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Resumen

Las células epiteliales cumplen funciones vectoriales de absorcion y
secrecion en base a su fenotipo con polaridad apical-basolateral. Este fenotipo se
caracteriza por una membrana plasmatica dividida por las uniones estrechas en dos
dominios con estructura, composicion y funciones distintas: el dominio apical se
orienta hacia el lumen de una cavidad mientras que el dominio basolateral esta en
contacto con las células vecinas y con la membrana basal. La composicidn proteica
de cada dominio se mantiene por el trafico vesicular en la ruta exocitica y endocitica
gue destina proteinas cargo al dominio correspondiente segun las sefiales apicales
0 basolaterales codificadas en su estructura. Las proteinas de transmembrana
basolateral alojan sefiales especificas en su regién citosélica, en su mayoria
basadas en residuos de tirosina en el contexto NPxxY, Yxx® y dileucinas en los
contextos DxxLL o [D/E]JxxxL[L/I]. Las sefales apicales son mas diversas y pueden
estar en la secuencia de la proteina o bien ser modificaciones post-traduccionales
como glicosilaciones. Estas sefiales son decodificadas por la célula a través de una
maquinaria de adaptadores citosélicos. El adaptador AP1B que se localiza
principalmente en el endosoma de reciclaje comun (CRE) se ha involucrado en la
destinacion basolateral, mientras que la maquinaria de destinacion apical es menos
conocida. Una vez insertas en la membrana plasmatica ciertas proteinas se
endocitan y pueden ser destinadas a degradacion en lisosomas o recicladas a su
polo de origen o al polo opuesto por transcitosis.

Gran parte del conocimiento sobre la transcitosis proviene de estudios sobre
la ruta de transcitosis apical-basolateral del receptor de polinmunoglobulinas
(plgR), caracterizandose sus sefiales de destinacién, los compartimentos
endociticos involucrados y el requerimiento del citoesqueleto. La ruta inversa desde
el polo apical al basolateral se ha estudiado principalmente para proteinas solubles
(albumina e inmunoglobulinas) y sélo para una proteina de transmembrana, el
receptor neonatal Fc (FCRn). FcRn transita de manera constitutiva desde el polo
apical al basolateral y vice-versa, incluyendo un paso por el CRE y su dependencia
del citoesqueleto es distinta segun el sentido del trafico.

Datos de nuestro laboratorio indican que los receptores de opioides al ser
expresados en células epiteliales (MDCK) se destinan inicialmente a la superficie
apical, pero al ser activados por agonista se redistribuyen a la region basolateral.
Sin embargo, esta pendiente definir si esto corresponderia realmente a transcitosis
apical-basolateral porque no se ha logrado detectar si los receptores opioides se
insertan realmente en la membrana plasmatica basolateral.

En esta tesis nos concentramos en estudiar el trafico del receptor opioide &
(DOR) planteandonos la siguiente hipotesis: “El trafico del DOR en células MDCK
involucra sefales apicales y basolaterales y una ruta de transcitosis apical-
basolateral regulada que incluye al CRE y a la funcién del citoesqueleto”. Y los
objetivos especificos: 1) Definir si el DOR estimulado por agonista desde el polo
apical se transporta via vesiculas y se inserta en la membrana plasmatica



basolateral; 2) Definir las sefales apicales y basolaterales que determinan la ruta
de transcitosis apical-basolateral del DOR; 3) Evaluar si la ruta apical-basolateral
del DOR incluye el transito por el CRE y si depende del complejo adaptador AP1B;
4) Evaluar la contribucion del citoesqueleto de microtibulos y actina en esta ruta.

Primero implementamos nuevas estrategias para la deteccion y
cuantificacion de la aparicion del DOR en la superficie basolateral, ya que las
técnicas de biotinilacion dominio-selectiva fueron infructuosas. Nuestros resultados
mostraron que el DOR activado se endocita desde la superficie apical y luego de su
transporte en vesiculas se inserta en la membrana del polo basolateral.
Demostramos asi que entra en una ruta de transcitosis apical-basolateral regulada
por estimulo externo.

Andlisis por inmunofluorescencia utilizando marcadores endosomales mostré
que el DOR endocitado desde el polo apical pasa por el CRE. Sin embargo, en
células MDCK silenciadas para el complejo AP1B, que reside en este
compartimento, mostramos que el transporte del DOR al polo basolateral no se
altera, indicando que es independiente de este adaptador.

Abordamos la busqueda de posibles sefiales de destinacion apical y
basolateral mediante mutaciones sitio dirigida de residuos dentro las secuencias
analogas a las descritas. Mutando los motivos de N-glicosilacion demostramos que
la distribucion apical del DOR es independiente de N-glicosilacion. Mutaciones en
dos supuestos motivos basolaterales basados en tirosinas interrumpieron la salida
del DOR desde el reticulo endoplasmico, impidiéndonos evaluar la contribucion de
estos motivos en la destinacion basolateral post-transcitosis. Mutaciones que
reemplazaron dos leucinas presentes en la tercera asa intracelular de DOR no
afectaron su transcitosis hacia el polo basolateral.

También demostramos que la endocitosis del DOR es independiente de
actina, mientras que su transcitosis al basolateral se inhibié con latrunculin A, un
inhibidor de la polimerizacion de los monémeros de actina, acumulandose vesiculas
en la region subapical. Como no se ha descrito una funcién para la actina en la
transcitosis apical-basolateral, esto sugiere la existencia de una nueva ruta de
transcitosis, que no sOlo seria inducible sino también dependiente de
microfilamentos de actina.



Abstract

Epithelial cells play essential functions in absorption and secretion as their
membranes are divided into two functionally distinct domains: an apical domain that
is oriented towards the lumen of a cavity and a basolateral domain that is in contact
with neighboring cells and the lateral membrane.

The protein composition of each domain is maintained through exocytic and
endocytic pathways. In both pathways, proteins segregate in order to attach to the
correct membrane. Apical and basolateral membrane proteins contain, in their
sequence or structure, information or signals that dictate their destination.

Basolateral signals are short peptide sequences in the cytosolic region of
proteins and are based on tyrosine and dileucine residues. Apical signals are more
diverse they may be present in the protein sequence or may be a post-translational
modifications, such as glycosylations.

The cell decodes these signals through a machinery of cytosolic adapters.
For segregation of basolateral proteins, the adapter protein complex AP1B that is
located in the common recycling endosome (CRE) is required. Proteins, once
embedded in the plasma membrane, may be endocytosed and returned to its their
pole of origin or enter the lysosomal degradation route.

Certain proteins have a particularity of being destined to one pole in their
biosynthetic route. Then they are endocytosed and destined to the opposite pole by
a process known as transcytosis.

Most of the knowledge regarding transcytosis comes from studies of apical-
basolateral transcytosis of the poly-immunoglobulin receptor (pIlgR). By studying the
intracellular trafficking of this receptor, the endocytic signals, endocytic
compartments, and the requirement of the cytoskeleton for this trafficking have been
characterized.

The reverse route from the apical to basolateral pole has only been described
for a protein called the neonatal Fc receptor (FCRn). FcRn is known to pass through
the CRE compartment, however the role of microtubules and the actin cytoskeleton
in this process is not yet clear.

In our laboratory, we discovered that opioid receptors, when expressed in
epithelial cells (MDCK), are destined to the apical surface but when activated by its
agonist, the receptors are redistributed to the basolateral pole, suggesting a route of
apical-basolateral transcytosis that to date has not been demonstrated.

The opioid receptor type & (DOR) has two N-glycosylation motifs in its
extracellular region, and also contains classical basolateral destination signals
based on tyrosine and leucine residues that can determine this apical-basolateral
transcytosis.

In this thesis we propose the following hypothesis: “The trafficking of opioid
receptor & (DOR) in MDCK cells shows the existence of a apical-basolateral
transcytosis route that is regulated by apical-basolateral signals, trafficking through
CRE and function of cytoskeleton”.

Our results showed that activated DOR is endocytoosed from the apical
surface and then inserted into the membrane at the basolateral pole, showing an



undescribed route of apical-basolateral transcytosis. Site directed mutations of the
two N-glycosylation motifs demonstrated that the distribution of the apical DOR is
independent of N-glycosylation. The endocytosed DOR from the apical pole passes
through the CRE without relying on the AP1B complex to reach the basolateral pole.
Regarding the basolateral signals, mutations of the two tyrosine motifs in the
intracellular region of the DOR interrupted receptor traffic from the endoplasmic
reticulum to the cell surface, preventing the evaluation of the contribution of these
motifs in the destination of the DOR to the basolateral pole. However, the mutation
of the dileucine motif, present in the third intracellular loop of the DOR, did not affect
the basolateral destination of the activated DOR. We also showed that DOR
endocytosis is independent of actin but not the basolateral transcytosis is not.
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1. Planteamiento del problema

La células epiteliales con polaridad apical/basolateral tienen la membrana
plasmética dividida por las uniones estrechas en dos dominios de morfologia,
funcion y composicion bioquimica distintos. Esta propiedad es fundamental en la
funcion fisiolégica de los epitelios que actian como barreras entre compartimentos
externos e internos del organismo y ejercen un transporte vectorial entre ellos. El
dominio apical de estas células esté dirigido hacia el lumen de estructuras tubulares
conectadas con el exterior (tubo intestinal; tubulos renales, etc) mientras que el
dominio basolateral esta orientado hacia compartimentos internos del organismo,
formando contactos con células vecinas y con la membrana basal, y recibe
estimulos y nutrientes provenientes de la sangre (Mellman & Nelson 2008). Este
fenotipo es la base de las funciones de absorcidén y secrecién polarizada de las
células epiteliales y se altera en patologias como el cancer y la fibrosis (Royer & Lu
2011).

La composicion proteica de la membrana plasméatica esta determinada por el
trafico vesicular de proteinas en las rutas exocitica y endocitica. Este trafico esta
controlado por sefiales de destino codificadas en las proteinas cargo y por una
maquinaria que reconoce estas sefales y las acopla a la generacion de vesiculas
de transporte destinadas a fusionarse con una membrana blanco especifica

(Rodriguez-Boulan & Macara 2014).



La segregacion de proteinas de membrana hacia el polo apical o basolateral
de una célula epitelial polarizada ocurre primero en la regién mas trans del aparato
de Golgi, la red-trans Golgi (TGN) y luego en compartimentos de reciclaje
endocitico. La ruta exocitica a la salida del TGN puede intersectar a la ruta de
reciclaje endocitico en el llamado compartimento de reciclaje comun (CRE) de
ubicacion perinuclear inmediatamente adyacente el TGN. A este compartimento
entran también proteinas que se endocitan ya sea desde el polo apical como del
polo basolateral, que luego son destinadas a una ruta de degradacién lisosomal o
recicladas a la membrana plasmatica del mismo polo o del polo contrapuesto, ruta
llamada de transcitosis (Brown et al 2000, Gonzalez & Rodriguez-Boulan 2009)

Las proteinas apicales pueden tener sus sefiales de destinacion localizadas
en sus dominios extracelulares, de anclaje a la membrana o citosoélicos, y pueden
ser de distinta naturaleza, incluyendo glicanes, tallos glicosilfosfatidil inositol y
regiones proteicas (Rodriguez-Boulan & Gonzalez 1999, Weisz & Rodriguez-Boulan
2009). Las sefales basolaterales conocidas se han localizado sélo en los dominios
citosolicos de proteinas de transmembrana y las mas caracterizadas corresponden
a: NPxY, Yxx¢ (N corresponde a asparragina, P a prolina e Y a tirosina, x a
cualquier aminoacido y ® a un aminoacido hidrofébico) y dileucinas en un contexto
de aminoéacido hidrofébicos DxxLL o [D/E]xxxL[L/I] (D es aspartato, E es glutamato,
L es leucina e | es isoleucina). Este tipo de sefiales son decodificadas por
adaptadores de clatrina AP1A y AP1B, que actuarian en el CRE y presumiblemente
también en el TGN (Gonzalez & Rodriguez-Boulan 2009, Gravotta et al 2012, Guo
et al 2013). Sin embargo hay sefales que no coinciden con las sefales clasicas,

como el caso del receptor de transferrina, que contiene una sefial del tipo GDNS y
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su trafico basolateral depende de AP1B por un mecanismo aun desconocido
(Gonzalez & Rodriguez-Boulan 2009).

Respecto de las rutas de transcitosis desde un polo a otro y las sefales que
participan en ellas, la mayor parte del conocimiento se basa en la ruta de transporte
desde el polo basolateral al apical del receptor de poliinmunoglobulinas (pIgR). Este
receptor captura en el polo basolateral la IgA, secretadas por las células
plasmaticas, la endocita y transporta hacia el polo apical desde donde se libera al
limen de distintos érganos tubulares. Por ejemplo, esto ocurre en las células de la
glandula mamaria durante la lactancia, en el epitelio intestinal y en el epitelio
bronquial (Rojas & Apodaca 2002).

Posteriormente se descubrid que otras proteinas también siguen esta ruta de
transcitosis basolateral-apical como: el canal de agua acuoporina-2 (Yui et al 2013),
el receptor de la hormona foliculo estimulante (Beau et al 1997), el receptor de
particulas de HDL, SRBI (Burgos et al 2004), proteinas apicales ancladas por tallo
GPI (Polishchuk et al 2004) y la molécula de adhesion NgCAM (Anderson et al
2005).

La ruta de transcitosis basolateral-apical del plgR es dependiente de
microtUbulos y del citoesqueleto de actina e incluye un transito por el CRE y
posteriormente por el lamado endosoma de reciclaje apical (ARE) que contiene la
GTPasa Rab-11. Su regulacion ha sido ampliamente estudiada y se han descrito
las sefales de destinacion basolateral, de endocitosis y de transcitosis alojadas en
distintos segmentos de su dominio citosélico (Rojas & Apodaca 2002, Tuma &

Hubbard 2003).



La ruta inversa de transcitosis desde el polo apical hacia el polo basolateral
hasta la fecha ha sido descrita solo para ligandos de megalina en el tubo renal
proximal (Marino et al 2001a, Marino et al 2001b) y para el receptor FcRn en los
tubulos renales proximales (Haymann et al 2000), en el duodeno (He et al 2008) y
en la placenta (Firan et al 2001). El receptor de megalina se expresa en el dominio
apical de las células epiteliales de los tubulos renales proximales y su sefial apical
se ha localizado en su dominio citosélico (Marzolo et al 2003). Megalina une
ligandos tales como albumina, tiroglobulina y la proteina de unién a retinol que luego
son endocitados y transportados hacia el dominio basolateral (Marino et al 2001a,
Marino et al 2001b). Se desconoce si la megalina acompafa a los ligandos o los
libera en algin compartimento endocitico desde donde son luego transportados al
basolateral. EI FcRn de los tabulos renales proximales transporta IgG y albumina
capturandolas en compartimentos endociticos apicales hacia la regién intersticial
previniendo asi, su degradacién lisosomal (Chaudhury et al 2003, Haymann et al
2000, Kobayashi et al 2002). En neonatos el FCRn se expresa en el polo apical de
células epiteliales del duodeno donde captura de los anticuerpos presentes en la
leche materna, mientras que en la placenta transporta IgG desde la sangre materna
a la sangre del feto (Rojas & Apodaca 2002). Estudios en células MDCK
transfectadas con el FcRn se ha descrito que se localiza tanto en el polo apical como
basolateral, aunque principalmente en este polo, y hace transcitosis de manera
constitutiva, no regulada por estimulos externos y en ambos sentidos (McCarthy et
al 2000). Su transcitosis incluye transito por el CRE (Jerdeva et al 2010, Tzaban et
al 2009). El papel de los microtubulos y actina no estan bien aclarados para esta

ruta (Ellinger et al 2001, Hunziker et al 1990, McCarthy et al 2000).
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En nuestro laboratorio, en el contexto de la tesis doctoral de Fabiola Sanchez,
surgio el hallazgo de que los receptores de opioides u, d y Kk, expresados en células
MDCK eran inicialmente destinados al polo apical y luego de ser activados por sus
agonistas eran redistribuidos hacia la region basolateral sugiriendo una ruta de
transcitosis apical-basolateral inducible. Sin embargo, con las técnicas disponibles,
como la biotinilacién dominio selectiva, no se logré demostrar la insercion de estos
receptores en la membrana basolateral en respuesta a la activacion por agonista,
condicion necesaria para definir si realmente hacen transcitosis o solo redistribucién
hacia compartimentos localizados basolateralmente.

En la presente tesis nos concentramos en estudiar el trafico polarizado del
receptor & expresado en células MDCK, intentando definir los determinantes de su
destinacion inicial hacia el polo apical y luego seguir la ruta endocitica apical y de
transporte intracelular con nuevas estrategias experimentales en condiciones de

estimulacion con ligando.



2. Hipo6tesis y Objetivos

2.1 Hipotesis

El trafico del receptor opioide & (DOR) en células MDCK involucra sefiales
apicales y basolaterales y una ruta de transcitosis apical-basolateral que

incluye al CRE y a la funcion del citoesqueleto.

2.2. Objetivo general:

Definir si existe una ruta de transcitosis apical-basolateral inducible por

ligando en células MDCK.

2.2 Objetivos especificos

1. Definir si el DOR estimulado por agonista desde el polo apical se
transporta via vesiculas y se inserta en la membrana plasmatica
basolateral.

2. Definir las sefales apicales y basolaterales que determinan la ruta de
transcitosis apical-basolateral del receptor de opioides.

3. Evaluar sila ruta apical-basolateral del DOR incluye el transito por el CRE
y si depende del complejo adaptador AP1B.

4. Evaluar la contribucién del citoesqueleto de microtubulos y actina en esta

ruta.
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3. Introduccién

3.1 Fundamentos del trafico vesicular de proteinas

La membrana plasmatica de la célula constituye el borde que contiene los
elementos necesarios para la vida. La membrana separa a la célula del medio
externo a la vez que es la estructura que le permite interactuar con todo lo que esté
fuera ella.

La membrana plasmatica esta compuesta de lipidos y proteinas. La fraccion
proteica corresponde a receptores, transportadores, canales iénicos, enzimas y
moléculas de adhesion, las que en su conjunto, le permiten a la célula mantener su
homeostasis. Asi como también poder interactuar correctamente con las células
vecinas. Ambos, elementos fundamentales para la mantencién de tejidos y érganos.
El trafico vesicular de proteinas es el mecanismo por el cual la célula mantiene la
estructura y funcion de la membrana plasmatica.

La informacion genética contenida en el nacleo codifica no solo la funcion de
las proteinas sino que también la informacion sobre su destinacidn, sefiales que son
decodificada por una compleja maquinaria capaz de reconocer estas sefales y
destinar las proteinas hacia las distintas localidades de la célula (Blobel 2000). Los
mecanismos de destinacion de proteinas adquieren mayor complejidad en células
con fenotipo polarizado tales como las células epiteliales y neuronas, que poseen la
superficie celular dividida en dominios bioquimica y morfolégicamente distintos

(apical/basolateral) o (axonal/somatodendritico).
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3.2 Tréfico de proteinas en la ruta exocitica y endocitica

La ruta exocitica sustenta de proteinas la membrana plasmatica, mientras
que la ruta endocitica las remueve para su reciclaje, degradacion lisosomal o bien
para transportarlas a otro dominio de la membrana plasméatica (Conner & Schmid
2003, Perret et al 2005). Este transporte de proteinas se realiza en vehiculos
vesiculares membranosos que emergen desde un compartimento membranoso y se
fusiona especificamente con otro compartimento de igual naturaleza, y asi es como
se constituyen los procesos de biogénesis y remocidén de proteinas de superficie

(Chen & Scheller 2001).

3.2.1 Ruta exocitica o biosintética

Las proteinas de secrecion y de superficie comienzan su sintesis en
ribosomas libres. Las proteinas de membrana contienen en su secuencia una sefial
de llegada al reticulo endoplasmico (RE) denominada SRP de “Signal Recognition
Particle” que es reconocida por un receptor citoplasmatico que lleva a la proteina
naciente hacia ribosomas asociados al RE. En el RE el traslocén, forma un poro en
la membrana del RE que permite que de forma co-traduccional la proteina haga
ingreso al lumen del RE donde la proteina continda su sintesis, plegamiento y
también adquiere modificaciones como la N-glicosilacion (Blobel 2000).

Para salir del RE, y continuar en la ruta de sintesis, las proteinas deben ser
reconocidas por la maquinaria COPII que selecciona la carga y ayuda a la formacion
de la vesicula que se transportara al Aparato de Golgi. Una vez en el Golgi las

proteinas pasan por las cisternas del Golgi donde las proteinas sufre modificaciones
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como glicosilaciones, sulfataciones y corte proteolitico. En la region mas distal de
Golgi, conocida como red Trans Golgi o TGN las proteinas son segregadas hacia la
membrana plasmatica o a lisosomas segun dicten sus sefiales de destinacion
(Ellgaard & Helenius 2003).

La nocion predominantes es que el TGN es la estacion ultima antes de la
llegada de proteinas a la membrana plasmética, no obstante cada vez hay mayor
evidencia de que algunas proteinas pasan por compartimentos endosomales,
propios de la via de reciclaje, antes de su llegada a la superficie (Bonifacino 2014,

Gonzalez & Rodriguez-Boulan 2009).

3.2.2. Ruta endocitica

Una vez en la superficie algunas proteinas como los receptores de nutrientes,
el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) y el receptor de transferrina
(TfR), estan constantemente endocitando (Conner & Schmid 2003, Sorkin & Von
Zastrow 2002, Thompson et al 2007). En cambio, otros receptores de funcion
sefalizante requieren de su activacion para iniciar su endocitosis y, el destino post-
endocitico va a depender del tipo de receptor y de la magnitud de la activacién
(Sorkin & Von Zastrow 2002).

La entrada de proteinas a la ruta endocitica va a depender de sefales
contenida en el dominio citosélico de las proteinas y que son reconocidas por
adaptadores que interactian con clatrina (Conner & Schmid 2002). En células no
polarizadas se distinguen dos tipos de endosomas segun su ubicacién y proteinas
cargo que contienen. Los endosomas que reciben proteinas recién endocitadas se

denominan endosomas tempranos, estan ubicados justo por debajo de la
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membrana plasmatica y en estos endosomas las proteinas son segregadas, segun
su destino. Pueden ser destinadas hacia endosomas de reciclaje, que se localizan
en una zona mas perinuclear, para volver a la membrana plasmatica o bien hacia
endosomas tardios que posteriormente se transfromaran en lisosomas (Maxfield &

McGraw 2004).

3.3 Maquinaria de formacién de vesiculas, seleccion de carga y

fusion

Para la formacion de una vesicula se requiere de una maquinaria proteica
gue seleccione las proteinas que van a ser transportadas asi como también que
ejerzan la fuerza necesaria para formacion y escision de la vesicula. El proceso de
generacion de vesiculas implica la formacion de una curvatura o yemacion y la fision
del cuello de la vesicula naciente (Kirchhausen 1999). Las proteinas de cubierta
COP-I, COP-Il y clatrina proveen la fuerza mecanoquimica para la formacién de las
vesiculas a la vez que constituyen parte del sistema de reconocimiento de sefales.
COP-Il y COP-I son complejos de proteinas que participan en la formacion de
vesiculas a nivel del RE y en el tréfico retrégrado entre el Golgi y el RE,
respectivamente (Ellgaard & Helenius 2003). La clatrina en conjunto con la familia
de adaptadores AP (se detalla mas adelante) y otras proteinas auxiliares conforman
el sistema que genera vesiculas endociticas en la membrana plasmatica, en
endosomas y también en el TGN.

El movimiento de vesiculas a lo largo del citosol es a través del citoesqueleto
de microtubulos y actina. Los cargos se mueven por el citoesqueleto gracias a que
son transportados por motores moleculares que se mueven coordinadamente para
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dar “pasos” sobre el citoesqueleto a la vez que hidrolizan ATP, convirtiendo la
energia quimica en movimiento. Los motores de miosina se mueven por la actina,
kinesinas y dineinas viajan a lo largo de los microtibulos (revisado en Soldati y
Schliwa 2006).Los motores se anclan a las vesiculas a través de los lipidos o
proteinas accesorias y, el transporte final de una proteina involucra ir cambiando de
motor a la vez que viajar por las distintas proteinas del citoesqueleto (Kural et al
2007).

La fusién de la vesicula es otra etapa del trafico vesicular que requiere alta
especificidad. Las proteinas v-SNARE estan presente en la membrana de la
vesicula, y la vesicula que la contiene, s6lo se fusiona con una membrana que
contenga la contraparte t-SNARE (Chen & Scheller 2001, Mellman & Warren 2000).

Entre los elementos regulatorios se encuentran principalmente pequefas
GTPasas monoméricas que aportan elementos importantes para la vectorialidad y
especificidad del transporte vesicular (Seabra et al 2002, Zerial & McBride 2001),
quinasas tales como la PKD (Bossard et al 2007, Salazar & Gonzalez 2002), la PKA
(Salazar & Gonzalez 2002, Bossard et al. 2007(Burgos et al 2004) y enzimas que
modifican fosfatidilinositoles y contribuyen a la identidad de los compartimentos

membranosos (Rodriguez-Boulan & Powell 1992, Roth 2004).

3.4 Destinacion de proteinas en células polarizadas

Las células epiteliales se organizan en forma de hoja para originar el tejido
epitelial formando una barrera entre lo externo e interno del organismo. Las células
de los epitelios internos se organizan en cistos y tibulos. Los cistos son monocapas

esféricas que contienen un lumen en su interior, mientras que los tibulos también
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estan formados por una moconocapa pero son de morfologia cilindrica. Las células
que componen estas estructuras tienen su membrana plasmética dividida en tres
zonas. Una zona apical que mira hacia la superficie del lumen, una regién lateral
que se contacta con las células vecinas y una superficie basal que se adhiere a la
matriz o membrana basal. Dado que muchas proteinas son comunes a la region
lateral y basal, se les denomina colectivamente regién basolateral. Los dominios,
apical y basolateral se mantienen separados debido a la presencia de uniones
estrechas que impiden la difusion de proteinas entre los polos (Mostov et al 2003).

Los mecanismos de segregacion polarizada se conocen gracias a un modelo
de célula epiteliales derivadas de rifion de perro, MDCK (Madin-Darby canine
kidney). En cultivo, estas células expresan uniones estrechas y forman monocapas
con polaridad apical/basolateral (Cereijido et al 1998). El descubrimiento de que
ciertos virus con envoltura brotan desde la superficie apical (virus de la
hemaglutinina, HA) mientras que otros lo hacen del polo basolateral (virus de la
estomatitis vesicular, VSVG) (Gonzalez et al 1987, Rindler et al 1985), abrié camino
para el estudio de los mecanismos de segregacion polarizada de proteinas.
Posteriormente se clonaron las proteinas de superficie de estos virus y se demostro
que la informacién de destinacién polarizada estaba contenida en la secuencia de
las proteinas (Compton et al 1989, Gonzalez et al 1987, Sabatini 2005) .Trabajos
posteriores localizaron la informacion apical de la HA en su segmento de
transmembrana (Lin et al 1998) y la informacion basolateral de la VSVG en su

dominio citosélico (Thomas et al 1993).
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3.4.1 Sefales basolaterales

La destinacion basolateral de proteinas de membrana se basa en el
reconocimiento de sefiales peptidicas cortas incluidas en la secuencia primaria de
las proteinas. Las secuencia se encuentran en el regién citoplasmatica de las
proteinas y las mas caracterizadas son aquellas basadas en tirosina en los
contextos Yxx¢ (Y corresponde a tirosina, x a cualquier aminoacido y ® a un
aminoacido hidrofébico) o en di-leucinas en un contexto de aminoécido hidrofébicos
DxxLL o [D/E]xxxL[L/I] (D es aspartato, E es glutamato, L es leucina e | es
isoleucina). Aunque también hay sefiales basadas en una sola leucina (Deora et al
2004, Wehrle-Haller & Imhof 2001) y otras que no coinciden con ninguno de estos
patrones (Aroeti et al 1993).

Estas sefiales muchas veces colindan con las sefiales de endocitosis de las
proteinas, tal es el caso de la VSVG y el LDLR (Matter & Mellman 1994, Matter et
al 1993) y al igual que las sefales de endocitosis estas son interpretadas por la
familia de complejos adaptadores (AP). Los AP son una familia de complejos de
cuatro miembros (AP1, AP2, AP3, AP4) constituidos por dos subunidades mayores
(a, vy, 0,6y B 1-4), una subunidad intermedia (ul-4) y una subunidad pequeia (o1-
4). La nomenclatura de cada adaptador es la siguiente: AP1 (y, B1, ul y ol); AP2
(a, B2, u2y o2); AP3 (8, B3, u3y o3) AP4 (g, B4, ud y 04). Los AP son parte de las
proteinas de cubierta que seleccionan las proteinas cargo y forman la vesicula en
las diferentes estaciones de trafico endosomal. AP1, AP2 y AP3, pero no AP4 se
consideran interactuantes con clatrina y se han involucrado en el trafico vesicular
emergiendo de TGN o endosomas de reciclaje (AP1); membrana plasméatica en
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vesiculas endociticas (AP2) y endosomas de reciclaje (AP3). La funcién de AP4 es
controversial (Bonifacino 2014).

Del complejo AP1 existen dos isoformas, segun la subunidad u que
contengan, la incorporacion de la subunidad ulA da origen al complejo AP1A y la
ulB al AP1B. Ambos complejos se diferencian en que el AP1A es de expresion
ubicua mientras que AP1B se expresa sélo en algunos epitelios polarizados, entre
las que se incluyen las células MDCK (Ohno et al 1999). Células epiteliales que no
expresan AP1B destinan proteinas basolaterales, como el LDLR y el TfR al polo
apical (Folsch et al 1999) y la sobreexpresion de la subunidad ulB restablece la
polaridad basolateral de estas proteinas. A través de técnicas de silenciamiento de
la subunidad ulB se han ido descubriendo mayor cantidad de proteinas
basolaterales que dependen de este complejo para su correcta localizacion
(Bonifacino 2014) y de ahi el reconocimiento de este adaptador como necesario
para la destinacion basolateral.

Estructuralmente los complejo AP se dividen en tres regiones que cumplen
funciones especificas: un “core” que posee el dominio de reconocimiento de sefiales
compuesto por los dominios amino terminal de las subunidades grandes, la
subunidad mediana y la pequefa; la region “hinge” que tiene contiene los motivos
gue unen clatrina y que conecta las regiones amino y carboxilo de las subunidades
mayores y un tercer dominio “ear” que interactua con proteinas accesorias y que
corresponde al dominio carboxilo de las subunidades mayores (Boehm & Bonifacino
2001).

Los AP reconocen dos motivos peptidicos como sefales. EI motivo di-leucina

en el contexto [D/E]xxxL[L/l] reconocido por las subunidades grandes y las
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respectivas subunidades pequenas. El segundo motivo del tipo Yxx¢ es reconocido
por la subunidad mediana de los complejos AP (Ohno et al 1995). Sin embargo
existen casos como el TfR cuyo trafico basolateral es dependiente de AP1B pero
contiene una sefial no canonica del tipo GDNS (Odorizzi & Trowbridge 1997).

Por tiempo se consider6 al AP1B como crucial en la destinacion basolateral
de proteinas, sin embargo en el Gltimo tiempo han surgido evidencias de que AP1A
también medie la destinacion basolateral y, entre ambos, se extenderia el rango de
proteinas cargo que requieren de estos adaptadores (Bonifacino 2014, Guo et al

2013).

3.4.2 Seiales apicales

Las sefales apicales son mas diversas que su contraparte basolateral.
Estructuralmente las sefales apicales pueden encontrarse en cualquier parte de la
proteina, en el dominio extracelular, citosélico o regiones de membrana. La
naturaleza de las sefiales también varia y pueden ser peptidicas, lipidos o
carbohidratos.

El descubrimiento de proteinas ancladas por un tallo de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) en el polo apical fue el primer indicio de la existencia
de sefales apicales. Con el tiempo se descubrid que esta caracteristica por si sola
no era suficiente y lo que se requeria es que las proteinas oligomerizaran y se
asociaran a microdominos de membrana ricos en glicoesfingolipidos y colesterol
(balsas lipidicas) (Brown & Rose 1992, Paladino et al 2004).

La glicosilacion es sefal apical para varias proteinas. Los N-glicanes han sido

propuestos como sefales de destinacion apical, tanto para proteina de membrana
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como para proteinas de secrecion. La N-glicosilaciéon ocurre en el RE en los
residuos asparragina que estan en el contexto N-x-S/T (x es cualquier amino acido
excepto Prolina) y comprende la adicion de un precursor de carbohidratos
compuesto de: 3 glucosas, 9 manosas y 2 N-acetilglucosamina, que a medida que
las proteinas avanzan en su ruta de biosintesis hacia el Aparato de Golgi estas
moléculas se van cortando (remociones) asi como también se generan nuevas
modificaciones.

La primera observacion sobre el requerimiento de los N-glicanos en el tréfico
polarizado fue utilizando tunicamicina, un potente inhibidor de la N-glicosilacién. La
tunicamicina inhibe la secrecién apical de la proteina gp80, principal proteina de
secrecion en células MDCK y lo mismo ocurre con otra proteina de secreciéon como
la eritropoyetina (Kitagawa et al 1994, Urban et al 1987). De modo inverso al
adicionar motivos de N-glicosilacion se favorece la secrecion apical de la hormona
de crecimiento (Scheiffele et al 1995).

Proteinas de membrana como el transportador neuronal de glicina y la
endolina al ser expresadas en células MDCK se distribuyen apicalmente pero al
remover sus motivos de N-glicosilacion las proteinas se despolarizan (Martinez-
Maza et al 2001, Potter et al 2004).Segun su ubicacién, la N-glicosilacién es sefal
apical, la eritropoyetina contiene tres sitios de glicosilacion pero la mutacién de sélo
un sitio hace que se pierda la polaridad apical (Kitagawa et al 1994), mientras que
dos de los ochos motivos de N-glicosilacion de la endolina son relevantes para su
localizacion apical (Potter et al 2004).

No obstante, la N-glicosilacion no es sefal universal, nuestro laboratorio ha

mostrado que hay mecanismos de destinacion apical independientes de N-
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glicosilacion (Bravo-Zehnder et al 2000, Marzolo et al 1997) que aun no han sido
aclarados.

Proteinas apicales como el receptor p75 y la sucrosa isomaltasa contienen
modificaciones del tipo O-glicosilacion que funcionan como sefial apical (Alfalah et
al 1999, Yeaman et al 1997). La O-glicosilacién es una modificacion que ocurre en
el Aparato de Golgiy consiste en la adicién de N-acetilgalactosamina en los residuos
serina o treonina (Potter et al 2006).

Las lectinas se postulan como receptores que transcientemente pueden
agrupar proteinas N-glicosiladas para destinarlas al polo apical (Delacour & Jacob
2006). Galectina 3,4 y 9 son lectinas implicadas en la destinacion apical en células
de rifion e intestino (Delacour et al 2006, Delacour et al 2005, Mishra et al 2010).
Proteinas transmembrana también se han postulado como receptores capaces de
reconocer las glicosilaciones directamente o bien reconocer parte de la proteina
cuya conformacion es depende de glicosilacion. VIP36 es una lectina originalmente
aislada de membranas de vesiculas exociticas (Fiedler et al 1994, Fullekrug &
Nilsson 1998) y su sobreexpresion estimula la secrecion apical de gp80 pero no la
de una proteina no glicosilada (Hara-Kuge et al 2002). La proteina MAL, también ha
sido nombrada como el posible receptor ya que ha demostrado tener un rol en la
segregacion de la gp80 sin embargo no se ha demostrado que esta interaccion sea
dependiente de carbohidratos (Martin-Belmonte et al 2001).

Los N-glicanes también podrian funcionar estabilizando las proteinas en la
salida del TGN favoreciendo su salida hacia vesiculas con destinacion apical, por

ejemplo promoviendo la asociacion a balsas lipidicas, microdominios de membrana
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enrigquecidos en colesterol y glicoesfingolipidos, asociados a la destinacion apical

de proteinas (Gut et al 1998, Rodriguez-Boulan & Gonzalez 1999).

3.5 El citoesqueleto en el trafico vesicular de proteinas

El citoesqueleto estd compuesto de filamentos de microtubulos, actina y
filamentos intermedios. Los microtubulos estan formados por la polimerizacion de
un dimero de dos proteinas: a y B tubulina. En las células epiteliales la organizacion
de los microtdbulos es altamente asimétrica, los microtibulos estan dispuestos en
distinta orientacién y no estdn asociados al centrosoma y los microtibulos no
centrosomales son los predominantes (Grindstaff et al 1998). En los epitelios el
centrosoma migra hacia el polo apical, desde donde uno de los centriolos forma el
cilio primario. Los extremos negativos de los microtubulos se orientan hacia el apical
y los extremos positivos se extienden hacia el basolateral (Bacallao et al 1989, Bre
et al 1987).

En células epiteliales se ha demostrado que vesiculas salientes del Golgi
con destino apical y basolateral estan asociadas a microtubulos (Van der Sluijs et al
1990). No obstante el efecto de drogas despolimerizantes como colchicina y
nocodazol no afecta a las dos rutas por igual. El trafico apical al parecer es mas
sensible que el basolateral y las rutas de reciclaje también se verian
diferencialmente afectadas (revisado en Munch 2004).

El trafico de vesiculas apicales esta asociado al transporte de motores que
se mueven en la direccion negativa de los microttibulos como las dineinas (Kraemer
et al 1999). No obstante, motores como las kinesinas, que se mueven con
orientacion positiva, también participan en el transporte de proteinas apicales como

22



la p75 (Xue et al 2010). Hasta la fecha no se han descrito motores asociados a
microtUbulos en rutas de transporte basolateral.

La actina es un filamento polimérico (actina F) formado por monémeros de
actina (actina G), que al igual que los microtubulos tiene un extremo de mayor
crecimiento denominado positivo y otro de crecimiento lento denominado negativo.
En contraste con los microtibulos, los filamento de actina son mas cortos y el
transporte basado en actina es mas lento (Musch 2004). Los filamentos de actina
han sido asociados a procesos de destinacion tanto en la ruta exocitica como
endocitica. Motores del citoesqueleto como miosina | y Il se han descrito asociadas
a vesiculas que emergen del Golgi (Fath et al 1997, Stow et al 1998).

La organizacion del citoesqueleto de actina es regulado en tiempo y espacio
por GTPasas monoméricas como CdC42, Racl, y Rho. La expresion de un
dominante negativo de Cdc42 en células MDCK redirecciona proteinas de
membrana basolaterales desde el TGN hacia el apical, asi como también
despolariza proteinas que reciclan basolateralmente hacia el apical sin afectar la
polaridad de proteinas que se secretan basolateralmente, ni tampoco la de
proteinas apicales como la gp114 (Cohen et al 2001b, Kroschewski et al 1999).

Experimentos farmacolégicos con latrunculina A, un secuestrador de los
mondmeros de actina, demostraron que la ruta de reciclaje basolateral de proteinas
de membrana se altera al interrumpir la organizacion del citoesqueleto de actina
despolarizando hacia el polo apical las proteinas que endocitan por el basolateral
(Sheff et al 2002).

El tercer componente del citoesqueleto son los filamentos intermedios,

compuestos por una familia de mas de 70 proteinas entre las que se incluyen la

23



queratina, vimentina, neurofilamentos, laminina, entre otros. A diferencia de los
microtUbulos y actina los filamentos intermedios no tienen polaridad (Strelkov et al
2003). Durante afios han sido relegados a funciones netamente estructurales o de
soporte en tejidos como la piel, y el poco desarrollo del estudio de su funcion en
areas como el trafico vesicular se debe en gran parte a la carencia de herramientas
farmacoldgicas (revisado en Styers 2005). No obstante se ha demostrado que
proteinas como la vimentina se asocian a proteinas periféricas asociadas a la
membrana del Golgi, sugiriendo una funcion en el exporte de proteinas en la ruta
secretoria (Gao & Sztul 2001). Consistente con esto es la observacion de que
células deficientes en queratina despolarizan proteinas apicales (Ameen et al 2001,

Toivola et al 2004).

3.6 Compartimentos endociticos en células polarizadas

Las células epiteliales mantienen su polaridad en gran medida por la
habilidad de los compartimentos endociticos de retornar correctamente las
proteinas internalizadas a cada uno de los dominios (Mellman 1996). En las células
epiteliales se reconocen endosomas tempranos apicales (AEE) y basolaterales
(BEE) localizados en la periferia del citoplasma. Los AEE reciben proteinas y fluidos
desde el polo apical, los fluidos endocitados por apical van a la ruta degradativa
lisosomal, mientras que las proteinas que reciclan, de vuelta al polo apical, segregan
de estos endosomas y son destinadas al endosoma de reciclaje apical (ARE)
enriguecido en la GTPasa monomérica Rabll en un paso que requiere del
citoesqueleto de microtubulos (Leung et al 2000). En el polo basolateral las

proteinas que reciclan constantemente como el TfR endocitan hacia BEE, una
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fraccion del TfR puede reciclar desde estos mismos endosomas (Sheff et al 1999)
pero la mayoria es transferida al CRE, localizado en la region perinuclear de la
célula, para salir de vuelta a la superficie basolateral (Odorizzi et al 1996). EI LDLR
endocita por el polo basolateral y entra al BEE donde se desprende de su ligando
mientras que el receptor entra al CRE para reciclar a la membrana basolateral, en
una ruta sensible a la disrupcion del citoesqueleto de microtubulos y actina
(Apodaca et al 1994, Brown et al 2000, Sheff et al 2002).

Hay una ruta intracelular de mayor complejidad que siguen algunos
receptores, que consiste en la internalizacion por uno de los dos polos y posterior
reciclaje a la membrana plasmatica del polo opuesto, en un proceso denominado

transcitosis.

3.7 Transcitosis

El término transcitosis fue descrito por inmundlogos al descubrir que las
inmunoglobulinas estaban presentes en secreciones como la leche, saliva y lumen
del intestino (Tomasi & Zigelbaum 1963) y lo que sabemos de esta ruta proviene,
en gran parte, del estudio del transporte de las inmunoglobulinas en los epitelios.
Sin embargo este proceso ocurre también en hepatocitos, endotelios, osteoclastos
y neuronas (Kennedy & Ehlers 2011, Predescu et al 2007, Tuma & Hubbard 2003,

Zhao 2012).

3.7.1 Ruta de transcitosis basolateral-apical: pIgR

La ruta de transcitosis mejor documentada es la que sigue el receptor de
inmunoglobulinas poliméricas (pIgR) y su ligando la IgA dimérica (digA), principal
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inmunoglobulina de las mucosas secretada por las células plasmaticas presentes
en la lamina propia. El pIgR es una proteina transmembrana de tipo | que desde su
biosintesis se inserta membrana basolateral donde hace contacto con la dIgA, la
union del ligando estimulas la transcitosis del complejo (receptor-ligando) en
direccion apical (Song et al 1994). En la superficie apical se encuentran proteasas
que liberan la dIgA hacia el lumen de diferentes epitelios como el lumen del intestino,
bilis y leche materna (Rojas & Apodaca 2002).

La ruta endosomal que sigue el pIgR ha sido extensamente estudiada en
células MDCK. El plgR en la membrana basolateral es endocitado y fosforilado en
tirosina (Yess y Y734) (Okamoto et al 1992) y serina (S726) (Okamoto et al 1994). Al
endocitarse es transportado en vesiculas hasta los BEE, para ser transportado junto
a otros receptores que reciclan basolateralmente al CRE, aqui se segrega de las
proteinas basolaterales y es transportado al ARE en un proceso dependiente de
microtUbulos (Leung et al 2000) desde donde sale hacia la superficie apical (Brown
et al 2000, Wang et al 2000a). En la superficie apical el plgR unido a la dIgA es
cortado por proteasas liberando el componente secretor (SC) hacia el extracelular.
Una gran fraccion del receptor no se corta y continla reciclando sucesivamente por
el compartimento ARE, donde las GTPasa Rabl1l y Rab25 regulan este proceso
(Casanova et al 1999, Wang et al 2000b).

La sefal basolateral del plgR se encuentra en la region citosolica, en una
porcion de 17 aminoacidos de los cuales tres son los mas importantes (Hess, Nes7 Yy
Vee0) (Aroeti et al 1993, Casanova et al 1991). La sefial de transcitosis del pIgR hacia
el polo apical estd compuesta por un motivo de N-glicosilacion y una sefial peptidica

presente en la region citoplasmatica entre los residuos 731-741(Luton et al 2009).
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La unién da la plgA al pIlgR estimula su transcitosis a través de la quinasa
p62 (Luton et al 1999). Esta quinasa, miembro de la familia de las Src, se activa en
presencia de la dIgA y fosforila al receptor de EGF (EGFR), esta fosforilacdn activa
la via de sefializacion MEK/ERK. ERK fosforila en serina a FIP5, un efector de
Rabl1, favoreciendo el transporte del pIlgR desde el ARE hacia la superficie apical
(Su et al 2010)

La activacion de proteina G estimulatorias (Gs) aumenta la tasa de
transcitosis basolateral-apical del plgR a través de un aumento en los niveles de
AMPc y activacion de la PKA (Bomsel & Mostov 1993, Hansen & Casanova 1994).
Otros elementos regulatorios de la transcitosis del pIgR incluyen la fosfatidilinositosl-
3-quinasa (PI3K), la proteina quinasa C, la fosfolipasa C y los niveles de calcio
intracelular (Cardone et al 1996, Hansen et al 1995, Luton et al 1998, Tuma et al
2001).

Los microtibulos son requeridos para el eficiente transporte del plgR, desde
los endosomas tempranos basolaterales hacia los compartimentos mas apicales
(ARE o CRE) (Maples et al 1997, Rojas & Apodaca 2002). Inhibidores
farmacoldgicos de la dinamica del citoesqueleto de actina, como la citocalasina D
inhiben el transporte del plgR. Reguladores del citoesqueleto de actina como: RhoA,
Rac y CdC42 también han sido implicados en la transcitosis basolateral-apical del
plgR (Jou et al 2000, Leung et al 1999, Rojas et al 2001).

Otras proteinas que hacen transcitosis basolateral-apical es el canal de agua
acuoporina-2 (Yui et al 2013), el receptor de la hormona foliculo estimulante (Beau
et al 1997), el receptor de particulas de HDL, SRBI (Burgos et al 2004), proteinas

apicales ancladas por tallo GPI (Polishchuk et al 2004) y la molécula de adhesion
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NgCAM (Anderson et al 2005). La mayoria de estos ejemplos tienen en comun ser

dependientes del citoesqueleto de microtubulos.

3.7.2 Ruta de transcitosis apical-basolateral: FcRn

La ruta inversa, apical-basolateral esta descrita pero sélo para un receptor,
el receptor neonatal Fc (FcRn). La funcién neonatal de este receptor es absorber
las inmunoglobulinas maternas del tipo IgG provenientes de la sangre o de la leche
materna, mientras que en adultos regula la cantidad de IgG en el suero (revisado
en Roopenian & Akilesh 2007) . El FcRn es un heterodimero compuesto de una
proteina transmembrana de 50 kDa denominada subunidad a, que esta asociada a
una proteina de 15 kDa, 2-microglobulina. En humanos el FcRn se expresa en las
células de la placenta y transporta IgG de la circulacion materna hacia los capilares
del feto (Kristoffersen 1996, Leach et al 1996, Simister et al 1996). Mientras que en
roedores el FCRn presente en la cara apical de los enterocitos transporta la 1gG
contenida en la leche materna hacia la sangre del neonato (Jones & Waldmann
1972). La unidn del FcRn a la IgG es mayor a pH ligeramente acido (6.5) que a pH
neutro (Jones & Waldmann 1972, Rodewald 1976). Asi, en el intestino donde el pH
es acido se favorece la union, mientras que en la placenta el FcRn expresado en la
membrana apical de los sinciotiotrofoblastos estan expuestos a pH neutral. En este
caso la IgG materna es endocitada junto con otros fluidos hacia endosomas, donde
el pH es mas acido, y ahi ocurre la unién con el FcRn. En ambos casos el complejo
FcRn-1gG es transportado por transcitosis hacia la membrana basolateral donde el

pH fisioldgico promueve la disociacion de la IgG del FcRn (Rojas & Apodaca 2002).
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El FcRn en adultos tiene la funcion de regular la cantidad de IgG en el suero.
En las células endoteliales la 1gG es endocitada junto con otros fluidos hacia
compartimentos acidicos y a concentraciones moderadas de IgG, esta se une al
FcRn y recicla hacia la superficie donde la 1gG es liberada al torrente sanguineo.
Cuando los niveles de IgG son més elevados y el receptor FCRn se satura, la IgG
libre, no unida al FcRn, es transportada a lisosomas donde es degradada (Ghetie et
al 1996).

El estudio de la ruta apical-basolateral del FCRn es complejo ya que este
receptor hace transcitosis constitutiva bidireccional apical-basolateral y viceversa,
siendo la transcitosis basolateral-apical la mas preponderante (McCarthy et al 2000,
Praetor et al 1999, Stefaner et al 1999). Ademas, el FcRn recicla constitutivamente
por el polo apical y basolateral (Lencer & Blumberg 2005). En condiciones basales
se encuentra intracelularmente o bien en el dominio basolateral de células
epiteliales (Ghetie & Ward 2000).

En células MDCK han encontrado al FcRn colocalizando con el TfR,
sugiriendo que podria encontrarse en el CRE (Tzaban et al 2009) y en este
compartimento el FcRn endocitado desde el polo apical se cruzaria con el pigR
proveniente del polo basolateral (Jerdeva et al 2010).

Hay dudas respecto cual componente de citoesqueleto es requerido para
transportar las vesiculas que viajan con direccion apical-basolateral. En células
MDCK el transporte de la IgG es insensible al tratamiento con nocodazol (Hunziker
et al 1990), al igual que en células derivadas de placenta que expresan
endogenamente en receptor FcRn (Ellinger et al 2001). Mientras que en células

derivadas del tubulo colector (IMCD) la ruta del receptor FcRn requiere de los
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microtubulos intactos (McCarthy et al 2000). Lo anterior es consistente con los datos
provenientes de la topografia crioelectronica del intestino de ratas neonatas, donde
describen que particulas de IgG acopladas a oro son endocitadas hacia tabulos y
vesiculas adyacentes a microtubulos (Ladinsky et al 2012). En células de placenta
esta descrito que el transporte apical-basolateral ademas de ser independiente de

microtUbulos lo es de actina (Ellinger et al 2001).

3.8 Receptores de opioides

Los receptores de opioides son miembros de una superfamilia de receptores
heptahelicoidales acoplados a proteina G (GPCR) caracterizados por contener siete
dominios transmembrana, el extremo amino terminal orientado hacia el extracelular
y el carboxilo hacia el lado intracelular. Los receptores de opioides se clasifican en
tres clases segun su farmacologia y distribucion: el u (mu) por morfina, & (delta) por
ductos deferentes, Kk (kappa) por ketazocina o encefalina. Por homologia de
secuencia se considera un cuarto miembro, ORL1. Sin embargo su afinidad por la
morfina y otros ligandos opioides es baja (Mollereau et al 1994).

Los tres subtipos se acoplan a proteina G heterotrimérica del tipo Gi/Go
sensibles a la toxina pertussis, llevando a la inhibicion de la enzima adenilato ciclasa
y el blogueo de la producciéon de AMP ciclico.

Estos receptores son activados por ligandos enddégenos como las encefalinas
y dinorfinas y por ligandos exdgenos como la morfina y péptidos agonista, ambos
utilizados como potentes analgésicos. Al igual que muchos GPCRs, la activacion de
los receptores de opioides induce endocitosis mediada por clatrina y el adaptador

citoplasmatico B-arrestina (Hanyaloglu & von Zastrow 2008). El receptor activado es
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fosforilado, en residuos serina, por quinasas asociadas a proteina G, esto produce
el acoplamiento de [-arrestina hacia el receptor con el consecuente
desacoplamiento de la proteina G. En la superficie, la dinamina | se une al complejo
receptor-B-arrestina permitiendo su invaginacion y posterior endocitosis en
vesiculas cubiertas de clatrina (Chu et al 1997) .

El destino postendocitico de cada receptor difiere para los distintos subtipos.
Asi, el receptor u recicla hacia la membrana plasmatica, mientras que el receptor
entra a la ruta de degradacién lisosomal (Law & Loh 1999, Tsao & von Zastrow
2000). Esta diferencia, al parecer, esta en el extremo carboxilo de los receptores.
Se ha descrito que el receptor |, en su extremo carboxilo, contiene una secuencia
peptidica necesaria para su reciclaje (Tanowitz & von Zastrow 2003). Para el
receptor 0 la diferencia podria estar dada por la asociacion, a su extremo carboxilo,
de una proteina adaptadora llamada GASP cuya unidn seria determinante para
llevar al DOR a la ruta degradativa (Whistler et al 2002).

El fenédmeno de redistribucion hacia el polo basolateral del DOR inducido por
ligando es compartido por los otros miembros de la familia de receptores de
opioides, U y K (tesis FS). Por lo tanto la sefal que dirige estos receptores al dominio
basolateral debiese ser una secuencia comun a los tres sub tipos de receptores. En
la secuencia de aminoacidos de las asa intracelulares de estos receptores
encontramos en la primera y segunda asa un motivo del tipo Yxx® y en la tercer
asa del DOR una dileucina. Haciéndonos suponer que cualquiera de estos motivos
podria funcionar como sefal basolateral.

En esta tesis nos propusimos caracterizar esta ruta de transcitosis apical-

basolateral concentrandonos en el DOR. Nos propusimos dilucidar la sefial apical
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que lleva inicialmente el DOR hacia la superficie apical y la sefial basolateral
comprometida en su destinacion al polo basolateral luego de activarse por ligando.
También evaluaremos la contribucion del adaptador AP1B en este proceso asi como

la contribucion del citoesqueleto.
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4. Materiales

Plasmidios

Se utilizaron los siguientes vectores de expresion para células eucariotas:
pcDNA 3, que contiene el receptor el cDNA del DOR con un epitope Flag en
el extremo amino terminal y que fue donado por el Dr. Cristopher Evans del
Departamento de Psiquiatria y Ciencias del Biocomportamiento, UCLA. Los
Angeles, USA.

EGFP-N1, se obtuvo de Clontech laboratorios.

EGFP-C1, se obtuvo de Clontech laboratorios.

Rabl11- GFPS25N se obtuvo del laboratorio de Michel Ehlers

Enzimas

De Thermo Scientific se obtuvieron las siguientes enzimas: Pfu, T4 DNA
ligasa, Nhe I, Fast AP.
De Fermentas se obtuvieron las siguientes enzimas: Dpn1l, Sal |

De Promega se obtuvieron las siguientes enzimas: Xho I, BamH |

Anticuerpos primarios

De Sigma Aldrich se obtuvieron los siguientes anticuerpos: anti:Flag hecho
en conejo y hecho en raton (M1). Asi como también los anticuerpo
secundarios anti:IgG de raton o conejo conjugado a la peroxidasa de rabano

(HRP).
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De BD Biosciences se obtuvo el anticuerpo monoclonal anti: E-caderina.

El anticuerpo contra la proteina gpl35, hecho en ratén, se obtuvo del
laboratorio del Dr. Rodriguez Boulan, New York, EEUU.

De Molecular Probe, se obtuvieron los anticuerpos secundarios acoplados a

Alexa.

Otros reactivos

De Corning son los filtros bicamerales.

De Sigma Aldrich son los siguientes reactivos: DADLE, forskolin,
tunicamicina, nocodazol, colchicina, citocalasina D y latrunculina A.

De Molecular Probe, se obtuvo la estreptavidina acoplada a Alexa 568.

De GIBCO se obtuvo la geneticina (G418).

De Pierce se obtuvo la Sulfo-NHS-Biotina y la Sulfo-NHS-SS-Biotina.

De Thermo Scientific se obtuvo la Sepharose-Neutravidina, el sistema de
deteccién de quimioluminicencia ECL y estandares de peso molecular
pretefiidos de proteinas.

De Electron Microscopy Science, se obtuvo el medio de montaje Fluoromont
G.

De Quigen se obtuvo el kit para purificar DNA.

Los oligonucleétidos se mandaron a disefiar a IDT.
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5. Métodos

5.1Técnicas de Biologia Molecular

5.1.1 Generacion de mutaciones puntuales

Para generar las mutaciones puntuales en el receptor & (DOR) se utilizé la
técnica de mutacion sitio-dirigida. La estrategia experimental consiste en disefiar
oligonucléotidos especificos y complementarios al cDNA que se quiere mutar (CDNA
parental). El oligonucle6tido ademés contiene en su secuencia el codon que se
quiere mutar, asi la ADN polimerasa extiende el cDNA con la mutacion. Corriendo
el producto de PCR en un gel de agarosa se corrobora el éxito de la reaccion. Luego
el producto de PCR se digiere con la enzima Dpn, enzima capaz de degradar sélo
el DNA parental. El producto digerido se transforma en bacterias Calcio
competentes y posteriormente el cDNA se amplifica y se secuencia para corroborar

la inserciéon de la mutacion.

5.1.2 Generacion de partidores

Contabamos con el cDNA del receptor & (secuencia de raton) contenido en
el vector pcDNA3. Se disefiaron partidores internos complementarios y el codon que
se queria mutar se cambid por uno que codificara para alanina. Se sustituyeron los

siguientes aminoacidos: asparragina 18 (N1sA), asparragina 33 (Ns3A), tirosina 77
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(Y77A), tirosina (Y147A), leucina 223 (L243A) y leucina 244 (L244A). En la tabla | se

muestra la secuencia de los partidores y en negrita el codén mutado.

5.1.3 Reaccién de la polimerasa (PCR)

Los PCR mutagénicos se realizaron en un termociclador “Programable
Thermal Controlle” (MJ Reserch, Inc) y para amplificar se utilizdé la DNA polimerasa
Pfu. La reaccion se realiza en tubos eppendorf de 0,6 mL con: 20 ng de DNA molde
o parental, 200 uM de un mix de dNTPs 10 nM, 200 nM de cada partidor, 5 pL
tampon Pfu 10X, 0,5 yL Pfu en un volumen final de 50 pL que se completa con agua
tridestilada. ElI programa de amplificacion que se utilizé estd en la Tabla II. El
producto de PCR se genera con 25 ciclos de amplificacion. Al término de la
amplificacion se cargaron 5 pL de producto en un gel de agarosa al 1% para

corroborar la presencia de producto.

5.1.4 Digestion con Dpnl

El método de insercién de mutaciones puntuales se basa en que existe una
enzima, Dpnl, capaz de discriminar el DNA metilado (parental) del no metilado
(producto de la reaccion de PCR). El producto del PCR mutagénico se incuba con
Dpnl para digerir el cDNA parental, asi sélo el cDNA mutado se transforma en
bacterias competentes para amplificarlo. Se incubaron 1 uL de Dpnl (10 unidades)
con 10 uL de producto de PCR por 2 h a 37°C. Terminada la digestién se

transformaron bacterias competentes con 5-10 pL de PCR digerido.
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5.1.5 Preparacion de E.coli calcio competentes

Las bacterias competentes se prepararon a partir de cepas de E. coli DH5a.
Se inocularon E coli en 1 mL de medio LB y se dejaron creciendo toda la noche en
agitacion (200-250 rpm) a 37°C. Al otro dia se inocularon500 pL de cultivo
bacteriano en un matraz de 250 mL con 50 mL de medio Luria-Bertani (LB).
Midiendo la densidad Optica en un espectrofotometro se siguié el crecimiento
bacteriano hasta que alcanzar una OD de 0,375. El cultivo se vacio a dos tubos de
polipropileno estériles y se dejaron reposar en hielo entre 5-10 min. Se centrifugaron
a 3000 rpm por 7 min a 4°C. Se vacio el sobrenadante y el pellet se resuspendié en
10 mL de solucién de CaCl: fria y estéril (CaCl2 60mM, glicerol 15%, PIPES 10mM,
pH 7, 0). La resuspencion fue suave y manteniendo las células en hielo. Se dejaron
en hielo por 30 min. Luego se centrifugaron a 5000 rpm por 5 min a 4°C, se descarté
el sobrenadante y las bacterias se resuspendieron en 2 mL de solucion de CaCla.
El pellet resuspendido se dejo en hielo durante toda la noche. Luego se hicieron

alicuotas 100 pl de bacterias en eppendorf de 1,5 mL y se almacenaron a -80°C.

5.1.6 Transformacién bacteriana

El procedimiento utilizado es el descrito para la transformacién de E. coli que
se basa en la permeabilizacion de la células con CaClz.. Las bacterias calcio
competentes alicuotadas en un tubo eppendorf de 1,5 mL y almacenadas a -80°C
se sacaron en hielo y se esper6 a que se descongelen. Luego se mezclaron con 10
UL de cDNA y se esperaron 30 min en hielo y luego se les dio un pulso de calor a

42°C por 30 seg. Luego se volvieron al hielo y se les agregé 900 pL de LB y se
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incubaron por 1 hora a 37°C con agitacion suave. Las bacterias se centrifugaron por
5 min a 3000 rpm. El pellet de bacterias se resuspendié en 100 pL de LB y se
colocaron en una placa de LB-agar que contiene el antibiético de seleccién
adecuado. Segun la cantidad de producto que se obtuvo en el PCR mutagénico se
siembro¢ la totalidad de bacterias o una fraccién. Las placas se incubaron en estufa
a 37°C toda la noche con el agar invertido para el desarrollo de las colonias

resistentes.

5.1.2 Construccion proteinas fusion

5.2.1 GFP-DOR

El cDNA fue clonado en el vector pEGFP-C1 para generar un constructo que
contenga el receptor d fusionado al GFP por su extremo amino terminal. Disefiamos
partidores para amplificar el cDNA del DOR incluyendo al péptido Flag. Los

partidores incluyen los sitios de corte de Sal | y BamH | (tabla I1).

5.2.2. DOR-esp-GFP

El cDNA del DOR fue clonado en el vector pEGFP-N1 modificado que
contiene un espaciador peptidico (LSGGSGGSGGSGIGD) entre el sitio de
multiclonamiento y la proteina GFP (Cancino et al 2007) de modo de generar un
constructo que exprese el DOR acoplado a la proteina GFP por su extremo carboxilo

y entre ambas proteinas un espaciador. Se generaron partidores para amplificar el
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cDNA del DOR incluyendo al péptido Flag. Los partidores contienen la secuencia
de corte de Nhe | y Xho I (tabla IlI).

En la tabla IV se muestra el programa de PCR utilizado para generar los
insertos

Los vectores se digirieron por separado con cada una de las enzimas, 5ug
de vector por 2 h a 37°C. Entre una digestion y otra el producto se limpié con un Kit
de limpieza. El vector digerido se desfosforil6. Para esto 100 ng de vector se
incubaron con 1 unidad de fosfatasa alcalina de intestino de carnero (CIAP) durante
30 min a 37°C.

Luego de la obtencién de los productos de PCR estos se aislaron mediante
purificacion de fragmentos de agarosa. Luego, al igual que los vectores, los
productos de PCR también se digirieron por separado con cada enzimay entre cada
digestion se limpiaron con el kit de limpieza.

Obtenido el vector y el fragmento de PCR, ambos se ligaron mezclandolos
en una proporcion de 3:1 (fragmento:vector). Se ligaron con 10 unidades de DNA
ligasa en una mezcla que contiene 1l de tampén 10X de ligacién y agua destilada
hasta completar 10 uL. La reaccién se dej6 incubando toda la noche a 4°C. Con el

DNA ligado se transformaron bacterias competentes.
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5.1.3 Amplificacién y secuenciacion

Los cDNA se amplificaron realizando las indicaciones del kit Axygen Axyprep.
Para secuenciar las distintas construcciones se utilizaron partidores universales T7
y SP6. Ademéas disefiamos partidores que hibridan en la parte interna del cDNA del

receptor 8. Las muestras se mandaron a secuenciar a Macrogen USA.
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Tabla I: Programa de amplificacion PCR mutagénico

1.Denaturacion 95°C 30 seg
2.Hibridacién Varia segun cada 1 min
partidor
3.Polimerizacién 68°C 7 min
4.Extension final 68°C 7 min
Tabla Il: Partidores mutagénicos
Aminoacido Secuencia partidor T®
mutado hibridacion
N1sA 5TCCTCGCCCCTCGTCGCCCTCTCGGACGCC & 58°C
5 GGCGTCCGAGAGAGGGACGAGGGGCGAGGATY
NasA 5 GCGGGCGCCGCGGCGTCGGGE 3 75°C
5"CCCCGACGCCGCGGLCGLeeeGL 3
Y77A 5 GGCATCGTCCGGGCCACCAAATTGAAGT 65°C
5 CTTCAATTTGGTGGCCCGGACGATGCC 3
Y147A 5 AGCGTGGACCGCGCCATTGCTGTCTGC3’ 62°C
5" GCAGACAGCAATGGCGCGGTCCACGCT 3
L24asA 5 AGCGTGCGTGCGCTGTCCGGTTCC 3 70°C
5" GGAACCGGACAGCGCACGCACGCT 3
L244A 5 AGCGTGCGTCTGGCGTCCGGTTCC 3 70°C
5" GGAACCGGACGCCAGACGCACGCT &
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Tabla Ill. Partidores clonamiento

Partidores T°
hibridacion
GFP-DOR: 55°C
Sal I: 5’ AAAGTCGACATGAAGACGATCATCGCC'3
BamH I: 5’ AAAGGATCCTCAGGCGGCAGCGCCACC'3
DOR-esp-GFP 55°C
Nhe I: 5’ AAAGCTAGCCTGCGCGCCATGAAGACG'3
Xho I: 5"’ AAACTCGAGGGCGGCAGCGCCACCGCC'3
Tabla IV .Programa PCR clonamiento

1.Denaturacién 95°C 30 seg
2.Hibridacion 55°C 1 min
3.Polimerizacién 72°C 1 min
4.Extension final 72°C 1 min
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5.2Técnicas de Biologia Celular

5.2.1 Cultivo y mantencioén de células MDCK

Las células MDCK se cultivaron a 37°C en una atmoésfera humeda (95%aire
5% CO2) en medio DMEM suplementado con 7,5% de suero fetal bovino (SFB)
complementados con antibiéticos (100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina),
a este medio se le llam6 medio completo. Solo para las células transfectadas
establemente los medios fueron suplementados con G418 o puromicina. El
protocolo de tripsinizacién consistio en lavar las células con PBS 1X para extraer
todo el medio, se dejan con PBS durante 10-20 min en la estufa de cultivo y
posteriormente se le agrega tripsina-EDTA 1X diluida en PBS por otros 10 min. Una
vez que las células se despegan de la placa, la tripsina se inactivé agregando 3 mL
de medio completo. Las células se centrifugan a 1000 rpm por 5 min y luego se
resuspenden en medio completo. Para mantener las células creciendo se siembran
en una dilucion1:100, el resto de las células se cuentan utilizando camara de

Neubauer y se siembran para experimentos segun corresponda.

5.2.2 Transfeccién celular y seleccion de clones

Para generar una linea estable del DOR en células MDCK estas se
transfectaron con Lipofectamine 2000 siguiendo las instrucciones de
manufacturacion. Para aumentar la eficiencia de transfeccion las células se
transfectaron en suspension. Las MDCK se tripsinizaron normalmente pero en vez

de resuspenderlas en medio completo se resuspendieron en Optimem y esto se
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repitié6 dos veces. Luego, en una placa de 35 mm se sembraron 500.000 células
diluidas en 2 mL de Optimem. Para transfectarlas se utilizaron 5 ug de cDNA en 200
pLde Optimem y 10 pL Lipofectamine en 200 pL Optimem. Sobre la placa se
deposité suavemente, por goteo, el complejo DNA-Lipofectamine. Luego, se
incubaron por 4-5 horas y se les cambié medio agregandoles 2 mL de medio
completo. A las 48 horas las células se tripsinizaron y se sembraron en una placa
de 10 cm diluidas 1:50 o 1:100 con medio completo suplementado con G418
1mg/mL o puromicina 5 pg/mL. El medio se cambi6 cada 5 dias y a la tercera
semana ya era evidente la formacién de colonias resistentes al antibiético. Las
colonias se aislaron utilizando cilindros estériles embebidos en vaselina. Los clones
se traspasaron a una placa de 24 pocillos y se cultivaron con medio completo méas
el antibidtico de seleccion. La seleccion de los clones se realiz6 por
inmunofluorescencia indirecta.

Las transfecciones transcientes se realizaron en células MDCK adheridas a
la placa. Para experimentos de inmunofluorescencia se sembraron 40.000 células
MDCK. Luego de 48 h se transfectaron sobre 0.5 mL de Optimem con 0,5 pg de
cDNA diluido en 50 pL de Optimem y 1uL de Lipofectamine diluida en 50 pL
Optimem. Se incubaron con el complejo DNA-Lipofectamine por 4-5 horas y luego
se les cambi6 a medio completo. Luego de 12 a 24 horas de expresion se realizaron
los experimentos.

Dado que la eficiencia de transfeccion de las células MDCK no es tan alta,
para evaluar la expresion de algunos constructos por inmunoblot transfectamos
células Hek (linea celular derivada de rifion embrionario humano) en placa de 35

mm a 80% de confluencia con 5 pg de DNA y 10 pL de lipofectamina.
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5.2.3 Cultivo de células en filtros de policarbonato bicamerales

(camaras Transwell)

El cultivo de células en filtros bicamerales (Transwell) permite que las células
epiteliales se desarrollen como epitelio generando resistencia transepitelial a la vez
que se puede acceder separadamente al dominio apical y basolateral. Segun el
diametro del filtro es el nUmero de células que se siembran. Para filtros de 24 mm
de diametro (Corning, cod. 3412) se sembraron 250.000 células por el lado apical o
superior del filtro en un volumen de 1.5 mL y 2 mL de medio en el lado basolateral
o inferior. En estas condiciones las células MDCK llegan a valores de resistencia
transepitelial (RTE) méximos y estables en 3 6 4 dias lo que implica la formacién de
una monocapa semipermeable. EI medio se cambi6 todos los dias.
Cuidadosamente se aspiré primero el medio del lado inferior y luego el superior,
luego se deposité suavemente el medio por lado superior y posteriormente por el
inferior. Para medir la RTE se utilizé un voltimetro EVOM Epithelial Voltohmmeter
(WorldPrecision Instruments Inc., FL USA). El valor del RTE (Qxcm?) se calculé con
la siguiente formula:

RTE= R[(medio+filtro+células)-(medio+filtro)]x area filtro

Los valores maximos alcanzados en filtro de 24 mm fueron entre 400-500.
Para filtros de 12 mm de didmetro (Corning, cod. 3401), que se utilizan para
experimentos de inmunofluorescencia, se sembnraron 50.000 células en 0.5 mL de
medio completo por el lado apical y 0.7 mL de medio por el compartimento

basolateral. Diariamente se les cambio el medio, 0.5 mL por apical y 0.7 mL por
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basolateral. Por su tamafo a estos filtros no les pudimos medir resistencia pero por
experiencia sabemos que luego de 4 dias en cultivo las células han formado una

perfecta monocapa.

5.2.4 Ensayo transporte de Inulina

Para este ensayo se sembraron célula en filtro de 12 mm. Luego de haber
llegado a confluencia las células se trataron con DADLE 5 pM y adicionalmente se
les agreg6 Inulina H® 1.25 uC/uL sobre 0.5 mL de medio completo. A diferentes
tiempos se colectaron alicuotas de 10 pyL de medio apical y 10 pL de medio
basolateral. Finalizada la recoleccion la radioactividad se midié en un contador de

centelleo.

5.2.5 Lisis celular

Para obtener proteinas totales o de superficie las células se lisaron con
tampon Ripa: Tris 50 mM ph 7.4, NaCl 150 mM, Tritébn X-100 1%, Deoxicolato de
sodio 0,5% y SDS 0,1% e inhibidores de proteasas (PMSF 2 mM, leupeptina 2ug/mL
y pepstatina 2ug/mL) por 30 min en hielo. Luego las células se centrifugaron a 14000
rpm por 10 min a 4°C. Se recolectd el sobrenadante y en caso de ser necesario se

cuantificaron las proteinas por el método de Bradford.

5.2.6 Biotinilacion selectiva de proteinas de superficie (Sulfo-NHS-

Biotina)

Para evaluar la presencia del DOR en la superficie apical o basolateral de las

células MDCK ésta se cultivaron en filtros de 24 mm. Se sembraron 250.000 células
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y luego de cuatro dias se realiz6 el experimento. Los filtros se lavaron con PBS frio
suplementado con CaClz 0.1Mm y MgCl2 1 mM (PBSCM). Luego, las células se
biotinilaron de manera separada por el lado apical o basolateral incubandolas con
0,5 mg/mL de biotina diluida en PBSCM a 4°C dos veces por 20 min con agitacion
suave utilizando los siguientes volumenes: Se incubaron con 0.6 mL por el lado
apical y 1 mL por el compartimento basolateral. La biotina libre se inactivé incubando
los filtros con cloruro de amonio 50 mM por 5 min por ambos polos. Luego se lavaron
con PBSCM y se prosigui6 con el protocolo de precipitacién con Neutravidina o bien
se congelaron a -20°C para continuar en otro momento.

Para experimentos de inmunofluorescencia se utilizé el mismo protocolo pero
los volimenes se redujieron. Se incubaron con 0.2 mL por el apical y 0.4 mL por el
basolateral y luego de biortinila, inactiva y lavar los filtros se fijaron con

paraformaldehido.

5.2.7 Biotinilacion con marcaje metabdlico.

Las células MDCK se sembraron en filtro de 24 mm y al cuarto dia se realizo
el experimento. Se utilizaron dos filtros por punto. Las células se depletaron de
suero por 3 h incubandolas con medio DMEM. Luego las células se marcaron
metabdlicamente durante toda la noche con [S35]-metionina/cisteina 100 uCi/mL en
medio DMEM suplementado con3% SFB. Al siguiente dia las células se trataron por
el lado apical con el agonista DADLE 5 uM en medio completo suplementado con
cicloheximida y metionina/cisteina no radioactiva. Terminado el tratamiento las
células se biotinilaron. Los filtros se lisaron con tampdn Ripa mas inhibidores de
proteasa por 1 h. Un hora antes de la lisis se incubé 10 pL de anti:Flag con 30 pL
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de proteina A (cantidad por punto) a temperatura ambiente con agitacién suave
durante 2 h. El lisado celular se centrifug6é a 14000 rpm a 4°C y el sobrenadante se
incub6 con el complejo Flag-proteina A por 2 h a 4°C con agitacion suave. Las
muestras se lavaron haciendo sucesivos pasos de centrifugaciéon a 2000 rpm,
eliminacion del sobrenadante y lavado con 0.5 mL de tampon Ripa. Luego del dltimo
lavado se extrajo la totalidad del sobrenadante y las muestras se resuspendieron
con 30 pL de SDS 10% y se calentaron a 100°C para disociar la proteina A del
anticuerpo. Luego las proteinas biotiniladas se precipitaron con Neutravidina
(descrito mas adelante) y fueron sometidas a SDS-PAGE en condiciones
reductoras. Posteriormente las proteinas marcadas radioactivamente se detectaron

mediante fluorografia.

5.2.8 Ensayo transcitosis con biotina reducible (Sulfo-NHS-SS-Biotin)

El marcaje con esta biotina, sensible a la reduccion con glutation, se utilizo
en forma similar a la biotina normal. La proteina previamente biotinilada al
endocitarse se hace resistente a una solucion de glutation agregada por el
extracelular. La biotina reducible se resuspende en agua destilada a una
concentracion de 0.2mg/uL y se guardan alicuotas de 50 pL a -20°C. La biotina se
disuelve en PBSCM a una concentracion de 2 mg/mL. Las células sembradas en
filtros Transwell se incubaron por el lado apical con 0.6 mL de biotina dos veces por
20 min a 4°C, mientras que el basolateral se mantuvo con 1mL de PBSCM. Luego
las células se volvieron a 37°C con su respectivo tratamiento. Finalizado el
tratamiento las células se volvieron a 4°C y se incubaron con solucion reductora:
glutation 50 mM, NaCl 90mM10% SFB, MgCIl 1mM, CaClz2 0.1mM, NaOH 60mM, pH
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final 7.2-7.4. Se incubaron con 0.6 mL por apical y 1mL por basolateral
separadamente por 30 min a 4°C con agitacion suave. Luego los filtros se lavaron
con PBSCM y se secaron aireandolos para continuar con el protocolo de

precipitacion con Neutravidina.

5.2.9 Precipitacion de proteinas biotiniladas con Neutravidina

Para obtener las proteinas biotiniladas es necesario aislarlas de las proteinas
totales, esto se hace mediante precipitacion con Neutravidina, debido a la alta
afinidad entre ambas proteinas.

La membrana de los filtros se extrajo del soporte cortdndolos con un cuchillo.
El filtro se introdujo en un tubo eppendorfy se incubaron con 0.5 mL de tampdn Ripa
mas inhibidores de proteasa (PMSF 2 mM, leupeptina 2 ug/mL y pepstatina 2 ug/mL)
por 1 h a 4°C con agitacién fuerte. Luego se centrifugd a 14000 rpm por 10 min a
4°C. El lisado se incub6 con 40 pL de Sepharose-Neutravidina con tampdn Ripa por
2 h a 4°C en agitacion suave. El complejo proteina biotinilada-Neutravidina se lavo
haciendo tres pasos de centrifugaciéon a 2000 rpm por 2 min y lavados con 0.5 mL
de tampdn Ripa. Luego del ultimo lavado se extrajo todo el Ripa y se agregaron 30
pUL de tampdn de carga 4X (TrisHCI pH 6.8 63mM, glicerol 8.5%, SDS2%, -
mercaptoetanol 0,72 M y una punta de espatula de azul bromo fenol). La muestra
se calent6 a 60°C por 5 min para luego someterse a SDS-PAGE en condiciones

reductoras. Las proteinas de interés se detectaron mediante inmunoblot.
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5.2.10 Inmunoblot

Las proteinas provenientes de las biotinilaciones o lisado total fueron
sometidas a SDS-PAGE en condiciones reductoras y posteriormente transferidas a
membranas de polyvinylidenedifluoride (PVDF). Las membranas fueron incubadas
con anticuerpo anti: Flag para detectar el receptor de opioides y anti: E-caderina
como control de selectividad. Los anticuerpos fueron incubados en tampon PBS
con 5% leche descremada. Los lavados se realizaron en tampon PBS Tween-20
0.5% cinco veces por 5 min con agitacion fuerte para el anti:Flag hecho en conejo y
agitacion suave para anti:Ecaderina hecho en ratén. Para algunos blot se utilizé
anticuerpo anti:Flag (M1) hecho en ratén que requiere de la presencia de calcio y
se incuba en una solucién que contiene: 10 mM TrisHCI ph 7.4, 150 mM NacCl, 1
mM CaClz , 0.2% Tween-20, 5% leche descremada . Las membranas fueron
incubadas con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano
anti:ratbn o conejo segun el anticuerpo primario utilizado. Las proteinas
inmunoreactivas fueron detectadas usando un sistema de quimioluminiscencia de

ECL.

5.2.11 Fluorografia

Los geles que se utilizan en la separacidbn de proteinas marcadas
radioactivamente con [** S] metionina/cisteina se someten al proceso de fluorografia
para visualizar con mejor sensibilidad la emision del 3° S. Los geles se lavaron con
agua destilada y luego se fijaron por 30 min en una solucion de isopropanol: agua:

acido acético 25:65:10. Posteriormente, se lavaron dos veces con agua destilada y
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se incubaron con el reactivo Amplify durante 30 min. Finalmente los geles se
secaron sobre un papel filtro en un secador acoplado a una bomba a 65°C por 2,5

horas y se dejaron exponiendo en una pantalla Cyclone.

5.2.12 Inmunofluorescencia indirecta

Células crecidas en cubreobjetos de vidrio o filtros se fijaron con 4%
paraformaldehido, 4% sacarosa diluido en PBS por 20 min a temperatura ambiente,
para experimentos de transcitosis del receptor de opioides se utilizé siempre
solucion fijadora preparada fresca. Las células se permeabilizaron por 15 min con
0.05% saponina diluida en PBS. Para incubar los anticuerpo se fabricé una camara
hameda con papel absorbente embebido en agua para evitar el resecamiento de los
cubres o filtros. Los anticuerpos primarios y secundarios se diluyeron en saponina.
El anticuerpo primario se incubé durante 1 h a 37°C o bien durante toda la noche a
4°C. El anticuerpo secundario se incub6 durante 1 h a 37°C. Luego las muestras se
lavaron con PBS vy los filtros se cortaron cuidadosamente con un cuchillo afilado
evitando que este se doble. Se montaron sobre un porta objetos de vidrio con 15-
20 uL de medio de montaje Fluoromont G por el lado superior e inferior del filtro. El
filtro se cubre por la parte superior con un cubre objeto de vidrio. Las muestras se

dejaron secando a temperatura ambiente por 24 h.

5.2.13 Marcaje de la superficie apical en células vivas

Este ensayo se realiz6 en células sembradas en filtros de 12 mm. Las células
vivas se llevaron a la pieza fria y se incubaron, por el compartimento apical, con 100

uL de anticuerpo anti:Flag hecho en ratébn en una dilucién 1:400 en DMEM
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suplementado con Hepes previamente enfriado. Por el basolateral se agregaron 0.5
mL de DMEM Hepes. Luego de 40 min las células se lavaron con PBS frio para
retirar el exceso de anticuerpo y se volvieron a la estufa de cultivo a 37°C en
presencia o ausencia del agonista. El tratamiento con agonista DADLE 5 puM se
realiz6 en medio completo y se agreg6 por el compartimento apical en un volumen
de 0.5 mL, mientras que por el basolateral se agregaron 0.7 mL de medio completo.
Luego las células se lavaron con PBSCM, en algunos experimentos las células se
biotinilaron y luego se fijaron con paraformaldehido. Luego de fijar los filtros estos
se permeabilizan con 0.05% saponina diluida en PBS durante 15 miny se incubaron
con el anticuerpo secundario también diluido en saponina durante 1 h a 37°C en
camara humeda. Luego los filtros se lavaron con PBS y se cortaron cuidadosamente
con un cuchillo afilado evitando que este se doble. Se montaron sobre un porta
objetos de vidrio con 15-20 pL de medio de montaje Fluoromont G por el lado
superior e inferior del filtro. El filtro se cubre por la parte superior con un cubre
objetos de vidrio. Las muestras se dejaron secando a temperatura ambiente por

24h.

5.2.14 Marcaje con estreptavidina Alexa-568

Luego de biotinilar selectivamente las células se fijaron con 4%
paraformaldehido, 4% sacarosa diluido en PBS por 20 min a temperatura ambiente.
La estreptavidina Alexa 568 (2mg/mL) se incuba junto con el anticuerpo secundario
diluida entre 1:500-1:1000 en 0.05% saponina durante 1 h a 37°C en camara

hameda. Luego se lavaron con PBS y se montaron en porta objetos de vidrio.
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5.2.15 Adquisicién de imagenes

La imé&genes confocales se tomaron en un microscopio confocal Nikon
modelo Eclipse C2. Tomamos secciones confocales de 0.25 pm a una resolucion
de 1024 x 1024 pixeles, abarcando una regién entre 10-15 um correspondiente a la
altura de una MDCK sembrada a confluencia lo que genera aproximadamente 40-

50 fotos por cada canal.

5.2.16 Cuantificacién de imagenes

Las imagenes confocales se procesaron con el software Image J (NIH,
Bethesda) y el andlisis de colocalizacion se realizé utilizando el plugin JACoP
ajustando un umbral de sefial y midiendo el indice de Manders que va de 0 a 1(Bolte
& Cordelieres 2006). Los coeficientes de Manders representan al porcentaje de
pixeles de un canal (el DOR) para una proteina determinada que se sobrelapan con
los pixeles de un segundo canal (la estreptavidina-Alexa 568 apical o basolateral).
Asi, el coeficiente de Manders se puede utilizar directamente como una medida del
porcentaje de proteina ubicada en determinada zona pero para facilitar la

comprension los valores se expresan en porcentaje.
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6. Resultados

6.1 Cambios de distribucién del DOR inducidos por su

estimulacion en células MDCK

Para estudiar la via de transcitosis apical-basolateral generamos células
MDCK transfectadas permanentemente con un plasmidio de expresion que contiene
el cDNA del DOR con un epitope Flag en su extremo amino terminal (MDCK-DOR).
Mediante inmunofluorescencia indirecta con un anticuerpo anti:Flag seleccionamos
aguellos clones con la mayor cantidad de células positivas para el DOR (Fig. 1A).
Como se esperaba, el DOR mostré un patron de distribucién preferencialmente
apical, dando imagenes caracteristicas de microvellosidades. La proyeccion
ortogonal de una serie de cortes confocales muestra que el DOR codistribuye con
el marcador apical endégeno gpl35, en oposiciobn a la marca de la proteina
basolateral E-caderina (Fig. 1B). Estas imagenes son congruentes con la
distribucion polarizada de proteinas de superficie detectada por biotinilacion dominio
selectiva. Un banda de 55 kDa correspondiente al DOR maduro se observo
predominantemente en el dominio apical, mientras que la E-caderina soélo se
encontré en la superficie basolateral (Fig. 1C). Estos resultados reproducen las
observaciones previas de la tesis de FS, indicando que la proteina DOR contiene
informacion de destinacion apical que es reconocida por las células MDCK.

Luego estudiamos el cambio de distribucion del DOR hacia el polo basolateral

inducida por ligando, que se habia observado previamente en la tesis de FS,
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intentando optimizar las técnicas de deteccion para definir si efectivamente el DOR
se inserta en la membrana basolateral.

Primero reprodujimos las imagenes en inmunofluorescencia con nuestros
clones MDCK-DOR. Para esto sembramos células MDCK-DOR en filtro y
esperamos 4 dias para que se polaricen completamente. Luego las tratamos con
el agonista peptidico del DOR, DADLE 5 puM por 1 h, y realizamos una
inmunofluorescencia indirecta contra el epitope Flag. Observamos que el DOR
efectivamente se redistribuyd adquiriendo un patron de fluorescencia tipo panel de
abeja caracteristico de las proteinas basolaterales en presencia del agonista (Fig.
1D). Obtuvimos un resultado similar incubando las células vivas con el anticuerpo
anti:Flag adicionado apicalmente por 40 min a 4°C y luego tratando las células a
37°C con DADLE por 1 h (Fig. 1E). Esto indica que las células tratadas con DADLE
relocalizan el DOR desde el polo apical hacia el polo basolateral descartando una

contribucion del DOR proveniente de la ruta exocitica.
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Figura 1. El DOR como modelo de transcitosis apical-basolateral en células epiteliales.
Células MDCK se transfectaron establemente con un plasmido que contiene el receptor
de opioides tipo & (DOR) con un epitope Flag en su extremo amino terminal
(MDCK-DOR). A) Imagen de la expresion apical del DOR en condicién basal. Inmu-
nofluorescencia de células MDCK-DOR crecidas en filtro marcadas con anti:Flag. Barra
corresponde a 10 um. B) Corte ortogonal de células MDCK-DOR marcadas con anti:Flag
mas una proteina enddgena apical, anti: gp135 y una basolateral anti:E-caderina. C) Me-
diante biotinilacion dominio selectiva se aislaron las proteinas del dominio apical (Ap)y
basolateral (Bl) y por inmunoblot, utilizando anticuerpo anti:Flag, se detecté el DOR en
el dominio apical de las células MDCK. Como control de selectividad se utilizé anti:E-ca-
derina. Peso molecular en kDa. D) Redistribucion basolateral del DOR en respuesta al
tratamiento con su agonista. MDCK-DOR fueron tratadas con DADLE 5 uM por 1 hy
luego fueron procesadas para inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti:Flag,
anti:gp135 y tincion nuclear de Hoechst. Barra, 10 um. En el panel inferior se muestra la
proyeccion ortogonal. Experimento representativo , n=5. E) Esquema del ensayo de
marcaje de superficie en células vivas. La imagen muestra que el DOR ubicado inicial-

mente en la superficie apical transita al polo basolateral en respuesta a la activacion por
ligando. Experimento representativo , n=3. Barra corresponde a 10 um.




Como estos resultados todavia no demuestran que el receptor realmente se
esté insertando en la membrana basolateral, intentamos distintos protocolos de
deteccion de proteinas en la superficie celular. Con la estrategia de la biotinilacién
dominio selectiva no logramos detectar aparicion del DOR en la superficie
basolateral. En la situacion control detectamos el DOR predominantemente en la
superficie apical, mientras que después de activarlo con su agonista desaparecio
de ambas superficies (Fig. 2A). La masa del DOR se mantuvo durante el
experimento, descartando que la degradacion del receptor impidiera su deteccién
en la superficie basolateral. También probamos biotinilacién después de marcaje
metabdlico, técnica ya utilizada en nuestro laboratorio para proteinas de dificil
deteccion (Matus et al 2007). Esta variante sélo mostrd una débil banda a la altura

del DOR en la superficie apical en situacion control (Fig. 2B).
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Figura 2. Ensayos bioquimicos para detectar el DOR en la superficie basolateral de célu-
las MDCK. A) Esquema y resultado del ensayo de biotinilacion dominio selectiva en
células MDCK-DOR controles y tratadas con DADLE. También se muestra un extracto
total de células en la condicién control (C) y DADLE. Como control de carga se incubd la
misma membrana con anti:E-caderina. B) Esquema y resultado del ensayo de biotinila-
cién con marcaje metabdlico en células MDCK-DOR controles y tratadas con DADLE.
Peso molecular en kDa. Por ambas técnica sélo pudimos detectar el DOR en la superfi-
cie apical. CHX, cicloheximida.
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Como una nueva estrategia realizamos una inmunofluorescencia indirecta en
condiciones no permeabilizantes adicionando el anticuerpo anti:Flag ya sea por el
compartimento apical o basolateral de células MCDK-DOR cultivadas en filtros
hasta confluencia. De esta manera so6lo detectariamos el DOR que se encuentra en
la superficie celular respectiva (Fig. 3A). En la situacion control observamos una
robusta marca apical y una débil marca, casi indetectable, basolateral. En cambio,
cuando incubamos las células con DADLE vimos desaparecer la marca apical
mientras que aparecio claramente una marca de borde basolateral, correspondiente
a la interaccién del anticuerpo secundario con el complejo anticuerpo primario-DOR
en la superficie de este dominio. Este resultado constituye la primera evidencia de
una insercién del DOR proveniente del polo apical en la membrana plasmética
basolateral.

Esto nos motivo a obtener mayor evidencia de esta nueva ruta de transcitosis
utilizando un protocolo de biotinilacibn con un reactivo reducible por glutation
(esquema Fig. 3B). Esta técnica ya ha sido utilizada por nuestro laboratorio para
demostrar el transito de una proteina desde un polo de la superficie celular hacia el
polo opuesto (Burgos et al 2004). Primero biotinilamos el dominio apical a 4°C de
las células MDCK-DOR cultivadas a confluencia en camaras Transwell. Luego de
incubar por 1 h las células a 37°C con medio control o con DADLE 5 puM adicionado
al medio apical, adicionamos glutation a 4°C al compartimento apical o basolateral.
De esta manera se elimina la biotina desde las proteinas que estan en la superficie
celular ya que el glutation no entra a la célula. La solucion reductora con glutation
rompe el puente disulfuro del enlace entre la proteina de superficie y la biotina. En

la situacion control, vimos que la reduccion por el polo apical, pero no por el polo
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basolateral, redujo la masa del DOR precipitada por Neutravidina, mostrando asi la
eficiencia dominio selectiva de la reduccién con glutatiéon (Fig. 3C). En contraste, al
estimular con el agonista observamos un resultado inverso. Es decir, el glutation
aplicado por el polo apical no redujo la masa del DOR biotinilado, indicando que
adquirié resistencia al moverse hacia el interior de la célula y hacia el polo
basolateral. Corroboramos la aparicion del DOR en la superficie basolateral al
adicionar el glutation agregado por el polo basolateral, que hizo desaparecer la
masa del DOR biotinilado por el polo apical.

Estos resultados, obtenidos con dos tipos de ensayo diferentes, demuestran
fehacientemente que el DOR se mueve desde la superficie apical hacia la superficie
basolateral al ser activado por su agonista, revelando asi por primera vez la
existencia de una ruta de transcitosis apical-basolateral regulada por estimulos

externos.
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Figura 3. Insercion del DOR en la membrana basolateral en respuesta a la activacion por
su agonista. A) Inmunofluorescencia en condiciones no permeabilizantes de células
MDCK-DOR tratadas con medio control o DADLE. El anticuerpo primario se incubé sélo
por el dominio apical (Ap) o basolateral (Bl) y el secundario por ambos lados. Imagen
microscopia de epifluorescencia. Barra corresponde a 10 um. B) Esquema ensayo de
biotinilacion con biotina reducible. C) Ensayo de transcitosis con biotina reducible en
células MDCK controles y tratadas con DADLE 5 uM por 1 h. Peso en kDa. La desapari-
cion de la masa del receptor al contacto con glutation es reflejo de su presencia en la
superficie. Experimento representativo, n=3.
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6.2 El receptor DOR estimulado por su ligando es transportado por
vesiculas desde el polo apical al basolateral sin afectar la integridad de

las uniones estrechas

Inicialmente al realizar los experimentos de transcitosis por
inmunofluorescencia no observamos intermediarios vesiculares que dieran cuenta
de la redistribucién del receptor. Aln a tiempos cortos de tratamiento (15-30 min)
no detectamos el DOR en vesiculas o algun compartimento intracelular con la
técnica corriente de permeabilizacion con 0.2% Tritdbn-X100 (Fig. 4A). Nos
planteamos entonces la posibilidad de que el tratamiento opioide estuviera abriendo
transitoriamente la estructura de las uniones estrechas, tal como se ha descrito en
otras condiciones (Gonzalez-Mariscal et al 2008), permitiendo la difusién del DOR
desde el apical al basolateral. Por lo tanto, evaluamos la integridad de las uniones
estrechas con un ensayo de permeabilidad a inulina H2 adicionada al compartimento
apical de las células MDCK-DOR cultivadas a confluencia en camaras Transwell. A
distintos tiempos analizamos la cantidad de inulina H® que pas6 al compartimento
basolateral y como control positivo se utilizé el paso a través del filtro sin células
(Fig. 4B). La permeabilidad de la inulina H3 resulté ser muy baja (aprox. 3% a las 6
h) tanto en las MDCK-DOR control como en las tratadas con DADLE. Este
experimento descartd la posibilidad de difusion del DOR desde el polo apical al
basolateral por apertura de las uniones estrechas y nos llevo a plantearnos el
protocolo de inmunofluorescencia.

Probamos permeabilizar las células con saponina 0.05%, que extrae

colesterol haciendo perforaciones en las membranas, recomendado para
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compartimentos enriquecidos en colesterol, (Goldenthal et al 1985). Con este
sencillo cambio logramos por primera vez detectar vesiculas intracelulares
conteniendo DOR bajo condiciones de estimulacion con su ligando (Fig. 4C). Estas

vesiculas se ubicaron principalmente en un plano supranuclear.
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Figura 4. La activacion del DOR gatilla el transporte vesicular desde el polo apical al baso-
lateral sin afectar la integridad de las uniones estrechas A) Imagenes confocales de la
distribucién del DOR a diferentes tiempos. Inmunofluorescencia permeabilizada con
0.2% Triton X-100. B)Ensayo de permeabilidad a inulina H3. MDCK-DOR sembradas en
filtro fueron incubadas por el compartimento apical con inulina H? 1.25 pC/pL en presen-
cia o ausencia de agonista DADLE 5 uM. A diferentes tiempos se recolecté medio apical
y basolateral y en un contador de centelleo se midié la radioactividad y se calculé el por-
centaje de Inulina H* que pasa del compartimento apical al basolateral. Como control
positivo se utilizé un filtro sin células. C) Imagenes de diferentes planos confocales desde
el apical al basolateral. En el centro un dibujo de un célula MDCK como referencia.

64



6.3 Cinética de la transcitosis del DOR: Analisis cuantitativo

mediante inmunofluorescencia

Dado que los métodos bioquimicos convencionales no nos permiten
visualizar los cambios en la polaridad del DOR utilizamos una variante del protocolo
de biotinilacion dominio selectiva utilizando estreptavidina acoplada al fluoréforo
Alexa 568 para detectar por microscopia de fluorescencia las proteinas de
superficie. Esta técnica detecta con facilidad las proteinas de superficie del polo
apical y basolateral (Fig. 5A) y su combinacion con el ensayo marcaje de superficie
en células vivas (Fig. 1E) nos permitié cuantificar la cantidad relativa del DOR que
aparece en el polo basolateral proveniente del apical.

La figura 5B muestra una imagen confocal representativa de un ensayo de
transcitosis acoplado al protocolo de biotinilacion y union de estreptavidina-Alexa
568 en la superficie basolateral. El andlisis a distintos tiempos de incubacion con
DADLE mostré que el DOR aumenta en la superficie basolateral desde un 13% a
un 50% en 60 min, manteniéndose en este valor por al menos tres horas. Esto indica
que una vez que el DOR llega a la superficie basolateral se mantiene sin

redistribuirse nuevamente por al menos tres horas (Fig 5C).
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Figura 5. Cuantificacion del DOR en la superficie basolateral en respuesta a la activacion
por su agonista DADLE. A) Células MDCK-DOR sembradas en filtro fueron biotiniladas
por el compartimento apical o basolateral. Luego fueron fijadas e incubadas con estrep-
tavidina-Alexa 568. Imagen confocal representativa de la distribucién de las proteina
biotiniladas y detectadas con estreptavidina Alexa 568. B) Imagen confocal representa-
tiva de MDCK-DOR control y tratadas con DADLE por 1 h y bictiniladas por basolateral
(BI). Barra corresponde a 5 um. C) Grafico que representa la fraccion del DOR que coloca-
liza con la superficie basolateral marcada con estreptavidina a diferentes tiempos de
incubacién con DADLE 5 pM. Las barras corresponden a la desviacion estandar. Se cuan-
tificaron en promedio 20 células por condicion.

66



6.4 Analisis del trafico intracelular del DOR mediante hibridos con
GFP

Para el estudio del trafico intracelular de cualquier proteina es muy util
expresarla en un vector que contenga la proteina fluorescente verde (GFP), lo cual
permite seguir su trafico “in vivo”. La GFP es una proteina derivada de la medusa
Acquorea victoria, que presenta fluorescencia verde intensa cuando se excita con
una luz de longitud de onda de 488 nm.

Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que la generacion de un
constructo DOR con el GFP acoplado en el carboxilo terminal se destina
principalmente a la membrana apical, tal como la proteina nativa, pero no transita
hacia el polo basolateral al estimularlo con el agonista, quedandose retenido en un
compartimento intracelular. Como esto sugeria que una sefial de transcitosis apical-
basolateral funciona parcialmente en el hibrido DOR-GFP, decidimos generar otras
construcciones modificando la estrategia inicial.

Generamos una construccion adicionando el GFP en el extremo amino
terminal del DOR (GFP-DOR) y otra construccion con el GFP en el extremo
carboxilo pero adicionando un péptido espaciador de 15 residuos (DOR-esp-GFP).
En ambos mantuvimos el epitope Flag en el extremo amino terminal. La estrategia
se detalld6 en Métodos. Una vez clonadas y verificadas estas construcciones
mediante secuenciacion, las expresamos en ceélulas MDCK. EIl constructo GFP-
DOR se expreso pero la proteina quedo retenida en el reticulo endoplasmatico. No
logramos ver la proteina en la superficie celular aun cuando inhibimos la sintesis de

proteinas con cicloheximida por varias horas para disminuir la cantidad de proteina
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en el RE (Fig. 6). Probablemente la incorporacion de la proteina GFP en el extremo
amino del DOR afect6 su correcto plegamiento y en consecuencia su salida de la
ruta exocitica.

La proteina fusién DOR-esp-GFP mostré un resultado distinto, expresandose
en la superficie pero con una distribucién no-polarizada, contrastando con la
distribucion apical del receptor nativo (Fig. 7A). Con este constructo generamos una
linea estable (MDCK DOR-esp-GFP) y evaluamos si el receptor localizado en el
dominio apical era capaz de hacer transcitosis. Dado que esta construccion
mantiene el epitope Flag en el amino terminal realizamos el ensayo de marcaje de
superficie en células vivas ya descrito. Primero, incubamos las células con el
anticuerpo anti:Flag por el compartimento apical a 4°C, para luego tratarlas con
DADLE 5 uM por 1 h a 37°C. Cuantificamos la distribucion del DOR-esp-GFP con
el método de biotinilacion y unidén de estrepatividina-Alexa-568 descrita en la figura
5. En la situacién control, la marca del Flag (rojo) coincidié con la fluorescencia de
la GFP en el plano apical, mientras que en el basolateral s6lo se vio la fluorescencia
de la GFP. En las células tratadas con el agonista vimos que la marca del Flag ahora
coincidié con la fluorescencia de la GFP en el plano basolateral, reflejando
transcitosis desde la superficie apical (Fig. 7B). Para evitar confusion no mostramos
la marca de la estreptavidina-Alexa. La cuantificacion con la estreptavidina-Alexa
basolateral confirmo la transcitosis del DOR-esp-GFP (Fig. 7C).

El receptor FcRn tiene la capacidad de hacer transcitosis en ambos sentidos,
apical-basolateral y viceversa (McCarthy et al 2001). La distribucion no polarizada
del constructo DOR-esp-GFP en condicion basal abrid la posibilidad de evaluar si el

DOR es capaz de realiza transcitosis inversa al ser activado por su ligando por el
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compartimento basolateral. Para esto realizamos el ensayo de marcaje de superficie
en células vivas incubando con el anticuerpo anti:Flag por el lado basolateral y luego
tratAndolas con DADLE por el basolateral a 37°C. En estas condiciones el DOR
basolateral marcado con anti:Flag no cambio su distribucion (Fig. 7D), indicando

gue este receptor no hace transcitosis en ambos sentidos como lo hace el FcRn.
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Figura 6. Expresién intracelular de la proteina fusién GFP-DOR. Imagen representativa
del patrén de expresion del constructo GFP-DOR expresado en células MDCK, n=2.
Barra corresponde a 10 um.
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Figura 7. La proteina fusion DOR-esp-GFP se expresa en ambos polos de la célulay hace
transcitosis apical-basolateral pero no a la inversa. MDCK fueron transfectadas estable-
mente con un plasmido que contiene el receptor DOR acoplado a GFP y entre ambas un
espaciador. El constructo mantiene en el amino el epitope Flag. A) Imagen confocal de la
expresion del constructo DOR-esp-GFP en células MDCK polarizadas en un plano apical,
basolateral y ortogonal. La barra superior corresponde a 10 um y la inferior a 5 um. B)
Ensayo de transcitosis en células MDCK estables para DOR-esp-GFP. Unién del anticuerpo
anti:Flag (rojo) por el compartimento apical y posterior tratamiento con medio control o
DADLE 5 uM por 1 h. La barra superior corresponde al 10 umy la inferior 5 um. C) Cuanti-
ficacién de B utilizando biotinal/estreptavdinina Alexa 568 como marcador de la superfi-
cie basolateral (Bl). Las barras corresponden a la desviacion estandar, n= 20 células para
cada condicién. D) Experimento de transcitosis basolateral-apical. Las células MDCK esta-
bles para DOR-esp-GFP fueron incubadas por el basolateral con anti:Flag y luego se trata-
ron por basolateral con medio control o DADLE 5 pM por 1 h y luego procesadas para
inmunofluorescencia. Barra corresponde a 5 um.
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6.5 Analisis de posibles motivos de destinacion polarizada en el
DOR

Los resultados de transcitosis desde el polo apical al basolateral, pero no a
la inversa, indican que el DOR contiene motivos de destinacion polarizada que
actuarian primero determinando su distribucién apical y luego su tréfico hacia el polo
basolateral. La pregunta que surge entonces es si estos motivos tienen similitud con

los descritos.

6.5.1 Andlisis de la N-glicosilacion como posible sefial de destinacién

apical del DOR

El determinante de polaridad apical mas frecuentemente descrito es la N-
glicosilaciéon (Rodriguez-Boulan & Gonzalez 1999, Weisz & Rodriguez-Boulan
2009). EI DOR en su regién amino terminal contiene dos motivos de N-glicosilaciéon
gue son efectivamente glicosilados (Markkanen & Petaja-Repo 2008). Por lo tanto,
primero tratamos las células con un inhibidor farmacologico de la N-glicosilacion
tunicamicina, que inhibe a la enzima oligosacaril transferasa responsable de
transferir el complejo de 14 residuos desde el dolicol a la asparagina en el contexto
de los motivos de N-glicosilacion, N-x-S/T (donde N es asparragina, S serinay T
treonina) (Aebi et al 2010). El tratamiento con tunicamicina (10 pg/mL) por 16 h no
afectd la distribucién apical del DOR analizada por inmunofluorescencia (Fig. 8A).
Por inmunoblot corroboramos que la banda correspondiente al receptor maduro de
55 kDa disminuyd, indicando pérdida de N-glicosilacién, mientras que la banda de

43 kDa correspondiente al receptor sin sus azlUcares aumentd. La E-caderina que
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también es una glicoproteina (Pinho 2011) también aumentd su migracion
electroforética con el tratamiento con tunicamicina (Fig. 8B). No obstante, el
tratamiento con tunicamicina no eliminé todo el receptor glicosilado y como el DOR
homodimeriza (Cvejic & Devi 1997) podria ser que la fraccion de DOR glicosilado
llevara al receptor no glicosilado a la superficie apical.

Una manera mas definitiva de probar el rol de la N-glicosilacion es reemplazar
por alanina los residuos asparragina Nis y Ns3 que son glicosilados en el DOR.
Realizamos mutaciones sitio-dirigidas para reemplazaron ya sea Nis, N33 0 ambos
por alanina. La transfeccion transitoria mostré que los DOR mutantes tienen una
masa molecular menor al normal, esperable para la pérdida de los sitios de N-
glicosilacion (Fig. 8D). El andlisis por inmunofluorescencia mostr6 que estos
receptores se retienen bastante en el reticulo endoplasmatico, tal como se ha
descrito para la mayoria de las proteinas de membrana al alterarse su N-
glicosilacion (Fiedler & Simons 1995). Sin embargo, varias células mostraron
también el DOR no glicosilado con el tipico patron punteado correspondiente a una
distribucién apical (Fig. 8D). Podemos concluir que la N-glicosilacion no es la sefial

que determina la localizacion apical del DOR.
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Figura 8. El DOR contiene una sefal apical independiente de N-glicosilaciéon. A) Inmu-
nofluorescencia indirecta, contra el epitope Flag, de células MDCK-DOR crecidas en filtro
y tratadas con tunicamicina (Tun) 10 pg/mL. B) Inmunoblot, contra el epitope Flag, de
células MDCK-DOR tratadas con tunicamicina o medio completo (C). Como control de
carga se utilizé anticuerpo anti:E-caderina. El tratamiento con tunicamicina produce un
aumento en la migracién electroforética del DOR y E-caderina producto de la disminu-
cién en su peso molecular dada la remocién de sus azucares. C) Células MDCK transfecta-
das con las mutantes de N-glicosilacion del DOR fueron analizadas por inmunofluores-
cencia indirecta contra el epitope Flag (verde) y E-caderina (rojo).Barra corresponde a 10
um. D) Inmunoblot de células Hek transfectadas con el DOR normal y las mutantes de
N-glicosilacion.Similar al efecto de la tunicamicina las mutantes, carentes de las ramifica-
ciones de azucares, disminuyen su peso molecular. Peso molecular en kDa.
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6.5.2 Anédlisis de posibles sefiales basolaterales en la transcitosis

apical-basolateral del DOR

Las sefiales basolaterales mas comunes se basan en residuos tirosina en el
contexto Yxx® (donde x es cualquier aminoacido y ® es un residuo hidrofobico) o
residuos dileucina en el contexto de aminoacidos acidicos [D/E]xxxL[L/I] (Bonifacino
2014). Al analizar secuencias comunes a los tres sub tipos de receptores que
contuvieran residuos tirosina o dileucina encontramos motivos del tipo Yxx® en la
primera y segunda asa de estos receptores (Fig. 9). En la primera asa, el DOR tiene
un motivo YTKL que en los otros dos receptores tiene un reemplazo por metionina
en la tercera posicion (YTKM), manteniendo la caracteristica de ser hidrofébico. La
segunda asa contiene un motivo YIAV conservado entre los tres miembros de la
familia. Ademas, la tercera asa muestra un motivo dileucina compartido por el
receptor DOR y k, mientras que en el receptor u la primera leucina es reemplazada
por una metionina, asemejandose a sefales basolaterales basadas en una sola
leucina (Deora et al 2004, Wehrle-Haller & Imhof 2001). Por lo tanto, mediante
mutaciones sitio dirigidas analizamos si estos motivos son determinantes en la
transcitosis hacia el polo basolateral del DOR.

La sola interrupcion de la tirosina dentro del contexto Yxx® hace perder o
invertir la polaridad de las proteinas basolaterales (Cohen et al 2001a). Por lo tanto,
mutamos las tirosinas por alanina obteniendo los mutantes DORY77A, DORY147A 'y
el doble mutante DORY77,147A, que fueron secuenciados y expresados por
transfeccion transiente células MDCK. Todas estas mutantes se quedaron retenidas

intracelularmente con un patrén tipico del RE (Fig. 10A) y con una masa molecular
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de 45 kDa correspondiente al precursor inmaduro del DOR que se encuentra en el
RE (Petaja-Repo et al 2000) (Fig. 10B). Estos resultados indican que la interrupcion
de los motivos Yxx® en las asas intracelulares del DOR afectd su salida desde el
RE, lo cual nos impidi6 evaluar su contribucion en la transcitosis basolateral del
DOR.

En la tercer asa existen dos leucina (LLz43244) que también podrian actuar
como sefial basolateral. Si bien esta leucinas no se encuentran en contexto
diacidico hay ejemplos de sefiales basolaterales basadas en leucina sin este
contexto (Miranda et al 2001, Sheikh & Isacke 1996). Mediante mutagénesis sitio
dirigida mutamos cada una de las leucinas por alanina (L243A y L244A) y las
transfectamos de manera permanente en células MDCK. Estas mutantes se
expresaron en la superficie del polo apical pero no se vio afectada la re-distribucién
basolateral al estimularlas con ligando (Fig. 10C). Estos resultados indican que
estos motivos no constituyen una sefial basolateral que operativa en la ruta de

transcitosis del DOR.
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Primer loop Segundo loop

u: VIVRYTKMKTATN u: DRYIAVCHPVKALDFRTPRN
5: RYTKLKTATN &: DRYIAVCHPVKALDFRTPA
k: RYTKMKTATN k: DRYIAVCHPVKALDFRTPL
Tercer loop

p: LMILRLKSVRMLSGSKEKDRNLRRITRM
&: RLRSVRLLSGSKEKDRSLRRITR
k: LMILRLKSVRLLSGSREKDRNLRRITK

Carboxilo terminal

1 AFLDENFKRCFREFCIPTSSTIEQQNSARIRQNTREHPSTANTVDRTNHQLENLEAETAPLP
5: DENFKRCFRQLCRTPCGRQEPGSLRRPRQATTRERVTACTPSDGPGGGAAA
k: DENFKRCFRDFCFPIKMRMERQSTNRVRNTVQDPASMRDVGGMNKPV

Figura 9. Posibles motivos de destinacion basolateral dentro de la secuencia del DOR.
B) Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la regién intracelular de los recep-
tores u, 8 y k de raton. Destacado estdn las posibles sefales de destinacién basolateral.
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Figura 10. Mutantes de los posibles motivos de destinacién basolateral en el DOR. A)
Expresion del cDNA del receptor DOR normal y mutado en los posibles sitios de destina-
cién basolateral del tipo Yxx®. Se realizaron mutaciones puntuales cambiando la tirosina
por alanina en los contextos: Y_A, Y, ~A'y la mutaciéon de ambas tirosinas juntasY_, _A.
La disrupcion de cada uno de estos motivos por separado afecta la salida del receptor
DOR hacia la superficie dejandolo retenido en el reticulo endoplasmatico. B) Inmunoblot
de células Hek transfectadas con el DOR normal y mutado. Para identificar el receptor se
utilizé anticuerpo anti:Flag. El peso molecular de los mutantes es evidentemente menor
indicativo de la no maduracion de las mutantes. Como control de carga se utilizé anti:ac-
tina. C) Ensayo de transcitosis en células MDCK que expresan el receptor normal o
mutado en el motivo LL localizado en la tercera asa intracelular. La mutacion del motivo
dileucina no afecta la localizacién apical del DOR, ni tampoco la localizacion basolateral

al ser estimulado con DADLE 5 uM por 1h. Barra, 10 pm.
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6.6 Analisis de larutaintracelular del DOR en la via de transcitosis

basolateral

Las proteinas internalizadas desde el polo apical o basolateral pueden
encontrase colocalizando en un compartimento perinuclear que por esta razén se
ha denominado endosomas de reciclaje comun, CRE (Brown et al 2000). Incluso las
rutas de transcitosis opuestas de los receptores de plgA y FCRn coincidirian en este
compartimento (Jerdeva et al 2010). Por lo tanto, intentamos definir si el DOR
ocuparia esta misma ruta a través de CRE para transitar desde el polo apical al
basolateral.

La mayor dificultad en este tipo de experimentos es la carencia de un
marcador del CRE en células MDCK. Estas células no incorporan bien la transferrina
humana que generalmente se utiliza para marcar endosomas de reciclaje.
Consideramos que el adaptador AP1B podria ser utilizado para informar sobre el
paso de proteinas a través del CRE, tal como se ha descrito en la ruta biosintética
(Cancino et al 2007, Gravotta et al 2007). Estudios recientes muestran que el
adaptador AP1B y la forma ubicua AP1A participan en la destinacion de proteinas
basolaterales (Almomani et al 2012, Gravotta et al 2012, Guo et al 2013) y ambos
estarian tanto en el TGN como en el CRE (Guo et al 2013). Como contamos con
una linea de MDCK estables para la subunidad ulA acoplada a GFP (MDCK ulA-
GFP) (Donada por Juan Bonifacino, NIH), decidimos intentar transfectarlas
doblemente para expresar el DOR de manera permanente, utilizando otro sistema

de seleccion. Logramos obtener una linea estable transfectando con el plasmidio

79



para DOR que provee resistencia a G418, en cambio la expresion de ulA-GFP
utiliza puromicina como selector (Fig. 11A).

En estas células MDCK-ulA-GFP-DOR hicimos el ensayo de transcitosis
marcando el DOR con anticuerpos anti-Flag en la superficie apical y luego
adicionando DADLE 5 pM por diferentes tiempos. Mediante inmunoflorescencia
confocal cuantificamos el indice de colocalizacion (Indice de Manders) entre el DOR
y la subunidad ulA-GFP a los diferentes tiempos considerando todos los planos de
la célula. EI DOR aument6 aproximadamente tres veces su colocalizacion con ulA-
GFP alrededor de los 15 min de estimulacion con DADLE, disminuyendo luego
aumentando nuevamente hacia los 60 min (Fig. 11B). Estos resultados sugieren
que el DOR utiliza la via del CRE en su transito desde el polo apical al basolateral
y luego de llegar a la superficie basolateral parece alcanzar nuevamente este
compartimento.

El plgR, en su ruta desde el polo basolateral al apical, luego del paso por el
CRE pasa por un compartimento sub-apical, denominado ARE, antes de su arribo
a la superficie apical (Brown et al 2000, Lencer & Blumberg 2005). Este
compartimento, enriquecido en la GTPasa Rabl1, fue inicialmente caracterizado
por regular el trafico biosintético y endocitico de proteinas apicales (Brown et al
2000). También se ha propuesto que la E-caderina pasaria por el ARE en su ruta
biosintética hacia el polo basolateral (Desclozeaux et al 2008, Lock & Stow 2005).
Por lo tanto, estudiamos si el DOR utiliza también este compartimento ARE en su
ruta transcitotica apical-basolateral.

Para evaluar la contribucion del compartimento ARE-Rabll en la ruta

basolateral del DOR transfectamos células MDCK-DOR con un dominante negativo
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de Rabll acoplado a GFP. Este dominante negativo Rab11-GFPS25N contiene
una mutacién puntual en el sitio de unién a GTP que lo deja permanentemente en
su estado inactivo unido a GDP (Ren et al 1998). Se ha descrito que la expresion
de esta mutante redistribuye la E-caderina al polo apical en células MDCK (Lock &
Stow 2005).

Transfectamos transientemente las células MDCK-DOR con Rabl1-
GFPS25N en placas de cultivo y luego de 24 h se traspasaron a camaras Transwell
y se cultivaron por 4 dias para lograr confluencia y realizar el ensayo de transcitosis.
Aunque detectamos claramente expresion de Rab11-GFPS25N por la fluorescencia
verde en alrededor de 30% de las células, no vimos un efecto sobre la transcitosis
apical-basolateral del DOR en estas células (Fig. 11C). Estos resultados sugieren
que la ruta del transcitosis del DOR no incluiria al compartimento ARE-Rab11. Sin
embargo, no podemos descartar que los niveles de expresion del Rab11-GFPS25N
no hayan sido suficientes para desplazar la funcion del Rab11 end6geno. Ademas,
en ciertas células se visualiza un compartimento subapical con DOR que tiene las
caracteristicas del ARE-Rabl11. Se necesitan mas experimentos para definir este

aspecto.
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Figura 11. Compartimentos intracelulares de la ruta de transcitosis del DOR. A) Imagen
de células MDCK estables para la subunidad u1a-GFP y el DOR. B) Grafico del porcentaje
de pixeles del DOR colocalizando con ula-GFP a distintos tiempos de incubacién con
DADLE 5 pM. Para cada punto se cuantificé un promedio de 20 células. Barras corres-
ponden a la desviacién estandar.C) Ensayo de transcitosis en células MDCK-DOR trans-
fectadas con el dominante negativo Rab11-GFPS25N.
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6.7 El complejo AP1B no serequiere en el trafico apical-basolateral
del DOR

Son varias las proteinas que contienen sefiales de destinacion basolateral
que no coinciden con los motivos basados en tirosina y leucina. El ejemplo mas
estudiado es el del receptor de transferrina que tiene una sefial no clasica del tipo
GDNS (Odorizzi & Trowbridge 1997). El trafico basolateral de la transferrina, al igual
que el de la VSVG que tiene una sefial basolateral candnica tipo YxxF, es
dependiente del adaptador AP1B, revisado en Gonzalez y Rodriguez-Boulan, 2009.
Por lo tanto, evaluamos la posibilidad de que la transcitosis del DOR dependa de
AP1B.

En el laboratorio contamos con una linea de células MDCK establemente
silenciada por shRNA para la subunidad u del complejo AP1B (MDCK-ulBKD),
donada por Enrigue Rodriguez-Boulan (Cornell University, USA). Para corroborar el
silenciamiento de la subunidad ulB inmunoprecipitamos el complejo AP1 utilizando
un anticuerpo comercial contra la subunidad y (subunidad presente Unicamente en
el complejo AP1) y posteriormente realizamos un inmunoblot con un anticuerpo
propio contra la subunidad ulB (Cancino et al 2007). En las células silenciadas
observamos una disminucion en la masa de la banda correspondiente a la

subunidad ulb (Fig. 12A).
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Estas células MDCK-ulBKD fueron transfectadas establemente con el
plasmidio de expresion del DOR y por biotinilacion dominio selectiva corroboramos
la distribucion preferencialmente apical de este receptor (Fig. 12B). Luego
realizamos el experimento de estimulacion con el ligando del DOR y observamos
transcitosis apical-basolateral al igual que en las MDCK-DOR controles. Esto indica
que el AP1B no esta involucrado en la ruta de transcitosis apical-basolateral del

DOR.
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Figura 12.El complejo AP1B no participa en el trafico apical-basolateral del receptor del
DOR. A) Inmunoprecipitacion del complejo AP1 con un anticuerpo contra la subunidad
y e inmunoblot contra la subunidad u1B.La banda correspondiente a la u1B se muestra
con asterisco. B) Biotinilacion dominio selectiva de células MDCK-u1B KD transfectadas
permanentemente con el DOR. Inmunoblot contra el epitope Flag y como control de
selectividad y usamos anticuerpo anti:E-caderina. C) Ensayo de transcitosis apical-baso-
lateral en MCDK controles y u1B KD e inmunofluorescencia con la proteina apical endé-
gena gp135, también se incluye la tincién nuclear de Hoechst. Barra de imagen de

campo y corte ortogonal corresponden a 10 umy 5 pm respectivamente.
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6.8 Rol del citoesqueleto en la transcitosis apical-basolateral del
DOR

Varios estudios muestran un requerimiento de microtibulos en la transcitosis
basolateral-apical de distintas proteinas (Breitfeld et al 1990, Burgos et al 2004,
Hunziker et al 1990, Yui et al 2013). Nuestro laboratorio describié que el receptor
SRBI de lipoproteinas HDL hace transcitosis basolateral-apical inducida por
forskolin (FSK) en una ruta que depende de microtubulos (Burgos et al 2004). En
esta tesis utilizamos este receptor SRBI como control positivo para analizar la
funcion de microtubulos en la transcitosis apical-basolateral del DOR.

Transfectamos de manera permanente células MDCK con el plasmido del
receptor SRBI acoplado a GFP en su extremo carboxilo (SRBI-GFP). Estas células
MDCK-SRB1-GFP, cultivadas a confluencia sobre cubre objetos de vidrio,
mostraron una distribucién predominantemente basolateral del SRBI en condicion
control (Fig. 13). Al tratarlas con FSK 5 puM por 1 h observamos redistribucion hacia
el polo apical, tal como se ha descrito (Burgos et al 2004). Esta redistribucion se
inhibié completamente al pretratar las células con nocodazol (Fig.13). El nocodazol
se une a la B-tubulina previendo la formacién del dimero con la a-tubulina de manera
reversible (Grindstaff et al 1998). En estas mismas condiciones, pero con las células
cultivadas en filtro, no vimos efecto del nocodazol sobre la transcitosis del DOR (no
se muestra).

Para hacer mas extrema las condiciones de despolimerizacion de
microtubulos mantuvimos las células MDCK-DOR por 2 h en agua-hielo en

presencia de nocodazol (33 uM) o de colchicina (10uM). La colchicina, a diferencia
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del nocodazol, actia uniéndose al heterodimero soluble de tubulina previniendo la
polimerizacion de los microtubulos, y es irreversible. Realizamos el marcaje del
DOR en la superficie apical con anti:Flag y tratamos la células con DADLE en
presencia o ausencia de los inhibidores. No vimos diferencias entre las células
controles y las tratadas con las drogas depolimerizantes de microtibulos sobre la
transcitosis apical-basolateral del DOR (Fig. 14A). Los niveles de colocalizacion del
DOR cuantificados respecto de la marca con estreptavidina-Alexa 568 del polo
basolateral previamente biotinilado fueron similares (Fig. 14B). Estos resultados
sugieren que la ruta de transcitosis apical-basolateral es independiente de

microtUbulos, contrastando con la ruta inversa basolateral-apical.

87



Basolateral

Apical

Control

FSK+NZ

FSK
Figura 13.Transcitosis basolateral-apical del receptor SRBI es dependiente de microtu-
bulos. Células MDCK transfectadas establemente con el cDNA del receptor SRI-GFP
fueron sembradas en filtro y mantenidas en cultivo hasta su completa polarizacion.

Previo a la induccidn de la transcitosis con forskolin (FSK) las células fueron tratadas con

nocodazo (NZ) a 4°C durante 2 h.Luego las células fueron tratadas con FSK 5uM en pre-
sencia de cicloheximida por 1 h.Barra corresponde a 5 um.
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Figura 14. Contribucion del citoesqueleto de microtubulos en la transcitosis apical-baso-
lateral del DOR. MDCK-DOR fueron sembradas en filtro y mantenidas en cultivo por
cuatro dias permitiendo que polaricen.Previo al ensayo de transcitosis la placa de células
MDCK-DOR fue suspendida por 2 h en agua-hielo en presencia de nocodazol (Nz) 33 uM
y colchicina (Col) 10 uM para permitir la completa depolimerizacién de los microttubulos.
Terminado el tratamiento las células fueron biotiniladas por apical o basolateral, fijadas y
marcadas con anit:Flag y estreptavidina Alexa 568.Barra corresponde a 10 um. B) Grafico
que representa el porcentaje de colocalizacion del DOR con la biotina/estreptavidina
basolateral (Bl). Las barras representan la desviacion estandar. Por cada condicién se
cuantificé un promedio de 15 células.
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En sistemas polarizados algunos autores han descrito que la endocitosis
apical es sensible a la disrupcion del citoesqueleto de actina (Gottlieb et al 1993,
Jackman et al 1994, Maples et al 1997, Shurety et al 1996). Por lo tanto, probamos
el efecto de dos drogas que afectan la estructura del citoesqueleto de actina, la
latrunculina A, molécula permeable que secuestra los mondmeros de actina y en
consecuencia depolimeriza los microfilamentos (Gronewold et al 1999) y la
citocalasina D, que se une al filamento de actina blogueando la incorporacion de
nuevos monomeros (Cooper 1987).

Sin embargo, al cotratar con latrunculina A (0.17ug/mL) vimos que el DOR se
endocita desde el polo apical pero no llega a la superficie basolateral, quedando
retenido en vesiculas intracelulares (Fig. 15A). Inesperadamente, al co-tratar las
células MDCK-DOR con agonista DADLE y mas citocalasina D (1pg/mL) hubo
transcitosis tal como en las células controles. El andlisis por microscopia confocal,
luego de biotinilar la superficie apical y marcarla con estraptavidina-Alexa-558,
mostré que estas vesiculas se localizan bajo la superficie apical (Fig. 15C). La
cuantificacion mostré que el cotratamiento con latrunculina A no afectd la
endocitosis. Observamos una disminucion de la colocalizacion del DOR con la
estraptavidina-Alexa-568, desde un 55% a un 30%, similar al de las células tratadas
solo con DADLE (Fig.15B). En cambio, en presencia de latrunculina A observamos
s6lo un 20% de colocalizacion con la marca de estraptavidina-Alexa-568
basolateral, contrastando con el 55% de localizacion en la condicion control solo
con DADLE (Fig. 15B).

El efecto de los inhibidores sobre la arquitectura del citoesqueleto de actina

lo corroboramos utilizando falloidina acoplada a Alexa 594 (Fig. 15D). Una hora de
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tratamiento con latrunculina A a 37°C hace desaparecer los bordes laterales de
actina, asi como también los delgados filamentos que se alinean paralelos a la
membrana basal. El efecto de la citocalasina D aparentemente es menos dramético
aunque igual se aprecia una pérdida en los filamentos basales y un aumento de la
actina en los bordes basolaterales, similar a lo descrito por otros autores (Sheff et
al 2002)

Estos resultados indican que la actina no seria requerida para la endocitosis
apical del DOR, contrastando con otras proteinas (Gottlieb et al 1993, Jackman et
al 1994, Maples et al 1997, Shurety et al 1996), pero si se necesitaria para una

etapa posterior de transporte hacia el polo basolateral.
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Figura 15. Efecto de los inhibidores de la dindmica del citoesqueleto de actina sobre la
transcitosis apical-basolateral del DOR. MDCK-DOR fueron sembradas en filtro y manteni-
das en cultivo por cuatro dias permitiendo que polaricen.La superficie apical de las células
fue marcada con anti:Flag y luego se trataron con agonista DADLE en presencia de latrun-
culina A (Lat) 0.17 pg/mL o citocalacina D (Cit)1ug/mL.Terminado el tratamiento las célu-
las fueron biotiniladas por apical o basolateral y luego fueron fijadas y marcadas con
estreptavidina Alexa 568 junto con el anticuerpo secundario. A) Imagen confocal de un
plano apical y otro basolateral en cada una de las condiciones. Barra corresponde a 10 um.
El panel inferior muestra un corte ortogonal donde se incluye la tinciéon nuclear de Hoe-
chst.Barra corresponde a 5 yM. B) Cuantificacion de A, el asterisco corresponde a un valor
de p < 0.01.C) Seccién confocal de las células biotiniladas por apical donde se muestra el
plano subapical de las vesiculas en la condicion DADLE mas Lat. D) Tincién con falloidina
Alexa 568 en las células MDCK-DOR en situacion control o tratadas con Lat o Cit en un
plano apical y basolateral.
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Los receptores de opioides interactian con proteina G inhibitorias sensibles
al bloqueo por la toxina pertussis (Chakrabarti et al 1995, Laugwitz et al 1993,
Prather et al 1994). Esta toxina ADP-ribosila la subunidad a de la proteina G,
permaneciendo en su estado inactivo unida a GDP impidiendo la inhibicion de la
adenilato ciclasa (Burns et al 1988).

Para evaluar la contribuciébn de la proteina G inhibitoria a la ruta de
transcitosis del DOR tratamos células MDCK-DOR por 24 h con la toxina pertussis
0.1 ng/mL y luego realizamos el experimento de transcitosis por imnunoflorescencia
(Fig 16). En las células tratadas con el agonista DADLE mas la toxina pertussis
observamos borde basolateral reflejo de transcitosis apical-basolateral, sin embargo

hay marca del DOR en el polo apical producto del bloqueo de la endocitosis.
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Control DADLE + PTX

Figura 16. La toxina pertussi bloquea parcialmente la endocitosis apical del DOR.
MDCK-DOR fueron pre-tratadas con la toxina pertussis (0.1 ng/mL) por 24 h. Luego las
células fueron tratadas con agonista DADLE por 1h en presencia ausencia de la toxina
y procesadas para inmunofluorescencia.Imagen representativa, n=4.Barra 10 um.
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7. Discusion

En esta tesis utilizamos el DOR como modelo de proteina para estudiar una
ruta de trafico desde el polo apical hacia el polo basolateral que seria regulada en
células epiteliales MDCK polarizadas. Primero realizamos experimentos que
lograron determinar que el DOR destinado inicialmente al polo apical hace
realmente transcitosis, insertdndose en la membrana plasmatica basolateral cuando
es estimulado por su agonista. Luego analizamos la ruta de transcitosis
enfocandonos en la posibilidad que el DOR entrara transitoriamente al CRE. Los
resultados nos llevaron a plantear la existencia de sefiales de destinacion apical y
basolateral en el DOR, que intentamos dilucidar mediante experimentos de
mutacion sitio dirigida basandonos en sefales conocidas. Finalmente analizamos la
funcion del citoesqueleto en la ruta de transcitosis del DOR, tomando en cuenta la
primera etapa endocitica y luego su transporte hacia el polo basolateral. La
discusiéon termina con una proyeccién hacia las rutas utilizadas en neuronas y una
comparacion de la ruta de transcitosis del DOR con las de otras proteinas,
concluyendo que nuestros resultados contrastan con reportes previos y por lo tanto

evidencian la existencia de una ruta no descrita previamente.

7.1 Evidencias de transcitosis apical-basolateral del DOR

Esta tesis se bas6é en una observacion previa realizada en el laboratorio,
donde se vio un cambio de distribucién de los receptores opioides desde el polo
apical hacia el polo basolateral de las células MDCK al ser estimulados con ligando
(tesis doctoral de Fabiola Sanchez). Esto sugeria la existencia de una ruta de

transcitosis apical-basolateral regulada que no se habia descrito hasta el momento.
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Sin embargo, las técnicas disponibles no habian logrado demostrar que estos
receptores provenientes del polo apical se insertaran en la superficie basolateral,
COMO se requiere en un proceso de transcitosis.

Al igual que en la tesis de FS, con la estrategia de la biotinilacibn dominio
selectiva no logramos detectar aparicion del DOR en la superficie basolateral.
Descartamos que esto se debiera a degradacion del DOR. Como una nueva
estrategia adecuamos la inmunofluorescencia indirecta para detectar al DOR en la
superficie apical y basolateral. Primero marcamos las células vivas con anti:Flag
que reconoce este epitopo en el DOR apical, y luego de fijar las células,
adicionamos el anticuerpo secundario por el basolateral. Con esta técnica
observamos que aparece marca del complejo DOR-anti:Flag en la superficie
basolateral al ser estimulado con su agonista. Este resultado constituyo la primera
evidencia de una insercion del DOR proveniente del polo apical en la membrana
plasmatica basolateral. Luego obtuvimos evidencia adicional con un protocolo de
biotinilacion eliminable por reduccion por glutation. EI DOR biotinilado en la
superficie apical perdio biotina al reducirse desde el polo basolateral indicando su
apariciéon en este polo al estimularlo con agonista. Estos dos ensayos dieron clara
evidencia de transcitosis apical-basolateral del DOR inducida por agonista.

Ademas, implementamos wuna técnica para cuantificar mediante
inmunofluorescencia la transcitosis del DOR, incorporando una marca fluorescente
de estreptavidina-Alexa568 a la superficie basolateral previa biotinilacion de esta
superficie. Esta técnica junto con el ensayo de marcaje anti:Flag del DOR en la

superficie apical de células vivas nos permitié cuantificar, mediante analisis de
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colocalizacion con Alexa568, la cantidad relativa del DOR que aparece en el polo
basolateral, a la vez que desaparece del polo apical.

Estos experimentos demostraron que el DOR aparece en la superficie
basolateral dentro de 30 min después de estimular con ligando por el polo apical.
Ademas, utilizamos este tipo de andlisis de colocalizacion para estudiar la

transcitosis del DOR en distintas condiciones experimentales.

7.2 Ruta intracelular de la transcitosis apical-basolateral del DOR

7.2.1 La transcitosis apical-basolateral del DOR involucra un transito

por el CRE.

Uno de los problemas que enfrentamos al realizar los experimentos de
transcitosis mediante inmunofluorescencia era que no observabamos vesiculas
intracelulares que dieran cuanta del transporte del DOR desde el polo apical hacia
el basolateral. Lo primero que hicimos fue descartar que la redistribucién del DOR
se debiera a un fenébmeno de difusion lateral debido a la apertura de las uniones
estrechas como consecuencia del tratamiento con agonista opioide. Realizamos un
ensayo de permeabilidad a inulina desde el compartimento apical al basolateral,
donde se descarté que la activacion del DOR en células MDCK perturbara la
integridad de las uniones estrechas.

La no deteccion de vesiculas intracelulares nos obligd a cambiar el protocolo
de permeabilizacidon de membrana que inicialmente incluia permeabilizar con Triton
X100 0.2% a usar saponina 0.05% que extrae el colesterol de las membranas

haciendo hoyos en la misma (Goldenthal et al 1985). Este cambio nos permitié por
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primera vez visualizar vesiculas transcitéticas positivas para el DOR para asi poder
evaluar la ruta intracelular que sigue este receptor mediante inmunofluorescencia

El CRE es un compartimento donde se encuentran proteinas que son
endocitadas desde el polo apical o basolateral (Brown et al 2000). Incluso las rutas
de transcitosis opuestas de los receptores de plgA y FcRn coinciden en este
compartimento (Jerdeva et al 2010). Por lo tanto, estudiamos si el DOR ocupa el
CRE durante su trafico intracelular desde el polo apical al basolateral. Para esto
utilizamos AP1A-GFP como marcador del CRE, que ademéas marca TGN segun una
publicacién reciente (Guo et al 2013).

En células MDCK estables para la subunidad ulA acoplada a GFP (MDCK
ulA-GFP) transfectamos establemente el DOR. Los ensayos de transcitosis por
inmunoflorescencia y el analisis confocal indicaron que el DOR utiliza el
compartimento CRE para transitar desde el polo apical hacia el basolateral después
de estimulacion con agonista.

Este resultado coincide con lo descrito para la ruta apical-basolateral del
FcRn. Este receptor expresado en células MDCK pasaria por el CRE, identificado
por su contenido de transferina y TfR, en su ruta de transcitosis constitutiva
bidireccional (Tzaban et al 2009). También el plgR en su transcitosis basolateral-
apical (Brown et al 2000, Jerdeva et al 2010). En células derivadas de placenta que
expresan endogenamente el FCRn y endocitan IgG desde el polo apical se ha
observado que esta proteina pasa por un compartimento intracelular positivo para
el receptor de transferrina, que presumiblemente corresponderia al CRE, durante
su transcitosis (Leitner et al 2006). La diferencia es que el DOR entra a una ruta de

transcitosis apical-basolateral regulada, que sin embargo también utilizaria el CRE
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como compartimento intermediario, desde donde podria ser finalmente destinado al
polo basolateral, tal como lo hace el TfR (Brown et al 2000).

Ademas, como generalmente detectamos vesiculas que contienen DOR en
la region subapical analizamos si el DOR utilizaria también el compartimento
subapical ARE-Rabll en su ruta de transcitosis. EI ARE-Rabll, es otro
compartimento que participa en la ruta de transcitosis apical-basolateral del plgR y
que ademas ha sido involucrado en la destinacion basolateral al menos de E-
caderina (Casanova et al 1999, Desclozeaux et al 2008, Lock & Stow 2005, Wang
et al 2000a).

Utilizamos un dominante negativo de Rab11-GFP expresado por transfeccion
transciente pero no logramos ver diferencias de transcitosis del DOR entre las
células que expresaban o no el dominante negativo. Esto concuerda con los
resultados de Tzaban y cols. que describieron que la transcitosis bidireccional del
FcRn es indiferente al silenciamiento de Rab 11.

Nuestros resultados y los antecedentes descritos respaldan la idea de que el
CRE es una estacion comun para proteinas que siguen una ruta de transcitosis
apical-basolateral como el DOR, mientras que el compartimento ARE-Rab-11
parece no estar involucrado en esta ruta, aun cuando participa de la ruta basolateral-

apical del plgR (Brown et al 2000).

7.2.2 La transcitosis apical-basolateral del DOR es independiente del

complejo AP1B

En células MDCK que tienen silenciada la subunidad ulB del complejo AP1B

vimos gque la estimulacién del DOR con su agonista induce su transcitosis desde el
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polo apical al basolateral similar a las células MDCK nativas. Hay varios ejemplos
de proteinas que son destinadas basolateralmente de manera independiente de
AP1B, incluyendo al receptor FcRII-B2 (Roush et al 1998), E-caderina (Miranda et
al 2001), CD147 (Deora et al 2004) y anfiregulina (Gephart et al 2011), todas ellas
con sefiales de destinacion basolateral basadas en leucina. Otras proteinas, tales
como la VSVG, LDLR, y el intercambiador anionico de riidén (Almomani et al 2012,
Gravotta et al 2012), parecen depender tanto de AP1A como de AP1B para su
correcta destinacion basolateral, puesto su pérdida de polaridad es mayor cuando
se silencian estas dos isoformas de AP1.

Otro adaptador que podrian reconocer las sefiales basolaterales del DOR y
acoplarlo a la maquinaria de transporte vesicular con destinacion basolateral es el
complejo adaptador AP4, que se diferencia de los otros miembros por carecer de
un dominio de interaccion con clatrina (Hirst et al 1999). Experimentos de doble
hibrido describen que la subunidad u4 de este adaptador interactuaria con la sefal
basolateral del LDLR y su silenciamiento lleva a deslocalizar al LDLR hacia el polo
apical (Simmen et al 2002). Sin embargo, el papel de AP4 en la destinacion
basolateral es tema de controversia (Gonzalez & Rodriguez-Boulan 2009). La
sortinexina-17, es un adaptador monomeérico que reconoce sefiales basadas en
tirosina del receptor LRP1 y es determinante en el reciclaje basolateral en células

MDCK y somatodendritico en neuronas hipocampales (Donoso et al 2009).
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7.3. Busqueda de las sefiales de trafico apical y basolateral del
DOR

La distribucion apical del DOR vy su transcitosis al polo basolateral indican
gue esta proteina contiene sefiales de destinacion polarizada. La sefial apical seria
decodificada durante el trafico biosintético del DOR, puesto que no observamos
transcitosis desde el polo basolateral al apical. En cambio, la destinacion basolateral
probablemente se exprese durante su trafico en la ruta de transcitosis, ya que
obtuvimos evidencias de su paso por el CRE, desde donde emergen rutas hacia el

polo apical (Gonzalez & Rodriguez-Boulan 2009).

7.3.1 Destinacién apical del DOR: Posibles sefiales

La distribucion apical del DOR en células MDCK es coherente con la
distribucion de los receptores opioides u y K que se expresan endégenamente en
ciertas células epiteliales, tales como las células Caco-2 (Neudeck et al 2003,
Neudeck & Loeb 2002).

La N-glicosilacion se ha propuesto como una sefial apical comun a muchas
glicoproteinas (Rodriguez-Boulan & Gonzalez 1999). También se ha propuesto que
esta sefial seria decodificada por un sistema dependiente de las llamadas balsas
lipidicas (Helms & Zurzolo 2004, Simons & Ikonen 1997) o por galectinas tales como
Gal-4 (Delacour et al 2005) y Gal-9 (Mishra et al 2010)

Para determinar si la distribucion apical de DOR est4 determinada por N-
glicosilacién realizamos mutaciones sitio dirigidas para reemplazar las asparraginas

Ni1s y Ns3 por alanina. Estos son los dos Unicos sitios de N-glicosilaciéon de DOR.
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Como se ha descrito para numerosos mutantes de glicoproteinas (Fiedler & Simons
1995), estos mutantes Ni1sA y NzzA y también la doble mutante fueron en su mayor
parte retenidos en el RE. Sin embargo, en algunas células logramos detectar DOR
en la superficie apical, indicando que ésta no depende de N-glicosilacion.

Si bien la N-glicosilacién es esencial para la destinacion apical de una
variedad de proteinas de membrana y de secrecion, como por ejemplo la endolina
y la eritropoyetina respectivamente (Kitagawa et al 1994, Potter et al 2004). También
hay varios ejemplos de proteinas de membrana apicales cuya destinacion es
independiente de los N-glicanes, tal es el caso de canal de potasio Maxi K (Bravo-
Zehnder et al.,, 2000), el transportador de nucledsido selectivo de purinas
dependiente de sodio (SPNT) (Mangravite & Giacomini 2003). Proteinas de
secrecion como la proteina de envoltura del virus de la B y la globulina de union a
cortisoesteroides no pierden su polaridad apical al impedirse la N-glicosilacién
(Larsen et al 1999, Marzolo et al 1997, Trischler et al 2001) . Hay proteinas apicales
que normalmente no son glicosiladas, como CD3-epsilo y la cromagranina (Alonso,
Fan, & Alarcén, 1997; Kiihn, Cohn, & Gorr, 2000).

Por otro lado, se han descrito glicoproteinas que se secretan sin polaridad en
células epiteliales, tales como la proteina CD7 (Haller y Alper 1993) y versiones
mutadas de la hemaglutinina del virus influenza y la VSVG (Gonzalez et al 1987).
Por lo tanto, el mecanismo de destinacion apical y su dependencia de glicosilacion
todavia no ha sido aclarado. Una hipotesis que reune varios de los elementos
descritos es que la agregacion de proteinas en el TGN, promovida ya sea por
glicanos o por interacciones proteina-proteina o por regiones enriquecidas en

colesterol, determine la entrada hacia rutas de destinacion apical (Imjeti et al 2011).
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Los GPCR que son apicales y cuya sefial de destinacidon ha sido estudiada,
incluye la rodopsina (Chuang & Sung, 1998), el receptor de serotonina 5-HT
(Jolimay et al 2000) y el receptor metabotrépico de glutamato 1b (Francesconi &
Duvoisin 2002) contienen sefales peptidicas localizadas en el extremo carboxilo
terminal pierden su polaridad apical al mutarse estas sefiales, ain cuando tengan
sitios de N-glicosilacion, como es el caso de la rodopsina (Chuang & Sung, 1998).
Por lo tanto, hay antecedentes de la existencia de sefiales apicales en GPCR
independientes de la N-glicosilacion, que podrian ser determinantes en la polaridad
apical del DOR.

Al contrario de los otros GPCR mencionados, el DOR no parece contener su
sefial apical en el extremo carboxilo terminal. Esto se demostré en la tesis doctoral
de FS construyendo un DOR truncado en su extremo carboxilo terminal, que sin
embargo fue destinado al polo apical.

Las O-glicosilaciones también se han propuesto como una sefial para el
transporte apical de proteinas, como es el caso del receptor de neurotrofinas p75,
la sucrosa isomaltasa intestinal y la dipeptidil peptidasa IV (Alfalah et al., 1999;
Yeaman et al., 1997). El DOR esta entre los pocos miembros de la familia de los
GPCR descritos que contienen esta modificacion (Petaja-Repo et al 2000), junto
con el receptor de vasopresina y la rodopsina (Sadeghi & Birnbaumer 1999), pero
se desconoce el sitio de O-glicosilacion en esta proteina.

Seria interesante de evaluar en el futuro, con nuestras mutantes, cual es la
funcion de la N-glicosilacion en la ruta de transcitosis. Mutaciones que eliminan
artificialmente el motivo principal de N-glicosilacion del pIgR dificulta su transporte

basolateral-apical (Luton, Hexham, Zhang, & Mostov, 2009). El receptor FcRn
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humano contiene en su dominio extracelular solo un motivo de N-glicosilacion,
mientras que su homologo murino contiene cuatro sitios. Esta diferencia hace que
el receptor FCRn murino se exprese mayormente en la superficie apical y favorece
el transporte apical-basolateral de la 1gG. Estas diferencias son traspasadas al
receptor humano al adicionarle motivos de N-glicosilacién en su secuencia (Kuo et
al., 2009). Otro ejemplo del papel regulatorio de la N-glicosilacion en la ruta de
transcitosis es la proteina transmembrana NPP3. Esta proteina se expresa en el
dominio apical de células MDCK y Caco-2 pero un 50 % de la proteina llega al polo
apical por una ruta de transcitosis basolateral-apical. La remocion de los residuos
glicosilados con tunicamicina no afecta su distribucion apical pero si reduce el
transporte via transcitosis (Meerson et al.,, 2000). Finalmente, la transcitosis
basolateral-apical que ocurre en el receptor de transferrina cuando se sobre-
expresa en células que carecen de AP1B depende de Gal-4, sugiriendo que

requiere de glicosilacion (Perez Bay et al 2013).

7.3.2 Anélisis de las sefales basolaterales en el DOR

El descubrimiento del paso del DOR por el compartimento CRE, lugar donde
se segregan proteinas con destino apical y basolateral, implica que el DOR para
salir del CRE con destinacion basolateral requiere de la decodificacion de una sefial.
(Brown et al 2000). En esta tesis nos concentramos en el andlisis de motivos
basolaterales basados en tirosina, del tipo Yxx® y dileucinas que estan presente en
las asas intracelulares del DOR

Al mutar cualquiera de las Y se retiene el DOR en el RE. La salida de

proteinas del RE depende de sefales especificas y de un correcto plegamiento,
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sino las proteinas pueden ser retenidas y degradadas por los sistemas de control
de calidad (Fiedler & Simons 1995).

Las sefiales clasicas de salida del RE descritas en receptores no GPCR se
dividen en dos grupos, los de naturaleza di-acidica y los basados en un motivo de
dos fenilalanina (FF) (Nishimura & Balch 1997). Respecto de las sefiales de salida
desde el RE para receptores GPCR se han encontrado principalmente en la region
carboxilo terminal, particularmente en la region mas préxima a la membrana
plasmética. Las sefales identificadas se agrupan en cuatro tipos. Del tipo E(X)sLL
para el receptor de vasopresina V2 (Oksche et al 1998); F(X)sF(X)sF para el receptor
de dopamina D1 (Bermak et al 2001); FN(X)2LL(X)sL para el receptor de
vasopresina V1b/V3 (Robert et al 2005); F(X)sLL para el receptor adrenérgico a2B
y angiotensina Il tipo | (Duvernay et al 2004). Ninguna de estas sefales contiene
tirosina. Aun asi no podemos descartar que las tirosinas que mutamos en el DOR
no constituyan sefales de salida del RE.

Los motivos basados en tirosina del DOR podrian participar como sefial de
salida del RE y ademas como sefial basolateral. La sefial de salida del RE del virus
de la estomatitis (VSVG) compuesto por un grupo di-acidico inserto en un motivo
Yxx® (YTDIEM) (Sevier et al 2000) también controla la salida desde el TGN hacia
la membrana basolateral en células MDCK (Soza et al 2004). Se podria estudiar
esta posibilidad mediante péptidos célula permeables, tal como se hizo para la
VSVG (Soza et al 2004).

Por otro lado, el correcto plegamiento de los GPCR es complejo e involucra
multiples interacciones moleculares que hacen que su tasa de plegamiento sea

lenta y muy susceptible a alteraciones (revisado en Matthew 2005). Para el DOR, el
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proceso de maduracién y exporte hacia la superficie es bastante ineficiente, ya que
sélo un 40% de su precursor madura y llega a la superficie (Petaja-Repo et al 2000).
Este no seria un problema de sobreexpresion. En neuronas también se ha
encontrado gran cantidad de GPCR inmaduro retenido al interior de la célula
(Vannier et al 1996, VuHai-LuuThi et al 1992). La ruta de exporte de los GPCR
desde el RE hacia la superficie es un evento altamente regulado e incluye
interaccion con proteinas chaperonas, dimerizacion y reconocimiento de sefiales de
salida desde el RE (revisado en Duvernay 2005).

Algunos GPCR, no los miembros de la familia opioide, contienen secuencias
del tipo Yxx® y dileucina en la region carboxilo terminal (Marchese et al 2008). Estos
motivos regularian la endocitosis no mediada por arrestina ya que estos motivos
serian directamente reconocidos por AP2. El receptor de trombina, PAR1 en su
carboxilo terminal contiene un motivo YKKL que al interrumpirlo mediante
mutagenesis retrasa la endocitosis constitutiva pero no la mediada por ligando que
es independiente de fosforilacion y arrestina, mientras que la constitutiva seria
dependiente de la directa interaccion con AP2 (Paing et al 2004).

Respecto de la contribucion del motivo dileucina en el trafico del DOR esté el
antecedente que mutantes del receptor en el motivo dileucina retrasan su llegada a
lisosomas al ser activado por su agonista (Wang et al 2003). Si bien las sefales
lisosomales son semejantes a las basolaterales (Traub & Bonifacino 2013), en
nuestro modelo de transcitosis no observamos diferencias al mutar el motivo
dileucina en el DOR en la llegada del receptor a la membrana basolateral. Para otros

GPCR, motivos dileucina son necesarios para la endocitosis como para el
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receptores [ adrenérgico tipo 2 (B2AR) y los receptores de quimiokinas

CXCR4/CXCR2 (Gabilondo et al 1997, Orsini & Benovic 1998).

7.4. Endocitosis del DOR en el polo apical es independiente de

actinay lleva a transcitosis mas que a degradacién lisosomal

La endocitosis del DOR es dependiente de clatrina, aunque también se han
descrito mecanismos independientes de clatrina en algunas células (Chu et al 1997,
Gaudriault et al 1997, Keith et al 1996, Law & Loh 1999). Los receptores de opioides,
al igual que otros GPCR, al ser activados son fosforilados en su regién carboxilo
terminal (Afify et al 1998). Esto promueve su interaccidon con B-arrestina que los
desacopla de su interacciébn con proteina G como parte del mecanismo de
desensibilizacion de GPCR (Moore et al 2007). La interaccién con [(-arrestina
también acopla los GPCRs a la endocitosis mediada por clatrina a través de la
interaccion de B-arrestina con el adaptador AP2 (Srivastava et al 2015). El DOR
endocitado es preferencialmente llevado a degradacion (Oakley et al 2000).

Es interesante resaltar que nuestros resultados muestran una ruta de trafico
del DOR endocitado desde la membrana plasmatica apical no lleva a degradacion
sino mas bien a reinsercion del receptor en la membrana plasmatica, aunque en el
dominio basolateral. Los GPCR que reciclan hacia la membrana plasmatica son
defosforilados por fosfatasas localizadas en endosomas, caracterizadas
principalmente para el B2AR (Pitcher et al 1995, Poll et al 2011). Las fosfatasas

para los receptores de opioides se desconocen.
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Otro elemento interesante de la endocitosis del DOR es su independencia
del citoesqueleto de actina. En células MDCK polarizadas se ha descrito que la
endocitosis desde el polo apical seria dependiente de actina, ya que es sensible a
su disrupcion farmacolégica, contrastando con la endocitosis basolateral que es
insensible (Gottlieb et al 1993, Jackman et al 1994, Maples et al 1997, Shurety et al
1996). La actina puede operar como proteina andamio y actuar permisivamente
reclutando proteinas de la maquinaria endocitica (Qualmann et al 2000) o también,
en conjunto con los motores de miosina, puede actuar en la etapa constriccion y
posterior escision de las vesiculas a través de la formacion de un anillo contractil
(Coudrier et al 1992). Los ejemplos de endocitosis apical dependiente de actina son
principalmente endocitosis constitutiva de fluidos y la endocitosis de la IgA que es
mediada por el plgR. Estos trabajos han utilizado para desorganizar el citoesqueleto
de actina citocalasina D que se une al filamento de actina bloqueando la
incorporacion de nuevos mondémeros (Cooper 1987). Con citocalasina D las
moléculas presentes en los fluidos quedan retenidas en la superficie apical de la
célula (Gottlieb et al 1993, Shurety et al 1996). En nuestros experimentos con el
DOR encontramos que latrunculina A inhibe la transcitosis del DOR hacia el polo
basolateral, pero acumulandose vesiculas intracelulares con DOR que indican que
su endocitosis no se inhibio.

Sin embargo, el rol de la actina en endocitosis puede ser variable segun las
particularidades de la membrana plasmatica donde se produce y la maquinaria
endocitica involucrada. Por ejemplo, en el polo basolateral, se ha postulado que la
actina podria actuar como un cerco molecular, como un regulador negativo de la

endocitosis. La disrupcion del citoesqueleto de actina aumenta la tasa de
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endocitosis de algunas proteinas (Gottlieb et al 1993, Shurety et al 1996, Verrey et
al 1995) y favorece los eventos de fusion de vesiculas con la membrana plasmatica
(Valentijn et al 1999). Esto podria ocurrir en el caso de la endocitosis de ciertas
proteinas en la membrana plasmatica apical, como el DOR.

Respecto de la sensibilidad del transporte post-endocitico desde el polo
apical al basolateral, que resulto ser sensible a latrunculina pero no a citocalasina,
lo que sugiere posiblemente un mecanismo dependiente de la incorporacion de
nuevos monodmero al polimero de actina. La actina en su forma polimerizada ayuda
al transporte de vesiculas desde la membrana plasmatica hacia el citosol a través
de estructuras denominadas cometas de actina (Merrifield et al 1999, Taunton et al
2000). Estos cometas dependen de una maquinaria de polimerizacién de actina
desde una membrana endocitica promovida por el complejo Arp2/3 y N-Wasp
(Taunton et al 2000). ElI complejo Arp2/3 estd compuesto de siete subunidades
(Blanchoin et al 2000, Svitkina & Borisy 1999), Arp2 y Arp3 son altamente
homologos a la actina G y funcionan como sitios de nucleacién de los nuevos
filamentos de actina (Machesky et al 1994, Welch et al 1997). El complejo se une a
un costado del filamento antiguo o materno y se inicia el crecimiento del filamento
nuevo. En la activaciéon del complejo Arp2/3 participa N-Wasp, una proteina
multidominio que al autoplegarse permanece en un estado inactivo. Cdc42 activa
N-Wasp exponiendo su dominio VCA que interactta con el complejo Arp2/3
produciendo un cambio conformacional en el complejo que le permite interactuar
con el filamento de actina y promover la nucleacion de nuevos monomeros de actina

(Rohatgi et al 2000, Rohatgi et al 1999).
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Una posible via de sefalizacién gatillada por la activacion de DOR que regula
la dinamica del citoesqueleto de actina incluye a la GTPasa Rho, Rho quinasa
(ROCK), Lim quinasa (LIMK) y el efector cofilina (Mittal et al 2013). La activacién de
ROCK activa la actividad serina/treonina quinasa de LIMK, que a su vez fosforila a
cofilina inactivAndola. La actividad de cofilina también es regulada por fosfatasas
que la reactivan (Niwa et al 2002). Cofilina es una proteina ubicua que se une al
extremo negativo de la actina liberando mondmeros de actina monomeérica, que a
su vez son reutilizados en la polimerizacion del extremo positivo del filamento de
actina. La actividad de la cofilina regula asi la longitud de los filamentos de actina
(Carlier et al 1997). B-arrestina es un regulador de la actividad de cofilina a traves
de la formacion de un complejo con una fosfatasa de cofilina y la inhibicion de LIMK
(Zoudilova et al 2010). En células derivadas del ganglio de la raiz dorsal (DRG) se
mostrdé que la activacion del DOR enddgeno activa a cofilina, lo que a su vez
regularia la disponibilidad del DOR en la superficie de las neuronas (Mittal et al
2013). Asi, la activacion del DOR en células MDCK también podria regular la
polimerizacion del citoesqueleto de actina permitiendo su transporte desde el polo

apical hacia el basolateral.

7.5. La ruta de transcitosis del DOR es dependiente de actina

Los microtubulos son el eje del transporte vesicular para grandes distancias
(Ross et al 2008). Las vesiculas transcitoticas que viajan desde un polo de la célula
hacia otro deben viajar entre 5-10 um de distancia en una célula epitelial como la
MDCK. La ruta de transcitosis basolateral-apical esta descrita como dependiente de
microtubulos (Burgos et al 2004, Hunziker et al 1990, Pous et al 1998, Yui et al
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2013). Los datos respecto del requerimiento de microtubulos en la ruta apical-
basolateral del FcRn son contradictorios y al parecer dependen del tipo celular que
se analice. En células MDCK el transporte de la IgG ha sido reportado como
insensible al tratamiento con nocodazol (Hunziker et al 1990), al igual que en células
derivadas de placenta que expresan enddégenamente el FcRn (Ellinger et al 2001).
En células MDCK, el andlisis de la ruta intracelular del FcRn utilizando ligandos
fluorescentes muestra un patron de movimiento sensible al tratamiento con
nocodazol (Jerdeva et al 2010). Sin embargo, este trabajo no evaluod la llegada de
la IgG a la membrana basolateral. En células derivadas del tubulo colector medular
interno se ha mostrado que la ruta apical-basolateral del FcRn, expresado de
manera exdgena requiere de microtubulos intactos (McCarthy et al 2000). Esto es
consistente con los datos provenientes de topografia crioelectrénica del intestino de
ratas neonatas donde se describi6é que las IgG acopladas a oro son endocitadas
hacia compartimentos tubulares y vesiculas adyacentes a microtubulos (He et al
2008). Esto antecedentes indican que existiria mas de una via de transcitosis apical-
basolateral, que incluirian vias dependientes e independientes de microtubulos.
Nuestros resultados con dos inhibidores de la dinamica del citoesqueleto de
microtibulos sugieren que la transcitosis apical-basolateral del DOR es
independiente de microtubulos.

El citoesqueleto de actina se ha involucrado en eventos de endocitosis y de
transporte vesicular a nivel local y a corta distancia. Un ejemplo de esto se observa
a nivel de la corteza y en estructura especializadas como las espinas dendriticas
(Apodaca 2001, Wang et al 2008). También se ha descrito un mecanismo de

transporte vesicular en ovocitos basado en actina que transporta vesiculas hasta 30
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pum (Schuh 2011). Ademas, en células MDCK se ha descrito que proteinas que se
endocitan por el polo basolateral en presencia de latrunculina pierden su polaridad
y son destinadas erroneamente al polo apical (Durrbach et al 2000, Sheff et al 2002).

Respecto de la transcitosis, la ruta del FcRn desde el polo apical al polo
basolateral parece ser insensible al tratamiento con citocalasina en células
derivadas de placenta (Ellinger et al 2001). Otros estudios han mostrado que el
trafico del FcCRn en ambos sentido de las MDCK polarizadas se inhibe con un
dominante negativo de miosina Vb, una proteina motora asociado a actina (Tzaban
et al 2009). Estos datos indican que no hay claridad respecto a la contribucion del
citoesqueleto de actina en la transcitosis apical-basolateral. Nuestros resultados
mostraron que latrunculina inhibe la ruta de transcitosis apical-basolateral del DOR
actuando a un nivel post-endocitico. Las vesiculas con DOR endocitado se
acumulan en el citosol en la region apical de las células MDCK.

Para el recepto u opioide se ha descrito interaccibn con F-actina
indirectamente a través de filamina A y espinofilina, que poseen un dominio de unién
tanto a F-actina como a al extremo carboxilo del receptor, y regulan su trafico
dependiente de activacion por ligando (Onoprishvili et al 2003). También se ha
encontrado por doble hibrido interaccion del MOR con la periplaquina que une F-
actina (Charlton et al 2008, Feng et al 2003). Sin embargo, para el DOR no se han

descrito proteinas mediadoras de una interaccion con el citoesqueleto de actina.
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7.6 Rutas de transcitosis en neuronas

En neuronas donde los receptores opioides se expresan endégenamente se
han descrito varios ejemplos de transcitosis desde un polo a otro. El plgR hace
transcitosis desde el dominio somatodendritico al axonal en neuronas (de Hoop et
al 1995, lkonen et al 1993), ruta que también siguen varias proteinas endégenas
que alcanzan su localizacion axonal de manera indirecta, tales como VAMP2,
sinaptoficina, TrKA y NgCAM (Ascano et al 2009, Sampo et al 2003, Yap et al 2008).

NgCAm es un ejemplo de una proteina que hace transcitosis en células
MDCK y en neuronas. En células epiteliales, esta proteina NgCAM primero es
transportada al polo basolateral por una sefal del tipo Yxx®, que se inactiva en este
dominio mientras se activa una sefal apical (Anderson et al 2005). En neuronas,
este mismo motivo controla la endocitosis desde la region somatodendritica (Wisco
2003).

Del grupo de los GPCRs, el receptor de canabinoides CBR1 en neuronas
hipocampales se expresa tanto en axones como en dendritas. El pool dendritico
esta constantemente reciclando y si estos ciclos se interrumpen con un antagonista,
la marca de axén desaparece, sugiriendo que la localizacion axonal del receptor es
por transcitosis (Leterrier et al 2006).

El DOR ha sido descrito en axones en varios tipos neuronales (Bausch et al
1995, Drake et al 1996, Svingos et al 1999), distribucién que podria equipararse a
la localizacion apical que vemos en células MDCK. Sin embargo no se sabe si existe
transcitosis en neuronas para esta familia de receptores, ya que la mayoria de los

estudios se han realizado en lineas celulares (Bernard et al 2006, Pradhan et al
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2009). Sin embargo, el hallazgo de una ruta de transcitosis apical-basolateral del
DOR en células epiteliales sugiere que esta ruta también podria existir en neuronas

donde estos receptores se expresan endégenamente.

7.7 La ruta de transcitosis apical-basolateral del DOR tiene

elementos que la distinguen como una nueva ruta de trafico

Hasta la fecha, la Unica proteina descrita que entra en una ruta apical-
basolateral es el receptor neonatal de IgG, FcRn. Nuestros resultados indican que
la ruta de transcitosis apical-basolateral del DOR seria la mas inducible de las rutas
de transcitosis descritas hasta el momento. La ruta de transcitosis del FCRn es
constitutiva, no inducida (Praetor et al 1999, Stefaner et al 1999). La ruta inversa
basolateral-apical del plgR que se define como inducible, aumenta sé6lo un 20% al
ser expuesto a su ligando (Apodaca et al 1994, Giffroy et al 1998). La ruta del SRBI
cambia la distribucidn de este receptor sélo en un 50% bajo el efecto del Forskolina
(Burgos et al 2004), como también corroboramos en esta tesis. En cambio, el 90%
del DOR es transportado por la ruta apical-basolateral después de una hora de
tratamiento con su agonista.

Una diferencia importante con las otras proteinas que hacen transcitosis es
gue el DOR es una proteina de sefializacion, de la familia de los GPCR. El DOR
sefaliza a través de una Gi que regula negativamente a la adenilato ciclasa y por lo
tanto haria disminuir los niveles de AMPc y la actividad de la PKA. En esta tesis
mostramos que el tratamiento con toxina pertussis, que inhibe a Gi, bloquea

parcialmente la endocitosis. No podemos descartar la participacion de otros
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elementos sefalizantes, pero al menos la Gi parece estar involucrada en la etapa
de endocitosis.

La transcitosis de DOR tiene requerimientos diferentes del citoesqueleto que
las descritas para otras rutas. Diferencias con la transcitosis basolateral-apical
respecto de tubulina y actina.

En el caso del FcRn, la ruta de transcitosis apical-basolateral que sigue en
células BeWo que lo expresan enddégenamente se describié como insensible a la
disrupcion del citoesqueleto de actina, pero utilizando sélo citocalasina D (Ellinger
et al 2001). Nuestros resultados mostraron que la citocalasina D no inhibe la
transcitosis apical-basolateral del DOR, en cambio si lo hace la latrunculina. La
citocalasina D a diferencia de la latrunculina se une a la actina polimerizada (actina
F) impidiendo la incorporacion de actina monomérica (actina G) hacia el polimero
(Flanagan & Lin 1980). Es posible que la ruta del FcRn y del DOR sean similares
respecto al requerimiento de actina, sélo que para el trafico de FcRn no se ha
estudiado el efecto de latrunculina. En células MDCK transfectadas con el FcRn se
mostrd que su transcitosis apical-basolateral se interrumpe al sobreexpresar un
dominante negativo del motor asociado a actina miosina Vb, sugiriendo un
requerimiento del citoesqueleto de actina (Lencer 2009).

El FcRn hace transcitosis bidireccional hacia ambos polos de la célula
(McCarthy et al 2000). Nuestros resultados de colocalizacion del DOR-esp-GFP con
estreptavidina-Alexa 568 indicaron endocitosis apical pero no basolateral. Esto
podria deberse a diferentes requerimientos de la endocitosis apical y basolateral
(Gottlieb et al 1993). La maquinaria endocitica podria ser distinta en cada polo. Otra

posibilidad, es que el DOR en la superficie basolateral sefialice de manera distinta
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gue en el apical, sin llevar a transcitosis basolateral-apical. Por ejemplo, el receptor
activado por proteasa tipo 2 (PAR2) es un GPCR que se expresa en ambos polos
del epitelio intestinal pero su activacion en cada uno ellos lleva a respuestas
transcripcionales distintas (Lau et al 2011). Otro ejemplo es el receptor de EGF
(EGFR), que normalmente se expresa en el dominio basolateral pero en condiciones
de sobreexpresion se puede encontrar en ambos polos de la célula. Su activacion
por apical o basolateral no se traduce en diferencias en la respuesta mitogénica del
EGF, pero si en la funcién de proteinas involucradas en adhesion celular, que son
fosforilados principalmente cuando el receptor se activa por el basolateral (Kuwada
et al 1998).

Los antecedentes de rutas de transcitosis de otras proteinas sugieren que el
DOR entra en una ruta de transcitosis apical-basolateral inducida por ligando no
descrita previamente, tanto su regulacién por un estimulo externo, tratandose de un

receptor sefializante, como por su requerimiento de actina.
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. Conclusiones

El DOR es destinado al polo apical, donde al ser estimulado por agonista
entra a una ruta de transcitosis que lo inserta en la membrana plasmatica
basolateral.

La ruta intracelular del DOR desde el polo apical al basolateral incluye un
transito por el CRE vy, sin embargo, es independiente del complejo AP1B.
La endocitosis apical del DOR es independiente del citoesqueleto de
actina, no asi su transporte intracelular hacia el dominio de membrana
basolateral que es sensible a latrunculina.

El tr&fico vesicular regulado del DOR revela la existencia de una ruta de
trancitosis apical-basolateral nueva en cuanto a que es totalmente

inducible y dependiente de actina.
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