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RESUMEN

Los receptores “scavenger” o pepenador (RS) son un grupo de receptores
de membrana dividido en 6 clases, que se localizan en las membranas de diversas
células e internalizan lipoproteinas de baja densidad (LDL) modificadas
guimicamente y otros ligandos, a través de un proceso conocido como endocitosis
mediada por clatrina.

Resultados previos de nuestro grupo, en los que se emplearon células CHO
transfectadas con el RS-Al, asi como con células C6 y PC12 que poseen de manera
natural al RS-Bl, mostraron que el estrés oxidativo inducido con ter-butil-
hidroperéxido (TBH) permite la unién de '*1-LDL-Ac a estos receptores, pero
inhibe su internalizacién (Aguilar-Gaytan y Mas-Oliva, 2003).

En el presente trabajo utilizamos el fragmento 25-35 del péptido B-amiloide
(BA2s-35) como inductor de estrés oxidativo y como un ligando natural para el RS-
Al y el RS-BI y estudiamos los cambios en los niveles de expresion de varias
proteinas adaptadoras importantes en la organizacién de la maquinaria endocitica
en células de microglia y macrofagos.

Se realizaron experimentos de expresién diferencial de las proteinas B-
adaptina, a- adaptina y CALM (clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia
protein), asi como de RS-Al y RS-Bl en células RAW (macrofagos) y EOC
(microglia) con diferentes concentraciones y diferentes tiempos de exposicion al
BA2s.35. Nuestros resultados muestran que de acuerdo a la concentracion, el BAzs.3s
produce un estado de estrés oxidativo que afecta de manera importante a la B-
adaptina, clave en la formacion de vesiculas cubiertas de clatrina. En respuesta a
esta pérdida, se observé un aumento en la expresion de a-adaptina, de CALM y del
RS-B.

Por otra parte, mediante ensayos de inmunoprecipitacion se determing que

la proteina B-adaptina forma parte de un complejo preformado con la a-adaptina y



el RS-A, pero una vez en presencia del ligando la B-adaptina interacciona también
con el RS-B, de ahi la importancia de esta proteina en el mecanismo de endocitosis
mediada por clatrina, en particular para el RS-B.

Bajo estas mismas condiciones se realizaron ensayos de RT-PCR que
mostraron que el RNAm de la B-adaptina se sintetiza de manera normal, por lo que
podemos pensar que el proceso de traduccion de esta proteina, o bien su
estructura pueden estar alteradas.

La disminucion de los niveles de expresion de la [B-adaptina puede
ayudarnos a explicar la incapacidad de la célula para endocitar agregados de este
péptido, y la consecuente acumulacion del BA en el espacio extracelular de

neuronas de pacientes afectados con la enfermedad de Alzheimer.



1. INTRODUCCION

Los receptores “scavenger” o pepenador (RS) tienen una amplia variedad de
ligandos, tales como lipoproteinas de baja densidad (LDL, Low Density Lipoprotein)
modificadas y péptido B-amiloide (BA), y por lo general son internalizados junto
con sus ligandos por un proceso de endocitosis mediada por clatrina (Aguilar-
Gaytan y Mas-Oliva, 2002).

El interés del presente trabajo se centr6 en estudiar el efecto del estrés
oxidativo provocado por el péptido BA, sobre las proteinas implicadas en la
endocitosis de los RS, ya que en trabajos previos en el laboratorio se encontrd que
el estrés oxidativo no inhibe la union de los ligandos a estos receptores, pero si su
internalizacién (Aguilar-Gaytdn y Mas-Oliva, 2003). En este caso, utilizamos al
péptido BA como inductor de estrés oxidativo y como ligando de los RS. Los
ensayos fueron realizados en células de microglia y macréfagos, por expresar de

manera natural a los RS.

1.1 RECEPTORES “SCAVENGER”

Los RS conforman una amplia familia de receptores de membrana dividida
en 6 clases. Los RS clases A y B son los méas estudiados hasta el momento, sin
embargo todos se caracterizan por su habilidad para internalizar LDL acetiladas
(LDL-Ac) y LDL oxidadas (LDL-Ox) (Krieger, 1997), ademas de una gran variedad
de ligandos, muchos de ellos caracterizados por sus propiedades polianidnicas
(Rohrer et al., 1990). Uno de los ligandos recientemente descritos para el RS-A es
la molécula paramiosina, una proteina proveniente de 7aenia soleum, que parece
favorecer la formacion de arreglos tridimensionales del propio receptor, que

facilitan la formacion del pozo cubierto y la endocitosis del mismo (Guaderrama-



Diaz et al., 2005). El contenido de colesterol en la membrana plasmatica también
influye en la formacion de arreglos tridimensionales entre los receptores RS-A
(Mas-Oliva et al., 1996); mas aun, estos arreglos tridimensionales favorecen la
sintesis de proteinas accesorias en el proceso de endocitosis (Guaderrama-Diaz et
al., 2005).

Los RS estan implicados en la formacion de células espumosas (macrofagos
altamente cargados con LDL-Ox, implicados en la formaciéon de la placa
aterosclerdtica), inmunidad innata, eliminacion de células apoptéticas y transporte
reverso del colesterol (ruta del colesterol desde las células periféricas hacia el
higado). Estos receptores se encuentran ubicados en macréfagos y células afines
como la microglia, asi como en hepatocitos, ovario, testiculo, glandulas

suprarrenales y astrocitos (Terpstra et al., 2000).

1.2 RECEPTOR “SCAVENGER” A

El RS-A, que en un principio fue conocido como receptor de LDL-Ac, fue
purificado por Kodama y cols. (1988) gracias a su afinidad por este ligando. El RS-
A es capaz de unir LDL-Ac, LDL-Ox, albumina sérica bovina maleinada (M-BSA),
acido polinosinico, acido poliguanosinico, polisacaridos como el dextran sulfato y la
fucoidina, acido lipoteicoico (LTA), lipopolisacarido (LPS) y proteinas modificadas
por AGE (Advanced Glycosylation- End products) (de Winther et al., 1999; Aguilar-
Gaytan y Mas-Oliva, 2002). Otro de sus ligandos es el péptido B-amiloide (BA), por
lo que se ha relacionado a este receptor con la enfermedad de Alzheimer (Paresce
et al., 1996; Honda et al., 1998).

El RS-A es una glicoproteina integral de membrana que se encuentra en
forma trimérica y de la cual existen dos tipos principales producidos por corte y

empalme alternativo de un mismo producto génico. Los dos tipos principales del



RS-A, los tipo | y II, tienen 6 dominios que incluyen una a-hélice de cola enrollada
(coiled-coil) y una region parecida a colagena, la cual es fundamental para la
oligomerizacion de la molécula trimérica (Kodama et al., 1990; Aguilar-Gaytan y
Més-Oliva, 2002).

El RS-A puede mediar la internalizacion de sus ligandos a través de
endocitosis o de fagocitosis dependiendo de la naturaleza de los mismos. La
endocitosis del RS-A se lleva a cabo mediante la formacion de pozos cubiertos en
la superficie celular (Esbach et al., 1994; Aguilar-Gaytan y Mas-Oliva, 2002). Se
han identificado secuencias de aminoacidos dentro de los dominios citoplasmaticos
de varios receptores endociticos que son necesarias para que se lleve a cabo su
internalizacidén. La cola citoplasmatica del RS-A parece no tener ninguna de estas
secuencias, sin embargo todos los dominios de aminoacidos presentes en otros
receptores tienen una estructura en forma de giro muy cerrado (tight turn) que
esta presente dentro del RS-A en las secuencias Asp*3-Glu*® y Asn®-Thr** (Platt et
al., 2002). Trabajos mas finos realizados por Morimoto y cols. (1999) parecen
indicar que la regién que va desde la Thr'® hasta la Ser®’ es la secuencia clave
para la endocitosis, siendo de mayor importancia dentro de esta estructura la
Val, la Phe®, la Asp® y la Val’®. Esta estructura, que también se conoce como
VXFD adopta una estructura secundaria helicoidal, similar a la de secuencias
identificadas en otros receptores y que son importantes para su endocitosis

(Morimoto et al., 1999).

1.3 RECEPTOR “SCAVENGER” B

Los RS-B incluyen al RS-BI, RS-BIl y al CD36, y fueron identificados por su
union a LDL-Ac, LDL-Ox y LDL nativas, aunque también pueden unir M-BSA,

fosfolipidos anidnicos, células apoptéticas, péptido BA, lipoproteinas de muy baja



densidad (VLDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Acton et al., 1994). Los
RS-B se han localizado en diversos tipos celulares como hepatocitos, células de
Kupffer, glandulas suprarrenales, testiculo, ovario, macréfagos, células de glia y
microglia (Paresce et al.,, 1996; Chung et al.,, 1999; Terpstra et al., 2000;
Hussemann et al., 2001; Hussemann y Silverstein, 2001).

El RS-B juega un papel fundamental en el transporte reverso del colesterol
por su union a HDL. Sin embargo, el SR-B no internaliza a las HDL por un proceso
“clasico” de endocitosis mediada por receptor, sino que extrae selectivamente los
lipidos de estas lipoproteinas y los transfiere a la membrana celular (Krieger,
1999). No obstante, cuando sus ligandos son de caracter protéico se le considera
un receptor endocitico pues promueve la captura y degradacion de AGE-BSA, M-
BSA, LDL-Ox y LDL (Rhainds et al., 1999; Gilotte-Taylor et al., 2001; Ohgami et al.,
2001).

El mecanismo de internalizacion de los RS-B no se conoce con exactitud,
pero se cree que puede darse a través de caveolas, ya que aproximadamente el
60% de los RS-B en una célula se encuentran ubicados en dominios lipidicos ricos
en colesterol parecidos a estas estructuras. El 40% restante de los RS-B se
localizan en zonas pobres en caveolina (Babitt et al., 1997; Graf et al., 1999).
Existen evidencias de que la endocitosis de algunos ligandos del RS-B se lleva a
cabo predominantemente a través de vesiculas cubiertas de clatrina (Hansen et al.,
2003).



1.4 ENDOCITOSIS MEDIADA POR CLATRINA

La membrana plasmatica es una estructura altamente dinamica que separa
el medio intracelular del ambiente extracelular y regula la entrada y salida de
diversas moléculas. Existen varias vias de entrada a la célula: fagocitosis,
macropinocitosis, endocitosis mediada por clatrina, endocitosis mediada por
caveolina y endocitosis independiente de clatrina y de caveolina.

La formacion de vesiculas cubiertas de clatrina se ha caracterizado
principalmente en las terminales nerviosas, donde es importante para el reciclaje
de los componentes de las vesiculas sinapticas después de la liberacién del
neurotransmisor. A pesar de que se han encontrado varias proteinas originadas
por corte y empalme alternativo o bien isoformas de las proteinas implicadas en la
endocitosis mediada por vesiculas sinapticas, se cree que es la misma maquinaria
béasica en las células no neuronales. El proceso por el cual se producen vesiculas
cubiertas de clatrina involucra interacciones tanto con proteinas adaptadoras
multifuncionales como con la membrana plasmatica, asi como con la misma
clatrina y varias proteinas accesorias y fosfoinositidos. La endocitosis dependiente
de clatrina normalmente ocurre en sitios especializados de la membrana donde el
pozo cubierto, una estructura compleja, se ensambla con el fin de concentrar
proteinas de superficie para la internalizacion (Schmid, 1997). En células en
cultivo, el ensamblaje de una vesicula cubierta de clatrina toma aproximadamente
1 minuto, y se forman varios cientos o miles por minuto (Marsh y McMahon,
1999).

Se han descrito cerca de 30 proteinas que intervienen en el proceso de
endocitosis mediada por clatrina, muchas de las cuales son moléculas accesorias
que ayudan en la formacién del pozo cubierto. Entre estas destacan ademas de la
clatrina, las proteinas adaptadoras asociadas o adaptinas (que forman el complejo
AP2), AP180/CALM (Clathrin Assembly Lymphoid Myeloid leukaemia), Eps15 [cuyo



nombre deriva de EGF (Epidermal growth factor) receptor pathway substrate clone
no. 15], epsina, dinamina y anfifisina (Marsh y McMahon, 1999; Mousavi et al.,
2004).

Los monomeros de clatrina se agrupan en una estructura denominada
triskelion compuesta de 3 cadenas pesadas (190 KDa) y 3 cadenas ligeras (25
KDa), que se unen en estructuras poliédricas, fundamentales para la formacion de
los pozos cubiertos. La mayor parte de las proteinas que interactiian con clatrina
tienen dominios similares en su secuencia llamados dominios de caja de clatrina
(Clathrin box) entre los que se encuentra la secuencia LLNLD (Leu-Leu-Asn-Leu-
Asp) de la B-adaptina (ter Haar et al., 2000). Tanto la extremidad distal como la
proximal de la cadena pesada de clatrina son fundamentales para que se realicen
los contactos intramoleculares necesarios para que se formen las estructuras de
red del pozo cubierto; ademas, la extremidad proximal contiene sitios de unién
para las cadenas ligeras de clatrina (Kirchhausen, 2000).

El complejo protéico AP2 esta compuesto de 4 subunidades: o, B, ny & (0
a-adaptina, B-adaptina, p-adaptina y d-adaptina). La a- y la B-adaptina, que son
las proteinas de mayor tamafio (100 kDa), estan constituidas por un dominio N-
terminal llamado tronco o cabeza y un dominio C-terminal globular, denominado
apéndice u oreja, el cual esta conectado por una bisagra flexible (Heuser y Keen,
1988). El dominio apéndice de la a-adaptina esta involucrado en la unién de AP2 a
la membrana plasmatica, asi como en su interaccion con AP180/CALM, anfifisina y
proteinas endociticas que contengan dominios DPF (Asp-Pro-Phe) o DPW (Asp-Pro-

Trp) (Pearse et al., 2000).

La B-adaptina posee dos sitios importantes de unién a clatrina: un dominio
caja de clatrina en la region de la cabeza y otro en el dominio apéndice (Owen et
al., 2000), que promueven el ensamblaje de la estructura poliédrica de clatrina.
Asimismo, se sabe que la B-adaptina también puede funcionar en la seleccién de la

molécula cargo (Rapoport et al., 1998).



La p-adaptina, de tamafio intermedio (50 kDa), contiene un sitio de unién a
fosfoinositidos y funciona principalmente en el reconocimiento y salida de la
molécula cargo (Rohde et al.,, 2002). Esta subunidad es importante también
porque interactia con la B-adaptina y permite el ensamblaje del complejo AP2
(Aguilar et al., 1997). Por otra parte, aunque se conoce que la subunidad pequefa
d-adaptina (16 kDa) interactia con la a-adaptina, sus funciones adn no se han
aclarado (Page y Robinson, 1995).

En cuanto a la proteina adaptadora neuronal AP180 (conocida
anteriormente como AP3) y su isoforma ubicua CALM, son proteinas monoméricas
con sitios de union tanto para clatrina como para AP2 (Tebar et al., 1999). El
extremo N-terminal de estas proteinas contiene el dominio ANTH (AP180 N-
Terminal Homology) que media su interaccion con membranas que contienen
PtdIns(4,5)P, y su extremo carboxilo terminal contiene sitios de unidn a clatrina
con actividad de ensamblaje (Ford et al., 2001). La region C-terminal también
interactlia con la a- y la B-adaptina. Se ha observado en ensayos in vitro que la
formacion del complejo AP2-AP180 favorece una mayor actividad de ensamblaje
de clatrinas que el complejo AP2 o AP180 por si mismos, sugiriéndose un efecto
sinérgico (Hao et al., 1999).

En lo que se refiere a la proteina Epsl5 se sabe que su regién N-terminal
contiene tres copias del dominio EH (Epsl15 Homology), el cual interactia con
proteinas que tengan el dominio NPF, incluyendo epsina y AP180/CALM. El
extremo C-terminal contiene multiples copias del dominio DPF, el cual media la

unién a la a-adaptina (Salcini et al., 1999).

Otras proteinas que no forman parte del pozo cubierto pero que estan
involucrados en las Ultimas etapas de la endocitosis dependiente de clatrina son
dinamina, anfifisina y endofilina, las cuales estdn implicadas en la invaginacion y

en la separacion de la vesicula de la membrana.



1.5 PEPTIDO B-AMILOIDE Y SUS RECEPTORES

El BA es un péptido de entre 39 y 43 aminoacidos que circula normalmente
en bajas concentraciones y en su forma soluble en el liquido cefalorraquideo y
sangre. Con el envejecimiento y sobre todo en la enfermedad de Alzheimer,
aumenta su produccion y se forman agregados fibrilares insolubles (Yankner,
1996).

El BA tiene un peso molecular de 4 KDa y se deriva de un precursor de
mayor tamafio denominado APP (Proteina precursora del péptido B-amiloide)
(Glenner y Wong, 1984). La APP es una glicoproteina transmembranal localizada
tanto en neuronas como en células no neuronales y en plaquetas. En el caso
especial de las plaquetas, la APP se deriva a su vez de un proteoglicano de mayor
tamafio denominado PDMBP (Platelet-Derived Macrophage-Binding Proteoglycan)
secretado en grandes cantidades por estas (Mas-Oliva et al., 1994) y que inhibe la
endocitosis de LDL-Ac en macréfagos (Mas-Oliva et al., 1992).

La APP puede sufrir un procesamiento proteolitico por la a-secretasa, que
rompe al dominio que corresponde al péptido BA y que produce un precursor
soluble (sAPP) con un peso molecular de entre 90-100 KDa (Sisodia, 1992). Un
procesamiento alternativo para APP, llevado a cabo por la B- y y-secretasas, rompe
a la proteina precursora en los dominios extracelular y transmembranal, lo que la
llevan a convertirse en el péptido B-amiloide soluble (spA) (Busciglio et al., 1993).

El BA en concentraciones elevadas adquiere una estructura B-plegada
insoluble que lleva a la formacién de fibrillas, lo cual estd relacionado con la
dificultad de ser endocitado por las células y la consecuente acumulacién
extracelular del péptido, la formacién de placas neuriticas, el desarrollo de estrés
oxidativo y finalmente la muerte celular (Pike et al., 1993; lIversen et al., 1995;
Yankner et al., 1996).



Se ha propuesto la existencia de receptores membranales especificos que
median la endocitosis del BA y su citotoxicidad, entre ellos RAGE (Receptor-
Advanced Glycation End products) (Lue et al., 2001), LRP (LDL Related Receptor
Protein) (Hussain et al., 1991), y la glicoproteina 330 (gp330/megalina) (Zlokovic
et al., 1996).

Finalmente, existe evidencia de que los RS estdn implicados en la
internalizacién del BA. Los RS se expresan en células de glia y microglia y son
capaces de internalizar al BA en forma de agregados (Paresce et al., 1996; El
Khoury et al., 1996; Aguilar-Gaytan y Mas-Oliva, 2002).

Las células de microglia son las células de proteccion inmunoldgica del
Sistema Nervioso Central y son equivalentes a los macréfagos y otros tipos
celulares con funciones similares tales como las células de Kupffer en el higado. La
microglia se activa en respuesta al dafio e infeccion en el Sistema Nervioso Central
y se sabe que las placas seniles de los pacientes con Alzheimer se asocian con
células de microglia activadas (Bell et al., 1994; Paresce et al., 1996).

Se ha sugerido la participacién del RS-A en la enfermedad de Alzheimer por
datos que muestran que este receptor puede promover la adhesién de fibrillas de
BA a células de microglia (Honda et al., 1998), ademas de poder mediar su
endocitosis (Paresce et al., 1996) y su degradacion (Paresce et al., 1997).
Asimismo, la expresién del RS-A esta aumentada en la microglia de cerebros de
pacientes con enfermedad de Alzheimer y en el cerebro de ratones transgénicos
que expresan una forma mutada de la proteina precursora del BA (APP23) y los
cuales desarrollan una patologia parecida a la de la enfermedad de Alzheimer
(Bornemann et al.,, 2001). ElI RS-Bl localizado en microglia neonatal también
parece ser parte de la unién del BA a estas células y de la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Hussemann et al., 2001; Hussemann y Silverstein,
2001), ademas de participar en la endocitosis del péptido (Bamberger et al., 2003;
Wyss-Coray et al., 2003).



En nuestro laboratorio hemos trabajado con células CHO transfectadas con
el RS-Al en condiciones de estrés oxidativo producido por ter-butilhidroperdxido
(TBH). Hemos observado que a pesar de que la unién de LDL-Ac al RS-Al puede
llevarse a cabo, la internalizacion de las lipoproteinas practicamente desaparece
(Aguilar-Gaytan y Mas-Oliva, 2003). En células C6 (glia) y PC12 (feocromocitoma
utilizado como modelo neuronal), que poseen de manera natural al RS-B se han
encontrado resultados similares (datos enviados a publicacién). En ambos casos, el
estrés oxidativo no alterd los niveles de expresion del RNAm ni de la proteina de
los RS. El objetivo principal de este trabajo fue el evaluar las posibles
modificaciones en la expresion de una serie de proteinas endociticas durante el
estrés oxidativo natural provocado por el BA. De igual forma, estudiamos por
primera vez las interacciones entre los RS y las proteinas de la maquinaria

endocitica en respuesta al BA.



2. OBJETIVOS

1. Evaluar las posibles modificaciones en la expresion de proteinas endociticas

durante el estrés oxidativo natural provocado por el BA.

2. Estudiar las interacciones entre los RS y las proteinas de la maquinaria

endocitica en respuesta al BA.

3. HIPOTESIS

Alguna(s) de las proteinas de la maquinaria endocitica encargada de la
internalizacion de los RS, modificaran sus niveles de expresion en respuesta al
estrés oxidativo producido por el BA. Por otra parte, los RS interaccionaran con
alguna(s) de las proteinas de la maquinaria endocitica encargada de su

internalizacién en respuesta a un ligando.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

Los péptidos sintéticos de alta pureza se obtuvieron de PeptidoGenic Research &
Co, Inc. (Livermore, CA). Todos los reactivos de cultivo celular se obtuvieron de
GIBCO-Invitrogen (Carlsbad, CA) y el material plastico de Nalgene-Nunc
(Rochester, NY). El anticuerpo contra el RS-Al/Il anti-raton (hecho en rata) y el
anticuerpo secundario anti-rata acoplado a la peroxidasa de rdbano, se obtuvieron
de Serotec (Raleigh, NC). El anticuerpo contra el RS-BI anti-raton (proveniente de
conejo) fue de Calbiochem-Merck (Darmstadt, Germany). Los anticuerpos
policlonales contra las proteinas de endocitosis: CALM, a- y [-adaptina
(provenientes de cabra) y Epsl5 (hecho en conejo), asi como el anticuerpo
policlonal (hecho en cabra) contra el extremo C-terminal del BA humano y los
anticuerpos secundarios anti-cabra, anti-conejo y anti-raton, acoplados a la
peroxidasa de rébano, se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa
Cruz, CA). El kit de revelado por quimioluminiscencia ECL Plus, asi como la
proteina G Sepharose 4 Fast Flow se obtuvieron de Amersham Bioscience
(Uppsala, Sweden). El 6-carboxy-H,DCFDA [6-carboxy-27,7" -
dichlorodihydrofluorescein diacetate, di (acetoxymethyl ester)] y el kit Apo-BrdU
TUNEL se obtuvieron de Molecular Probes (Eugene, OR).

4.2 Formacion de fibras de péptido B-amiloide

Para la induccion del estrés oxidativo se utilizé el fragmento del BA que se
considera la parte toxica de esta molécula y que abarca los aminoacidos 25 al 35
(Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-lle-lle-Gly-Leu-Met) del péptido original de 40 a 42
aminoacidos (Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-His-His-GIn-Lys-



Leu-Val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-lle-lle-Gly-Leu-Met-Val-

Gly-Gly-Val-Val-lle-Ala). El péptido BAzs.3s se resuspendid en agua desionizada
estéril a una concentracion de 10 pg/pl que se mantuvo a —20°C. Con el fin de
inducir la formacion de fibrillas para los diferentes ensayos se realizaron las
diluciones necesarias en medio de cultivo-libre de suero que se incubaron por 3
dias a 37°C. La formacion de fibrillas se confirmd por microscopia electrénica. Para
los ensayos control se utilizé un péptido de 11 aminoacidos, que corresponde a los
mismos aminoacidos que el BAzs.35s pero en orden inverso, es decir: Met-Leu-Gly-

Ile-1le-Ala-Gly-Lys-Asn-Ser-Gly, y al que denominamos BAzs.os.

4.3 Cultivos celulares

Las lineas celulares RAW 264.7 (monocitos-macréfagos de ratén) y EOC
(microglia de raton) se adquirieron de ATCC (American Type Culture Collection).
Las células RAW se cultivaron en medio MEM (Minimum Essential Media), y las
células EOC en medio DMEM (Dulbecco”s modified Eagle”s Media) suplementados
ambos con penicilina (50 U/ml)/estreptomicina (50 pug/ml) y suero fetal bovino al
10%. Los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C en una atmosfera con 5% de
C0O,/95% aire. El medio de cultivo de las células EOC se suplemento también con
20% de medio condicionado LADMAC. Este medio es el medio sobrenadante de la
linea celular LADMAC, proveniente de médula ésea de raton y es rico en el factor
de crecimiento estimulante de colonias 1. Las células LADMAC se cultivaron en
medio MEM suplementado con 1 mM de piruvato de sodio, penicilina (50

U/ml)/estreptomicina (50 pg/ml) y suero fetal bovino al 10%.



4.4 Viabilidad

La viabilidad de células RAW y EOC expuestas por 24 horas a diferentes
concentraciones del BAzs3s (0-200 pg/ml) se evalu6 mediante la técnica de
exclusion de azul tripano (Sigma-Aldrich) y una camara de Neubauer. Los

experimentos se realizaron por triplicado.

4.5 Estrés oxidativo

El 6-carboxy-H,DCFA se conservé a —20°C en una solucion concentrada de
10 mM disuelto en DMSO hasta su uso. Células RAW y EOC se expusieron a
diferentes concentraciones del BAss3s (0-200 pg/ml) por 24 horas en ausencia de
suero, junto con 1 (RAW) 6 20 uM (EOC) del reactivo 6-carboxy-H,DCFA. La
intensidad de fluorescencia de las células se cuantificd en el citbmetro de flujo
FACScalibur instrument de Becton-Dickinson (NJ, USA).

4.6 Ensayos de Apoptosis

Las células RAW y EOC se trataron con BAzs.3s (0-200 pg/ml) por 24 horas
en medio libre de suero y se lavaron con PBS, pH 7.4 (Phosphate-Buffered Saline).
Las células se fijaron con 1% de paraformaldehido en PBS por 15 minutos, se
lavaron con PBS y se manuvieron a —20 °C en etanol al 70% hasta su uso para los
ensayos de TUNEL. La muerte por apoptosis se determiné mediante el kit APO-
BrdU TUNEL (Terminal deoxynucleotide transferase dUTP Nick End Labeling) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Si las células presentan cadenas de DNA
rotas, estas son marcadas mediante la incorporacion del BrdUTP con ayuda de la
desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). El BrdU (5-bromo-2~ -deoxyuridine) se
detectdé usando un anticuerpo monoclonal anti-BrdU acoplado al fluoréforo Alexa

Flour 488. Las células se observaron en un microscopio confocal usando una



longitud de onda de excitacion de 488 nm y una de emision de 494 nm. Asimismo,
la fluorescencia se cuantific6 con un citometro de flujo FACScalibur instrument

(Becton-Dickinson).

4.7 Ensayos de internalizacion

Las células se cultivaron en cubreobjetos y se expusieron al péptido BAzs-35
(0, 10, 50, 100 y 200 pg/ml) por 1 hora. Posteriormente se lavaron con PBS y se
fijaron por 20 minutos con formaldehido al 4% en PBS, se permeabilizaron por 30
minutos con 0.2% Triton X-100 en PBS y se bloquearon a 4°C toda la noche (PBS,
0.2% tritobn X-100, 1% BSA, 1% suero fetal bovino). Las preparaciones se
incubaron a temperatura ambiente toda la noche con 15 ng/ul del anticuerpo anti-
BA en PBS 0.2% Tritén x-100, 1% BSA, y después 2 horas con un anticuerpo
secundario anti-cabra acoplado a rodamina (1:500) (Santa Cruz Biotechnology) en
la misma solucion, para después visualizarlo con un microscopio confocal usando

una longitud de onda de excitacion de 605 nm.

4.8 Inmunotransferencia

Después de tratar a las células por diferentes tiempos y con diversas
concentraciones del péptido BA2s.35, Se lavaron con PBS y se lisaron por 45 minutos
a 4°C en buffer de lisis (150 mM NacCl, 10 mM Tris, pH 7.4, 1% Triton X-100, 0.5%
NP40, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.2 mM ortovanadato de sodio, 10 mM
benzamidina, 10 pug/ml leupeptina, 10 pug/ml aprotinina, y 250 uM de PMSF) en
agitacion. Este lisado se pas6 5 veces a través de un jeringa de insulina y se
centrifugd a 2,500 r.p.m. por 5 minutos, se conservé el sobrenadante, al cual se le
determin6é la concentracion de proteina por el método de BCA (del &cido

bicinconilico) (Pierce). Las proteinas (10 pg) se fraccionaron en geles



desnaturalizantes de poliacrilamida-SDS  (SDS-PAGE) al 10% y se
electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa (BioRad) durante toda la noche
a 4°C a 80 mA en buffer de transferencia que contenia 150 mM glicina,25 mM Tris-
HCl pH 8.8 y metanol al 20%. La transferencia de proteinas se verificd por la
tincion con rojo de Ponceau (Sigma Chemicals). Las membranas se bloquearon
durante toda la noche a 4°C en una solucion de TBS (Tris-Buffered Saline, pH 7.6)
-Tween-20 al 1% vy leche al 5%. Se utilizaron los siguientes anticuerpos
policlonales: anti-CALM, anti-B-adaptina, anti-a-adaptina y anti-Eps15, todos en
diluciones 1:500 en TBS-Tween 20 al 1% y 5% de leche. El anticuerpo policlonal
contra el RS-BI se utilizd en estas mismas condiciones. El anticuerpo anti-raton
anti-RS-Al se utilizdé en una dilucion 1:100 en TBS-Tween al 0.1%. Los anticuerpos
secundarios anti-cabra 1gG, el anti-conejo IgG y el anticuerpo anti-raton todos
conjugados con peroxidasa de rabano, asi como el anticuerpo anti-rata acoplado a
peroxidasa, se utilizaron en diluciones de 1:5000. La actividad de la peroxidasa de
rdbano se detecté con ayuda del kit ECL Plus de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. El andlisis densitométrico se realizd6 con ayuda del programa ImagelJ
(National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA; http://rsb.info.nih.gov/ij/;

Open Source, Public Domain).

4.9 RT-PCR

Las células RAW y EOC se trataron con BAzs.3s5 (0-200 pg/ml) por 24 h en
medio libre de suero. Se aislé RNA total con Trizol (Invitrogen Co) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Los niveles de los transcritos de RNA de los RS-A y
RS-B, asi como de las proteinas endociticas se determinaron por RT-PCR a partir
de 2 pg de RNA total usando el Kit GeneAmp RNA (Applied Biosystems). Los
primer utilizados fueron: RS-Al sentido CTGGAC AAACTG GTCCAC CT y antisentido
TCCCCT TCTCTC CCTTTT GT. RS-Bl sentido CAGGCT GTGGGA ACTCTA GC y



antisentido GAAAAA GCGCCA GATACA GC. a-adaptina sentido TTTGTG GGCATT
GGACTG TA y antisentido AGACCC GTGCAT AACTGA CC. B-adaptina sentido
CGCTCC TTCACC TACTCC TG y antisentido GTGAGT AAACGT CCCCGA AA. CALM
sentido GGAAAA GCAGGC AGCATT AG y antisentido GCAGCT TGGATG TGCTGT TA.
Clatrina sentido GTGAGC ACAGGA ATCTGC AA y antisentido CAATCA ACACCT
GCACTG CT. Epsil5 sentido TGATCC ATTTCA GCCTTT CC y antisentido CTGTTC
TTCTTC CCGCTC AC. B-actina sentido GGGTCA GAAGGA TTCCTA TG y antisentido
GGTCTC AAACAT GATCTG GG.

4.10 Inmunoprecipitaciones

Las células se trataron con BAzs.3s (20 pug/ml) por 0, 5, 10, 15 y 30 minutos
y se lisaron como se describié previamente. 500 pg del lisado celular se incubaron
con el anticuerpo policlonal anti-B-adaptina o anti-CALM (1:50) por 1 h a 4°C, y los
complejos inmunes se precipitaron con Proteina G Sepharosa 4 Fast Flow toda la
noche a 4°C. Las proteinas inmunoprecipitadas se lavaron con buffer de lisis y se
resuspendieron en 40 pl de buffer de carga-SDS. Se corrieron 20 pl de muestra en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 10%, que se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. Se realizaron inmunoblots como se describio

anteriormente, pero con diluciones de los anticuerpos 10 veces mayores.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Viabilidad celular

Se evalu6é la viabilidad de las células en contacto con diferentes
concentraciones del BAzs.3s durante 24 horas por el método de azul tripano. El
porcentaje de viabilidad en estos cultivos decrece hasta el 50% utilizando 200
pug/ml, tanto en células RAW como en células EOC (Figura 1).

La viabilidad se cuantificO tanto en células control con suero como en
ausencia de este, debido a que los ensayos se hicieron siempre libres de suero
para evitar la presencia de otros ligandos de los RS o de otros receptores. La
viabilidad, ademas de otros parametros evaluados en este estudio, no se vio
afectada por la ausencia de suero.

El péptido control BAss2s no afect6 la viabilidad de las células RAW o EOC

(datos no mostrados).
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Fig. 1. Porcentajes de viabilidad de (A) células RAW y (B) células EOC tratadas con
diferentes concentraciones de BAxss (0-200 pg/ml) por 24 horas. Después del
tratamiento, las células fueron recuperadas y su viabilidad fue cuantificada por el método
de exclusion de azul tripano. Los valores estan expresados como el promedio de 3
experimentos diferentes + desviacion estandar. Suero fetal bovino (SFB).



Otros autores han reportado porcentajes de viabilidad de células tratadas
con el BAzs.35s menores a los obtenidos en el presente trabajo. Liu y Zhao (2004)
reportan un 50% de viabilidad de neuronas de hipocampo tratadas por 24 horas
con 50 pug/ml de este péptido, y Zeng et al. (2004) reportan el mismo porcentaje,
también en neuronas de hipocampo pero con una concentracion de 25 pg/ml de
BAzs.35. En células PC12 se ha observado un descenso del 50% en la viabilidad
después de 36 horas de tratamiento con 25 uM de BAzs.35 (Jang et al., 2004), y en
la linea celular BV2 (microglia), se alcanza un 50% de viabilidad después de 24
horas de tratamiento con 10 pug/ml del péptido (Jang et al., 2005).

Se observé que las células EOC y RAW fueron particularmente resistentes al
dafio provocado por el péptido BAzs.3s al comparar nuestros resultados con lo
reportado en la literatura tanto en la viabilidad, como en el estrés oxidativo y la
apoptosis, que se describirAn mas adelante. Este hecho puede explicarse por la
funciébn de defensa y proteccidbn que realizan estos tipos celulares dentro del
organismo, por lo que estan expuestos de manera habitual a diferentes agentes
agresores y deben poseer mecanismos de autodefensa al estrés oxidativo muy
eficientes. De hecho, se ha encontrado que las células de microglia expresan un
fuerte sistema de defensa contra el dafio oxidativo basado en el glutation
(Hirrlinger et al., 2000 y 2002).

5.2 Estrés oxidativo

Para determinar si las células en contacto con el péptido BAzs.3s se
encontraban en un estado de estrés oxidativo, se utilizé el reactivo 6-carboxi-
H,DCFA que es una molécula que pasa facilmente a través de la membrana celular
y reacciona con las especies reactivas de oxigeno (ROS). En la figura 2A se
muestra la intensidad de fluorescencia en unidades relativas de células RAW

expuestas a concentraciones crecientes del BAzs3s. Puede observarse que en las



células RAW control sin suero existe una fluorescencia basal, que es similar a la
fluorescencia de las células control con suero. Una vez expuestas al péptido BAzs.
35, la fluorescencia de las células RAW aumenta de forma gradual pero no alcanza
los niveles que se observan con inductores artificiales de estrés oxidativo como el
TBH (datos no mostrados). En las células EOC tratadas con diferentes
concentraciones del BAzs.3s (0-200 pug/ml) por 24 horas en ausencia de suero,
junto con 20 puM del 6-carboxi-H,DCFA se observa la misma tendencia en el
incremento de la fluorescencia (Figura 2B).

El hecho de que las células RAW y EOC se encuentren en un estado de
estrés oxidativo producido por el BA2s 35, €S consistente con reportes previos en los
que se observa que este péptido produce niveles altos de ROS en neuronas
corticales de rata (Xiao et al., 2002) y en neuronas de hipocampo en cultivo (Zeng
et al., 2004).
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Fig. 2. Intensidad de fluorescencia analizada por citometria de flujo de (A) células RAW y
(B) células EOC, expuestas al BAzs.3s (0-200 pg/ml) por 24 horas. Monocapas de células
RAW y EOC fueron crecidas en presencia de BAzs.3s y expuestas a (A) 1 uM o (B) 20 uM 6-
carboxi-H,DCFA, lavadas, recuperadas y resuspendidas en PBS. Los valores estan
expresados como el promedio de 3 experimentos diferentes + desviacion estandar. * p<
0.05 vs. control. Suero fetal bovino (SFB).



5.3 Apoptosis

El BA puede desencadenar procesos apoptoticos en neuronas expuestas a
este compuesto (Anderson et al., 1996). En este estudio se evalué por medio de la
técnica de TUNEL, la apoptosis provocada por la exposicion a concentraciones
crecientes de BAzs-35 en células RAW y EOC por 24 horas, con el fin de evaluar si
éste péptido estaba ejerciendo su efecto téxico a este nivel en las células

estudiadas.

Se observaron células apoptéticas en ambas lineas celulares desde las
concentraciones de 10 pug/ml y 20 pg/mi (Fig. 3D) incluyendo cuerpos apoptoticos
a partir de los 40 pg/ml (Fig. 3G) hasta los 200 pug/ml, asociados a un aumento de
la fluorescencia verde (Fig. 3C, F e 1). Sin embargo, a diferencia de las neuronas,
los macrofagos (RAW) vy las células de microglia (EOC) necesitan cantidades mas
altas del BA para que se desencadene la muerte apoptética (Peng et al., 2002;

Jang et al., 2004; Ding et al., 2006).



104

108

FL2-H
102

10t

CONTROL

100 10t 102 1038 104
CONTROL fLiH

100

104

108
Il

FL2-H
102

10t

20 pg/mi

100

100 10t 102 108 104
FL1-H

20 pg/ml 20 pg/ml

104

108

FL2-H
102

10t

40 pg/ml

100

100 10t 102 103 10
FL1-H

40 pg/ml 40 pg/mi

Fig. 3. Imagenes de células RAW apoptéticas bajo un estado de estrés oxidativo producido
por el BAssss. Las células fueron tratadas por 24 horas con PBAjsss (0-40 pg/ml) y
analizadas con la técnica de TUNEL. Imagenes de microscopia confocal de (A) células
control, células expuestas a (D) 20 pg/ml y (G) 40 pg/ml de BAss3s, muestran cuerpos
apoptoticos observados por fluorescencia verde. (B), (E) y (H) Imégenes de transmision
de las células correspondientes. Gréaficas de citometria de flujo de (C) células control y
(F,1) células expuestas a 20 y 40 pug/ml de BA,s 3. La barra en la imagen corresponde a 10

pm.



5.4 Internalizacion del péptido B-amiloide

Se ha reportado con anterioridad la internalizacién del BA en células CHO vy
microglia transfectadas con el RS (Parece et al., 1996). El papel que juegan los RS
en la internalizacion del BA es avalado por otros estudios que han mostrado que
tanto el RS-Al como el RS-BI son esenciales en la activacion de la microglia y la
captura de este péptido (El Khoury et al., 1996; Paresce et al., 1997; Chung et al.,
1999; Hussemann et al., 2001; Hussemann y Silverstein, 2001; Webster et al.,
2000 y 2001).

En este trabajo se evalud la internalizacion del BA2s.35 mediante ensayos de
inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-BA y un anticuerpo secundario
conjugado con rodamina en células RAW y EOC expuestas a diferentes
concentraciones del BAzs3s (0-200 pg/ml) por 1 hora. En estos ensayos se pudo
observar que las células RAW y EOC internalizaron al péptido BAzs.35 Y que éste
péptido se encontraba distribuido en todo el citoplasma.

Se observdé una mayor fluorescencia a concentraciones mas altas del
péptido, sin embargo a los 200 pug/ml la fluorescencia se pierde. La exposicion a
concentraciones altas del BAzs.3s provoca que la célula pierda la capacidad de
internalizar este péptido a través de los RS (Figuras 4 y 5). Entre los mecanismos
posibles que explican este fendmeno esta el que modificaciones en los lipidos de
membrana puedan afectar la funcion normal de los RS. También es posible que a
causa del estrés oxidativo, se den modificaciones en la estructura del receptor o
bien en la de alguna de las proteinas accesorias para la endocitosis de este
receptor, lo cual puede afectar la organizacibn en conjunto de la maquinaria

endocitica.
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Fig. 4. Imagenes de microscopia confocal de la internalizacion del BAzsss. (A), (C), (E), (G)
e () muestran a células RAW después de 1 hora de exposicion a diferentes
concentraciones de BAys.3s (0-200 pg/ml) que fueron tratadas con un anticuerpo anti-BA y
un anticuerpo secundario acoplado a rodamina. (B), (D), (F), (H) y (J). Imagenes de
microscopia de transmisién. La barra en la imagen corresponde a 50 um.
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Fig. 5. Imagenes de microscopia confocal de la internalizacion del BAzsss. (A), (C), (E), (G)
e (I) muestran a células EOC después de 1 hora de exposicion a diferentes
concentraciones de BAs.ss (0-200 pg/ml) que fueron tratadas con un anticuerpo anti-BA y
un anticuerpo secundario acoplado a rodamina. (B), (D), (F), (H) y (J). Imagenes de
microscopia de transmisién. La barra en la imagen corresponde a 50 um.




5.5 Niveles de expresion de proteinas endociticas

Hasta el momento existen muy pocos datos acerca de la influencia que
pudiera tener el BA sobre las proteinas de la maquinaria endocitica celular, todos
estos obtenidos en neuronas de pacientes con enfermedad de Alzheimer (Yao et
al., 1998, 1999, 2000 y 2003). En estos trabajos se ha observado un descenso en
los niveles de AP180, a-adaptina y dinamina en neuronas de la neocorteza que
podrian explicar la pérdida sinaptica de los pacientes con Alzheimer al impedir el
reciclamiento de las vesiculas sinapticas cargadas de neurotransmisores. Sin
embargo, no existe informacion para células de glia y microglia, encargadas de la
endocitosis y degradacién del BA.

En este trabajo estudiamos por primera vez el efecto del estrés oxidativo
provocado por la internalizacion del BAys.3s (Fig. 2) en la expresion de proteinas
involucradas en el proceso de endocitosis mediada por receptor en lineas celulares
que poseen a los RS y que de forma natural estdn en contacto con los depdésitos
de este péptido. Para estudiar este fenbmeno, se analizaron los niveles de
expresion de las proteinas a-adaptina, B-adaptina, CALM y eps15, involucradas en
la endocitosis mediada por receptor, asi como la expresion del RS-Al y RS-BI.

Se utilizaron extractos protéicos totales de células RAW y EOC tratadas por
24 horas con diferentes concentraciones del péptido inverso BAss.os (0-200 pg/ml)
como ensayos control. En las inmunotransferencias realizadas no se detectaron
cambios en los niveles de la a-adaptina, B-adaptina, CALM, epsl15, RS-Al o RS-BI
(Figura 6A y 6C).

De igual forma, se estudiaron los niveles de expresién de las mismas
proteinas y de los RS en células RAW y EOC tratadas con el péptido BAzs3s (0-200
ug/ml) por 24 horas. En estos ensayos observamos una correlacion directa entre la
concentracion del BAzs3s empleada y una disminucion en la expresion de la B-

adaptina (Figura 6B y 6D). Los valores de densitometria mostrados en la Figura 7,



muestran claramente un decremento en el nivel de B-adaptina a una concentracién

moderada del BAzs.35 (50 pg/ml).
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Fig. 6. Niveles de expresion de las proteinas endociticas a- y B-adaptina, CALM, eps15, RS-
Al y RS-Bl. (A) Células RAW tratadas con diferentes concentraciones (0-200 pg/ml) de
BAss.o5 (péptido control), (B) células RAW incubadas con BAss.ss (0-200 pg/ml), (C) células
EOC tratadas con BAss.s, ¥ (D) células EOC expuestas a BAjs.3s. Todos los experimentos
fueron realizados en medio libre de suero durante un periodo de 24 horas. Experimentos
representativos de al menos tres ensayos independientes.
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Fig. 7. Valores densitométricos expresados como unidades relativas de los inmunoblots de
la Figura 6. Experimentos representativos de al menos tres ensayos independientes.

Ensayos control (BAss_2s) (-®-) y ensayos con el BAys 35 (-°-).



La importancia de la B-adaptina recae en que posee dos sitios de unién a
clatrina: un dominio caja de clatrina en la regiéon de la bisagra y un sitio en la
region de la oreja (Owen et al., 2000). La B-adaptina interviene también en la
seleccién de la molécula cargo de la vesicula (Rapoport et al., 1998). El hecho de
que los niveles de expresion de la proteina B-adaptina disminuyan puede ser una
de las razones por las que las células en contacto con el BAzs.35 Sean incapaces de

endocitarlo cuando se encuentra en altas concentraciones.

En células RAW y EOC tratadas por 24 horas con BAs 35, Se observd también
un aumento en los niveles de expresion de la proteina CALM y del RS-BI de
acuerdo a la concentracion del BA (Figura 6B y D). En células EOC se encontr6é un
aumento en la a-adaptina conforme a la concentracion del BAzs.3s. Nosotros
pensamos que los cambios en la expresion de estas proteinas accesorias, asi como
en el RS-Bl, son mecanismos compensatorios que ejerce la célula en respuesta al

descenso en los niveles de B-adaptina durante un estado de estrés oxidativo.

La proteina CALM es una proteina monomérica importante para el proceso
de endocitosis porque posee sitios de union tanto para clatrina como para AP-2
(Tebar et al., 1999). El extremo N-terminal de CALM posee un dominio ANTH
(AP180N-terminal homology), que es importante para su unién con membranas
que contengan PtdIns(4,5)P, (Ford et al., 2001). El extremo C-terminal de
AP180/CALM contiene sitios de unién a clatrina que favorecen el ensamblaje de la
clatrina (Hao et al., 1999). El extremo C-terminal puede interaccionar también con
la a- y B-adaptinas del complejo AP2. Por ensayos in vitro se sabe que la
formacion de un complejo entre AP2 y CALM promueve el ensamblaje de clatrina,
de mejor forma que cada una de estas proteinas por si misma, lo que lleva a
pensar que hay un efecto sinérgico entre CALM y AP2 para el ensamblaje de la
clatrina (Hao et al., 1999).

Con el fin de conocer el periodo de tiempo necesario para detectar el

descenso en los niveles de expresion de la proteina B-adaptina se realizaron



ensayos a 1 y 4 horas, en los que se incluyeron LDL-Ac (40 pg/ml) por ser otro de
los ligandos de los RS. Se observé un aumento en los niveles de expresiéon de la -
adaptina en respuesta a ambos ligandos después de una hora de tratamiento. Sin
embargo, la B-adaptina disminuy6 notablemente a las 4 horas en células tratadas
con PBAzs.3s (50 pg/ml) pero se mantiene elevada con LDL-Ac. Este resultado es
relevante por el hecho de que ambos ligandos son reconocidos por los RS, pero
solo uno de ellos es capaz de afectar los niveles de B-adaptina. Esto puede estar
relacionado con el hecho de que el BAzs.3s €s capaz de iniciar y mantener un
estado de estrés oxidativo, en contraste con las LDL-Ac. En cuanto a la expresion
de la proteina CALM, reportamos un aumento en respuesta a ambos ligandos
después de 1 y 4 horas de exposicion, por lo que podemos concluir que esta
proteina es importante durante el proceso de endocitosis de los RS durante un

estado de estrés oxidativo (Figura 8).
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Fig. 8. Experimentos a corto plazo que muestran los niveles de expresion de la B-adaptina
y CALM de células RAW tratadas por 1 y 4 horas con LDL-Ac (40 pg/ml) y BAzs3s (50
ng/ml). Imagenes representativas de al menos 3 experimentos independientes.



5.6 RT-PCR

En este trabajo se reporta por primera vez los efectos de la exposicion al
BA,s.35 sobre los niveles de los transcritos de RNAm de la a-adaptina, B-adaptina,
CALM, clatrina, RS-Al y RS-BI. Por ensayos de RT-PCR se observé que en general
no existen cambios en la expresion de estos genes en células RAW y EOC (Figura
9).

Si bien en los ensayos de inmunotransferencia encontramos un importante
descenso en la B-adaptina en ambas lineas celulares en respuesta al estrés
oxidativo; los niveles de expresion del RNAm no se modificaron. Nuestros
resultados indican que posiblemente el descenso en los niveles de la B-adaptina

esté mediado por un mecanismo a un nivel traduccional o post-traduccional.

RAW EOC
pg/ml BAss a5 Hg/MI BAgs 35
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Fig. 9. Geles tefidos con bromuro de etidio que ejemplifican los ensayos de RT-PCR de a-
y B-adaptina, CALM, clatrina, RS-Al y RS-BI de células RAW y EOC tratadas por 24 horas
con BAyxss (0-200 pg/ml). Imagenes representativas de al menos 3 experimentos
independientes.



Sin embargo, se observé un aumento en la expresion del RNAm de la a-
adaptina y del RS-Bl de acuerdo a la concentracién del BAzs.3s al que fueron
expuestas las células RAW y EOC (Figura 9). Nosotros pensamos que este
fenbmeno es una respuesta de la célula para tratar de hacer mas eficiente la
endocitosis del ligando, como un mecanismo compensatorio al descenso en los

niveles de la proteina B-adaptina.

5.7 Interaccion proteina-proteina

Aunqgue se conocen con cierto detalle las interacciones entre las diversas
proteinas de la maquinaria de endocitosis en relacién a algunos receptores, no se
tienen datos especificos de este fendmeno en cuanto a los RS. Con el fin de
realizar experimentos mas detallados de los cambios en las interacciones entre las
proteinas de endocitosis mediada por clatrina que se pudieran dar por efecto del
estrés oxidativo producido por el PAxass, Se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacion utilizando el anticuerpo contra B-adaptina y proteina G-
Sepharosa. Esta proteina forma parte del complejo AP-2, que es fundamental para
la endocitosis mediada por clatrina, al unir al receptor con las cubiertas de clatrina.

Los ensayos se realizaron en células RAW y EOC a 0, 5, 10, 15 y 30
minutos, a una sola concentracién del BAzs3s (20 pg/ml). Se encontré que la
proteina B-adaptina inmunoprecipita junto con la a-adaptina y el RS-Al, incluso en
ausencia del ligando. En contraste, el RS-Bl s6lo inmunoprecipita junto con la B-
adaptina cuando es estimulado por la presencia del BAzs.3s (Figura 10A y 11). De
estos ensayos se puede concluir que la B-adaptina interacciona con la a-adaptina,
lo cual es apoyado por diversos trabajos (Heuser y Keen, 1988; Pearse et al.,
2000) que muestran que estas dos proteinas forman parte del complejo AP-2.

En este trabajo se reporta por primera vez que la B-adaptina interacciona

directamente con el RS-Al y con el RS-BI. La interaccion entre la B-adaptina y el



RS-Al puede considerarse como un complejo de proteinas preformado que no
cambia en respuesta al ligando (Figuras 10A y 11). Por el contrario, la interaccion
entre la B-adaptina y el RS-Bl se lleva a cabo sélo en presencia del ligando, en
este caso BA, y esta interaccion proteina-proteina aumenta con respecto a la
concentracion del BAzs.3s a la que son expuestas tanto las células RAW como las
células EOC (Figuras 10Ay 11).

Se realizd un ensayo similar en células RAW, inmunoprecipitando con un
anticuerpo anti-CALM, y se observé que al parecer esta proteina no
coinmunoprecipita con ninguna otra de las proteinas de la maquinaria endocitica ni
con los RS (Figura 10B). Sin embargo, observamos un aumento en sus niveles de
expresion con respecto al tiempo, lo cual es consistente con los ensayos realizados
en periodos de 1 y 4 horas en los que se observé un aumento de esta proteina en
respuesta a la estimulacién con ligandos (Figura 8). El hecho de no detectar una
interaccion entre la proteina CALM y las adaptinas puede deberse a que las
interacciones proteina-proteina que establece la proteina CALM con las adaptinas

puedan ser de baja afinidad.
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Fig. 10. Ensayos de inmunoprecipitacion utilizando anticuerpos (A) anti-B-adaptina y (B)
anti-CALM de células RAW expuestas al BAs.35 (20 pg/ml) por 0, 5, 10, 15 y 30 minutos en
medio libre de suero. Inmunoblots representativos de al menos 3 experimentos

independientes.
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Fig. 11. Ensayos de inmunoprecipitacion utilizando un anticuerpo anti-B-adaptina de
células EOC expuestas al BAzs.35 (20 pg/ml) por 0, 5, 10, 15 y 30 minutos en medio libre
de suero. Inmunoblots representativos de al menos 3 experimentos independientes.



6. CONCLUSIONES

Resultados previos de nuestro grupo, en los que se emplearon células CHO
transfectadas con el RS-Al, asi como con células C6 y PC12 que poseen de manera
natural al RS-BI, mostraron que el estrés oxidativo inducido con ter-butil-
hidroperoxido (TBH) permite la unién de '?°I-LDL-Ac a estos receptores, pero
inhibe su internalizacién.

En el presente trabajo utilizamos el fragmento 25-35 del péptido B-amiloide
(BA2s.35) como inductor de estrés oxidativo y como un ligando natural para el RS-
Al y el RS-Bl y estudiamos los cambios en los niveles de expresién de varias
proteinas adaptadoras importantes en la organizacion de la maquinaria endocitica
en células de microglia y macrofagos.

En resumen, nosotros encontramos que la proteina B-adaptina es parte
importante de la maquinaria protéica de la endocitosis mediada por clatrina y en
particular para los RS. Su nivel de expresion disminuye notablemente en respuesta
a la exposicion al péptido PAzs.ss, molécula que media un estado de estrés
oxidativo. La union de ligandos como las LDL-Ac, que no promueven un estado de
estrés oxidativo en concentraciones bajas, no afectan los niveles de la B-adaptina
independientemente del tiempo de incubacion.

Por otra parte, la proteina CALM, que ejerce un efecto sinérgico con el
complejo AP2 para la formacion del pozo cubierto aumenta su expresion,
posiblemente como un mecanismo compensatorio a la disminucion de B-adaptina.

Aungue existen varios reportes de que en algunos casos la célula puede
prescindir del complejo AP2 para la formacion de la vesicula cubierta de clatrina y
la endocitosis de ciertos receptores (Conner y Schmid, 2003; Motley et al., 2003;
Rappoport et al.,, 2003) de acuerdo a nuestros resultados el complejo AP2 es
fundamental para le endocitosis de los RS, en particular para el RS-B que

interacciona con este complejo en respuesta al BAs_zs.



Es interesante mencionar que aunque no existe similitud entre el RS-A vy el
RS-B, ambos receptores disminuyen su capacidad endocitica frente a
concentraciones altas del péptido BA. Como se ha visto en trabajos previos de
nuestro laboratorio, la unién de ligandos no se modifica por el estrés oxidativo, por
lo que pensamos que es probable que la incapacidad de internalizacion de los
ligandos sea una consecuencia de la pérdida en la organizacién de la maquinaria
endocitica, secundaria al establecimiento de un estado de estrés oxidativo y no de
la posibilidad de que los RS estan afectados per se. La disminucion de la B-
adaptina parece jugar entonces, un papel clave en la explicacién de la pérdida de
la capacidad endocitica del BA2s.35 por medio de los RS.

Tomando en cuenta los ensayos de RT-PCR que muestran que los niveles de
RNAm de la B-adaptina son sintetizados de forma normal bajo condiciones de
estrés oxidativo, nuestros resultados dan cuenta de la posibilidad de que este
estado de emergencia puede estar afectando la traduccion de la proteina, o
directamente su estructura.

De esta forma, nuestros hallazgos identifican a la proteina B-adaptina como
una molécula clave en el procesamiento del BA, que podria ayudarnos a entender
los mecanismos involucrados en la acumulacion de este péptido en el espacio
extracelular de neuronas de pacientes con enfermedad de Alzheimer.

Futuras investigaciones podrian estar encaminadas a: a) detallar la
interaccion de la B-adaptina con otras proteinas de endocitosis y con los RS, b)
estudiar el mecanismo por el cual los niveles de la proteina B-adaptina y no asi su
transcrito disminuyen en respuesta a la exposicién al BAzs.3s, ¢) estudiar las
caracteristicas estructurales de la B-adaptina, d) evaluar el estado de fosforilacion
en el que se encuentra esta proteina en respuesta al BAxs35 y €) estudiar los
cambios en los niveles de expresion de la proteina CALM observados en este

trabajo.
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