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Resumen

El colesterol es un compuesto esencial para las células de los mamiferos ya que estd
involucrado en diversas funciones de la célula, como conferir cierta organizaciéon a la membrana
plasmatica, formando parte de dominios especificos de la membrana conocidos como balsas
lipidicas. Asi mismo, el colesterol es un compuesto clave como precursor de moléculas de gran
importancia como: las hormonas esteroideas, sales biliares y la vitamina D. El transporte de
colesterol a través de la circulacion y la absorcion en los tejidos es un proceso bien conocido en
la actualidad. Sin embargo, se conoce mucho menos sobre los mecanismos de internalizacién

del colesterol y del transporte intracelular del colesterol.

Recientemente en el laboratorio se identific6 una proteina involucrada en la
internalizacion de colesterol en el nematodo Caenorhabditis elegans. Un analisis bioinformatico
nos permitié identificar a dos proteinas presentes en diversos tejidos de mamiferos, como
posibles ortélogos de la proteina de C. elegans. Las proteinas SIDT1 y SDIT2, las cuales dado su
porcentaje de identidad y dominios conservados de reconocimiento de colesterol (dominios
CRAC) predichos, pudieran estar involucrados en el transporte intracelular de colesterol en

células de mamiferos.

Con el fin de determinar si estas proteinas de mamiferos pudieran jugar algun papel en
el transporte intracelular de colesterol, en este trabajo se determind la interaccion directa
entre SIDT1 y SIDT2 con colesterol, mediante la técnica de FRET. Unicamente se obtuvieron
datos que aportan informacidn para la proteina SDIT1 humana en la cual, se pudo establecer la
funcionalidad de un dominio CRAC conservado y se identific6 una secuencia senal de
relocalizacién de la proteina, la cual responde a modificaciones en la concentracién de
colesterol en la membrana plasmatica, estos datos se obtuvieron mediante ensayos de
mutagénesis dirigida y microscopia. En cuanto a la proteina SIDT2 no fue posible obtener algun

tipo de informacién que nos sugiriera el papel que desempefia dentro de la célula.

Los datos obtenidos en el presente trabajo sugieren a que SDIT1 es parte de una nueva

familia de proteinas involucradas en el transporte de colesterol en células de mamifero.
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1. Introduccion

Los esteroles son un grupo especifico de lipidos los cuales poseen una estructura
caracteristica formada por un nudcleo esteroideo de cuatro anillos fusionados, tres de los cuales
constan de seis atomos de carbono y el ultimo Unicamente de cinco. La estructura del nucleo es
casi totalmente plana, lo que le confiere cierta rigidez a la molécula e impide la libre rotacién en
los enlaces carbono-carbono®. El colesterol es el principal esterol presente en los tejidos
animales’, el cual presenta propiedades anfipaticas al ser una molécula de
ciclopentanoperhidrofenantreno, que presenta una cabeza polar en el grupo hidroxilo del
Carbono-3 y el resto de su estructura consta de un esqueleto hidrocarbonado no polar. Posee
dos radicales metilo en los carbonos 10 y 13, una cadena alifatica de ocho carbonos en la

. e . ., 34
posicidon 17 y una insaturacion entre los carbonos 5y 6.
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Figura 1.1Estructura del colesterol. Esquema representativo de la numeracidn de los dtomos de carbono en el colesterol y
los anillos designados de A-D en el nucleo esteroideo. También se muestra una representacion de la densidad electrénica de la
molécula indicando en rojo la porcidn hidrofilica correspondiente al grupo hidroxilo.

Funciones bioldgicas del colesterol
El colesterol es uno de los compuestos mds abundantes en las membranas bioldgicas de

. . . . .z . s . .. 4
los organismos eucariontes, el cual es crucial para su organizacién, dindmica y funcion®®.

Ademas en las células de mamiferos funciona como precursor de diversos compuestos de



importancia biolégica con una gran diversidad de actividades, tal como las hormonas

. ;. - . . 1,6,7
esteroideas, los acidos biliares y la vitamina D™’

El colesterol se encuentra presente en las membranas, distribuido de una manera
heterogénea en las llamadas balsas lipidicas, que son dominios membranales ricos en colesterol
y esfingoll'pidoss. La funcion estructural que desarrolla el colesterol dentro de las membranas
bioldgicas confiere cierto orden y rigidez, estabilizando la posicion de las cadenas de los acidos
grasos presentes dentro de la bicapa lipidica, mediante interacciones de van der Waals,
haciendo que éstas sean menos fluidas. ° Estas regiones membranales se han propuesto como
microdominios en la membrana que forman “plataformas” donde se reclutan proteinas y
lipidos especificos para llevar a cabo una gran variedad de procesos como sefializacidn y trafico

intracelular de moléculas por mencionar algunos ejemplosg'lo.

El reticulo endoplasmico (ER) liso es el sitio donde se lleva a cabo la sintesis de novo del
colesterol, también donde éste es modificado para dar lugar a otros compuestos esteroideos.
En los animales la mayor parte del colesterol es sintetizado en el higado y ahi mismo es donde
puede ser convertido en acidos biliares, tales como el colato y el glicocolato, compuestos que
son encargados de la emulsisficacién de las grasas ingeridas, al ser secretados al intestino para

su posterior absorcién™.

Las hormonas esteroideas son importantes compuestos que se encargan de la
sefializacion celular, modulacion del metabolismo y expresidon de genes. Un primer grupo de
hormonas abarca a las hormonas sexuales, involucradas principalmente en la maduracién
sexual y el desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias en los organismos. Inicialmente se
sintetiza la pregnolona, que se forma directamente a partir del colesterol, y asi mismo, ésta da
lugar a la formacién de la progesterona. La progesterona es una hormona sexual precursora,

tanto de la testosterona como del estradiol®.

A partir de la progesterona se derivan otras hormonas ademads de las sexuales. La
cortisona es un ejemplo de los glucocorticoides, hormonas involucradas en la regulacion de la

gluconeogénesis y en la reducciéon de la respuesta inflamatoria. Los mineralocorticoides son



otro grupo, que participan en la regulacién de la homeostasis de electrolitos (iones inorganicos
tales como el Na*, CI'y HCO3) y del agua en los rifiones, un ejemplo de éstas es la aldosterona.
Todas las modificaciones que se llevan a cabo para la sintesis de hormonas que involucran tanto
la hidroxilacién como la oxigenacidn, son catalizadas por oxidasas de funciones compuestas que

utilizan NADPH, O, y el citocromo P-450 de la mitocondria®’.

Por ultimo el colesterol también es precursor de la vitamina D, la cual se forma a partir
del 7-dehidrocolesterol, el cual reacciona con la luz UV en las células epiteliales produciendo
colecalciferol, que posteriormente sufrird modificaciones en el higado y en los rifiones para
finalmente formar la vitamina D. Esta actla como un factor transcripcional para regular la

homeostasis de calcio.

La complejidad de estos procesos celulares requiere de una interaccidén directa entre
diferentes proteinas y el colesterol. Se han descrito diversos procesos celulares donde estdn
involucradas proteinas que tienen interaccion directa con el colesterol y que poseen funciones

diversas mencionadas a continuacion.

El transporte de colesterol se lleva a cabo desde un nivel sistémico en el que el
colesterol es transportado a través de la circulacién o a un nivel celular que puede ser la
internalizacion y excrecidn del colesterol de las células, asi como el transporte intracelular de
colesterol en el que, el colesterol es transportado entre los diferentes compartimentos dentro

de la célula.

Transporte de colesterol sistémico, a través de la circulacion.

Debido a la naturaleza hidrofébica e insoluble del colesterol, la cual no permite un
6ptimo desplazamiento de éste en la circulacion por ser un medio acuoso, el movimiento de los
ésteres de colesterol y del mismo colesterol en el plasma sanguineo se lleva a cabo a través de
un tipo de proteinas acarreadoras llamadas lipoproteinas, que son complejos
macromoleculares formados por la combinacion de las apolipoproteinas y fosfolipidos,

colesterol, ésteres de colesterol y triglicéridos”.



Existen diversas clases de lipoproteinas, dependiendo de la relacién del porcentaje
proteico y lipidico que las conforman, confiriéndoles una mayor o menor densidad. Los
quilomicrones son las lipoproteinas mdas grandes pero de menor densidad, con grandes
cantidades de triglicéridos, estas se encargan de movilizar triglicéridos del intestino hacia otros
tejidos. Los quilomicrones son sintetizados en el ER de las células epiteliales intestinales y se
desplazan por el sistema linfatico para entrar a los vasos sanguineos. Las apolipoproteinas que
conforman los quilomicrones incluyen apoB-48, apoE y apoC-ll, ésta ultima activa la lipasa de
lipoproteinas en los capilares del tejido adiposo, corazéon y musculo permitiendo la liberacién
de los acidos grasos en estos sitios para ser utilizados como fuente de energia. Los remanentes
de los quilomicrones, una vez ya liberados los acidos grasos, (apolipoproteinas y colesterol) se
mueven por el torrente sanguineo hasta el higado donde son endocitados y el colesterol es

. . . 1,4
liberado mientras que los demds componentes son degradados™".

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, very low density lipoproteins) constan de
apolipoproteinas (apoB-100, apoC-l, Il, lll y apoE) y triacilgliceroles que sirven para acarrear
acidos grasos que se necesitan como fuente de energia inmediata; estas lipoproteinas son
trasportadas del higado a los demas tejidos mediante el torrente sanguineo. Una vez liberados
los triacilgliceroles, mediante la accion igualmente de la apoB-Il se forman las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) las cuales contienen mayoritariamente colesterol y ésteres de colesterol.
Las LDL transportan colesterol a las células que presentan los receptores de membrana

1,4,12,13

especificos que reconocen la apoB-100 (Figura 1.2).

Otro tipo de lipoproteinas son las de alta densidad (HDL), que se producen en el higado
y en el intestino delgado; estan constituidas principalmente por particulas proteicas con poco
colesterol y sin ésteres de colesterol ni acidos grasos. Las HDL contienen apoA-l, apoC-l, apoC-ll
principalmente. La enzima encargada de transferir los remanentes de quilomicrones y VLDLs a
la superficie de una nueva HDL para su maduracién es la LCAT (lecithin-cholesterol acyl
transferase). Una vez ya madura la HDL es capaz de migrar hacia el higado, donde el colesterol

es liberado y una proporcién se transforma en sales biliares. Las HDL son internalizadas en el



higado mediante endocitosis, pero también en algunos otros tejidos esterogénicos pueden

. 7 .z 1,4,14
liberar moléculas de colesterol por la accién de los receptores de membrana SR-BI7™™",

Transporte
\ reverso de
. colesterol

*
Intestino LN
\ N\
) *®
0 \ Tejidos
= \ \:‘;,/ {l periféricos
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Figura 1.2 Esquema general del transporte de lipidos en el organismo. Los lipidos incluyendo al colesterol son
transportados a través de la circulacion en el organismo. La absorcion del colesterol toma lugar en el intestino y ahi es
empaquetado al igual que otros lipidos en los quilomicrones para ser transportados hacia el higado. Del higado es distribuido
hacia los tejidos periféricos principalmente en LDL. Y el colesterol proveniente de los tejidos periféricos puede regresar al
higado en forma de HDL.

Transporte de colesterol en las células

El transporte de colesterol hacia el interior de las células es un proceso importante en
los mamiferos, ya que de todo el colesterol necesario para satisfacer las necesidades celulares,

15,1 . .
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la gran mayoria (del 60% al 90%) se obtiene a partir de la dieta
importar que todas las células tengan la capacidad de sintetizar colesterol, debido al alto costo
energético que se requiere para llevar a cabo la sintesis de novo debido a que estdn
involucradas mas de treinta reacciones enzimaticas para llevar a cabo la sintesis a partir de

moléculas de acetil-CoA, favoreciéndose la absorcion del mismo de la dieta.

Internalizacion de colesterol

Los mecanismos de internalizacién de colesterol a la célula que han sido descritos
principalmente son los que involucran procesos de endocitosis mediada por receptor, como es

el caso de las lipoproteinas de baja y de alta densidad que mediante receptores especificos que



estan localizados en la membrana, son endocitados por vesiculas de clatrina que las
transportan hacia endosomas, endosomas tardios y lisosomas para degradar sus componentes
o reciclar los que se utilizaran de nuevo. Sin embargo hace poco tiempo se describié el primer
mecanismo mediante el cual se internaliza el colesterol proveniente de la dieta, es decir, el

colesterol libre dentro del intestino.

Durante mucho tiempo se desconocia el mecanismo mediante el cual la célula absorbia
colesterol e incluso hasta hoy en dia los mecanismos mediante los cuales la célula se encarga de
distribuir el colesterol en sus diferentes compartimentos no son bien comprendidos. En un
principio se pensaba que el colesterol absorbido en el intestino por los enterocitos se llevaba a

cabo de manera pasiva por difusion.

Fue hasta el 2004 cuando se describié por primera vez una proteina involucrada en el
transporte del colesterol hacia el interior de las células en el intestino, esto fue gracias al
desarrollo de un farmaco capaz de disminuir los niveles de colesterol en plasma sanguineo, el
ezetimibe, asi como el uso de herramientas bioinformdticas para determinar posibles
candidatos que pudieran ser blanco de dicho farmaco’’. Estos estudios llevaron a la
identificacion de una proteina transmembranal denominada NPC1L1 (Nieman-Pick C1-Like 1
Protein)"*’* | dada la similitud que presenta con la proteina NPC1, responsable del sindrome

de Nieman-Pick, que causa la acumulacién intracelular de esteroles en vesiculas®.

La principal funcion atribuida a la NPC1L1 es la de un transportador presente en la
porcion proximal del yeyuno, esencial para la absorcién y reabsorcién de colesterol vy
fitosteroles provenientes del intestino y del higado. Esta proteina de 13 segmentos
transmembranales contiene un dominio sensor de esterol, con N-glicosilaciones que le
confieren un peso molecular de aproximadamente 175 kDa. **. El mecanismo exacto de
transporte de colesterol mediado por esta proteina aun no ha sido totalmente dilucidado, hasta
el momento se sabe que: el transporte de colesterol es muy selectivo, los ésteres de colesterol
y de otros esteroles no se unen a esta proteina y que el transporte de colesterol es

. . . . . 11
unidireccional y requiere K" intracelular ™.



Se han identificado algunas otras proteinas que participan en procesos de transporte de
colesterol hacia el interior de diversos tipos celulares, principalmente se ha descrito su

12122 Tales como la familia de proteinas

presencia en células intestinales y en hepatocitos
transportadoras ABC, (ATP-Binding Cassette)”, las cuales poseen dos dominios formados por
seis hélices transmembranales. Estas proteinas recientemente se han relacionado con la

excrecion de colesterol de las células.

Los genes AbcG5 y AbcG8 codifican para dos mondmeros de transportadores, los cuales
para ser activos tienen que formar un homodimero. Estos genes son los homélogos en
mamiferos del gen de Drosophila white, involucrado en la absorcién de los pigmentos para los
ojos, determinando su color. La estructura de los miembros de ésta familia consta de un motivo
de cassette de unidn a ATP en la regidon amino terminal, seguido de seis segmentos de dominios
transmembranales, ademas de presentar en una region intermedia un motivo caracteristico de

los transportadores ABC™.

La funcion de estos transportadores parece involucrar un bombeo hacia el medio
extracelular, tanto de colesterol como de fitoesteroles. Estos transportadores no han sido
totalmente caracterizados, ya que el mecanismo de exportacion aun no se comprende del todo.
Se ha propuesto la hipdtesis de que actian como “flipasas” llevando las moléculas de colesterol
de la cara interna de la membrana plasmatica hacia la externa y asi dejan expuesto el colesterol

. ., 11
para que posteriormente sus aceptores lleven a cabo su extraccion™".

Existen ademads, otras proteinas posiblemente involucradas en el transporte de
colesterol, tal es el caso de CD36 (cluster domain 36) un receptor tipo “scavenger” que
interviene en la incorporacién del colesterol a nivel del intestino proximal, pero también en la

.. . . . 14
excrecion de colesterol en el intestino distal de ratones™".

La aminopeptidasa (APN) también parece estar involucrada en el transporte de
colesterol al interior de los enterocitos®’, dado gue participa en procesos de endocitosis que
involucran grandes regiones ricas en colesterol sin embargo no se ha encontrado evidencia de

interacciones directas a esta proteina con colesterol.
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Figura 1.3 Principales mecanismos de internalizacion y excrecion de colesterol en los enterocitos. La proteina NPC1LI es
la encargada de internalizar el colesterol desde el [limen del intestino hacia el interior de las células, el ezetimibe es un farmaco
que bloquea su actividad de internalizacién. Los transportadores ABCG5 y ABCG8 también estan involucrados tanto en la
internalizacion de colesterol y fitoesteroles asi como en la excrecion del exceso de fitoesteroles. Una vez internalizado el
colesterol su principal destino es el compartimento de reciclaje endosomal de ahi es transportado hacia el reticulo
endopldsmico donde el colesterol es esterificado por la enzima ACAT2 para luego ensamblarse en lo quilomicrones y éstos ser
secretados al torrente sanguineo. De igual manera el colesterol sintetizado de novo en el reticulo endoplasmico puede ser
esterificado y ensamblarse en los quilomicrones. (Erick L. Klett & Shailesh B. Patel, 2004)



Transporte intracelular de colesterol

Por otro lado, ademas de los mecanismos mediante los cuales las células llevan a cabo la
internalizacion de colesterol, existen rutas que aun no se conocen del todo, mediante las cuales
el colesterol se transporta intracelularmente. Lo anterior facilita la distribucién de colesterol en
los diversos compartimentos celulares y su posterior almacenamiento como ésteres de

colesterol en el caso de los adipocitos4.

Se han establecido tres mecanismos bdsicos para el transporte de colesterol (Figura 1.4)
entre las membranas dentro de la célula, que son: el transporte vesicular de un organelo a otro,

2726 Un segundo mecanismo puede ser

un proceso que requiere energia en forma de ATP
mediante difusion mediada por proteinas acarreadoras a través del citoplasma; un ejemplo
importante estd dado en el transporte del colesterol de la membrana plasmatica hacia los

4,12

compartimentos de reciclaje endosomal (ERC)"™“ o el Ultimo mecanismo se da mediante el

. 2
contacto directo entre las membranas®.
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Figura 1.4 Mecanismos de transporte intracelular de colesterol. El transporte de colesterol dentro de la célula de un
organelo a otro se puede llevar a cabo mediante transporte por vesiculas (A), difusién mediada por proteinas acarreadoras de
colesterol (B) o por el contacto directo de las membranas intracelulares. (Daniel Wiistner & F. R. Maxfield, 2002)

El mecanismo mediado por proteinas acarreadoras de colesterol en el citoplasma, adn
permanece sin esclarecerse, sin embargo hay un numero creciente de proteinas que se
postulan como candidatos a desempeifiar funciones clave en este mecanismo de transporte. Tal
es el caso de las proteinas ORPs (OSBP-Related Proteins), proteinas citosélicas que parecen
estar involucradas en el transporte de esteroles entre el reticulo endoplasmico y el aparato de
Golgi**. Otro ejemplo de estas proteinas ha sido propuesto para el transporte de colesterol

hacia el compartimento de reciclaje endosomal (ERC) en el cual al agotar el ATP de las células,



se inhibe completamente la endocitosis de los receptores de transferrina pero la translocacion

. / 24,26
de colesterol sigue llevandose a cabo™"*".

El transporte de colesterol mediado por vesiculas se ha estudiado durante los ultimos
anos para tratar de encontrar las proteinas involucradas en este proceso, principalmente se han
encontrado evidencias de interacciones del colesterol con proteinas involucradas en la
endocitosis, tal es el caso de las caveolinas, los componentes proteicos necesarios para la
formacidn de las caveolas, que son invaginaciones membranales caracteristicas por su forma de
Q (Omega) invertida ricas en colesterol, esfingolipidos y proteinas que estdn involucradas en

procesos de sefializacidén asi como también en rutas endociticas independientes de clatrina.

Otra clase de endocitosis es la dependiente de clatrina’, la cual necesita dichas proteinas
para ensamblar las vesiculas ademas de proteinas accesorias AP1 y AP2; de las cuales AP2 estd
involucrada en la formacion de vesiculas con clatrina desde la membrana plasmatica para el
proceso de endocitosis, mientras que AP1 interviene en la formacién de vesiculas provenientes

del aparato de Golgi®®.

Recientemente otra clase de proteinas las Flotilinas (1 y 2) han sido involucradas en el
transporte vesiculado incluyendo procesos endociticos, dichas proteinas pertenecen a la familia
SPFH (Stomatin, Prohibitin, Flotillin, HFLK,C proteins)”. Inicialmente fueron identificadas como
proteinas presentes en regiones membranales resistentes a detergentes, haciéndolas un buen

marcador de balsas lipidicas.

Las flotilinas poseen una topologia similar a las caveolinas aunque no tienen ninguna
relacion en cuanto a su secuencia de aminodcidos poseen la capacidad de formar
microdominios. También han sido relacionadas con una amplia variedad de procesos celulares
en los cuales pudieran estar involucradas, como en sefalizacion celular actuando como
plataformas para iniciar cascadas de sefializacién provenientes de la membrana plasmatica y la
posibilidad de ser fosforiladas por accién de cinasas®®, también han sido relacionadas con la

formacidon de microdominios que interactian con citoesqueleto, principalmente con filamentos



de actina cortical, dando pauta a proponer que estan involucradas en procesos de polarizacién

s . . , . 28
celular asi como a respuestas quimiotacticas™.

En cuanto a la relacidn de la las flotilinas con endocitosis se ha visto que promueven la
internalizacion de algunos tipos de moléculas particulares pudiendo tener interacciones tanto

27,2 .z .
728 También se tiene

con dinamina como con el esqueleto de actina para su transporte
evidencia de que procesos endociticos independientes de clatrina o caveolina los cuales pueden

ser rutas dependientes de flotilina 1 %°.

En el caso particular de transporte de colesterol se tiene evidencia de la dependencia
especifica en cuanto a la incorporaciéon mediada por la proteina NPC1L1 y los niveles de
expresion de las flotilinas, dado que la sobreexpresiéon de ambas proteinas conjuntamente es

necesaria para que se incremente la incorporacion de colesterol en los enterocitos®.

Secuencias proteicas de reconocimiento de colesterol.

Ademas de los mecanismos de transporte de colesterol descritos anteriormente, existen
una gran variedad de procesos celulares en los que se requiere una interaccién directa entre el
colesterol y diversas proteinas. Dentro del grupo de proteinas que se ha identificado que
interactldan con colesterol se han encontrado diferentes secuencias peptidicas especificas a las

que se les ha atribuido la capacidad de dicha interaccidn, algunas de estas secuencias son:

Dominio sensor de esteroles

El SSD, (Sterol Sensing Domain) los cuales comprenden cinco cruces transmembranales
en varias proteinas que principalmente estan involucradas en la homeostasis de colesterol
como HMG-CoA reductasa, 7-dehidrocolesterol reductasa, NPC1 por mencionar

14,15,17,18,20,30
algunas.

Dominio CRAC

El dominio CRAC (Cholesterol Recognition/interaction Amino acid Sequence) se ha
propuesto como un conjunto de aminodcidos que reconocen o interactian con colesterol. Su

secuencia consenso estd dada por L/V-X(1-5)-Y-X(1,5)-R/K, en donde X(1-5) representa la



presencia de 1 a 5 aminodacidos cualesquiera. La tirosina tiene una importancia particular, dado
gue se ha establecido una relacidon directa entre ésta y la capacidad de unién a colesterol de la

proteina®’.

A partir de esta secuencia se han identificado una amplia variedad de proteinas que
interaccionan mediante este dominio con el colesterol, desde receptores acoplados a proteinas
G, los cuales necesitan al colesterol para llevar a cabo su funcion al unir su ligando, asi como
proteinas virales que requieren interaccidn con colesterol para poder llevar a cabo el proceso
de infeccién, ademds de proteinas en otros organismos como en el nematodo C. elegans en el
cual una proteina caracterizada por tener un sitio CRAC es responsable de la internalizacion de

colesterol proveniente de la dieta®**%.

Dominio CARC

Dominio CARC cuya secuencia es igual a la del dominio CRAC pero con el orden invertido
de la posicién de los aminoacidos , R/K-X(1-5)-Y/F-X(1-5)-L/V, ademas que la tirosina central

ahora también puede ser sustituida por una fenilalanina®*.

Otras secuencias inespecificas

Existen ademas otras secuencias a las que se les atribuye una interacciéon directa con
colesterol las cuales poseen generalmente una tirosina para establecer dicha interacciéon o
algunas otras secuencias que se encargan de insercidén a la membrana y que también reconocen
colesterol, sin embargo éstas no han sido claramente caracterizadas debido a su reciente

.. 34,35
descubrimiento™".

Antecedentes directos

Utilizando como modelo de estudio al nematodo Caenorhabditis elegans debido a que
es un organismo auxdtrofo para colesterol, previamente en el laboratorio durante la realizacion
del proyecto de doctorado realizado por Victor Julian Valdés Rodriguez se identifico la proteina
ChUP-1 como el primer miembro de una nueva familia de proteinas involucradas en el

transporte de colesterol®*?,



ChUP-1 es una proteina con nueve cruces transmembranales, una regién extracelular en
la porcién del amino terminal y una porcién citoplasmatica correspondiente al carboxilo
terminal. En su secuencia de aminoacidos se identificaron dos dominios CRAC, para la
interaccidn con colesterol, el primero en la regién del carboxilo terminal y el segundo dentro
del quinto segmento transmembranal. Se determind que esta proteina estd involucrada
directamente en la internalizacién del colesterol en el nematodo, ya que funciona como un

transportador de colesterol hacia el interior de las células intestinales de este organismo ™.

Hasta antes de la identificacion de la ChUP-1 no se conocia un mecanismo directo
mediante el cual se pudiera describir el proceso de internalizacion del colesterol proveniente de

la dieta del nematodo®.

Un andlisis filogenético por medio de la secuencia de aminodcidos (Figura 1.5) identifico
homdlogos de la proteina ChUP-1 (Cholesterol Uptake Ptrotein 1) en otros organismos dentro
de las cuales estan las proteinas SIDT1 de humano y SIDT2 de ratdn. Actualmente los Unicos
datos reportados que se tienen de estas dos proteinas proponen que ambas actian como
transportadores de RNA de doble cadena (dsRNA) hacia el interior de las células habiendo sido
establecidas como homélogos a SID1 ( con un 16% de identidad), la cual es un translocador

dsRNA3®?7,



SID-1 CuUP-1

Mus musculus SIDT2 15.5 336
J Pan troglodytes SIDT2 16.8 .7
Homo sapiens SIDT2 15.5 33.6
Rattus novergicus SIDT2 16.6 33.7
9] lFelis catus SIDT2 152  27.8
Danio rerio similar to SID 17.2 33.7
99 99l-Tetraodon nigroviridis unnamed protein® 15.7 331
951 Mus musculus SIDT1 16.6 31.2
Rattus novergicus SIDT1 21.8 335
100} Felis catus SIDT1 13.6 27.0
ob 43 Homo sapiens SIDT1 16.5 3.7
gg | Macaca mulatta SIDT1* 16.1 31.2
76 Pan troglodytes SIDT1 16.6 31.7
99 Apis mellifera similar to SID* 17.6 32.3
41 _|: Nasonia vitripennis similar to SID* 15.2 29.7
Aphis gossypii SID1-like protein 16.8 27.4
89 Tribolium castaneum Sid-1-related  16.7 28.7
73 —I Bombyx mori sid-1-like protein 2 16.5 2.7
83 Bombyx mori Sid-1-related 15.5 27.7
C. briggsae -HP CBG08682
100L- c. elegans CUP-1 16.8 —
 EE— C. briggsae -HP CBG15447

100—C. elegans SID-1 — 16.8

Figura 1.5 Analisis filogenético de los homalogos de ChUP-1. Alineamiento multiple de secuencias usado para generar un
arbol filogenético por el método de maxima similitud. El porcentaje de similitud entre las proteinas se indica a la derecha. Las
proteinas SDIT1 de humano y SDIT2 de ratdn presentan un porcentaje de identidad mayor a ChUP-1 que a SID1. (Victor Julian

Valdés Rodriguez, 2012)

Se identificaron dos dominios CRAC conservados en la secuencia de aminodcidos de
ambas proteinas al igual que en la proteina ChuP1 (Figura 1.6) sugiriendo que podria existir una

interaccion directa entre estas proteinas y el colesterol en las células.
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Figura 1.6 Alineamiento de los dominios CRAC conservados en ChUP-1 y sus homélogos. Los nimeros indican la posicién
de los aminodcidos en ChUP-1. m: ratén; h: humano; r: rata; ce: C. elegans. (Victor Julidn Valdés Rodriguez, 2012)



Asi mismo otros datos obtenidos en el laboratorio descartaron la posibilidad de que
SIDT1 o SIDT2 sean transportadores de dsRNA (Figura 1.7), lo cual deja abierta la posibilidad de
que las proteinas SIDT1 y/o SIDT2 puedan estar involucradas en el transporte intracelular de

colesterol en las células de mamiferos.
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Figura 1.7 Sobreexpresion de SDIT1 o SDIT2 no aumenta internalizacién de dsRNA. Células HEK 293 FT (A) o células
PANC-1 (B) fueron tranfectadas con SID1 de C. elegans o SIDT1 humano o SDIT2 de ratén o un plasmido vacio (mock) y éstas
fueron incubadas con 5 ug/ml de dsRNA marcado radioactivamente por 2 horas a 37°C. La molaridad fue calculada a partir de la
secuencia del dsRNA y normalizada con la cantidad de proteina total de cada muestra. Barra de error: desviacion estandar; n>5;
*p<0.01. (C) Células S2 de Drosophila incubada durante 4 horas a 37°C con: dsRNA (700nt), miRNA (pre-let-7A) o su equivalente
en c.p.m con P32-y-UTP. La internalizacion fue normalizada con la proteina total de cada muestra; u.a. unidades arbitrarias. (D)
RT-PCR de cada una de las transfecciones en las células S2. Los genes de actina y GADPH de insecto fueron utilizados como
controles. —RT control sin transcriptasa reversa. (Victor Julidn Valdés Rodriguez, 2012)

Mediante un analisis de colocalizacién con marcadores de distintos organelos se
determind que las proteinas SDIT1 y SDIT2 se localizan en las membranas de algunos organelos

celulares y en la membrana plasmatica de la célula (Figura 1.8).
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Figura 1.8 Localizacidn subcelular de las proteinas SDIT1 o SIDT2. Imagenes representativas de células HEK 293 FT que
sobreexpresaban las proteinas SIDT1 o SDIT2 fusionadas con EGFP y que fueron incubadas con marcadores fluorescentes
especificos de distintos organelos. (A) Reticulo endoplasmico. (B) Lisosomas. (C) Aparato de Golgi. (D) Membrana plasmatica. R:
coeficiente de colocalizaciéon de Manders. Barra de escala: 10 um. (Victor Julian Valdés Rodriguez, 2012)



Ademas también mediante un analisis de colocalizacién, se observé que las proteinas
estan presentes en endosomas que contienen colesterol (Figura 1.9). Esto sugiere que estas

proteinas podrian estar involucradas en el transporte intracelular de colesterol.
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Figura 1.9 SIDT1 o SDIT2 se localizan en endosomas de colesterol. Células que sobreexpresaban establemente SDIT1
humano o SIDT2 de ratén fusionadas con EGFP fueron transfectadas con EndoCyan (A y B) o incubadas con DHE (Cy D).
Posteriormente las células fueron incubadas con FMM4-64 por 2 horas y se evalud la colocalizacién mediante microscopia
confocal. El porcentaje de colocalizacion fue calculado por densitometria, donde el 100% corresponde a la suma de los tres
canales (rojo, azul y verde). R: coeficiente de colocalizaciéon de Manders. Barra de escala: 10 um. (Victor Julidn Valdés Rodriguez,
2012)



2. Justificacion

Mediante un andlisis bioinformatico se determiné que las proteina SIDT1 y SIDT2 son
homdlogas a ChUP-1, una proteina involucrada en el transporte de colesterol en Caenorhabditis
elegans. Por lo tanto es posible que ambas proteinas homadlogas también tengan una funcion
relacionada con el transporte de colesterol en células de mamifero porque ademads contienen
los dominios CRAC conservados que se identificaron dentro de la secuencia de la proteina

ChUP-1.

Esto es importante debido a que actualmente no sé conoce mucho a cerca de los
mecanismos de transporte intracelular de colesterol y con este hallazgo se comenzaria a
entender mejor cdmo las células mantienen la homeostasis de colesterol para satisfacer sus

necesidades de manera adecuada.



3. Hipotesis

Las proteinas SIDT1 y SIDT2 estan involucradas en el transporte de colesterol en las

células de mamifero.



4. Objetivos

Determinar si las proteinas SIDT1 y SIDT2 estdn involucradas en el transporte

intracelular de colesterol y cdmo llevan a cabo su funcién.
Sobreexpresar las proteinas fusionadas con GFP en células HEK 293 FT.

Determinar la interaccién entre las proteinas y el analogo fluorescente del

colesterol (DHE) mediante FRET.
Evaluar la funcionalidad de los dominios CRAC mediante mutagénesis dirigida.

Determinar el efecto que causa la modificacidon de la concentracién de colesterol
en la membrana plasmadtica en células que sobreexpresan SIDT1-EGFP y SDIT2-

EGFP mediante microscopia confocal.



5. Materiales y Métodos

El DHE (dehidroergosterol, ergosta-5,7,9(11),22-tetraen-33-ol) y la metil-B-ciclodextrina

fueron adquiridos de Sigma. El marcador de membrana FM4-64® fue adquirido de Invitrogen.

Soluciones utilizadas
Solucién 1: 50mM Glucosa, 25mM Tris-HCI (pH8.0)
Solucidn 2: 0.2N NaOH, 1% SDS.
Solucién 3: 3M acetato de potasio, 5M 4cido acético.
Buffer TE: 10mM Tris (pH8.0), 1ImM EDTA.
Solucién PEG/NaCl: 20% PEG 8000, 2.5M NaCl.
HeBS 2x (pH7.05): 50mM HEPES, 280mM NaCl, 1.5mM Na,HPO,.

Medio de incubacién “UNO”: NaCl 150mM, KCI 5mM, CaCl, 5mM, MgCl, 5mM, glucosa 5mM,
HEPES 20mM a pH 7.4.

Medio de incubacion “D0OS” (medio para dejar a las células sin energia disponible): NaCl
150mM, KCl 5mM, CaCl, 5mM, MgCl, 5mM, desoxiglucosa 50mM, NaN3; 5mM, HEPES 20mM a
pH 7.4.

Solucién de transferencia humeda (Bjerrum Schafer-Nielsen Buffer): 48mM TRIS, 39mM Glicina,

20% (v/v) Metanol.

El proceso de biologia molecular para obtener las proteinas fusionadas SDIT1 y SIDT2
con EGFP fue realizado durante la tesis de Doctorado en Ciencias Biomédicas de Victor Julian
Valdés Rodriguez. El proceso involucro la clonacién del gen para SIDT1 o SDIT2 en el plasmido

EGFP N’ para que la proteina fluorescente quedara en la regidn del carboxilo terminal.
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Plasmidos utilizados

Los plasmidos utilizados para los ensayos que se llevaron a cabo fueron los siguientes:

EGFP N’-SIDT1, EGFP N’-SIDT2, mCherry-Clatrina (adquirido directamente de Addgene).
Cultivo celular

Las células utilizadas para todos los ensayos fueron HEK 293 FT (Human Embrionic
Kidney) las cuales se crecieron sobre cubreobjetos redondos en cajas de 35 mm en medio
DMEM  suplementado con 10% de suero fetal bovino (BSF), antibidtico
(penicilina/estreptomicina) y glutamina en condiciones de humedad a 37 °Cy una atmdsfera de

CO; al 5%.
Purificacion de los pldsmidos utilizados.

Los plasmidos utilizados fueron amplificados en cultivos bacterianos de Escherichia coli
BL21 las cuales fueron transformadas y crecidas en platos de agar utilizando medio LB
(Affymetrix) con 20 ug/ml de kanamicina a 37°C. La placa de cultivo se observé a simple vista
para cerciorarse de que no hubiera colonias de microorganismos contaminantes. Las colonias
sobre la placa eran homogéneas. Se tomd una sola colonia de la placay se incubé en 5 ml de LB
con 20ug/ml de kanamicina dejando en agitacién por 12h a 37°C. Posteriormente se inocularon
250ml de LB con 500ul del medio anterior y se adicionaron 20ug/ml de kanamicina para dejarse
en agitacion a 37°C y 200rpm por 12h. Una vez transcurrido el tiempo se purificaron los
plasmidos mediante un protocolo de purificacion con PEG/NaCl el cual se describe a

continuacion:
Colectar las bacterias por centrifugacidon (9500rpm, 20minutos, 4°C).

Desechar el sobrenadante (SN) y resuspender el botdn de bacterias en 5 ml de solucién

1y pasar a un tubo de centrifuga de 50 ml.

Anadir 10 ml de solucidn 2 e invertir 6 veces.
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Aiadir 7.5 ml de solucidn 3 e invertir 6 veces y agitar en vértex 30 segundos.
Centrifugar (9500rpm, 20minutos, 4°C)
Colectar unicamente el SN en un tubo de centrifuga de 50 ml.

Afadir un volumen igual de isopropanol e invertir 6 veces para dejar a -20°C por 25

minutos.

Centrifugar (9500rpm, 20 minutos, 4°C).

Decantar el SN y resuspender el botdn en 2.5 ml de la solucién amortiguadora TE.
Afadir 10 ml de LiCl 4 M y dejar en hielo durante 25 minutos.

Centrifugar (9500rpm, 20 minutos, 4°C)

Colectar el SN en un tubo de centrifuga de 50 ml y afiadir un volumen igual de

isopropanol, invertir 6veces y dejar a -20°C por 25 minutos.
Centrifugar (9500 rpm, 25 minutos, 4°C).

Desechar el SN y resuspender el botdn de DNA en 1 ml de solucién amortiguadora TE

para pasar a un tubo Eppendorf nuevo.

Anadir RNAsa A (concentracion final de 100 ng/ml) e incubar a 37°C durante 30 minutos.
Centrifugar (13200 rpm, 10 minutos, 4°C).

Colectar el SN, afiadir 500 pl de solucion PEG/NaCl y dejar en hielo por 2 horas.
Centrifugar 2 veces (13200 rpm, 10min, 4°C).

Desechar el SN y lavar el boton de DNA con 1 ml de etanol al 70% (v/v).

Centrifugar (13200 rpm, 10 min, 4°C)
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Desechar el SN, dejar secar el exceso y resuspender el botén de DNA en solucién

amortiguadora TE.

Una vez obtenido el plasmido purificado se cuantific6 por espectrofotometria
determinando la absorbancia de luz ultravioleta (con una longitud de onda de 260 nm) vy
comparando con un blanco (en este caso se utilizé la solucién amortiguadora TE sola), para este

procedimiento se utilizé un espectrofotdmetro Nanodrop® 2000.
Mutagénesis de los plasmidos EGFP N’-SDIT1 y EGFP N’-SIDT2

Para la mutagénesis de los plasmidos en sus dominios CRAC se utilizé una sustitucion de
la tirosina central por una glicina, esto debido a que la tirosina es necesaria para el
reconocimiento del colesterol dentro de este dominio®. Se utilizé el “QuickChange® Site-
Directed Mutagenesis Kit” (Stratagene) siguiendo las instrucciones de fabricante® para realizar
la sustitucion se utilizaron los oligonucleétidos listados a continuaciéon para cada sitio de

mutagénesis subrayado:

hSIDT1 transmembranal
Forward 5’ GCCCTCAGCACCCAGATAGGTTATATGGGTCGTTTCAAG 3’
Reverse 5" CTTGAAACGACCCATATAACCTATCTGGGTGCTGAGGGC 3’

hSIDT1 extracelular
Forward 5’ CCCCTGGGTGCTCAGGGCAAACTGCTAGTTAC 3’
Reverse 5 GTAACTAGCAGTTTGCCCTGAGCACCCAGGGG 3’

mSIDT2 transmembranal
forward 5° CTCAGCACTCAGCTCGGTTACATGGGCCGCTG 3’

reverse 5" CAGCGGCCCATGTAACCGAGCTGAGTGCTGAG 3’

mSIDT2 extracelular

forward 5" CACCCGTCAATACCACTGGCCAGCTCCGAGTCAAC 3’
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reverse 5" GTTGACTCGGAGCTGGCCAGTGGTATTGACGGGTG 3.

Posterior a la mutagénesis se llevd a cabo la amplificacidon de los plasmidos como se
describié previamente y se secuenciaron a la unidad de biologia molecular del Instituto de
Fisiologia Celular (UNAM) para corroborar que la mutagénesis se llevd a cabo en los sitios
correspondientes y que no se introdujeron mutaciones adicionales. Una vez obtenidas las

secuencias éstas se analizaron utilizando el programa BioEdit*.
Sobreexpresion transitoria de proteinas SIDT1 y SIDT2 fusionadas con GFP.

Las células HEK 293 FT se mantuvieron creciendo en medio DMEM en condiciones de
humedad, a 37°C y en atmésfera de CO, al 5%. Para sobreexpresar las proteinas se llevaron a
cabo las transfecciones siguiendo un protocolo utilizando cloruro de calcio para cajas de cultivo
de 35mm con células a una confluencia del 60-70% aproximadamente el cual se describe a

continuacion:

Afadir en orden los siguientes reactivos a un tubo Eppendorf: 1ug de plasmido, 49ul de

H,0 bidestilada estéril y 6ul de CaCl, 2.5M.
Mezclar por agitacién en vértex.
Agregar en otro tubo Eppendorf 60ul de solucién HeBS 2X.

Anadir gota por gota la mezcla DNA/CaCl, del primer tubo al segundo tubo que contiene

la solucion HeBS 2x.

Mezclar vigorosamente y dejar reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente

(TA).

Mientras tanto cambiar el medio de las cajas de cultivo por DMEM suplementado

fresco.
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Una vez transcurrido el tiempo agregar uniformemente la mezcla con los precipitados

de DNA/CaCl, al medio de las cajas de cultivo.
Incubar 24h en condiciones de humedad, a 37°C y en atmdsfera de CO, al 5%.
Reemplazar el medio de las cajas de cultivo por DMEM suplementado fresco.

Incubar nuevamente en condiciones de humedad, a 37°C y en atmésfera de CO, al 5%

hasta cumplir 72 posteriores al momento de la transfeccion.

La eficiencia de transfeccién se estimd visualmente al observando las células en un
microscopio de epifluorescencia Nikon utilizando una luz con longitud de onda de 405 nm para
excitar la GFP. Ademas se observaron las células en un microscopio confocal FV10i®Olympus

para corroborar la transfeccion.

Ensayos de FRET para medir la interaccion entre las proteinas SIDT1 o SIDT2 y el

andlogo fluorescente de colesterol DHE.

Para llevar a cabo los experimentos de FRET las células transfectadas fueron incubadas

con DHE, para esto se siguieron los pasos descritos a continuacion:
Aspirar el DMEM
Lavar dos veces con 1 ml de medio Optimem (Life Technologies)

Mezclar el Optimem con la solucién de DHE en metanol para una concentracion final de

10uM (evitar que la concentracidén de metanol sea mayor al 1% v/v)
Incubar en condiciones de humedad a 37°y en una atmosfera de CO, al 5% por 6h.
Lavar 2 veces con 1 ml de Optimem.

Montar el cubreobjetos en los soportes y mantener en medio de incubacion “UNQO” para

observar en un microscopio confocal Olympus FV10i.
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Para realizar las mediciones de FRET se utilizd el método de emision sensibilizada, para

lo cual se tuvieron que adquirir diversas imagenes para cada experimento que se resumen en la

Tabla 5.1.

Tabla 5.1 Caracteristicas de las imagenes para medir eficiencia de FRET.

Imagen Caracteristicas de la imagen
A Imagen del canal del donador excitando al donador, utilizando sélo el donador.
B Imagen del canal del aceptor excitando al donador, utilizando sélo el aceptor.
C Imagen del canal del aceptor excitando al donador, utilizando sélo el aceptor.
D Imagen del canal del aceptor excitando al aceptor, utilizando sélo el aceptor.
E Imagen del canal del donador excitando al donador, utilizando donador y aceptor.
F Imagen del canal del aceptor excitando al donador, utilizando donador y aceptor.
G Imagen del canal del aceptor excitando al aceptor, utilizando donador y aceptor.

Para la captura de las imagenes se utilizé un microscopio confocal FV10i Olympus
(objetivo 60x de inmersion, NA 1.5) utilizando el software Fluoview® utilizando las mismas

configuraciones del microscopio.

Se utilizé un filtro azul (ex/em 405-420/450-520) para el donador (DHE) con 20% de
intensidad del laser, con sensibilidad de 60% y se utilizé el filtro EGFP (ex/em 488/543) para el
aceptor (EGFP-SIDT1 6 EGFP-SIDT2) con 8% de intensidad del laser, una sensibilidad del 50% y
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para ambos una apertura confocal de 2.5 y un zoom digital de 3x y el tamafio de la imagen fue

512 x 512 pixeles

Posteriormente a la adquisicién de las imagenes se realizé el analisis de estas imagenes
utilizando el software Fluoview® version 1.2 del propio microscopio de acuerdo a los pasos

establecidos para la medicidén de FRET por el método de emisién sensibilizada.

Disminucion de la concentracion de colesterol en la membrana plasmdtica utilizando

MBCD

Células HEK 293 FT transfectadas con el plasmido EGFP N’-SIDT1 asi como también para
células transfectadas con EGFP N’-SIDT2 sembradas en cubreobjetos redondos en cajas de
35mm se trataron con Metil-B-ciclodextrina (MBCD) para disminuir la concentracion de

colesterol presente en la membrana de acuerdo a los pasos siguientes:

Aspirar el DMEM.

Lavar 2 veces las células con Optimen.

Incubar las células en MBCD 1% en Optimen por 90min en condiciones de humedad, a

37°Cy en una atmésfera de CO, al 5%.

Lavar dos veces con Optimen y montar el cubreobjetos en el soporte para observar al

microscopio, manteniendo las células en medio “UNQO”.

Se adquirieron imdagenes previas al tratamiento y también posteriores al tratamiento
utilizando un microscopio confocal FV10i, para el analisis posterior se utilizd el software del

mismo equipo asi como también el software de analisis de imagenes Imagel.

Ensayo de viabilidad celular después del tratamiento con MBCD.

Para asegurar que el tratamiento con MBCD no estaba teniendo efectos citotdxicos, se

llevé a cabo un ensayo de viabilidad celular utilizando el Kit Live-Dead de Invitrogen, siguiendo



las instrucciones del fabricante® y observando posteriormente las células en el microscopio

confocal.
Colocalizacion de la seial de EGFP con un marcador de membrana plasmdtica

Las células que sobreexpresaban SDIT1-EGFP se trataron con MBCD y después se
incubaron en presencia del marcador fluorescente rojo especifico de membrana, FM4-64
(ex/em 515/640 nm), para adquirir imagenes de cada canal de fluorescencia y posteriormente

realizar un andlisis de colocalizacion en la membrana plasmatica de ambos fluoréforos.
Relocalizacion de SDIT1 a la membrana plasmdtica medida por

El mismo ensayo de incubacion con MBCD fue realizado para posteriormente evaluar
mediante TIRFM la cantidad de sefial correspondiente a la EGFP presente en la membrana
plasmatica con respecto a las células que no habian sido tratadas con MBCD. Las células fueron
observadas en un microscopio de epifluorescencia Olympus, y utilizando el programa WASABI
para adquirir imagenes en planos de TIRF y el andlisis para la cuantificacion de la sefial

correspondiente se llevd a cabo utilizando el programa ImageJ.
Biotinilacion de proteinas membranales

La biotinilacion de las proteinas de membrana que consiste en la unién covalente de las
proteinas que se encuentran expuestas sobre la superficie membranal hacia el exterior con el
reactivo NHss el cual reacciona con los grupos amino de las proteinas se llevd a cabo utilizando
el “Cell Surface Protein Isolation Kit”(Pierce) siguiendo las instrucciones detalladas del

fabricante®.
Electrotransferencia (Western blot)

Una vez colectadas las fracciones que contenian las proteinas biotiniladas se sometieron
a una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) para
después llevar a cabo una electrotransferencia (western blot), siguiendo el procedimiento que

se describe a continuacion:



Preparar un gel de acrilamida al 12%.

Afadir azul de bromofenol a las muestras obtenidas de la biotinilacién y hervirlas a 95°C

por 3 minutos mientras el gel polimeriza.

Aiadir solucion amortiguadora para corrida (Tris-glicina) a la cdmara y posteriormente

cargar las muestras en los pozos.
Correr el gel por 2.5h a 85V.

Para transferir se sumerge en la solucién de transferencia humeda (Bjerrum Schafer-
Nielsen buffer) las fibras, los papeles filtro y la membrana para llevar a cabo la

transferencia humeda.

Colocar los componentes para llevar a cabo la transferencia, todos deben haber sido
humedecidos previamente con la solucién para transferencia humeda (Bjerrum Schafer-

Nielsen buffer), en el siguiente orden:

-Placa negativa (color negro)
-Fibra

-Papel filtro

-Gel

-Membrana de nitrocelulosa
-Papel filtro

-Fibra

-Placa positiva (transparente)
Correr la transferencia en condiciones frias (4°C) a 120V por 70min.

Una vez obtenida la membrana ésta se bloquea, incubado con albumina al 5% en TBST 4

horas a temperatura ambiente.
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Retirar la solucidn de bloqueo e incubar con el anticuerpo en TBST con BSA al 1% (w/v)

contra GFP policlonal de ratén comercial (CloneTech) y dejar en agitacion O/N a 4°C.
Lavar 5 veces con TBST por 5 minutos en cada lavado.

Agregar el anticuerpo secundario 1:5000 en TBST con BSA al 1% (se utilizé un anticuerpo

contra ratén comercial de Sigma) y dejar en agitacién 1h a TA.
Lavar 5 veces con TBST por 5 minutos cada lavado.

Revelar por quimioluminiscencia utilizando el kit Super Signal West Femto (Pierce)®
siguiendo las instrucciones del fabricante. Utilizando un equipo Typhoon 9400 (GE, healthcare
lifesciences sciences) se obtuvo la imagen digitalizada de la membrana revelada y para

posteriormente llevar a cabo un analisis de densitometria utilizando el software imageJ.
FRET en la membrana plasmdtica

Una vez determinada la relocalizacién de la proteina EGFP N’-SIDT1 al disminuir la
concentracion de colesterol membranal utilizando la MBCD. Las células fueron incubadas con el
analogo fluorescente de colesterol, DHE, reduciendo el tiempo de incubacién a una hora. Esto
para evitar la internalizacion del DHE al citosol y asi poder determinar la interaccion de éste con
la proteinaSDIT1 solamente en la membrana plasmatica de las células. El protocolo empleado
fue idéntico al utilizado anteriormente para el calculo de FRET en toda la célula pero

disminuyendo el tiempo de incubacién a 1 hora.
Tratamiento con MBCD en células sin energia (ATP)

Células transfectadas con el plasmido EGFP N’-SIDT1 fueron sometidas al mismo
tratamiento con MBCD para disminuir la concentracion de colesterol en la membrana
plasmatica, pero en este caso la incubacion se llevé a cabo en MBCD al 1% (w/v) en medio de
incubacién “UNO” el cual contiene glucosa pero otras cajas fueron preincubadas con medio
“DOS” por media hora el cual a diferencia del anterior contiene desoxi-glucosa en lugar de la

glucosa y ademas se le anadié azida de sodio, esto con el fin de interrumpir la produccion de
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energia celular, inhibiendo tanto la glucdlisis como la cadena respiratoria, para posteriormente
cambiar por una mezcla de MBCD al 1% (w/v) en medio “DOS” e incubando las células a 4°C,
con el fin de bajar la tasa metabdlica interrumpiendo asi cualquier tipo de transporte celular en

el que sea requerido ATP.

Inhibicion de componentes asociados a citoesqueleto

La relocalizacién de la proteina a la membrana plasmatica que tiene efecto por la
disminucion de colesterol membranal, se evalud la dependencia con los componentes de
citoesqueleto, para esto se llevaron a cabo incubaciones independientes con farmacos

especificos para el bloqueo descritos en la Tabla 5.2.

Posterior al tratamiento con el farmaco las células fueron incubadas con 1% de MBCD
en Optimen cada uno con la misma concentracién del farmaco para asegurar que el farmaco

continuara su durante 90min.

Posteriormente se adquirieron imagenes utilizando un microscopio confocal FV10i para

evaluar la relocalizacion de la sefial correspondiente a la proteina EGFP N’-SDIT1.

Ensayo de colocalizacion con Cherry-Clatrina

Las célula fueron cotransfectadas con los plasmidos EGFPN’-SIDT1 y Cherry-Clatrina para
evaluar la colocalizacién previamente al proceso de relocalizacion de la proteina SIDT1 hacia la

membrana plasmatica.

Para este ensayo se siguieron los mismos pasos descritos para disminuir la
concentracion de colesterol membranal y posteriormente se adquirieron imagenes utilizando
un microscopio confocal Olympus FV10i® en las células que fueron sometidas al tratamiento y
comparandolas con imagenes adquiridas de células que no fueron tratadas. Después se llevé a
cabo el andlisis de imagenes utilizando tanto el software del microscopio asi como también el

software Image).
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Tabla 5.2 Farmacos utilizados para evaluar la dependencia de la relocalizacién de SIDT1 a la membrana celular.

Farmaco Efecto Condiciones utilizadas
Interfiere con el transporte anterégrado
Brefeldina A del ER a Golgi mediante la inhibicién de 50 pg/ml por 20 horas

ARF

Citocalasina D

Inhibe la polimerizacion de los filamentos

de actina

5 ug/ml por 2horas

Nocodazol

Inhibe la polimerizacién de los

microtubulos

30 uM por 3 horas

Dynasore

Inhibidor competitivo del GTP en la

dinaminaly2

0.2 uM por 1 hora

FRET EGFPN’-SIDT1 y Cherry-Clatrina

Para evaluar una posible interaccién entre la clatrina y SIDT1, posteriormente a los

ensayos de colocalizacion se utilizd la configuracidon para medir FRET con los mismos

pardmetros establecidos anteriormente para estas mediciones. En estd ocasidon la molécula

utilizada como donador fue la proteina EGFPN’-SIDT1 y la molécula que se utiliz6 como el

aceptor fue la mCherry-Clatrina. Se utilizé igualmente el método de emisidn sensibilizada

tomando la misma serie de imdagenes correspondientes para el aceptor y el donador descritas

en la Tabla 5.2, utilizando un microscopio confocal Olympus FV10i® y llevando a cabo el analisis

de imagenes en el software del mismo.
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6. Resultados

SOBREEXPRESION TRANSITORIA DE LAS PROTEINAS FUSION SIDT1-EGFP O SDIT2-EGFP

Células HEK 293 FT fueron transfectadas para que sobreexpresaran transitoriamente las
proteinas SIDT1-EGFP o SIDT2-EGFP. Para corroborar la transfecciéon se observaron en un
microscopio confocal FV10i y se adquirieron imagenes de las células transfectadas utilizando el
filtro para EGFP que se identificaron por la presencia de senal fluorescente caracteristica de la
GFP en la regidén citoplasmatica de la célula tal como se muestra en las imagenes

representativas a continuacion.

A B
SIDT1-EGFP SIDT2-EGFP

Figura 6.1 sobreexpresion de las proteinas SDIT1 o SIDT2. Imagenes representativas de células HEK 293 FT transfectadas
para la sobreexpresion transitoria de: A) SDIT1-EGFP. B) SDIT2-EGFP. La sefial verde corresponde a la fluorescencia de la GFP
presente en el citoplasma de la célula. Barra de escala: 10 um.

INTERACCION DIRECTA ENTRE SDIT1 Y COLESTEROL

Células que sobreexpresaban las proteinas SDIT1-EGFP o SDIT2’EGFPse utilizaron para
llevar a cabo ensayos de FRET mediante el método de emisidn sensibilizada para medir la

interaccion entre las proteinas y el DHE, que es un andlogo fluorescente de colesterol.

FRET (por sus siglas en inglés Foster/Fluorescence Resonance Energy Transfer) es una
técnica en microscopia que se basa en el principio de la transferencia de energia no radiativa,
gue se da cuando los espectros de emision y excitacion de dos fluoréforos diferentes se

sobrelapan. La transferencia de energia se lleva a cabo desde un fluoréforo excitado que actua

45



como donador hacia otro fluoréforo que actia como aceptor mediante una interaccién de

44,45

dipolos que Unicamente puede ocurrir en un radio de distancia entre 1y 10nm ™. En este caso

se utilizé al DHE como donador y a la EGFP como aceptor. El método de emision sensibilizada

44,46

fue el utilizado para determinar la eficiencia de FRET y asi establecer que existe una

interaccion entre el DHE y las proteinas.

Asi mismo debido al porcentaje de identidad que presentan las proteinas SDIT1 y SDIT2
con respecto a la proteina ChUP-1 de C. elegans y la presencia de los dominios CRAC
conservados en la secuencia de sus aminodacidos se llevaron a cabo mutaciones puntuales en
dichos sitios. Las mutaciones consistieron en reemplazar la tirosina central de cada dominio
CRAC por una glicina provocando la interrupcidon de la interaccién entre la proteina y el

colesterol®*3,

Para cada una de las proteinas se obtuvieron tres mutantes distintas: en una tirosina
perteneciente a una regién extracelular (designada como SDIT1 ex), en una tirosina que se
encuentra dentro de uno de los cruces transmembranales (SDIT1 tr) y una que contenia ambas

tirosinas mutadas (SDIT1 dm).

Una vez obtenidas las mutantes se llevaron a cabo los ensayos para calcular la eficiencia
de FRET mediante emisidn sensibilizada para cada una y asi determinar la funcionalidad de la

tirosina de cada dominio CRAC en la interaccién de la proteina y el colesterol.

Para la proteina SIDT1 nativa (SIDT1 wt) se obtuvo una eficiencia de FRET del 10% lo
gue indica que hay una interaccion directa entre la proteina y el DHE (Figura 6.2 A). No siendo
asi para la doble mutante (SDIT1-EGFP dm) puesto que la eficiencia de FRET obtenida
disminuyd hasta un 1.5% lo cual indica que los dominios CRAC son funcionales por establecer la

interaccion entre la proteina y el colesterol (Figura 6.2 B).

Para evaluar cada uno de los dominios CRAC de manera individual se realizé el calculo
de la eficiencia de FRET utilizando individualmente células que sobreexpresaban una de las
mutantes obtenidas anteriormente. Al utilizarse la proteina mutante en la tirosina del cruce

transmembranal (SIDT1 tr) el valor obtenido de la eficiencia de FRET fue de 1% muy semejante
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al valor correspondiente al calculo de la proteina doble mutante (Figura 6.2 C), dejando ver que
este dominio CRAC es esencial para la interaccion de SIDT1 con el colesterol. Se evalud
igualmente a la proteina mutada en la tirosina de la regidon extracelular (Figura 6.2 D) cuya

eficiencia de FRET obtenida fue de 8% sin ser significativamente diferente a la proteina nativa.

Gracias a los porcentajes de las eficiencia de FRET obtenidas (Figura 6.2 E) para cada una
de las mutantes de SIDT1 pudimos identificar que existe un dominio CRAC que se encuentra
dentro de un cruce transmembranal de la proteina SIDT1 que es el responsable de la

interaccion entre ésta y el colesterol dentro de las células.
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Figura 6.2 SIDT1 interacciona con colesterol. Células HEK 293 FT que sobreexpresaban la proteina fusionada con GFP
fueron incubadas con DHE por 6 horas. Se adquirieron las imagenes correspondientes a cada canal para calcular la eficiencia de
FRET mediante emision sensibilizada. A) SIDT1 nativa (wt). B) SDIT1 doble mutante (dm). C) SDIT1 mutada en la tirosina dentro
del segmento transmembranal (tr). D) SIDT1 mutada en la tirosina de la region extracelular (ex). E) Grafica de las eficiencias de
FRET calculadas para cada proteina. Barra de escala: 10 um; barras de error: error estdndar; n>30; *** p<0.001; ** p<0.01; *

p<0.05.
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INTERACCION DIRECTA ENTRE SDIT2 Y COLESTEROL

Para las células que sobreexpresaban transitoriamente la proteina SDIT2-EGFP se llevo a
cabo el proceso de mutagénesis en las tirosina de los dominios CRAC conservados al igual que
para la proteina SIDT1. Después se realizaron ensayos para medir la eficiencia de FRET por
emision sensibilizada, sin embargo, no fue posible obtener datos de valores que mostraran una
interaccion entre SIDT2-EGFP y el DHE. Por lo tanto se descarté la posibilidad de que la proteina

SDIT2 pudiera estar involucrada en el transporte de colesterol en las células.

PREDICCION DE UN MODELO PARA LA PROTEINA SIDT1.

Se realizd una predicciéon de un modelo en 3D para la proteina SIDT1 con el fin de
identificar las regiones que comprenden los dominios CRAC. Esta prediccidn se llevé a cabo
utilizando distintos servidores en linea para determinar la topologia de la protel’na47_49.
Utilizando el servidor RaptorX>® se obtuvo el modelo en tres dimensiones para la proteina SIDT1
donde se identificaron tres dominios diferentes dentro de la proteina. El dominio 1 comprende
once cruces transmembranales cercanos a la region del carboxilo terminal; mientras que en Ila

porcién extracelular de la proteina se identificaron los dominios 2 y 3 mas cercanos a la regién

del carboxilo terminal.

Dominio 2
region extracelular

11 cruces transmembranales ] ‘ ‘ BRI .I')om|n|o 3
. G N region extracelular

Figura 6.3 Modelo en tres dimensiones de SIDT1. Utilizando el servidos web RaptorX se predijeron tres dominios en la
proteina SDIT1. El dominio 1 que comprende los once cruces trasnmembranales y los dominios 2 y 3 que se encuentran en la
region extracelular cercana al amino terminal.



También se realizaron las predicciones de modelos tridimensionales para las proteinas
SID1 que como se mencion6 antes es un transportador de dsRNA y ChUP-1 que funciona como
transportador de colesterol ambas pertenecientes al nematodo C. elegans esto Unicamente con

el fin de comparar la topologia predicha para las tres proteinas.

A) SID1

Dominio 4

Dominio 1

. 9 Cruces transmembranales
Dominio 3

B) ChUP-1

Dominio 1

9 Cruces transmembranales -
Dominio 2

Dominio 3

Figura 6.4 Modelo para las proteinas SID1 y ChUP-1. Prediccidn de los dominios utilizando el servidor web RaptorX para
SDI1 de C. elegans (A) que consta de cuatro dominios y ChUP-1 (B) que consta de tres dominios.

A partir de los modelos generados, se identificé que, en SIDT1 y ChUP-1 solamente se
identificaron tres dominios uno correspondiente a los cruces transmembranales y los otros dos
a la regién extracelular del amino terminal; a diferencia del modelo predicho para SIDT1 en el
cual se identificaron cuatro dominios de los cuales dos contenian los cruces transmembranales
y otros dos se encuentran en la region extracelular del carboxilo terminal. Esto representa una
evidencia mdas que podria establecer la homologia entre SIDT1 y ChuP1 en su interaccion con

colesterol.

Otro analisis de la secuencia de SIDT1 realizado in silico utilizando el programa
TMRPres2D*’ generé un diagrama representativo de la proteina en dos dimensiones y sus
segmentos transmembranales. Asi mismo se localizaron las posiciones de los dominios CRAC

dentro de la proteina (Figura 6.5).



Se encontré que dentro de la secuencia de aminodcidos correspondiente al dominio
CRAC extracelular estd contenida también una sefal de clasificacion a vesiculas, la cual esta

localizada en la porcidn intracelular de la proteina y esta basada en tirosinas™" (Figura 6.5 A).

Por lo tanto la regién del dominio CRAC extracelular y la seiial de vesiculacién se designd
como la tirosina extracelular (ex) para distinguirla de la otra tirosina presente en el segmento

transmembranal (tr) del otro dominio CRAC conservado.
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Figura 6.5 Dominios CRAC de la proteina SIDT1. (A) Esquema para ubicar la secuencia del dominio CRAC en la region
extracelular de SIDT1, indicado por el circulo rojo, y la secuencia del dominio CRAC transmembranal, sefialado por el circulo
azul. Nétese que la posicion del dominio CRAC extracelular coincide con la posicién de una sefial de vesiculacion. (B) Esquema
representativo en dos dimensiones para la topologia de SIDT1. Se puede observar como la secuencia del dominio CRAC
extracelular contiene la secuencia de vesiculacidn (letras azules).



Tabla 6.1 Secuencias consenso de seiales de vesiculacion.

Proteina Organismo Secuencia*

LAMP-1 Humano RKRSHAGYQTI
LAMP-2a Humano KHHHAGYEQF
LAMP-2a Pollo KKHHNTGYEQF
LAMP-2b Pollo RRKSRTGYQSV
LAMP-2c Pollo RRKSYAGYQTL
LAMP Drosophila RRRSTSRGYMSF
LAMP Lombriz RKRSRRGYESV
CD63 Humano KSIRSGYEVM
GMP-17 Humano HCGGPRPGYETL
GMP-17 Ratén HCRTRRAEYETL
CD68 Humano RRRPSAYQAL

CD1b Humano RRRSYQNIP

CD1c Humano KKHCSYQDIL

CDhid Ratén RRRSAYQDIR

CD1 Rata RKRRRSYQDIM
Endolyn Rata KFCKSKERNYHTL
Endolyn Drosophila KFYKARNERNYHTL
TSC403 Humano KIRLRCQSSGYQRI
TSC403 Ratén KIRQRHQSSAYQRI
Cystinosin Humano HFCLYRKRPGYDQLN
Putative solute carrier Humano SLSRGSGYKEI

TRP-2 Humano RRLRKGYTPLMET
HLA-DM Humano RRAGHSSYTPLPGS
LmpA Dictyostellium | KKLRQQKQQGYQAIINNE
Putative Solute carrier Dictyostellium | RSKSNQNQSYNLIQL
LIMP-II Dictyostellium | RKTFYNNNQYNGYNIIN
Transferrin receptor Humano PLSYTRFSLA
Asialoglycoprotein receptor |Humano MTKEYQDLQHL
CI-MPR Human Humano SYKYSKVNKE
CD-MPR Human Humano PAAYRGVGDD
CTLA-4 Human Humano TGVYVKMPPT

Furin Human Humano LISYKGLPPE

TGN38 Rata ASDYQRLNLKL
gp41 HIV-1 HIV RQGYSPLSFQT

Acid phosphatase Humano RMQAQPPGYRHVADGEDHA

*secuencia consenso de vesiculacion: Yxxd; x corresponde a cualquier aminodcido; ¢

correspondeal,V, M, F,I.
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RELOCALIZACION DE SIDT1 AL DISMINUIR EL COLESTEROL EN LA MEMBRANA CELULAR

Tomando en cuenta que SIDT1 interacciona con colesterol, se decidié evaluar si la
disminucion del colesterol en la membrana de las células, tiene algun efecto en las células que

sobreexpresan SIDT1-EGFP.

Utilizando metil-B-ciclodextrina (MBCD), un polisacarido ciclico el cual esta formado por
la unién covalente de cinco azucares que forman una cavidad hidrofébica en el centro de la
molécula, en la cual se pueden sustraer moléculas de colesterol directamente de la membrana

Sy 2— . . . . .,
plasmatica®® >, fue posible disminuir la concentracién de colesterol membranal.

Una vez disminuido el colesterol de la membrana en las células que sobreexpresaban
SDIT1-EGFP se observd, mediante microscopia confocal, que hubo un cambio en la localizacion
subcelular de dicha proteina dado que la sefial correspondiente a la GFP aumentd en la

membrana plasmatica (Figura 6.6A).

Se graficaron los puntos correspondientes a la membrana celular y se compararon las
intensidades mdaximas de fluorescencia. Se obtuvo un aumento del 60% en la intensidad de la
fluorescencia en la membrana de las células que habian sido tratadas con MBCD (Figura 6.6 A,

grafica de puntos).

Ademas se compard la fluorescencia total correspondiente a la membrana mediante un
grafico de barras, en el cual también se obtuvo un aumento del 60% en la fluorescencia total de
la membrana de las células que tenian menos colesterol membranal (Figura 6.6 A, grafica de

barras).

La senal de SDIT1-EGFP cuando se relocaliza coincidié por el sobrelape con la seiial para
un marcador especifico de membrana plasmatica (FM4-64), indicando que la relocalizaciéon se

da de la regién citoplasmatica de la célula hacia la membrana. (Figura 6.6 B).

Otra aproximacion realizada fue utilizando TIRFM (Total Internal Reflection Fluorescence
Microscopy), la cual es un tipo de microscopia en la cual es posible excitar selectivamente sélo

los fluoréforos que se encuentran cercanos a la membrana plasmatica (una distancia
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comprendida entre 50 -200 nm) y asi poder comparar la sefial de los fluoréforos presentes

en ésta region.
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Figura 6.6 Relocalizacion de la proteina SIDT1 hacia la membrana plasmatica. Células HEK 293 FT que sobreexpresaban la
proteina SIDT1-EGFP se incubaron con MBCD al 1% (w/v) durante 90 minutos para disminuir su concentracion de colesterol en
la membrana. (A) Grafica de puntos que representa la intensidad de fluorescencia a través de la membrana; Grafica de barras

gue muestra la fluorescencia total en membrana. Las sefiales fueron normalizadas con respecto a las células que no fueron
tratadas con MBCD. (B) La sefial de la proteina posterior al tratamiento colocaliza con la sefial del marcador especifico de
membrana FM4-64. (C) Imagenes representativas de una célula sin tratar con MBCD (izquierda) y una tratada (derecha) en
plano de TIRF. Comparacién de la fluorescencia en cada una de las condiciones de tratamiento. (D) Western blot para la
proteina SDIT1 biotinilada en condicidn control (sin MBCD) y tratada (MBCD), la grafica muestra el andlisis por densitometria
para cada banda. Barras de error: SEM; Barras de escala: 10 um; *p<0.05; n=3.

Se adquirieron imagenes mediante TIRFM para células que sobreexpresaban SDIT1-EGFP

en cuatro diferentes condiciones: sin afiadir MBCD vy sin incubar (TO sin MBCD), sin afiadir



MBCD e incubando 90 minutos (T90 sin MBCD), afadiendo MBCD pero sin incubar (TO MBCD) o
anadiendo MBCD e incubando por 90 minutos (T90 MBCD). Se compararon los valores de
fluorescencia total en la membrana y se observé un aumento tres veces mayor en la membrana
de las células que habian sido tratadas con MBCD por 90 minutos (T90 MBCD) con respecto a
las demas condiciones(Figura 6.6 C). Esto nos indica que Unicamente al disminuir el colesterol

en la membrana plasmatica se relocaliza la proteina SDIT1.

Ademas de los datos anteriores que se obtuvieron mediante microscopia, la
relocalizacién de SIDT1 hacia la membrana plasmatica también se comprobé al llevar a cabo
una biotinilacion de las proteinas membranales tanto para células sin tratar como para células
tratadas (con menor concentracién de colesterol membranal). Una vez aislada la fraccidon
correspondiente a la membrana plasmatica se reveld la presencia de SDIT1-EGFP mediante un
Western Blot utilizando un anticuerpo contra GFP y se analizé la diferencia de intensidad en las
bandas obtenidas por un andlisis de densitometria. Se encontré una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) entre ambas condiciones obteniéndose un valor mayor
correspondiente al 20% en las células que fueron tratadas con MBCD con respecto a las que no

se trataron (Figura 6.6 D).

RELOCALIZACION DE LAS MUTANTES DE SDIT1 A LA MEMBRANA PLASMATICA

Considerando, los datos obtenidos por los ensayos de FRET en los cuales se determiné
gue los dominios CRAC conservados en la proteina SIDT1 permiten la interaccion con colesterol,
ademads de la presencia de una sefial de vesiculacion intracelular y habiendo determinado la
relocalizacion de SIDT1 a la membrana al disminuir el colesterol, exploramos la posibilidad de
gue estas secuencias estuvieran involucradas en la relocalizacion de la proteina hacia la

membrana plasmatica.

Para esto se utilizaron células que sobreexpresaban cada una de las mutantes de la
proteina fusionada a EGFP obtenidas previamente: mutada en ambas tirosinas (SIDT1 dm),
mutada en la tirosina del cruce transmembranal (SDIT1 tr) o mutada en la tirosina de la region

extacelular (SIDT1 ex).
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El primer analisis se realizd6 mediante microscopia confocal, se hizo una grafica de
puntos correspondiente a la intensidad de la florescencia a través de la membrana y se
compararon los valores entre las células sin ningun tratamiento y las tratadas con MBCD (Figura

6.7A,C, E).

Solamente para la células que sobreexpresaron la proteina mutante en la tirosina del
cruce transmembranal (SDIT1 tr) hubo un aumento de tres veces en la intensidad de la
fluorescencia membranal (Figura 6.7 C, grafica de puntos). Para las otras dos mutantes los
valores de la intensidad de fluorescencia en la membrana de las células no hubo ningln

aumento. (Figura 6.7 Ay E, graficas de puntos).

Ademas se cuantifico la fluorescencia total de la membrana celular y se graficaron los
valores para compararse entre ambas condiciones las células sin tratamiento (sin MBCD) vy las
gue fueron incubadas con MBCD. Al igual que en el andlisis anterior, solamente se observo
aumento en la fluorescencia de la membrana plasmatica en las células que sobreexpresaban
SDIT1 tr la cual presento un incremento de 3 veces en la fluorescencia total de la membrana al
tratarse con MBCD (Figura 6.7 C, grafica de barras), dicho aumento de fluorescencia en la
membrana no se observd en las células que sobreexpresaban las otras dos mutantes de SIDT1

(SDIT1 dm y SDIT1 ex) (Figura 6.7 Ay E, gréficas de barras).

Los datos obtenidos nos sugieren que la mutacién en la tirosina de la regidn extracelular
es responsable de alguna manera de la relocalizacién de SIDT1 hacia la membrana plasmatica,

puesto que, cuando esta tirosina esta mutada no hay aumento de la sefial en membrana.

Una segunda aproximacion utilizada para probar que la relocalizacién de la proteina
depende de la tirosina en la regién extracelular fue mediante TIRFM. Se utilizaron igualmente
las tres mutantes SIDT1 dm, SDIT1 tr y SDIT1 ex (Figura 6.7 B, D, F). Se compararon en cuatro
condiciones: sin afiadir MBCD vy sin incubar (TO sin MBCD), sin afiadir MBCD e incubando 90
minutos (T90 sin MBCD), afiadiendo MBCD pero sin incubar (TO MBCD) o afiadiendo MBCD e
incubando por 90 minutos (T90 MBCD).
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Para la mutante en las dos tirosinas (SDIT1 dm) y para la mutante en la tirosina de la
region extracelular no hubo diferencias significativas en la fluorescencia total correspondiente a
la membrana de las células (Figura 6.7 B, F). Mientras que para la mutante en la tirosina del
cruce transmembranal si se observd que hubo un aumento cuatro veces mayor en la

fluorescencia total en la membrana cuando las células fueron tratadas con MBCD (Figura 6.7 D).

Con estos datos se corroboro que la tirosina en la region extracelular es necesaria para
permitir la relocalizacién de SDIT1 hacia la membrana celular cuando se reduce el colesterol

membranal.

SDIT1 SE ASOCIA AL COLESTEROL EN LA MEMBRANA PLASMATICA.

Teniendo entonces, por un lado, la interaccion entre la proteina con el colesterol y, por
el otro, la relocalizacion de SIDT1 hacia la membrana plasmatica al disminuir el colesterol de las
células. Se prosiguié a determinar si era posible que la proteina una vez que se encuentra

localizada en la membrana plasmatica es capaz de interaccionar directamente con colesterol.

Para esto lo primero fue relocalizar la proteina SDIT1 a la membrana plasmatica
mediante la disminucién del colesterol. Posteriormente se incubaron las células con DHE, para
calcular la eficiencia de FRET unicamente con la proteina que se encontraba en la membrana
plasmatica. Esto se llevd a cabo tanto para la proteina nativa como para cada una de las
mutantes obtenidas: mutada en ambas tirosinas (SDIT1 dm), mutada en la tirosina del cruce

transmembranal (SDIT1 tr) o mutada en la tirosina de la region extracelular (SIDT1 ex).

Al realizar el ensayo para las células que sobreexpresaban la proteina nativa, la senal de
FRET se concentré principalmente en la membrana plasmatica definiendo el contorno de las
células (Figura 6.8 A) y el valor obtenido de eficiencia de FRET en esta regién de las células fue

del 6% (Figura 6.8 E).

Por otro lado, cuando se realizé este ensayo para las mutantes, la doble mutante (SDIT1

dm) y la mutante en la tirosina de la regién transmembranal (SIDT1 tr) no se observé sefial en el



canal correspondiente a la sefial de FRET (Figura 6.8 B, C), y el valor calculado para eficiencia de

FRET fue menor al 1% (Figura 6.8 E).

A
SIDT1 dm SIDT1 dm

BCD
—MBCD

o
O
=

c
)

° “Longitud (U.A.

Fluorescencia Total
Normalizada

Intensidad
Normalizada
|
(w ) MBCD sin MlCD os)
Fluorescencia Total
el .
< < : : 8

SIDT1tr =leinks
4
M 3.5{
B3R o
% o 254 —sin MBCD |}
2 E 2{ —MBCD 84
g Es = = .
£ 01 c ©
2 05] @ 8 6+
0 N e~ O Lo L
_ Longitud (U.A.) © E
S 0 N4l
5 o %% 3 s
8 R, g E
o .=
g4 S 52
o E1 S
w o =
g5 = w
o 20
3 Lo O O 00
[ e & \4 4
é& » \ &QQ¢
SIDT1 ex SIDT] ex
15
©
- g o
3 8 in MBCD 2 L.
5 = %
< g —mcn = k)
£ 505 = :
£2 v ©
ol c
Longitud (U.A. 8
3 H
g 5
8 a 8 £
g Et |9 w
o 8 P P
g goA = ‘gb(’ ‘x@o
§ Zool IR - <Q &
2 &P (9

& &

Figura 6.7 Relocalizacion de las mutantes de SIDT1 hacia la membrana plasmatica. Células HEK 293 FT que
sobreexpresaban alguna de las mutantes de SDIT1 fueron tratadas con MBCD para disminuir el colesterol membranal. Analisis
mediante microscopia confocal de la intensidad de fluorescencia en la membrana, grafica de puntos o al cuantificar la
fluorescencia total, grafica de barras (A, C, E). Comparacion entre la florescencia total cuantificada en la membrana utilizando
TIRFM en cada una de las condiciones utilizadas (B, D, F). Barras de error: SEM; * p<0.05; Barra de escala: 10 um.



Sin embargo, a pesar de que en los ensayos realizados utilizando la proteina mutada en
la tirosina extracelular (SDIT1 ex) no se observd sefial en el canal de FRET en la region
membranal si fue posible observar una sutil sefial de FRET distribuida al interior de las células
(Figura 6.8 D), es decir en el citoplasma y no en la membrana plasmatica de la célula. Al hacer el
calculo para la eficiencia de FRET en la membrana plasmatica el valor obtenido fue menor que
la proteina nativa siendo muy similar a las otras mutantes con un valor del 1% (Figura 6.8 E). Es
interesante resaltar que, al interior de la célula comienza a observarse sefial de FRET, esto
debido a que esta mutante de SIDT1 no se relocaliza a la membrana cuando se disminuye el
colesterol, sin embargo es capaz de interaccionar con colesterol en la regién en la que se

localiza.

Asi pues SDIT1 es capaz de interaccionar con colesterol directamente en la membrana
plasmatica cuando se relocaliza, a diferencia de las mutantes de dicha proteina que no
interaccionan con el colesterol debido a que aun siendo capaces de relocalizarse, el dominio

CRAC necesario para establecer la interaccién ya no es funcional (Figura 6.8 E).
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Figura 6.8 SIDT1 interacciona con el colesterol en la membrana plasmatica. Células HEK 293 FT que sobreexpresaban la
proteina fusionada con GFP fueron tratadas con MBCD por 90 minutos, para provocar la relocalizacién de la proteina y después
se incubaron con DHE. Se adquirieron imagenes correspondientes a cada canal para calcular la eficiencia de FRET por emisidn
sensibilizada. A) SIDT1 nativa (wt), panel de acercamiento para observar mejor la region membranal con sefial de FRET. B) SDIT1
doble mutante (dm). C) SDIT1 mutada en la tirosina dentro del segmento transmembranal (tr). D) SIDT1 mutada en la tirosina
de la region extracelular (ex), obsérvese el panel del acercamiento donde la sefial de FRET estd distribuido en el citoplasma de
la célula. E) Gréfica de las eficiencias de FRET calculadas para cada proteina. Barra de escala: 10 um; barras de error: error
estandar; n>30; *** p<0.001; ** p<0.01.



LA RELOCALIZACION DE SIDT1 ES DEPENDIENTE DE ENERGIA.

Ahora bien una vez que se determind que la relocalizacidon de SIDT1 se produce por la
disminucion en la concentracion de colesterol en la membrana, decidimos evaluar la
dependencia energética de éste proceso, es decir si se requiere ATP celular para que la

relocalizacion de SIDT1 se lleve a cabo.

Para esto se probaron dos condiciones diferentes en células que sobreexpresaban
SDIT1-EGFP. En la primera condicién las células fueron incubadas en solucién fisiolégica con
MBCD en un medio con glucosa disponible. En la segunda las células fueron incubadas en
presencia de desoxiglucosa para interrumpir la glucolisis y con azida de sodio para inhibir la
cadena respiratoria y asi dejar a las células con una menor concentracién de ATP disponible
para los procesos fisioldgicos dependientes de energia. Las células utilizadas como control solo
se mantuvieron en la solucidn fisioldgica sin incubarse con MBCD y se compararon los datos

obtenidos a continuacién.

Primero se adquirieron imagenes por microscopia confocal para cada tratamiento y se
compararon (Figura 6.9A). De acuerdo al andlisis que se hizo mediante una grafica de puntos
correspondientes a los valores de la intensidad de fluorescencia a través de la membrana
(Figura 6.9 B) se determind que Unicamente las células con glucosa fueron capaces de llevar a
cabo la relocalizacidn de SDIT1, pues la intensidad de fluorescencia aumento tres veces con
respecto a la condicién control (sin MBCD) y también en las células que se incubaron con MBCD

pero que contenian menos ATP disponible (MBCD —ATP).
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Figura 6.9 La relocalizacion de SDIT1 a la membrana plasmatica depende de la energia celular. (A)Células HEK 293 FT que
sobreexpresaban a SDIT1-EGFP control (sin MBCD), tratadas con MBCD (MBCD con ATP) y tratadas con MBCD e incubadas con
deoxyglucosa y azida de sodio para disminuir ATP celular (MBCD sin ATP). (B) Grafica de puntos que representa la intensidad de
la sefial de la fluorescencia a través de la membrana de las células para cada condicion. (C) Comparacién grafica de la
fluorescencia total en la membrana de las células para cada condicién. Barras de error: SEM; *p<0.05; n>30; Barra de escala: 10
um.

Igualmente se graficaron los valores de la fluorescencia total en la membrana de las
células y se compararon entre si (Figura 6.9 C). Se determiné que hubo un aumento en la
fluorescencia total de la membrana de tres veces Unicamente en las células que tenian ATP

disponible con respecto a las otras dos condiciones.

En conjunto ambas evidencias muestran que existe un requerimiento de ATP en la célula
para llevar a cabo la relocalizacion de SIDT1 hacia la membrana plasmatica cuando se disminuye
el colesterol membranal, por lo cual se podria definir como un proceso activo dentro de la

célula que es dependiente de energia.

LA RELOCALIZACION DE SIDT1 NO DEPENDE DE CITOESQUELETO

Como se determiné que la relocalizacion de SDIT1 depende de que las células contengan
ATP disponible, decidimos evaluar varios procesos celulares muy generales que dependen de
ATP para llevar a cabo un transporte intracelular de moléculas cargo y determinar si estd

relocalizacién depende de alguno de estos mecanismos de transporte intracelular.



Se utilizaron farmacos que interrumpen actividades especificas de las células
relacionadas con el citoesqueleto, asi como con transporte vesicular para obtener informacién
gue pudiera explicar el mecanismo de relocalizacién de la proteina al reducir la concentracion

de colesterol en la membrana.

Se utilizd Brefeldina A que, interfiere con la translocacién de vesiculas provenientes del
reticulo endoplasmico hacia el aparto de Golgi y también promueve que se formen estructuras
membranosas a lo largo de los microtubulos que conectan ambos organelos. Teniendo como
resultado el colapso del reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi para interrumpir
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finalmente el transporte anterdgrado de las proteinas .

Para interrumpir especificamente la polimerizacion de componentes de citoesqueleto se
utilizaron la citocalacina D que interrumpe la polimerizaciéon de los filamentos de actina y el

nocodazol que tiene accién inhibitoria de la polimerizacién de los microtubulos.

Otro farmaco que se utilizd fue el dynasore, que impide la formacidon de vesiculas de

clatrina por unirse especificamente con la dinamina.

El tratamiento consistido en incubar las células que sobreexpresaban SDIT1-EGFP con
cada farmaco por separado y posteriormente incubarlas con MBCD para reducir las
concentraciones de colesterol membranal induciendo la relocalizacion de la proteina y observar

si esta relocalizacion estaba siendo inhibida por el tratamiento previo del farmaco.

Se adquirieron imagenes por microscopia confocal y se realizd un analisis comparativo
de las intensidades de fluorescencia a través de la membrana plasmatica en las células tratadas

con MBCD respecto a las células en condiciones control (Figura 6.10, graficas de puntos).

En todos los tratamientos se observd que, después de tratar a las células con MBCD la
intensidad de la fluorescencia en la membrana de las células aumento dos veces con respecto a
las células que no se le hizo ningun tratamiento (ctrl). Lo cual indica que la accién de los

farmacos no interrumpe el proceso de relocalizacion de SIDT1 hacia la membrana.



Al graficar los valores de la fluorescencia total en membrana para cada uno de los
tratamientos y compararlo con la condicion control, se obtuvo el mismo aumento significativo
en la fluorescencia total en la membrana de las células después de tratarse con MBCD (Figura

6.10, graficas de barras).

Ambas observaciones nos indican que los tratamientos con cada uno de los farmacos
inhibitorios no tienen efecto en la relocalizaciéon de la proteina sugiriendo que es un proceso
gue no depende de citoesqueleto directamente, ni con los procesos de transporte vesicular que
fueron afectados con los tratamientos. No es posible establecer un mecanismo claro mediante
el cual se dé la relocalizacion de la proteina SIDT1 al disminuir el colesterol de la

membranaplasmatica con estos datos.

LA RELOCALIZACION DE SIDT1 COLOCALIZA CON CLATRINA PERO ESTAS NO
INTERACCIONAN DIRECTAMENTE.

Debido a la presencia de una seial de vesiculacion en la secuencia de aminoacidos de la
proteina SDIT1 (Figura 6.5) y la ausencia de relocalizacién de ésta cuando se muta dicho sitio, es
posible pensar que la relocalizacién depende de la formacién de vesiculas de clatrina. Por tal
motivo se llevaron a cabo ensayos de colocalizaciéon con clatrina fusionada a la proteina roja

fluorescente mCherry.

Estos ensayos se llevaron a cabo en células que sobreexpresaban a SDIT1 fusionada con
GFP simultaneamente con la proteina Clatrina-mCherry. Se obtuvieron imagenes de las células
para cada canal de las sefiales correspondientes a los fluoréforos utilizados y se generd un canal
de colocalizacion a partir del cual se calculé un coeficiente de Pearson con valor de 0.64, el cual

indica que el porcentaje de colocalizacidn entre ambas proteinas es mayor al 60%.
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Figura 6.10 La relocalizacion de SDIT1 a la membrana plasmatica es independiente de citoesqueleto. Células HEK 293 FT
que sobreexpresaban SDIT1-EGFP control o que fueron tratadas con MBCD para reducir el colesterol en membrana.
Previamente se incubaron con farmacos que interrumpen procesos especificos que involucran citoesqueleto: (A) brefeldina A,
(B) nocodazol, (C) citocalasina D o (D) dynasore. En las graficas de puntos se compara la diferencia de las intensidades de |a
sefial a través de la membrana de las células, en las graficas de barras se comparan la fluorescencia total en la membrana de las
células en cada condicién. Se normalizo respecto a la sefial de las células control. Barras de error: SEM; *p<0.05; n>30; Barras
de escala: 10 um.

Asi mismo células que sobreexpresaban simultaneamente ambas proteinas (SDIT1-EGFP
y Clatrina-mCherry) fueron tratadas con MBCD para disminuir el colesterol membranal y a
partir de las imagenes adquiridas para cada canal de fluorescencia de los fluordforos se generd
un canal de colocalizacion y se obtuvo el valor del coeficiente de Pearson de 0.67 siendo similar

al valor obtenido para las células sin tratamiento de MBCD.

Los datos obtenidos muestran que la colocalizacién de ambas proteinas se mantiene
aun cuando SDIT1 se ha relocalizado a la membrana plasmatica, sin embargo, para poder hablar
de una interaccidn directa entre SDIT1 y clatrina era necesario llevar a cabo algun tipo de

ensayo que brindara mas informacién al respecto. Por tal motivo se realizaron ensayos de FRET



entre la EGFP y la mCherry, sin embargo no fue posible obtener algun valor de la eficiencia de
FRET, lo cual indica que las proteinas no estan interaccionando directamente entre ellas a pesar

del alto porcentaje de colocalizacion que éstas presentan.

Colocalizacion

EmSIDT1-EGFP Bl mCherry-Clathrin Sobrelape

A

T90 w/o MBCD

T90 MBCD

Figura 6.11 SDIT1 colocaliza con clatrina. Células HEK 293 FT transfectadas simultaneamente con SDIT1-EGFP y mCherry-
Clatrina. (A) Condiciones control sin tratamiento con MBCD y (B) tratadas con MBCD por 90 minutos para provocar la
relocalizacién de SIDT1 hacia la membrana plasmatica. En ambas condiciones las proteinas muestran un porcentaje de

colocalizacién similar. PC: coeficiente de colocalizacion de Pearson. Barra de escala: 10 um.

PREDICCION DE ACIDO COLICO COMO LIGANDO TEORICO DE SDIT1.

Por ultimo se realizé una prediccion in silico para los posibles sustratos que se unen a la
proteina de acuerdo a su secuencia de aminodcidos. Entre todos los posibles sustratos
encontrados interesantemente se predijo la unidon con acido cdlico. Este compuesto es un
derivado esteroideo del colesterol perteneciente al grupo de las sales biliares que es sintetizado
en las células y necesario para la emulsificacién y absorcién de lipidos en el intestino. Ademas

su estructura molecular es muy semejante a la del colesterol (Figura 6.12 A).



Figura 6.12 Modelo para la uniéon de SDIT1 con colato. (A) Modelo estructural del acido cdlico. (B) Representacion
esquematica del sitio de union predicho de SIDT1 al acido cdlico. Se localizé en el dominio de los cruces transmembranales que
incluye los aminoacidos del dominio CRAC transmembranal.

Esta unidn entre SDIT1 y el colato ademas fue predicha en un cruce transmembranal
particular de la proteina, el cual abarca los aminodcidos comprendido por el dominio CRAC
extracelular, incluida la tirosina central indispensable para la interaccién entre ambas
moléculas. En conjunto estos datos corroboran la evidencia experimental de la interaccién

entre la proteina SIDT1 y el colesterol.



7. Discusion

El objetivo del presente trabajo fue determinar si las proteinas SIDT1 y SIDT2 estadn
involucradas en el transporte intracelular de colesterol. La hipdtesis consistia en que ambas
proteinas de mamiferos identificadas mediante el analisis in silico podrian ser homdlogos a la
proteina ChUP-1 de C. elegans la cual internaliza colesterol a la célula. Utilizando diferentes
aproximaciones se determind la interaccidn directa entre colesterol celular y la proteina SIDT1

apuntando que la proteina SIDT1 esta involucrada en el transporte intracelular de éste.

En el caso de la proteina SIDT2 no se encontré evidencias de esta interaccién, ademas
recientemente se reportd que la proteina SIDT2 parece estar involucrada en el proceso de
secrecidn y formacién de granulos de insulina en las células beta—pancreéticasel. Por lo tanto
sera necesario mas trabajo a futuro para determinar el papel que desempena SIDT2 dentro de

la célula.

La interaccion entre el colesterol que se determind mediante los ensayos de FRET,
indican que efectivamente existe un dominio CRAC presente en la proteina que se encuentra
localizado en un cruce transmembranal de la proteina, ya que al mutarlo la interaccion
desaparece pues los valores de eficiencia de FRET decaen subitamente. Asi mismo una vez mas
se demuestra la importancia de la tirosina central en el dominio de reconocimiento de
colesterol ya que es fundamental para que se establezca la interaccién tal como se ha
reportado anteriormente en otras proteinas como el receptor periférico de benzodiacepinag'l’38

en las que la funcionalidad de las proteinas sigue intacta sin embargo la interaccién con el

colesterol se pierde, afectando indirectamente la actividad de las proteinas dentro de la célula.

Ademas mediante microscopia y por biotinilacién se observd que la proteina responde a
la modificacién del contenido celular de colesterol principalmente en la membrana plasmatica,
pues localizacion de la proteina se modifica del citoplasma a la membrana plasmatica, esto
podria incluso involucrar un mecanismo de sensor del colesterol presente en la membrana

18,21,25,62,63

celular , lo cual actualmente se conoce por la funcidn que presenta SREBP1

funcionando como sensor de esteroles para regular la homeostasis lipidica dentro de la



1,4,14,21,24,30

célula . Sin embargo serd necesario mas trabajo para poder esclarecer el mecanismo

gue interviene en la relocalizacion de SIDT1 cuando hay una disminucién de colesterol.

Por otro lado la segunda tirosina encontrada en la regidon extracelular de SDIT1 se
determind que en realidad no establecia ninguna interaccién directa con colesterol, ya que los
valores de FRET no fueron afectados al mutar dicha tirosina, sin embargo fue posible
determinar una participaciéon directa cuando la proteina se relocaliza hacia la membrana
plasmatica lo que sugiere que en realidad si forma parte de una sefial de vesiculacion
intracelular que es necesaria para que la proteina sea transportada hacia la membrana
plasmatica tal como acurre cuando se disminuye el colesterol membranal. Ademas se obtuvo
informacién acerca de la secuencia de aminodcidos que comprende dicha secuencia para

descartar la posibilidad por completo de que se tratara de un dominio CRAC funcional.

Una segunda aproximacioén indicé también secuencia especifica un consenso para ser
utilizada como sefial de vesiculacion (Yxx¢) reconocida por ciertas proteinas tales como: AP-2 y
Dab-2". Estas secuencias de vesiculacidn estan basadas en tirosinas lo cual podria explicar la
perdida de relocalizacién cuando se muta la tirosina extracelular de SIDT1. Ademds recordando
la estructura de SDIT1 se debe tomar en cuenta que la presencia de 11 cruces
transmembranales le impedirian viajar como una proteina soluble en el citosol, por lo cual la

posibilidad de que sea transportado mediante vesiculas es mucho mas factible.

Estas senalesestan involucradas en el reclutamiento y la formacion de vesiculas de
clatrina, esto coincide con el patrén de colocalizacién que presenta SIDT1 y clatrina en los
ensayos realizados, sin embargo no hay una interaccion directa entre ambas, lo cual se
evidencio con la ausencia de FRET al realizar las mediciones entre ambas proteinas, esto deja
abierta la posibilidad de explorar otras interacciones directas entre las proteinas adaptadoras

de las vesiculas de clatrina tal como las mencionadas anteriomente AP-2 y Dab-2.

También tomando en cuante la prediccion que se hizo del acido célico como un posible
ligando que involucra al sitio CRAC de la proteina, es necesario tomar en cuenta que la proteina

podria estar también relacionada con la interaccién con otros derivados de colesterol siendo el



cado de las sales biliares y las hormonas esteroideas. Y esto gracias a que se tiene evidencia de
gué ambos tipos de moléculas necesitan proteinas especificas para ser internalizadas a la célula

y llevar a cabo su funcidn como seinales extracelulares a la célula.

La participacion de la proteina SIDT1 en los mecanismos de transporte de colesterol
depende de su localizaciéon subcelular, ya sea en la regién citosdlica o en la membrana
plasmatica cuando se relocaliza, esta relocalizacion es mediada por un mecanismo que es capaz
de responder a la disminucién de los niveles de colesterol celular y regulada por vesiculas de
transporte, sin embargo, no esta claro aun si SIDT1 funciona a la vez como sensor y efector

cuando los niveles de colesterol son bajos.

Una vez en la membrana plasmatica, SIDT1 se encargaria de atrapar el colesterol y
facilitar su internalizacién y distribucién celular. Esta segunda parte de endocitosis podria
involucrar al citoesqueleto celular, esta hipdtesis no ha sido explorada en el presente trabajo.
Aunque uno esperaria, dada su localizaciéon mayoritariamente en reticulo endoplasmico con
niveles de colesterol normales, que SIDT1 regrese al reticulo endopldsmico una vez que se ha
unido al colesterol de la membrana. Aunque su papel podria ser también el de simplemente
atrapar colesterol del medio extracelular a incorporarlo a la membrana plasmatica, y no

necesariamente de regresarlo al interior celular.

Cabe mencionar, que en experimentos realizados durante el desarrollo durante este
trabajo al incubar a las células con DHE por periodos largos de tiempo, eventualmente se
observd FRET entre SIDT1 y DHE en el interior celular. Lo anterior apunta a la hipdtesis de que

muy posiblemente el SIDT1 ayude a la internalizacion de colesterol.



8. Conclusiones

Existe una fuerte sefal de FRET entre el sitio CRAC de unién a colesterol en la proteina

SIDT1 vy el analogo de colesterol fluorescente DHE.

La eliminacién de una sola tirosina del sitio consenso CRAC, elimina la senal de FRET

entre la proteina SIDT1 y el andlogo de colesterol DHE.

La reduccidon de colesterol en la membrana plasmatica induce la translocacion de la

proteina SIDT1, de un sitio intracelular, hacia la membrana plasmatica.

Una vez en la membrana plasmatica, la proteina SIDT1 une colesterol.

La relocalizacion de SIDT1 de un compartimento intracelular (muy posiblemente el
reticulo endopldsmico) hacia la membrana plasmatica no depende de un citoesqueleto celular

intacto, pero si de energia. La reduccidén de ATP intracelular previene la relocalizacion de SIDT1.

De manera interesante, no se observé sefial de FRET entre SIDT2 y DHE, lo que sugiere
gue esta proteina no interactia con colesterol. El papel funcional de SIDT2 se desconoce a la

fecha.

El papel preciso de esta nueva familia, en comparacion con proteinas clasicas
involucradas en el transporte de colesterol celular, como las LDL y HDL, aun sigue sin conocerse.
Igualmente interesante y en vias de ser explorado con mayor detalle, es el fendmeno de
relocalizacion de SIDT1 en respuesta a la reduccién de colesterol en la membrana plasmatica.
Esta relocalizacidon se da mediante un proceso que requiere de energia celular, pero no del
citoesqueleto. El mecanismo molecular exacto podria ser muy complejo e involucrar varias

proteinas accesorias, entre ellas podria estar SIDT2.

Todos los datos mencionados arriba apuntan a que SIDT1 sea parte de una nueva familia
de proteinas involucradas en el transporte de colesterol en células de mamifero

particularmente en humano.



9. Perspectivas

Corroborar mediante ensayos de entrecruzamiento con colesterol fotorreactivo la

interaccion directa entre éste y la proteina SIDT1.

Utilizacion de RNAI para clatrina y determinar el efecto que hay sobre la relocalizaciéon

de SDT1 al reducir la cantidad de colesterol en la membrana.

Evaluar del efecto del fdrmaco Exol (inhibe especificamente la formacién de vesiculas
de clatrina involucradas en procesos de exocitosis) sobre la relocalizaciéon de SIDT1 posterior a

reducir el colesterol de la membrana plasmatica.

Determinar la especificidad de la proteina SIDT1 en su interaccién con colesterol,
utilizando otro tipo de moléculas con estructuras derivadas del colesterol, tal como el acido

cblico u hormonas esteroideas.

Evaluar la internalizacion de colesterol mediada por SDIT1, al sobreexpresar la proteina
en algun modelo bacteriano, o inclusive intentar rescatar la viabilidad de los nematodos que

contienen la mutacion para ChUP-1.

Evaluar la interaccién de SDIT1 con otros derivados de colesterol, tal seria el caso de

sales biliares como colato o directamente sobre hormonas esteroideas.
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