aún existen interacciones entre CUP-1-mutagenizado y el DHE, por 

ejemplo, a través de otros dominios de unión a colesterol no identificados. 

Adicionalmente, sería interesante evaluar si la deleción completa del motivo CRAC tiene 

una mayor repercusión en la eficiencia de FRET que el cambio de un solo aminoácido.  

 

La mutagénesis del dominio CRAC extracelular de CUP-1 no tuvo un efecto 

estadísticamente significativo en el FRET. Este resultado era esperado pues, en este 

caso, la distancia entre los fluoróforos es mayor a 10 nm al estar en lados opuesto 

de la membrana. En este mismo sentido, la mutagénesis de ambos motivos CRAC de 

CUP-1 es equivalente a la mutante simple transmembranal, sugiriendo que sólo el 

motivo CRAC transmembranal participa en el FRET en la doble mutante. Es importante 

recalcar que estos resultados no descartan la funcionalidad del motivo CRAC 

extracelular; dominios extracelulares de unión a esteroles han sido sugeridos como el 

sitio inicial de reconocimiento y/o anclaje de colesterol en proteínas involucradas con 

la internalización de colesterol58,114,115, de hecho, nosotros identificamos cuatro 

dominios CRAC (dos extracelulares, dos transmembranales) en NCR1L1, la proteína 

encargada de internalizar colesterol libre en el intestino humano (Anexo V). Otro tipo 

de estrategias harán falta para corroborar la funcionalidad del motivo CRAC 

extracelular de CUP-1.  

 

Llama la atención que, aunque no fue estadísticamente significativa, se observe una 

reducción en la eficiencia de FRET en la mutante del CRAC extracelular respecto a la 

proteína silvestre (22%±4 vs 26%±5, respectivamente). Aunque aventurado, podríamos 

suponer que esta tendencia se debe a que la mutación del CRAC extracelular resulta en 

una disminución en la eficiencia y/o capacidad de CUP-1 para unir colesterol lo que 

repercute (indirectamente) en el FRET medido en el motivo CRAC transmembranal. Por 

supuesto, una aproximación más detallada será necesaria para esclarecer esta 

suposición. 
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5.6 El papel de SIDT1 y SIDT2 en mamíferos 

 

Tanto en humano como en ratón, SIDT1 y SIDT2 tienen una expresión diferencial; 

mientras que el primero está enriquecido en algunos tejidos como cerebro, 

intestino, pulmón y timo, SIDT2 es prácticamente ubico siendo detectado en 

prácticamente todos los tejidos y líneas celulares. Dado que ambas proteínas se 

expresan en la membrana plasmática y tienen dominios de unión a colesterol 

extracelulares podríamos suponer que ambas participen en la endocitosis de 

colesterol. Sin embargo queda abierta la pregunta respecto a si SIDT1 y SIDT2 

tendrán papeles redundantes o complementarios en los tejidos que expresan 

ambos genes. Incluso podríamos suponer con base en la naturaleza de las señales 

endocitícas, que funcionan de manera secuencial: SIDT1 mediando la entrada 

inicial y SIDT2 mediando el transporte de los endosomas a distintos organelos o 

direccionando la secreción de metabolitos de colesterol.  

 

A pesar de que los mamíferos son capaces de sintetizar colesterol de novo, cerca 

de la mitad del colesterol proviene de la dieta51. En el intestino, NPC1L1 es la 

proteína principalmente responsable de la absorción de colesterol, pero 

recientemente se ha detectado una entrada independiente de NPC1L1 puesto  que 

ratones knockdown para este gen aun son capaces de internalizar cantidades 

significativas de colesterol116. Resulta atractivo pensar que SIDT1 pudiera ser el 

responsable de esa entrada de colesterol aun sin identificar en mamíferos.  

 

Algunos tejidos requieren una mayor cantidad de colesterol, particularmente el 

cerebro que, aunque representa sólo 2.1% del peso del cuerpo, contiene el 23% 

del total del colesterol117. El colesterol en el cerebro está implicado en muchas 

funciones que van desde el tráfico vesicular y la homeostasis del calcio, hasta 

regular la actividad de varios receptores, enzimas y canales118, incluso la 

sensibilidad al neurotransmisor GABA esta regulada por colesterol119. Adicionalmente 
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el colesterol es uno de los componentes principales de la mielina que recubre los 

axones y terminaciones nerviosas120. Dada su naturaleza hidrofóbica, el colesterol 

presente en el torrente sanguíneo en forma de lipoproteínas no puede atravesar la 

barrera hematoencéfalica, por lo que  debe ser sintetizado in situ por las células 

nerviosas. En el SNC se ha desarrollado un transporte “horizontal” célula-a-célula 

para garantizar el suministro de colesterol en el cerebro121, siendo la 

apolipoproteina E (ApoE) la responsable de este tránsito célula a célula122. Sin 

embargo, en cultivo, ApoE no tiene ningún efecto sobre la formación de sinapsis, 

mientas que la adición de colesterol libre aumenta hasta doce veces la 

sinaptogénesis123. Otros lípidos que también se unen a ApoE como la 

fosfatidilcolina o la esfingomielina, no tienen un efecto significativo y por el 

contario, son tóxicos a altas dosis. Resulta atractivo pensar que SIDT1 y SIDT2 

pudieran ser responsables de la absorción de colesterol libre en el cerebro y que 

por lo tanto tengan un efecto directo en la sinaptogénesis. Dado que la formación 

de sinapsis esta directamente relacionada a la memoria, el aprendizaje y todas las 

funciones mentales tanto en condiciones normales como patológicas, el que estas 

proteínas estuvieran involucradas abriría un nuevo e interesante campo de estudio. 

 

Por otro lado, llama particularmente la atención que durante el desarrollo 

embrionario (ya sea en ratones o humanos) se detecte una abundante expresión 

de SIDT2 mientas que SIDT1 está ausente. Dado que el colesterol es fundamental 

desde la fertilización y durante todo el desarrollo embrionario y de hecho, la 

irrupción del metabolismo de colesterol durante el desarrollo tiene importantes 

repercusiones en la organogénesis (en particular del SNC)124, nos hace suponer que 

SIDT2 tendrá un importante papel durante el desarrollo embrionario.  

 

Por ultimo, una posibilidad es que SIDT1 y SIDT2 no solo participen en la 

internalización de colesterol, sino también de hormonas esteroideas. En general se 

tienen bien caracterizados a los receptores de hormonas intracelulares, pero poco 
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sabe de los mecanismos para su internalización del medio extracelular. Se ha 

sugerido que las hormonas esteroideas atraviesan libremente la membrana celular, 

pero en realidad esto es poco probable si tomamos en cuenta las propiedades 

químicas de las membranas y las mismas hormonas; deben existir mecanismos 

específicos para su internalización. Estructuralmente estas hormonas poseen los 

cuatro anillos que son reconocidos por los motivos CRAC, por lo que no sería 

imposible pensar que SIDT1 y/o SIDT2 pudieran reconocerlas e internalizarlas a 

sus células blanco. Lo mismo sería valido para los neuroesteroides o los 

oxiesteroles que están presentes en el torrente sanguíneo y que se han 

relacionado con diversos procesos biológicos13,125,126. Por supuesto, experimentos 

específicos serán necesarios para esclarecer la participación de SIDT1 y SIDT2 en 

estas vías. 

 

 

6. CONCLUSIONES 
 

6.1 Modelo de Funcionamiento 

 

Basados en, 1) la localización subcelular de las distintas proteínas quiméricas, 2) 

la interacción directa de CUP-1, hSIDT1 y mSIDT2 con el colesterol fluorescente, y 

3) la expresión intestinal de estos genes tanto en nemátodo como en mamíferos, 

proponemos un modelo en donde CUP-1 (o sus homólogos) participan 

directamente en la internalización de colesterol libre obtenido de la dieta (Figura 

24). 
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Figura 24. Modelo del funcionamiento intestinal de CUP-1. En las membranas de los enterocitos se predice 
que el amino terminal sea extracelular, quedando expuesto a los esteroles obtenidos de la dieta. (1) El 
colesterol interacciona con el motivo CRAC extracelular. (2) El colesterol pasa a la membrana o al segundo 
dominio CRAC transmembranal. (3) Se induce un cambio conformacional de tal manera que las señales 
endocíticas (YXXO, DXXL) son reconocidas por el complejo AP que a su vez es reconocido por clatrinas para 
inducir su intenalizacion. (4) El endosoma temprano contiene tanto a CUP-1 como moléculas de colesterol. 
Este endosoma puede ser reciclado a la membrana plasmatica o, (5) fusionarse con lisosomas. (6) En un paso 
posterior, el endosoma puede ser redireccionado a la zona del trans-Golgi para secreción o el colesterol puede 
escapar del endosoma (vía NCP1) al RE para ser metabolizado.  
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En las células del intestino (por ejemplo, los enterocitos), el dominio CRAC 

extracelular reconoce el colesterol libre proveniente de la dieta. Se ha propuesto 

para otras proteínas con sitios de unión a esteroles, un modelo donde el 

colesterol pasa del dominio inicial de reconocimiento extracelular a un segundo 

dominio interno114, que en el caso de CUP-1, podrían ser el CRAC extracelular y el 

del quinto segmento transmembranal. También se propone que, en un paso 

subsecuente, el pegado del colesterol a este segundo sitio pudiera provocar un 

cambio conformacional en CUP-1 que a su vez induzca su endocitosis vía los 

complejos AP/Clatrina. En un paso posterior, el colesterol deberá escapar de los 

endosomas/lisosomas hacia el RE para ser modificado y metabolizado o 

direccionarse a Golgi para seguir una vía de exocitosis. En este sentido, es 

interesante que Golgi también es un sitio de modificación de lípidos y es en el 

TGN donde se direccionan las vesículas a vías de secreción y lisosomas127.  

 

Por supuesto no podemos descartar que estas proteínas tengan un papel paralelo 

en las vías intracelulares de colesterol, por ejemplo en su acumulación y/o 

transito a otros organelos.  

 

6.2 CUP-1: una nueva familia de proteínas involucradas en el metabolismo 

de colesterol, ¿un  nuevo blanco terapéutico? 

 

Así pues, la evidencia colectada en este trabajo nos lleva a proponer que CUP-1 

de C. elegans es el primer miembro de una nueva familia de proteínas, con 

homólogos en mamíferos, involucradas en la internalización de colesterol. 

 

Es importante recalcar que, al menos en las bases de datos disponibles a la 

fecha, no existen otros genes o proteínas que compartan homología con CUP-1 o 

sus homólogos. Tampoco se detectan dominios o motivos canónicos (fuera del 

motivo CRAC) que pudieran sugerir homología funcional con otras proteínas. Ni 
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siquiera con NPC1L1, con quien podríamos decir que tienen homología funcional, 

hay una homología a nivel de secuencia. Esto nos hace suponer que nos 

encontramos ante una nueva familia de proteínas relacionadas con el metabolismo 

de colesterol, muy probablemente involucradas con la internalización y distribución 

de este. 

 

Dado que las proteínas de mamíferos SIDT1 y SIDT2 tienen mayor homología con 

CUP-1 que con SID-1 y a que ni hSIDT1 ni mSIDT2 demostraron estar involucradas 

con la translocación de dsRNA, proponemos que en realidad son proteínas 

homólogas a CUP-1. Esperamos que trabajos posteriores demuestren que las 

proteínas humanas están involucradas en la internalización de colesterol lo que 

nos llevaría a proponer un cambio de nomenclatura que refleje tanto su función 

como su homología con CUP-1. 

 

Por otro lado, si se demuestra que SIDT1 y SIDT2 están involucradas en la 

internalización de colesterol libre y no de lipoproteínas como las vías canónicas 

mediadas por receptores LDL y HDL, se agregará una pieza fundamental al estudio 

del metabolismo de colesterol en mamíferos.  

 

Finalmente, los altos niveles de colesterol en sangre se asocian con una alta 

incidencia de aterosclerosis y muertes relacionadas con problemas cardiacos y 

circulatorios: se calcula que casi 4 millones de personas mueren al año debido a 

los altos niveles de colesterol en sangre128. Actualmente el tratamiento para estos 

pacientes es se basa en disminuir la ingesta de colesterol y suministrar inhibidores 

de la síntesis endógena (estatinas)129. El uso de estos fármacos tiene la desventaja 

de disminuir la síntesis de colesterol en el cerebro que es incapaz de utilizar el 

colesterol dietético, por lo que se cree que el uso de estas drogas pudiera tener 

complicaciones a largo plazo en el SNC130,131. Recientemente se ha desarrollado el 

fármaco Ezentimibe132 que inhibe la endocitosis del colesterol mediada por NCP1L1. 
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Dado que hasta el 80% del colesterol del cuerpo humano proviene de la dieta, 

este fármaco supone una excelente opción en el tratamiento de la 

hipercolesterolemia. Por su parte, ni SIDT1 ni SIDT2 poseen el sitio de unión de 

Ezentamibe, lo que nos hace suponer que participan en una vía distinta a la 

mediada por NPC1L1. Sí en humanos, SIDT1 o SIDT2 resultan estar involucrados en 

la absorción intestina de colesterol, se abrirá un nuevo campo para diseñar 

fármacos encaminados a disminuir los niveles de colesterol lo que sin duda tendrá 

importantes repercusiones en el ámbito de la salud.  

 

 

7. PERSPECTIVAS 
 

 

En el presente trabajo hemos dado los primeros pasos en la exploración de una 

nueva vía de transporte de colesterol. Sin duda en C. elegans aun quedan varias 

interrogantes como la funcionalidad del dominio CRAC extracelular de CUP-1 o 

corroborar la expresión espacio-temporal de la proteína mediante el uso de 

anticuerpos específicos. Sin embargo, creemos que un paso interesante sería el 

profundizar el estudio de las proteínas de mamíferos SIDT1 y SIDT2. A 

continuación presentamos algunos puntos que nos parecen interesantes de 

explorar al respecto: 

 

7.1 Comprobar experimentalmente que SIDT1 y SIDT2 median el transporte 

de colesterol 

 

Para dicho fin proponemos sobreexpresar ambos genes en líneas celulares de 

mamíferos y evaluar su capacidad para internalizar colesterol radioactivo (ver 
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nota§). Conjuntamente proponemos silenciar, mediante RNAi, la expresión de SIDT2 

endógeno esperando observar un decremento en la internalización basal de 

colesterol. Dado que las células de mamífero tienen una robusta entrada basal de 

colesterol mediada por distintas vías, quizás sea necesario evaluar la 

internalización de colesterol en un sistema bacteriano como se ha hecho para 

comprobar que otras proteínas son capaces de mediar dicho proceso53.  

 

Sea cual sea el sistema a utilizar, será interesante evaluar la funcionalidad de los 

motivos CRAC generado mutaciones en éstos. De la misma manera, un cultivo 

celular permite evaluar la cinética de internalización (velocidad, saturación, Km), así 

como la afinidad por el substrato.  

 

7.2 Disecar la vía de entrada de colesterol mediada por SIDT1 y/o SIDT2 

 

En este trabajo detectamos secuencias de endocitosis basadas en lisinas tanto en 

SIDT1 como en SIDT2 las cuales se asocian con endocitosis mediada por Clatrina, 

sin embargo, resulta fundamental comprobar experimentalmente si la internalización 

mediada por estas proteínas es realmente endocitosis y en su caso, si 

efectivamente es mediada por clatrina. Para dicho fin, proponemos usar fármacos 

que bloquean de manera específica este tipo de endocitosis (e.g clorpromazina) 

además de silenciar a los genes de clatrinas por RNAi.  

 

 

 

 

7.3 Explorar la selectividad de SIDT1 y SIDT2 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
§	   Recientemente, en el laboratorio del Dr. L Vaca se cuenta con resultados preliminares, 
que pudieran sugerir que la transfección transitoria de mSIDT2 en células de mamíferos 
incrementa la internalización de colesterol radioactivo. 
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Dado que las hormonas esteroideas y otros derivados del colesterol, como los 

oxiesteroles o neuroesteroles, poseen estructuras similares, sería interesante 

evaluar la capacidad de SIDT1 y SIDT2 para internalizar este tipo de moléculas. En 

este sentido, están disponibles comercialmente una gran variedad de hormonas 

esteroideas marcadas radioactivamente, e incluso se podrían realizar ensayos de 

competencia con colesterol no radioactivo para evaluar la especificidad del 

transporte.  

 

También será fundamental evaluar si estas proteínas median exclusivamente la 

entrada de colesterol libre (similar a NCP1L1), o si también, pueden internalizar 

complejos de lipoporoteínas de manera similar a lo que hace el receptor de LDL 

en humanos; metodológicamente es posible generar in vitro los complejos 

colesterol-lipoproteína. Creemos que este punto es fundamental, pues en caso de 

sólo mediar la entrada de colesterol libre, abrirá un campo completamente nuevo 

en el estudio del transporte tisular de colesterol en mamíferos. 

 

7.4 Importancia del SIDT1 y SIDT2 en ratón. 

 

Dado que SIDT1 y SIDT2 tienen patrones de expresión distintos, será interesante 

evaluar su papel en el animal completo. Actualmente están disponibles células 

madre embrionarias de ratón con deleciones en los locus de SIDT1ü o SIDT2üü. 

Con estas células sería plausible generar un ratón knockdown condicional (y/o 

tejido específico) para estos genes. En estos animales se podría evaluar desde la 

internalización de colesterol dietético hasta problemas en el desarrollo temprano y 

del SNC dada su expresión y el papel que juega el colesterol en estos procesos. 

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
ü	  	  	  	  	  http://www.komp.org/geneinfo.php?geneid=78915	  /	  
üü	  	  	  http://www.komp.org/geneinfo.php?geneid=78916	  /	  
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En resumen, este tipo de estudios podrían contribuir con una pieza fundamental en 

el metabolismo de colesterol en mamíferos y por lo tanto para el entendimiento 

de su relación con enfermedades complejas que van desde desordenes del 

metabolismo de lípidos como la enfermedad de Niemman-Pick, hasta Huntington133, 

demencia/depresión134 o inclusive Alzheimer135, donde los niveles de colesterol 

parecen jugar un papel central.  

 

 

8. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Materiales 

El NBD, DAPI, los marcadores de organelos FM4-64, Lysotracker, ER-tracker, 

enzimas, anticuerpos primarios y secundarios fueron comprados de Invitrogen. El 

DHE, colesterol, etanol grado biología molecular, glicina, IPTG, antibióticos y sales 

fueron comprados de Sigma-Aldrich. El colesterol tritiado [1,2-3H]-cholesterol (50 

Ci/mmol) fue comprado a PerkinElmer. Bactotryptone (pancreatic digest) y el Agar 

fueron de BD. NaCl y Fosfato de potasio de J.T.Baker. El paraformaldehido granular 

y los cubreobjetos de Electron Microscopy Sciences. El medio de fluorescencia 

Dako se compró a DakoCytomation. Los modelos de topología fueron generados 

en el servidor TMHMM Server v.2.0 

 

C. elegans 

La variedad Bristol N2 fue usada como cepa silvestre en todos los experimentos. 

Las cepas cup-1(gk245) (VC452) y ncr1(nr2022);ncr-2(nr2023) (JT10800) fueron 

obtenidas del “C. eleganas Genetic Center” de la Universidad de Minnesota. Las 

dobles mutantes fueron obtenidas de cruzar la machos cup-1(gk245) con 

hermafroditas ncr1(nr2022);ncr-2(nr2023). La presencia de los alelos mutantes fue 

corroborada mediante RT-PCR utilizando los siguientes primes: 
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cagcaaagatctgcaccgta y cgtaaaagcttgacatgcga para gk(245); tctcttcttgtcgagccctgg y 

cagagtaccaaccagctgaggc para nr2022; y gtgtggtgagtggtgtagactaggac y 

cagcagtatgaatttcttcctgg para nr2023. La progenie fue evaluada por siete 

generaciones para asegurar la homosigosis de las mutaciones. La cepa GFP 

reportera BC12913 (transgen sIs10486) fue obsequiada por el “BC C. elegans Gene 

Expression Consortium” de Vancouver Canadá.  

 

Todas las cepas de C. elegans fueron propagadas a 20 ºC en “nematode growth 

médium”f (NGM) al 2% de Agar y suplementado con 8 µg/ml de colesterol 

(agregado de una solución concentrada a 20 mg/ml en etanol). Como alimento, 

las cajas de NGM se inocularon con bacterias E. Coli de la cepa OP50-1 crecidas 

con estreptomicina; las bacterias crecieron toda la noche a 37 ºC con agitación 

constante y luego fueron lavadas tres veces con agua MilliQ antes de sembrar las 

cajas. Las cajas con bacterias fueron incubadas una noche a temperatura ambiente 

antes de utilizarse para propagar a los nemátodos. En las condiciones de bajo 

colesterol, el colesterol fue omitido de las cajas NGM, pero la misma cantidad de 

etanol fue agregado al medio antes de ser esterilizado.  

 

Ensayos de sensibilidad al colesterol 

Puesto que los esteroles de la madre pueden pasar a la progenie, todos los 

experimentos fueron hechos en la filial 2 (F2) de gusanos creciendo en medio NGM 

sin complementación de colesterol y comparados con gusanos creciendo en 

condiciones normales. 

 

Para cuantificar la fertilidad de las distintas cepas, se colocó una sola 

hermafrodita L4 en una caja NGM de 35 mm, el nemátodo fue transferido a una 

caja nueva cada 24 h hasta que no se detectó la presencia de embriones en la 

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
f	  NGM:	  35	  mM	  NaCl,	  22	  mM	  KH2PO4	  ,	  2.8	  mM	  K2PO4,	  4%	  Bactopeptona,	  20	  µM	  colesterol	  
	  	  	  	  Nota:	  las	  secuencias	  de	  todos	  los	  oligonucleótidos	  esta	  escrita	  dirección	  5’	  -‐>	  3’	  
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caja. Los embriones de cada día fueron sumados (4-5 días) para calcular la 

fertilidad, también se cuantificó el porcentaje de embriones eclosionados a las 24 

h respecto al total de embriones para calcular la letalidad embrionaria. De igual 

manera, se cuantifico el porcentaje de larvas L1 que llegaron a la etapa adulta al 

cabo de 5 días para calcular el porcentaje de desarrollo.   

 

Algunos gusanos fueron usados para disecar las gónadas las cuales fueron fijadas 

después de ser incubadas con el colorante de núcleos DAPI. Las gónadas fijadas 

fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia Nikon E600 con un 

aumento de 40X y con una cámara AxioCam-MRc (Zeiss) acoplada. 

 

Para cuantificar el tamaño de los gusanos, cuatro hermafroditas L4 fueron 

transferidos a una caja NGM de 60 mm, al cabo de una noche los animales 

fueron retirados. De la progenie fueron tomados animales cada 24 h, los cuales 

son representativos de cada etapa larvaria. Los animales fueron fijados en PFA al 

4% y las imágenes fueron tomadas en un microscopio Olimpus FV-10 con un 

objetivo 10X. El área de cada gusano fue cuantificada con el software FluoView 

V2.1  

 

Para la cuantificación de larvas dauers, 12-15 adultos fueron sembrado en una 

caja NGM de 60mm (con comida) e incubados a 25 ºC por 14-15 días. 

Posteriormente, los animales fueron colectados en buffer M9P y contados. 2000 

gusanos fueron tratados con una solución de SDS al 1% en M9 por 30 min y 

luego sembrados en cajas NGM nuevas; después de 2 h, los animales que 

sobrevivieron el tratamiento con SDS fueron cuantificados como dauers.  

 

Para las mediciones de velocidad, un área de 12 cm cuadrados de una caja NGM 

de 60 mm fue delimitada con papel Whatman No.1, el cual fue humedecido con 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
P	  	  M9:	  22	  mM	  KH2PO4,	  42	  mM	  Na2HPO4,	  85.5	  mM	  NaCl,	  1	  mM	  MgSO4.	  
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una solución de CuCl2 50 mM que tiene la propiedad de repeler a los nemátodos. 

20 gusanos fueron transferidos a estas cajas y 8-10 min de video fueron 

videograbados (320 x 240 pixeles, 3 fps) en un microscopio estereoscópico Nikon 

con una cámara digital acoplada. Los gusanos individuales fueron identificados 

automáticamente con el software Parallele WormTraker136 usando los siguientes 

parámetros: área por gusano: de 16 a 40 pixeles, máxima distancia viajada por 

gusano: 20 pixeles; máximo cambio de tamaño: 25 pixeles, camino válido más 

corto: 70 cuadros. Con las trayectorias de los gusanos individuales identificadas, la 

velocidad fue calculada con el software WormAnalyzer136 calibrado a 17.5 

pixeles/mm. 

 

Ensayos de Termorresistencia, por lo menos 20 gusanos adultos de un día fueron 

seleccionados y transferidos a cajas de NGM de 35 mm. Las cajas fueron 

incubadas en seco a 35 ºC por 1 hora, al cabo de la cual la viabilidad de los 

gusanos fue evaluada tocándolos levemente para registrar movimiento. La viabilidad 

de los gusanos fue evaluada cada hora hasta que todos los gusanos estaban 

muertos.  

 

Marcaje in vivo de colesterol  

Los análogos de colesterol NBD o DHE fueron agregados a las bacterias lavadas 

(OP50-1 o HB115 con antibióticos) antes de sembrarlas en cajas de NGM de 35 

mm. Las concentraciones finales fueron 30 µM para el NBD y 10 µM para el DHE 

(cada uno a partir de soluciones frescas 10,000X en etanol). Las cajas fueron 

incubadas a temperatura ambiente toda la noche protegidas de la luz con papel 

aluminio y guardadas a 4 ºC hasta por una semana. Una hermafrodita L4 fue 

transferida a estas cajas; después de 96 h a 20 ºC, la progenie fue colectada y 

lavada con M9 para después ser fijada con PFA 3% por 30 min a temperatura 

ambiente. Los animales fijados fueron lavados con agua y la señal residual del PFA 

fue neutralizada con una incubación con glicina 100 mM. Los gusanos fueron 
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montados con Dako para ser evaluados en un microscopio confocal Olympus FV-

1000 (Spectral Laser Scanning Confocal Microscope) con un objetivo 40X N.A 1.3 

oil. Los parámetros de GFP fueron usados para adquirir la señal del NBD y los 

parámetros de DAPI para el DHE. Las imágenes fueron adquiridas de manera 

secuencial con el software FV10-AW 2.1. Para los ensayos de densitometría, las 

imágenes fueron adquiridas en un microscopio de epifluorescencia Nikon E600 

(objetivo 10X) con un filtro Endow GFP HYQ Filter Cube (ex 450/490, 495DM, em 

500/550) acoplado. Para la densitometría del canal verde el software ImageJ137 fue 

utilizado con la opción “Measure RGB”. Previo a la medición, la señal de fondo fue 

restada de cada imagen de manera individual. Las diferencias fueron evaluadas por 

ANOVA de una vía, seguido por comparaciones múltiples de Bonferroni usando el 

programa GraphPad.  

 

Incorporación de colesterol radioactivo. 

El colesterol tritiado [3H]-colesterol fue agregado a las bacterias OP50-1 a una 

concentración de 250 nM; 400 uL fueron sembrados en cajas NGM de 60 mm las 

cuales se incubaron toda la noche a temperatura ambiente. 4 animales adultos 

fueron transferidos a estas cajas e incubados a 20 ºC toda la noche, 

posteriormente los animales adultos fueron retirados. Al cabo de 3-4 días, la 

progenie adulta fue colectada en grupos de 10 gusanos y lisados en “worm lysis 

buffer” con Proteinasa K (0.33 mg/mL) por 1 hora a 55 ºC. El lisado de gusanos 

fue transferido a viales de vidrio y 3 mL de liquido de centelleo fueron agregados. 

Las cuentas por minuto (c.p.m) fueron cuantificadas en un Contador de Centelleo 

Beckman-Coulter LS 6500. 

 

 

RNA de interferencia 

El mensajero de cup-1 fue amplificado de una biblioteca de cDNA usando los 

oligonucleótidos atgaggacctcacaggcg y ctagaaaactcgaattgtattcc, posteriormente un 
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fragmento HindIII/HindIII (530 pb) fue clonado en el vector pPD129.36, dicho 

plásmido tiene dos promotores T7 invertidos flanqueando el sitio múltiple de 

clonación. Esta construcción fue transformada en la cepa de E. Coli HT115 que 

expresa a la polimerasa de T7 de manera inducible por IPTG. Estas bacterias 

fueron usadas como comida, sembrándolas en cajas NGM adicionadas con 

antibióticos (ampicilina y tetraciclina) y 1 mM de IPTG para inducir a la polimerasa 

T7 la que a su vez produce RNA de doble cadena138. Para evaluar la incorporación 

de NBD, este fue agregado a las bacterias HT115 a una concentración de 30 nM 

e incubadas una noche a temperatura ambiente antes de sembrar 4 hermafroditas 

L4; la progenie adulta de éstos fue colectada con M9 y fijada con PFA al 3% (60 

min a 4 ºC) y luego fijados para ser evaluados por microscopia confocal 

(Microscopio Olympus FV-1000). La eficiencia del RNAi fue corroborada por RT-PCR 

en tiempo real usando sybergreen (Invitrogen) y los siguientes oligonucleóitidos: 

atgaggacctcacaggcgatt and gtacaccacatcccatttcgct. Como control negativo se 

alimentaron gusanos con el plásmido vacío pPD129.36. 

 

Expresión de CUP-1::GFP en células de mamíferos 

El codón de termino fue eliminado mediante PCR usando los siguientes 

oligonucleótidos: tctagaatgaggacctcacaggcg y ggatcccctccgaaaactcgaattgtattcc. El 

producto obtenido fue clonado en marco en el vector pEGFP-N1 (Clontech). Para la 

expresión de la proteína quimérica, 1 µg de plásmido pEGFPN1+CUP-1 (purificado 

por columna de Qiagene) se transfectó en células HEK293-FT usando 

Lipofectamine/PLUS (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante; las 

células estaban creciendo en cajas de 35 mm en medio Optimem sin suero al 

momento de la transfección. Al cabo de 24 h, las células se tripzinisaron y se 

sembraron en cubre-objetos redondos; se mantuvieron a 37 ºC, 5% CO2 en medio 

DMEM suplementado con glutamina, piruvato y 10% de suero fetal bovino 

inactivado por calor. Los cubreobjetos con las células transfectadas se cultivaron 

por 24-36 h antes de incubarlas con FM4-64 (1 min o 3 hrs),  Lysotracker (1 h) o 
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DHE 10 µM (30 min) en Optimem. Los cubreobjetos fueron cambiados de medio y 

montados en Optimem en una cámara de incubación (INU-ZIL-F1, TOKAI HIT, 

Japan) a 37 ºC. Las imágenes in vivo fueron adquiridas en un microscopio 

confocal Olympus FV-1000 SLS (objetivo  60X N.A. 1.45 oil immersion, zoom 5, 

Kalman filter 2). El análisis de las imágenes se hizo con ImageJ usando el módulo 

"Image Correlation Analysis”139; el fondo fue restado a cada canal antes de la 

medición usando al canal verde como región de interés. A las imágenes con 

valores PDM positivos, se les aplico una tabla de pseudocolor RedFire. Los 

coeficientes de colocalización de Manders fueron calculados de las células GFP+ 

usando el módulo “Manders’ Coefficients”139 en el ImageJ. La inmunotinción de 

Golgi fue hecha con el anticuerpo anti-golina97 humana en células fijadas con PFA 

al 2% siguiendo las instrucciones del fabricante.  

 

Expresión estable de hSIDT1::GFP y mSIDT2::GFP 

hSIDT1 fue clonado de la clona de cDNA humana FLJ20174 del consorcio japonés 

Riken, usando los oligonucleótidos tcagatctgcaccgggctttggaa y 

gtggatcccagaagacagggatctggtctc que además, elimina el codón de termino. mSIDT2 

fue clonado de una clona de cDNA adquirida de la compañía OpenBiosystems 

utilizando los oligonucleótidos agatctccggcagccgcaacg y 

taagcttcccgaagacatagatcttgtccc, que también remueve el codón de término. Ambas 

proteínas fueron clonadas en el vector pEGFP-N1 para generar las proteínas 

fusionadas a GFP. Posteriormente, las proteínas quiméricas fueron sub-clonadas en 

el plásmido LentiLox 3.7140, quedando bajo el promotor de CMV. Este vector fue 

transfectado siguiendo el protocolo publicado en línea141. Brevemente; una caja de 

10 cm con células HEK293 FT al 80% de confluencia fue transfretada con cloruro 

de calcio: 10 µg LentiLox+gen_clonado, + 5 µg de cada plásmido empacador 

(pMDLg/pRRE: genes gag/pol; pRSV-REV y pMD.G: genes env). El sobrenadante fue 

colectado a las 48 h y concentrado por ultracentrifugacion (27,000 rpm, 1.5h, 

rotor Beckman SW-28), y empleado para translucir células HEK293 FT en presencia 



	  
87	  

de polibrenro. A las 36 h las células se sembraron en placas de 96 posos y se 

seleccionaron clonas por su expresión de GFP. De esta manera se obtuvieron dos 

líneas celulares que expresaban establemente a las proteínas SIDT1::GFP y 

SIDT2::GFP, las cuales fueron empleadas en los estudios de microscopia confocal y 

colocalización de organelos mediante un protocolo idéntico al previamente descrito 

para  las células transfectadas con CUP-1::GFP.  

 

Ensayo FRET 

Las células transfectadas con CUP-1::GFP, o que expresaban de manera estable a 

SIDT1::GFP o SIDT2::GFP, fueron sembradas en cubreobjetos de vidrio de 9x9 mm e 

incubadas con 5 µM de DHE en Optimem (sin suero) por 35 min a 37 ºC. 

Posteriormente las células fueron fijadas en PFA al 3% en PBS por 20 min a 

temperatura ambiente. Después de neutralizar con glicina 100 nM y extensivos 

lavados con PBS y agua, los cubreobjetos fueron montados con Dako. Para 

cuantificar la eficiencia de FRET en términos absolutos, el aceptor GFP fue 

fotoblanqueado y el aumento en la fluorescenia del donador DHE fue cuantificado 

siguiendo un protocolo previamente reportado106. Brevemente, un área de 

aproximadamente el 50% de una célula GFP+ fue fotoblanqueada usando la 

función “Tornado” (laser 488 nm 40%, 1.5 s) en el microscopio Olympus FV-1000 

(objetivo 60X). Tres imágenes consecutivas fueron tomadas antes y después del 

fotoblanqueo. La eficiencia de FRET fue calculada con la función: [Dpost – Dpre] / 

Dpost, donde D = Intensidad de fluorescencia del donador DHE; pre/post 

fotoblanqueo de la GFP. Las mutaciones de los motivos CRAC de CUP-1 fueron 

generadas mediante QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante usando los oligonucleótidos 

cacgtccagtgcatggcaatttccgtgcag y ctgcacggaaattgccatgcactggacgtg para el motivo 

extracelular y gtcagcctcgagttcggtttcaaaggaatctgg y ccagattcctttgaaaccgaactcgaggctgac 

para el transmembranal. Las diferencias en la eficiencia de FRET fueron evaluadas 

por ANOVA de una vía seguida por post-test de Bonferroni; las diferencias fueron 
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indicadas por letras diferentes (a>b) donde p<0.05 fue considerado 

estadísticamente significativo.  

 

Biotniliación de proteínas de membrana. 

Este ensayo fue realizado con el kit “Cell Surface Protein Isolation” (Pierce) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células que expresaban 

las distintas proteínas quiméricas fueron biotiniladas con el reactivo Sulfo-NHS-SS-

Biotin que es impermeable y por lo tanto solo modifica a las proteínas expuestas 

en la MP. Posteriormente, las células son colectadas y lisadas y las proteínas 

biotiniladas son purificadas con una columna de Avidina-agarosa; las proteínas se 

eluyen de la comuna y son analizadas en un gel de poliacrilamida, sin hervir las 

muestas. Para detectar a las proteínas quiméricas se utilizo un anticuerpo primario 

anti-GFP (BD Living Colors™) y un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa 

que fue revelado con el substrato SuperSignal West Pico Chemiluminescent (Pierce). 

 

Ensayos de internalización de dsRNA radioactivo 

El dsRNA fue obtenido mediante una reacción de retrotranscripción con la RNA 

polimerasa T7 (N.E.B.L) y α32P UTP (Perkin Elmer): incubada a temperatura 

ambiente toda la noche. Como substrato se utilizó un producto de PCR 

(amplificado con oligonucleótido genérico de T7) obtenido del plásmido pPD129.36 

que contenía un fragmento de un promotor murinoϕ clonado entre los dos 

promotores invertidos. El producto de la retrotranscripción fue tratado con DNasaI 

y purificado para eliminar UTP libre. Células HEK293FT o PANC1 fueron 

transfectadas transitoriamente con las proteínas quiméricas, e incubadas con 

dsRNA radioactivo en Optimem a 37 ºC a los tiempos indicados. Las células 

fueron lavadas con PBS ácido y lizadas en agua. La cantidad de marca radioactiva 

fue cuantificada en un contador de Centelleo (Beckman) y normalizada por la 

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
ϕ	  secuencia	  antisentido	  del	  promotor	  de	  Tyrosinase	  murina	  clonado	  de	  la	  cepa	  BALB/c.	  
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cantidad de proteína de cada muestra. Para los ensayos con las células de 

Drosophila S2, las proteínas quiméricas se subclonaron en el vector inducible por 

cobre pRMHA3, el cual fue transfectado con el reactivo Effectene (Qiagene) 

siguiendo las instrucciones del fabricante.   Para el ensayo de internalización de 

dsRNA se siguió un protocolo similar al de las células de mamífero excepto que 

fueron hechos a 28 ºC en medio Schneider's (Invitrogene).  

 

Expresión de SIDT1 y SIDT2 en ratón 

Embriones de la cepa B57BL fueron colectados a los días indicados al igual que 

tejidos de ratones adultos. El RNA fue purificado utilizando el reactivo TRIZOL 

(Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Usando la enzima 

SuperScrip III y oligo dT, se generó cDNA de los distintos embriones y tejidos, el 

cual se uso para amplificar un fragmento de 239 pb de mSIDT1, oligonucleótidos 

agtggtgtttggaaaaaacgatgtgtgg y caaaggaccaattaaccagatttcccacaatg, y un fragmento 

de 224 pb de mSIDT2 con ggcaaagggaacacggcc y gaccagttgataatgttgcccatgacc. Las 

Tm promedio de cada par es de: 60.7±0.1 ºC y 60.4±0.3 ºC, respectivamente. 

Como control, se amplificó un fragmento de GAPDH de 230 nt (Oligonucleótidos: 

gacatcaagaaggtggtgaagc y ttactccttggaggccatgtag; Tm: 57±0.1 ºC). Los fragmentos 

amplificados fueron separados en un gel de agarosa al 1.5%, teñidos con 

SyberSafe y analizados en un Typhoon scanner (GE Life Sciences). La densitometría 

de cada banda fue cuantificad con el software ImageQuant (GE) y normalizada por 

la expresión de GAPDH. 

 

Hibridización in situ de embriones de ratón 

Un fragmento (350nt) del 3’-UTR de mSIDT2 cue amplificado por PCR de cDNA de 

ratón Balb/c con los siguientes oligonucleótidos: gacgttggatgacgacttggac y 

agatggacagactagggtcctg. Las sonda fue clonada en el vector pDrive y la secuencia 

antisentido trasncrita con la RNA polimerasa T7 y DIG-UTP (Roche) previa 

linearización del plásmido. Para la hibridizacion in situ de embriones de ratón se 
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emplearon embriones de la cepa B57BL siguiendo el protocolo: “RNA Whole Mount 

In Situ Hybridization” publicado en línea142.  
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Nota: el símbolo oficial de “Cholesterol Uptake Protein-1” ha sido cambiado 
a “ChUP-1” en las bases de datos y posteriores publicaciones. 
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Anexo I 
 
CUP-1 no esta involucrado en la sistemicidad del RNAi en C. elegans. 
 
Aunque la identidad a nivel de aminoácidos entre CUP-1 y SID-1 esta por debajo 
del limite que pudiera suponer homología funcional, nos dimos a la tarea de 
descartar el involucramiento de CUP-1 en la vía del RNAi sistémico de manera 
experimental.  
 
Para dicho fin se emplearon dos cepas mutantes de CUP-1: gk245 (deleción en el 
promotor) y OK1073 (deleción exones 14 a 17) las cuales fueron alimentadas con 
bacterias que expresan un dsRNA homólogo a los genes cdk-7, pri-2 y mex-3. 
Cuando las bacterias son digeridas, el dsRNA pasa al las células intestinales y 
después es distribuido a todo el organismo hasta alcanzar las células somáticas y 
ovocitos donde produce letalidad embrionaria y por lo tanto esterilidad. En el 
panel A se muestra la progenie F1 de animales sometidos a este tipo de 
silenciamiento RNAi.  
 
Como se puede observar, animales control o alimentados con bacterias que 
contienen un plásmido vacío (P.V) tienen una fertilidad normal, y a los 5 días se 
observa una gran cantidad de gusanos adultos (F1). Por el contario, en los 
nemátodos alimentados con las bacterias RNAi no se observan animales lo que 
demuestra que el efecto sistémico del RNAi ocurrió. Como control negativo se 
empleo a la cepa carente de SID-1 qt2 que es resistente al efecto sistémico del 
RNAi. 
 
Adicionalmente se evaluó la capacidad de llevar acabo un efecto RNAi de un gen 
somático, para esto se utilizo a unc-22 cuyo RNAi provoca un fenotipo “twiching” 
(descoordinado) en los nemátodos. Si el efecto es muy severo incluso se puede 
observar parálisis. Para hacer el RNAi de unc-22 se alimento a los nemátodos con 
bacterias que expresaban dsRNA homólogo a unc-22 o solo un RNA pequeño tipo 
“tallo-asa”/“hairpin” (hp). Como puede observarse (B), los animales carentes de 
CUP-1 son sensibles al silenciamiento RNAi de este gen, y de hecho el fenotipo en 
estos animales parece ser más severo que en la cepa silvestre, probablemente sea 
el reflejo de los problemas en la movilidad observados ante la ausencia de CUP-1. 
 
 
En conclusión, se puede observar la ausencia de CUP-1 no tiene ningún efecto 
negativo en el silenciamiento de genes somáticos o los expresados en la línea 
germinal.  
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Adicionalmente, se reproduce la tabla publicada por Tomoyasu	   et. al. (2008) 
donde se cuantifica el fenotipo RNAi(unc-22) demostrando que las mutantes 
de C. elegans CUP-1 gk245 o ok1073 pueden llevar a cabo un efecto de 
RNAi sistémico. 
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Exploring	  systemic	  RNA	  interference	  in	  insects:	  a	  genome-‐wide	  survey	  for	  RNAi	  
genes	  in	  Tribolium.	  Genome	  Biol.	  2008	  Jan	  17;9(1)	  
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ANEXO II 
 

 
Alineamiento múltiple de Secuencias por ClustalW 2.1  
Servidor European Molecular Biology Laboratory http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolform.ebi?tool=clustalw2 
 
Predicción de segmentos transmembranales (TM) de ceCUP-1:  TMHMM Server v. 2.0 
(U. of Denmark). http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ 
 
Aminoácidos: Positivos, Negativos, Hidrofóbicos; Hidrofílicos 
 
Motivo CRAC CONSERVADOS en C. elegans y mamíferos ([L/V-X(1-5)-Y-X(1-5)-R/K]) 
 
SEÑALES DE ENDOCITOSIS BASADAS EN LISINAS: 
 
1.- Tyrosine-based sorting signals:  
 
[YXXØ]:  Ø = L, V, I, F, M. Localizado en segmentos intracelulares, a una 

distancia de entre 10 y 40 residuos del segmento transmembranal. No suelen 
ser funcional en el carboxilo terminal. Interacción con la subunidad µ2 de 
AP-2; involucrado con la rápida internalización de proteínas en la membrana 
plasmática. También involucrado con direccionamiento a lisosomas y 
basolateral 

	  
 
2.- Dileucine-based signals fit:  
 
[DE]XXXL[LI]: Interacción con las subunidades µ y β de los complejos AP; involucrado 

con internalización rápida de proteínas de membrana a endosomas y lisosomas 
además de direccionamiento basolateral. Puede estar cerca de segmentos TM. 

 
[DXXLL]:Interacción con proteínas GGAs involucrds con el direccionamiento de 

endosomas en el trans-Golgi (TGN) y vías secretoras. Conservado en todos 
los metazoarios. 

 
 
mSIDt2          ------------------------------------------------------------ 
rSIDt2          MTSAGGRSPAVYRGAAPGGPEFCAASAALKGPASGKPTGQGHRRLGSPGASGRRVSSRAG 60 
hSIDt2          ------------------------------------------------------------ 
chSIDt2         ------------------------------------------------------------ 
hSIDt1          ------------------------------------------------------------ 
chSIDt1         ------------------------------------------------------------ 
mSIDt1          ------------------------------------------------------------ 
rSIDt1          ------------------------------------------------------------ 
ceCUP-1         ------------------------------------------------------------ 
 
                                                                               
mSIDt2          ------------------------------------------------------------ 
rSIDt2          PGWGCGSRCRPREPGSARGPGAAPGRGRVLSQAGVKVLVPVRCWKLLRQPQRARSPSRRQ 120 
hSIDt2          ------------------------------------------------------------ 
chSIDt2         ------------------------------------------------------------ 
hSIDt1          ------------------------------------------------------------ 
chSIDt1         ------------------------------------------------------------ 
mSIDt1          ------------------------------------------------------------ 
rSIDt1          ------------------------------------------------------------ 
ceCUP-1         ------------------------------------------------------------ 
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mSIDt2          ------MIAWRLPLCVLLVASVESHLGALGPKNVS--------QKDAEFERTYADDVNSE 46 
rSIDt2          PPPPRAMIAWRLPLCVLLVAAVESHLGALGPKNVS--------QKDAEFERTYADDVNSE 172 
hSIDt2          ------MFALGLPFLVLLVASVESHLGVLGPKNVS--------QKDAEFERTYVDEVNSE 46 
chSIDt2         ------MFALGLPFLVLLVASVESHLGVLGPKNVS--------QKDAEFERTYVDEVNSE 46 
hSIDt1          -MRGCLRLALLCALPWLLLAASPGHPAKSPRQPPAPRRDPFDAARGADFDHVYSGVVNLS 59 
chSIDt1         -MRGCLRLALLCALPWLLLAASPGHTAKSPRQPPAPRRDPFDAARGADFDHVYSGVVNLS 59 
mSIDt1          -MLDCLRLALLCALPWLLRAAVPGHQEEPLAKSAELRRDPRDPARGADFDRVYSGVVSLS 59 
rSIDt1          ------------------------------------------------------------ 
ceCUP-1         ------MRTSQAIFILIFLDSVRNQSPQ---------------VIPAKWDVVYEKETGHN 39  
 
                                                                             
mSIDt2          LVNIYTFNHTVTRNRTEGVRVSVNVLNKQKGAPLLFVVRQKEAVVSFQVPLILRGLYQRK 106 
rSIDt2          LVNIYTFNHTVTRNRTEGVRVSVNVLNKQKGAPLLFVVRQKEAVVSFQVPLILRGLYQRK 232 
hSIDt2          LVNIYTFNHTVTRNRTEGVRVSVNVLNKQKGAPLLFVVRQKEAVVSFQVPLILRGMFQRK 106 
chSIDt2         LVNIYTFNHTVTRNRTEGVRVSVNVLNKQKGAPLLFVVRQKEAVVSFQVPLILRGMFQRK 106 
hSIDt1          TENIYSFNYTSQPDQVTAVRVYVNSSSENLNYPVLVVVRQQKEVLSWQVPLLFQGLYQRS 119 
chSIDt1         TENIYSFNYTSQPDQVTAVRVYVNSSSENLNYPVLVVVRQQKEVLSWQVPLLFQGLYQRS 119 
mSIDt1          TENIYSFNHTSHPGQVTAVRVHVNSSSDNLDYPVLVVVRQQKEVLSWQVPLLFQGLYQRS 119 
rSIDt1          ------------------------------------------------------------ 
ceCUP-1         MS--LTVFRFQVKEQYSVARIIMSCNESTEHNPLLAVFREKLAILSLQVPLIVD-----N 92 
 
 
                                                CRAC EXTRACELULAR                               
mSIDt2          YLYQKVERTLCQPPTKNESE--IQFFYVDVSTLSPVNTTYQLRVNRVDNFVLRTGELFTF 164 
rSIDt2          YLYQKVERTLCQPPTKNESE--IQFFYVDVSTLSPVNTTYQLRVNRVDNFVLRTGELFTF 290 
hSIDt2          YLYQKVERTLCQPPTKNESE--IQFFYVDVSTLSPVNTTYQLRVSRMDDFVLRTGEQFSF 164 
chSIDt2         YLYQKVERTLCQPPTKNESE--IQFFYVDVSTLSPVNTTYQLRVSRMDDFVLRTGEQFSF 164 
hSIDt1          YNYQEVSRTLCPSEATNETGPLQQLIFVDVASMAPLGAQYKLLVTKLKHFQLRTNVAFHF 179 
chSIDt1         YNYQEVSRTLCPSEATNETGPLQQLIFVDVASMAPLGAQYKLLVTKLKHFQLRTNVAFHF 179 
mSIDt1          YNYQEVSRTLCPSKATNETGPLEQLIFVDVASMAPHGAHYKLLVTKIKHFQLPTNVAFYF 179 
rSIDt1          ------------------------------------------------------------ 
ceCUP-1         YEYSQVARTLCPFTEYKEGE----AFTVEVTSSRPV--YNFRHAELVQNFYLYNNSQRLV 146    
 
 
                                                                             
mSIDt2          NTTAAQPQYFKYEFPDGVDSVIVKVTSKKAFPCSVISIQDVLCPVYDLDNNVAFIGMYQT 224 
rSIDt2          NTTAAQPQYFKYEFPDGVDSVIVKVTSKKAFPCSVISIQDVLCPVYDLDNNVAFIGMYQT 350 
hSIDt2          NTTAAQPQYFKYEFPEGVDSVIVKVTSNKAFPCSVISIQDVLCPVYDLDNNVAFIGMYQT 224 
chSIDt2         NTTAAQPQYFKYEFPEGVDSVIVKVTSNKAFPCSVISIQDVLCPVYDLDNNVAFIGMYQT 224 
hSIDt1          TASPSQPQYFLYKFPKDVDSVIIKVVSEMAYPCSVVSVQNIMCPVYDLDHNVEFNGVYQS 239 
chSIDt1         TASPSQPQYFLYKFPKDVDSVIIKVVSEMAYPCSVVSVQNIMCPVYDLDHNVEFNGVYQS 239 
mSIDt1          TASPSQPQYFLYKFPEDVDSVIIKVVSEKAYPCSVVSVQNIMCPVYDLDHNVEFNGVYQS 239 
rSIDt1          ------------------------------------------------------------ 
ceCUP-1         TASASEPVYLRYDIPGDVDSVAVHLDSN-STICMTVSVQKIGCPVFDLPDNVNSMGLHQT 205    
 
 
mSIDt2          MTKKAAITVQRKDFPSNSFYVVVVVKTEDQACGGSLPFYPFVEDEPVDQGHRQKTLSVLV 284 
rSIDt2          MTKKAAITVQRKDFPSNSFYVVVVVKTEDQACGGSLPFYPFVEDEPVDQGHRQKTLSVLV 410 
hSIDt2          MTKKAAITVQRKDFPSNSFYVVVVVKTEDQACGGSLPFYPFAEDEPVDQGHRQKTLSVLV 284 
chSIDt2         MTKKAAITVQRKDFPSNSFYVVVVVKTEDQACGGSLPFYPFVEDEPVDQGHRQKTLSVLV 284 
hSIDt1          MTKKAAITLQKKDFPGEQFFVVFVIKPEDYACGG--SFFIQEKENQTWNLQRKKNLEVTI 297 
chSIDt1         MTKKAAITLQKKDFPGEQFFVVFVIKPEDYACGG--SFFIQEKENQTWNLQRKKNLEVTI 297 
mSIDt1          MTKKAAITLQKKDFPDEQFFVVFVIKPEDYACGG--SFSIQENENQTWNLQRSKNLKVTI 297 
rSIDt1          ------------------------------------------------------------ 
ceCUP-1         MTTSATIPVEKSRMSS--FYVVFVVNTNDDLCSEILSIKPN---KPTKFPLRMKSFNVTI 260  
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                                    TM1          [YXXF]                               
mSIDt2          SQAVTSEAYVGGMLFCLGIFLSFYLLTVLLACWENWRQRKKTLLLAIDRACPESGHARVL 344 
rSIDt2          SQAVTSEAYVGGMLFCLGIFLSFYLLTVLLACWENWRQRKKTLLVAIDRACPESGHPRVL 470 
hSIDt2          SQAVTSEAYVSGMLFCLGIFLSFYLLTVLLACWENWRQKKKTLLVAIDRACPESGHPRVL 344 
chSIDt2         SQAVTSEAYVSGMLFCLGIFLSFYLLTVLLACWENWRQKKKTLLVAIDRACPESGHPRVL 344 
hSIDt1          VPSIKESVYVKSSLFSVFIFLSFYLGCLLVGFVHYLRFQRKSIDGSFG---SNDGSGNMV 354 
chSIDt1         VPSIKESVYVKSSLFSVFIFLSFYLGCLLVGFVHYLRFQRKSIDGSFG---SNDGSGNMV 354 
mSIDt1          VPSIKESVYVKSSLFSIFVFLSFYLGCLLVVLVHHVRFQRKSIDGSFG---SSDGSGNMA 354 
rSIDt1          ------------------------------------------------------------ 
ceCUP-1         ESSMKIFDYTIPIVFWACILLLVTIVVFVYHYFDGIWERR-----------FVSRAYTHL 309   
                                                                       [YXXL] 
 
                            [YXXF/I] 
mSIDt2          ADSFPGSAPYEGYNYGSFENGSGSTDGLVESAGSGDLSYSYQ------------------ 386 
rSIDt2          ADSFPGSAPYEGYNYGSFENGSGSTDGLVESTGSGDLSYSYQGHDQFKRRLPSGQMRQLC 530 
hSIDt2          ADSFPGSSPYEGYNYGSFENVSGSTDGLVDSAGTGDLSYGYQ------------------ 386 
chSIDt2         GDSFPGSSPYEGYNYGSFENVSGSTDGLVDSAGTGDLSYGYQ------------------ 386 
hSIDt1          ASHPIAASTPEGSNYGTIDESSSSPGRQMSSSDGG------------------------- 389 
chSIDt1         ASHPIAASTPEGSNYGTIDESSSSPGRQMSSPDGG------------------------- 389 
mSIDt1          VSHPITASTPEGSNYGAIDESSSSPGRQMSSSDGG------------------------- 389 
rSIDt1          ----------------------------MSSSDGG------------------------- 7 
ceCUP-1         EDNAQEQRIRDFYDFQRMSEDD-------------------------------------- 331  
 
                                    [DXXLL]/[YXXL] 
mSIDt2          ---DRSFDAVGPRPRLDSMSSVEEDDYDTLTDIDSDKNVIRTKQYLCVADLARKDKRVLR 443 
rSIDt2          IAMDRSFDPVGARPRLDSMSSVEEDDYDTLTDIDSDKNVIRTKQYLCVADLARKDKRVLR 590 
hSIDt2          ---GRSFEPVGTRPRVDSMSSVEEDDYDTLTDIDSDKNVIRTKQYLYVADLARKDKRVLR 443 
chSDt2         ---GRSFEPVGTRPRVDSMSSVEEDDYDTLTDIDSDKNVIRTKQYLYVADLARKDKRVLR 443 
hSIDt1          -----------PPGQSDTDSSVEESDFDTMPDIESDKNIIRTKMFLYLSDLSRKDRRIVS 438 
chSIDt1         -----------PPGQSDTDSSVEESDFDTMPDIESDKNIIRTKMFLYLSDLSRKDRRIVS 438 
mSIDt1          -----------QPCHSDTDSSVEESDFDTMPDIESDKNVIRTKMFLYLSDLSRKDRRIVS 438 
rSIDt1          -----------QPCHSDTDSSVEESDFDTMPDIESDKNVIRTKMFLYLSDLSRKDRRIVS 56 
ceCUP-1         ----------------------DLKDYDLLTDCQ-DMMVVRAKASLTVADLSMTPYEERE 368                                                  
.                                     : .*:* :.* : *  ::*:*  * ::**: .  .      
                                                            CRAC no conservado 
 
 
                            TM2                         [YXXL]*      TM3 
mSIDt2          KKYQIYFWNIATIAVFYALPVVQLVITYQTVVNVTGNQDICYYNFLCAHPLGNLSAFNNI 503 
rSIDt2          KKYQIYFWNIATIAVFYALPVVQLVITYQTVVNVTGNQDICYYNFLCAHPLGNLSAFNNI 650 
hSIDt2          KKYQIYFWNIATIAVFYALPVVQLVITYQTVVNVTGNQDICYYNFLCAHPLGNLSAFNNI 503 
chSIDt2         KKYQIYFWNIATIAVFYALPVVQLVITYQTVVNVTGNQDICYYNFLCAHPLGNLSAFNNI 503 
hSIDt1          KKYKIYFWNIITIAVFYALPVIQLVITYQTVVNVTGNQDICYYNFLCAHPLGVLSAFNNI 498 
chSIDt1         KKYKIYFWNIITIAVFYALPVIQLVITYQTVVNVTGNQDICYYNFLCAHPLGVLSAFNNI 498 
mSIDt1          KKYKIYFWNIITIAVFYALPVMQLVITYQTVVNVTGNQDICYYNFLCAHPLGVLSAFNNI 498 
rSIDt1          KKYKIYFWNIITIAVFYALPVMQLVITYQTVVNVTGNQDICYYNFLCAHPLGVLSAFNNI 116 
ceCUP-1         LKYDVYKIALAIIGIFYNITVLQLIISKAGSLRQSGDLDECTFNFQCARPLWYFVAFNNV 428                  
.                **.:*   :  *.:** :.*:**:*:    :. :*: * * :** **:**  : ****:  
                       *extracelular  
 
                    [YXXO]                                           
mSIDt2          LSNLGYILLGLLFLLIILQREINHNRALLRNDLYALECGIPKHFGLFYAMGTALMMEGLL 563 
rSIDt2          LSNLGYILLGLLFLLIILQREINHNRALLRNDLYALECGIPKHFGLFYAMGTALMMEGLL 710 
hSIDt2          LSNLGYILLGLLFLLIILQREINHNRALLRNDLCALECGIPKHFGLFYAMGTALMMEGLL 563 
chSIDt2         LSNLGYILLGLLFLLIILQREINHNRALLRNDLCALECGIPKHFGLFYAMGTALMMEGLL 563 
hSIDt1          LSNLGHVLLGFLFLLIVLRRDILHRRALEAKDIFAVEYGIPKHFGLFYAMGIALMMEGVL 558 
chSIDt1         LSNLGHVLLGFLFLLIVLRRDILHRRALEAKDIFAVEYGIPKHFGLFYAMGIALMMEGVL 558 
mSIDt1          LSNLGHVLLGFLFLLIVLRRDLLHRRALEAKDIFAMEYGIPKHFGLFYAMGIALMMEGVL 558 
rSIDt1          LSNLGHVLLGFLFLLIVLRRDLLHRRALEAKDIFAMEYGIPKHFGLFYAMGIALMMEGVL 176 
ceCUP-1         VSNGGYVYFGTLIIVMNYCRERSFRRLFAVQPTLAERYGLPQHSGLMTAIGLAVIMEGIS 488                 
.               :** *:: :* *::::   *:  ..* :  :   * . *:*:* **: *:* *::***:   
                         CRAC no conservado 
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                        [YXXF]                               [YXXO] TM4 
mSIDt2          SACYHVCPNYTNFQFDTSFMYMIAGLCMLKLYQKRHPDINASAYSAYACLAIVIFFSVLG 623 
rSIDt2          SACYHVCPNYTNFQFDTSFMYMIAGLCMLKLYQKRHPDINASAYSAYACLAIVIFFSVLG 770 
hSIDt2          SACYHVCPNYTNFQFDTSFMYMIAGLCMLKLYQKRHPDINASAYSAYACLAIVIFFSVLG 623 
chSIDt2         SACYHVCPNYTNFQFDTSFMYMIAGLCMLKLYQKRHPDINASAYSAYACLAIVIFFSVLG 623 
hSIDt1          SACYHVCPNYSNFQFDTSFMYMIAGLCMLKLYQTRHPDINASAYSAYASFAVVIMVTVLG 618 
chSIDt1         SACYHVCPNYSNFQFDTSFMYMIAGLCMLKLYQTRHPDINASAYSAYASFAVVIMVTVLG 618 
mSIDt1          SACYHVCPNYSNFQFDTSFMYMIAGLCMLKLYQTRHPDINASAYSAYASFAVVITLTVLG 618 
rSIDt1          SACYHVCPNYSNFQFDTSFMYMIAGLCMLKLYQTRHPDINASAYSAYASFAVVITLTVLG 236 
ceCUP-1         SATYHVCPNNINYQFDTALMYVIGMLGKLKIWSLRHPDMVVSAYHAFGFLGVFLMAAIAG 548                 
.               ** ******  *:****::**:*. *  **::. ****: .*** *:. :.:.:  :: *   
 
 
 
                                TM5        CRAC 
mSIDt2          VVFGKGNTAFWIVFSVIHIISTLLLSTQLYYMGRWKL-----DSGIFRRILHVLYTDCIR 678 
rSIDt2          VVFGKGNTAFWIVFSVIHIISTLLLSTQLYYMGRWKL-----DSGIFRRILHVLYTDCIR 825 
hSIDt2          VVFGKGNTAFWIVFSIIHIIATLLLSTQLYYMGRWKL-----DSGIFRRILHVLYTDCIR 678 
chSIDt2         VVFGKGNTAFWIVFSIIHIIATLLLSTQLYYMGRWKL-----DSGIFRRILHVLYTDCIR 678 
hSIDt1          VVFGKNDVWFWVIFSAIHVLASLALSTQIYYMGRFKI-----DLGIFRRAAMVFYTDCIQ 673 
chSIDt1         VVFGKNDVWFWVIFSAIHVLASLALSTQIYYMGRFKIAITPTDLGIFRRAAMVFYTDCIQ 678 
mSIDt1          VVFGKNDVWFWIIFSAIHILSSLALSTQIYYMGRFKI-----DLGIFRRAAMVFYTDCIQ 673 
rSIDt1          VVFGKNDVWFWIIFSAIHVLASLALSTQIYYMGRFKIDVSDTDLGIFRRAAMVFYTDCIQ 296 
ceCUP-1         VYVHN--MIFWALFSIIYIASMLLVSLEFYFKGIWTLN----LRELRNSIRLSWVSSRHL 602                 
.               * . :    ** :** *:: : * :* ::*: * :.:        : .       :.      
 
 
 
 
 
                       [DXXXLL]   TM6                          TM7[YXXF/M] 
mSIDt2          QCSGPLYTDRMVLLVMGNIINWSLAAYGLIMRPNDFASYLLAIGICNLLLYFAFYIIMKL 738 
rSIDt2          QCSGPLYTDRMVLLVMGNIINWSLAAYGLIMRPNDFASYLLAIGICNLLLYFAFYIIMKL 885 
hSIDt2          QCSGPLYVDRMVLLVMGNVINWSLAAYGLIMRPNDFASYLLAIGICNLLLYFAFYIIMKL 738 
chSIDt2         QCSGPLYVDRMVLLVMGNVINWSLAAYGLIMRPNDFASYLLAIGICNLLLYFAFYIIMKL 738 
hSIDt1          QCSRPLYMDRMVLLVVGNLVNWSFALFGLIYRPRDFASYMLGIFICNLLLYLAFYIIMKL 733 
chSIDt1         QCSRPLYMDRMVLLVVGNLVNWSFALFGLIYRPRDFASYMLGIFICNLLLYLAFYIIMKL 738 
mSIDt1          QCSRPLYMDRMVLLIVGNLVNWSFAFFGLIYRPRDFASYMLGIFICNLLLYLAFYIIMKL 733 
rSIDt1          QCSRPLYMDRMVLLIVGNLVNWSFALFGLIYRPRDFASYMLGIFICNLLLYLAFYIIMKL 356 
ceCUP-1         SCVVPAYKARFFVILLLNIANTAVVVYGLEAHPKDFLSFLLIPFIGNLFIYIIYYILMKM 662                 
.               .*  * *  *:.:::: *: * :.. :**  :*.** *::*   * **::*: :**:**:   
 
 
                                                                
                  [EXXXLI]   TM8                              [DXXLL] 
mSIDt2          RSGERIKLIPLLCIVCTSVVWGFALFFFFQGLSTWQKTPAESREHNRDCILLDFFDDHDI 798 
rSIDt2          RSGERIKLIPLLCIVCTSVVWGFALFFFFQGLSTWQKTPAESREHNRDCILLDFFDDHDI 945 
hSIDt2          RSGERIKLIPLLCIVCTSVVWGFALFFFFQGLSTWQKTPAESREHNRDCILLDFFDDHDI 798 
chSIDt2         RSGERIKLIPLLCIVCTSVVWGFALFFFFQGLSTWQKTPAESREHNRDCILLDFFDDHDI 798 
hSIDt1          RSSEKVLPVPLFCIVATAVMWAAALYFFFQNLSSWEGTPAESREKNRECILLDFFDDHDI 793 
chSIDt1         RSSEKVLPVPLFCIVATAVMWAAALYFFFQNLSSWERTPAESREKNRECILLDFFDDHDI 798 
mSIDt1          RSSEKVLPLPVFCIAATAVVWAAALYFFFQNLSSWEGTPAESREKNRECVLLDFFDDHDI 793 
rSIDt1          RSSEKVLPLPVFCIVATAVVWAAALYFFFQNLSSWEGTPAESREKNRECVLLGFFDDHDI 416 
ceCUP-1         IYREKIPKRAIALLFAAVISWTCAGILFNQRVSDWSKMPAISRELNKPCIFLNFYDNHDL 722                    
.                  *::   .:  : .: : *  *  :* * :* *.  ** *** *: *::*.*:*:**:   
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                         TM9 
mSIDt2          WHFLSSIAMFGSFLVLLTLDDDLDTVQRDKIYVF 832  
rSIDt2          WHFLSSIAMFGSFLVLLTLDDDLDTVQRDKIYVF 979  
hSIDt2          WHFLSSIAMFGSFLVLLTLDDDLDTVQRDKIYVF 832  
chSIDt2         WHFLSSIAMFGSFLVLLTLDDDLDTVQRDKIYVF 832  
hSIDt1          WHFLSATALFFSFLVLLTLDDDLDVVRRDQIPVF 827  
chSIDt1         WHFLSATALFFSFLVLLTLDDDLDVVRRDQIPVF 832  
mSIDt1          WHFLSATALFFSFLVLLTLDDDLDVVRRDQIPVF 827  
rSIDt1          WHFLSATALFFSFLVLLTLDDDLDVVRRDQIPVF 450  
ceCUP-1         WHLSSAFAIFFSFTAINVIDDDLMFVMRNTIRVF 756                  
.               **: *: *:* ** .: .:****  * *: * ** 

	  
m: Mus musculus 
r: Rattus norvegicus 
h: Homo sapiens 
ch: Chimpanzee; Pan troglodytes 
ce: Caenorhabditis elegans 
 
‡Las señales [YXXØ] en el segmento amino-extracelular fueron omitidas 
 

	  
	  
	   	  

!"#$%"&'
' #()*+' #()*,' -$./+'
01123' 4' 4' +'
)111553' +' ,' '
)11553' ' +' +'
-!6-' +' ,' ,'
''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''3'78*9:;<=>879='
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ANEXO III 
 
Expresión normalizada de SIDT1 y SIDT2 en tejidos humanos. 
 
Datos: NCBI ¦ UniGene ¦ EST Profile   [Marzo 2012 ] 

TPM: transcritos por millón 
EST: “Expression sequence tags”  
 R     =  Representación grafica  virtual basada en los TMP G 
 

	  
	  

	  
	  
	  

 hSIDt1 [Hs.591291] hSIDt2 [Hs.712144] 

TEJIDO TPM                     EST/Total TPM                               EST/Total 

Tejido adiposo 0 
 

0 / 13106 0  0 / 13106 

Glándula adrenal 0 
 

0 / 33197 60  2 / 33197 

Ascitis 0 
 

0 / 40015 0  0 / 40015 

Vejiga 33 
 

1 / 29757 0  0 / 29757 

Sangre 16 
 

2 / 123478 113  14 / 123478 

Hueso 0 
 

0 / 71655 69  5 / 71655 

Médula ósea 20 
 

1 / 48801 0  0 / 48801 

Cerebro 34 
 

38 / 1100989 67  74 / 1100989 

Cérvix 0 
 

0 / 48171 83  4 / 48171 

Tejido conectivo 0 
 

0 / 149255 60  9 / 149255 

Oído 0 
 

0 / 16212 0  0 / 16212 

Tejido Embrionario 0 
 

0 / 215722 32  7 / 215722 

Esófago 0 
 

0 / 20209 0  0 / 20209 

Ojo 0 
 

0 / 211054 80  17 / 211054 

Corazón 0 
 

0 / 89626 33  3 / 89626 

Intestino 17 
 

4 / 234472 76  18 / 234472 

Riñón 0 
 

0 / 211777 33  7 / 211777 

Laringe 0 
 

0 / 24145 82  2 / 24145 

Hígado 0 
 

0 / 207743 28  6 / 207743 

Pulmón 5 
 

2 / 336974 53  18 / 336974 
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Ganglio 0 
 

0 / 44270 0  0 / 44270 

Nódulo linfático 32 
 

3 / 91610 54  5 / 91610 

Glándula mamaria 32 
 

5 / 153271 123  19 / 153271 

Boca 14 
 

1 / 67052 89  6 / 67052 

Músculo 9 
 

1 / 107715 9  1 / 107715 

Nervio 0 
 

0 / 15768 253  4 / 15768 

Ovario 0 
 

0 / 102051 39  4 / 102051 

Páncreas 4 
 

1 / 214812 69  15 / 214812 

Paratiroides 0 
 

0 / 20539 48  1 / 20539 

Faringe 0 
 

0 / 41328 72  3 / 41328 

Glándula pituitaria 0 
 

0 / 16585 0  0 / 16585 

Placenta 0 
 

0 / 280825 124  35 / 280825 

Próstata 31 
 

6 / 189345 47  9 / 189345 

Glándula salival 0 
 

0 / 20155 0  0 / 20155 

Piel 0 
 

0 / 210574 4  1 / 210574 

Bazo 55 
 

3 / 53952 55  3 / 53952 

Estómago 51 
 

5 / 96619 31  3 / 96619 

Testículos 0 
 

0 / 330442 157  52 / 330442 

Timo 86 
 

7 / 81131 49  4 / 81131 

Toroide 0 
 

0 / 47473 147  7 / 47473 

Angina 0 
 

0 / 16999 0  0 / 16999 

Tráquea 57 
 

3 / 52413 95  5 / 52413 

Cordón umbilical 0 
 

0 / 13680 0  0 / 13680 

Útero 12 
 

3 / 232878 68  16 / 232878 

Tejido vascular 0 
 

0 / 51780 38  2 / 51780 

 hSIDt1 [Hs.591291]                             hSIDt2 [Hs.712144] 

Patologías TPM                          EST/Total           TPM                                EST/Total           

T. adrenal 0 
 

0 / 12794 0  0 / 12794 

Carcinoma de vejiga 0 
 

0 / 17475 0  0 / 17475 

T. de mama 42 
 

4 / 94178 63  6 / 94178 

T. cervical 0 
 

0 / 34366 116  4 / 34366 

Condrosarcoma 0 
 

0 / 82823 36  3 / 82823 

Tumor colorectal 17 
 

2 / 114246 96  11 / 114246 

T. esofagal 0 
 

0 / 17290 0  0 / 17290 

T. Gastrointestinal 33 
 

4 / 119369 25  3 / 119369 

T de cel. germinales 0 
 

0 / 263845 34  9 / 263845 

Glioma 0 
 

0 / 106883 18  2 / 106883 

Continuación tejidos… 
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T. de cabeza y cuello 7 
 

1 / 136302 88  12 / 136302 

T. de Riñón 0 
 

0 / 68959 43  3 / 68959 

Leucemia 10 
 

1 / 95842 156  15 / 95842 

T. Hepático 0 
 

0 / 96359 62  6 / 96359 

T. Pulmonar 0 
 

0 / 103127 9  1 / 103127 

Linfoma 0 
 

0 / 71755 41  3 / 71755 

Pre-neoplasia  10 
 

1 / 97250 123  12 / 97250 

Normal Pull 16 
 

56 / 3360307 69  234 / 3360307 

T. Ovario 0 
 

0 / 76682 52  4 / 76682 

T. Pancreático 0 
 

0 / 104616 86  9 / 104616 

T. neuroectodermal 
primitivo 0 

 

0 / 125680 15  2 / 125680 

Cáncer prostático 29 
 

3 / 102680 19  2 / 102680 

Retinoblastoma 0 
 

0 / 46356 43  2 / 46356 

T. de piel 0 
 

0 / 124949 0  0 / 124949 

T. Tejido/músculo blando 0 
 

0 / 125191 7  1 / 125191 

T. uterino 33 
 

3 / 90257 33  3 / 90257 

 hSIDt1 [Hs.591291] hSIDt2 [Hs.712144] 

DESARROLLO TPM                          EST/Total           TPM                          EST/Total           

Cuerpo embrionario 0  0 / 70761 14  1 / 70761 

Blastocito 0 
 

0 / 62319 32  2 / 62319 

Feto 7 
 

4 / 564012 53  30 / 564012 

Neonato 0 
 

0 / 31097 0  0 / 31097 

Infante 0 
 

0 / 23620 0  0 / 23620 

Joven 0 
 

0 / 55556 125  7 / 55556 

Adulto 10 
 

21 / 1939121 94  184 / 1939121 

Continuación patologías… 

T: tumor 
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ANEXO IV 
 
Tinción de lípidos 
 
La tinción inespecífica de lípidos con los colorantes Oil Red O y Sudan 
Black de gusanos adultos no reveló diferencias significativas en la 
distribución o acumulación de lípidos en la cepa cup-1(gk245) en 
comparación con la cepa silvestre N2. 
 
 
 

 
 
 
 
Los lípidos son detectados principalmente en el aparato digestivo de los 
gusanos y en los embriones de estos. Oil-Red-O: tinción toda la noche, 
aumento 60X. Sudan Black: tinción 4 horas, aumento 40X. Cabeza a la 
izquierda; cola a la derecha. 
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Anexo V 
	  
Motivos CRAC en la proteína NPC1L1 humana. 
 
	  
	  
	  
	  
	  
	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	   Motivo	  CRAC	   Aminoácidos	  
1	   Extracelular	  1	   473-‐480	  
2	   Extracelular	  2	   558	  -‐	  567	  
3	   Transmembranal	  	  (3er	  cruce)	   633	  -‐	  641	  
4	   Transmembranal	  	  (5to	  cruce)	   700-‐705	  
	  
	  
	  
	  
	  

 

	  	  	  1	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2	  

3	  	  	  	  	  	  	  	  	  4	  

Lumen intestinal 
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