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RESUMEN

Los “lipid rafts” son pequefios dominios de membrana, heterogéneos y dinamicos,
constituidos por elevados niveles de colesterol y glicoesfingolipidos. Se encuentran
directamente involucrados en la estructuracion y organizacion celular. Son, por lo
tanto importantes en la mantencion de la funcionalidad de los diversos tejidos, los
Organos y sistemas, a nivel macromolecular.

El sincinciotrofoblasto (STP) es el epitelio que constituye la principal barrera al
transporte materno-fetal en la placenta de término. Con anterioridad, se ha descrito
la presencia de dos fracciones dentro de la membrana apical del STP. Una fraccién
pesada (MVM) y otra mas liviana (L-MVM), obtenidas mediante centrifugacion
diferencial y separacion en gradiente de sacarosa. Sin embargo, a pesar de
importantes evidencias, no se ha establecido formalmente la presencia de
microdominios lipidicos en el dominio apical del STP.

El propdsito de esta memoria fue obtener y caracterizar la presencia de rafts en
ambas fracciones de membrana apical de STP. Para esto, se determind el
contenido de colesterol a L-MVM y MVM vy luego se implementd una metodologia de
extraccion de membranas resistentes a detergente (DRMs), utilizando 1% Triton X-
100, y gradiente de sacarosa. Luego de la centrifugacién, se recolectaron las
muestras y se analizaron por “immunoblotting” para marcadores especificos de rafts
(Fosfatasa alcalina placentaria, Anexina A2 y Gangliésido GM1) y de no-raft
(Receptor humano de Transferrina).

Los resultados obtenidos mostraron que L-MVM y MVM tienen diferencias
significativas en la cantidad de colesterol. Ademas, desde ambas fracciones se
obtuvieron DRMs, en los cuales los marcadores detectados, mostraron diferente
intensidad de sefal y distribucion. En conclusién, cada fraccién apical contiene
“rafts”, pero de distinta composicion. Este hallazgo podria ser el origen de la
separacion de las fracciones y en conjunto constituye la primera evidencia de la
presencia de microdominios en el STP, siendo un aporte al entendimiento del

modelo de transporte materno-fetal.
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SUMMARY

“Caracterization of lipid microdomains in human apical syncytiotrophoblast
membranes”

Lipid rafts are small membrane domains, dynamics and heterogeneous, constituted by
high cholesterol levels and glycosphingolipids. Rafts are directly involved in the
structuring and cellular organization. Therefore, at a macromolecular level, they are
important in the functionality of diverse tissues, organs, and systems.
Syncytiotrophoblast (STP) is an epithelium that constitutes the main barrier to maternal-
fetal transport in the term placenta. Previosly, it has been described the presence of two
fractions within the apical membrane of STP. A heavy (MVM) and a light fraction (L-
MVM), obtained by differential centrifugation and sucrose gradient separation.
Nevertheless, in spite of important evidences, the presence of lipid microdomains in the
apical domain of STP has not been verified formally.

The aim of this thesis was to obtain an characterize the presence of lipid rafts in both
apical membranes fractions of STP. For this purpose, the cholesterol content was
determined to L-MVM and MVM, and a methodology was implemented for the obtention
of detergent resistant membranes (DRMs), using 1% Triton X-100, and sucrose
gradient flotation. After ultracentrifugation, the samples were collected and analysed by
immunoblotting for specific raft-markers (Placental alkaline phosphatase, Annexin A2
and Ganglioside GM1) and non raft marker (Human Transferrin receptor). The results
obtained showed that L-MVM and MVM have significant differences in the amount of
cholesterol. In addition, DRMs were obtained from both fractions, in which the detected
markers showed different signal intensity and distribution. In conclusion, each apical
fraction contains lipid rafts, but their composition is different . This finding could be the
cause of the separation of the fractions together, it constitudes the first evidence for the
presence of rafts in the STP, making a contribution to the understanding of the

maternal-fetal transport model.
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INTRODUCCION

1. La membrana plasmatica celular:

Por mas de treinta afios, el modelo del mosaico fluido descrito por Singer y
Nicolson ha sustentado el conocimiento acerca de la estructura de las membranas
celulares, el modelo establece que los componentes lipidicos conforman el medio
fluido que permite el movimiento de las proteinas de membrana, y brindan a la
membrana la funcionalidad necesaria para la viabilidad celular (Singer and Nicolson
1972).

1.1 Componentes lipidicos de la membrana plasmatica:

El marco estructural basico de las membranas esta conformado por lipidos, si
bien se han descrito mas especies moleculares de las involucradas en la formacion de
una simple bicapa lipidica (Bretscher 1973), los tres componentes lipidicos principales
en las membranas eucariontes son fosfolipidos, esfingolipidos y colesterol (Munro
2003).

Los glicerofosfolipidos (GPLs) son los principales componentes de las
membranas, como muestra la Fig.1 estan conformados en base a una molécula de
glicerol sustituida por dos acidos grasos de 12-26 atomos de carbono de largo, de los
cuales uno es siempre mono o poliinsaturado en posicion cis. La cabeza polar esta
compuesta por un grupo fosfato covalentemente unido a un alcohol de naturaleza
neutra (serina o inositol) que le da carga final negativa al fosfolipido, o de naturaleza
bésica (etanolamina o colina) lo que le da una carga final neutra o zwitteridnica al
lipido (Fantini et al. 2002; Simons and Vaz 2004).

Los esfingolipidos (SPLs), son lipidos derivados de la esfingosina, se dividen
en tres grupos de acuerdo a los sustituyentes que conforman la cabeza polar de la
molécula. En las esfingomielinas (SMs) la cabeza la conforman un grupo fosfato y un
alcohol, al igual que los GPLs, los glicoesfingolipidos (GSLs) usualmente son

denominados glicolipidos neutrales ya que no tienen carga. Tienen una cabeza polar



compuesta por uno o mas azlcares que se unen directamente a través del primer -OH

de la ceramida (esfingosina sustituida con una cadena de acido graso), no contienen

grupo fosfato y se subdividen en cerebrosidos y globdsidos. En los primeros la

ceramida esta sustituida por una hexosa simple y neutra, mientras que en los

segundos esta sustituida por dos o mas azucares. El tercer subgrupo de SPLs

corresponde a los gangliésidos, en los que la ceramida esta unida a un oligosacarido

complejo que tiene una o mas moléculas de acido sidlico, sustituyente que le

proporciona carga neta negativa al gangliésido (Fantini et al. 2002; Pike 2003).
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El colesterol es el tercer componente lipidico y Unico esterol presente en las
membranas celulares eucariontes, su estructura es a base de un nudcleo esteroideo
consistente en 4 anillos hidrocarbonados fusionados. Los que le confieren una
estructura rigida, ademas se encuentra sustituido con un grupo hidroxilo en C-3, y con
una cadena hidrocarbonada iso-octil en C-17, sustituyentes que le dan propiedades

anfipaticas a la molécula final (Munro 2003).

De acuerdo al tipo celular, las concentraciones de cada compuesto lipidico en
la membrana son variables. Sin embargo, en general del total de lipidos que
constituyen la membrana plasmatica, los fosfolipidos componen mas del 50% mientras
que el colesterol esta presente en un 30-40% (Lange et al. 1989; Van 1989). La
esfingomielina se encuentra en una 10-20%, y el resto de los esfingolipidos
usualmente representa muy bajos porcentajes dentro del total. En membranas
especializadas, en cambio, como en el caso de las barreras epiteliales, los
esfingolipidos pueden alcanzar hasta el 30% o mas del total de los lipidos de la

membrana plasmética (Simons and van 1988; Ishitsuka et al. 2005).

Entre las dos caras de la membrana, la composicion lipidica es asimétrica. Los
esfingolipidos solo estdn presentes en la cara externa, mientras que ciertos
fosfolipidos estan restringidos a la cara citoplasmatica de la membrana. La asimetria
es mantenida mediante un efectivo transporte activo, llevado a cabo a través de
proteinas denominadas traslocasas (Munro 2003; Holthuis and Levine 2005). El
colesterol, por otra parte, se mueve espontaneamente entre las dos caras de la
membrana, aln cuando interactia preferentemente (no exclusivamente) con los
esfingolipidos, por lo que parece ser mas abundante en el lado externo de la

membrana que el interno (Muller and Herrmann 2002 ; Munro 2003).



1.2 Organizacion de la membrana, modelos artificiales:

Los modelos de bicapas lipidicas son muy utilizados en el estudio de la
organizacién de la membrana y sus componentes. Permiten manipular el contenido
lipidico y observar los efectos inmediatos del cambio de condiciones tales como

composicion o temperatura, entre otras.

Las bicapas compuestas Unicamente de fosfolipidos pueden existir en dos
estados, dependiendo de la temperatura ambiente (TA) en la que el sistema se
encuentre. Si la TA es inferior al punto de fusién (Tm) de los fosfolipidos, la bicapa
estara en estado sélido-gel (La). Si la TA es superior al Tm de los fosfolipidos que
componen la bicapa, esta se encontrara en estado fluido-liquido o cristalino-
desordenado (Ld). Considerando la temperatura a la que fisiologicamente se
encuentran las membranas celulares y el Tm promedio de los fosfolipidos, la fase La

no tiene relevancia, y la bicapa permanece en estado Ld (Brown and London 1998a).

Las bicapas lipidicas binarias, compuestas por esfingolipidos y fosfolipidos, a
las que se les adiciona altos niveles de colesterol, forman una fase similar a Lo, pero
sus componentes mantienen la capacidad de difusion lateral a velocidad similar a la
alcanzada por los componentes en fase Ld (Almeida et al. 1992). Este estado con
propiedades intermedias se denominé Liquido-ordenado (Lo) (London 2005).

La formacion de la fase Lo luego de la adicion de colesterol, podria originarse
por una parte a que la estructura rigida del colesterol adopta disposicion perpendicular,
gue afecta la organizacion y el orden de las cadenas de acidos grasos, por lo que la
bicapa se vuelve mas gruesa (Ohvo-Rekila et al. 2002). Por otra parte, como muestra
la Fig. 2, la presencia de esfingolipidos compuestos por acidos grasos saturados con
capacidad de formar enlaces de hidrégeno intermoleculares, y el tamafio de las
cabezas polares azucaradas que los constituyen, determina que al adicionar colesterol
ambos compuestos adquieran una conformacién ordenada y compacta de mayor
estabilidad (Ramstedt and Slotte 2002; Fantini et al. 2002).
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Figura 2: Colesterol favorece la separacion de fases en membranas lipidicas.

A) En bicapas compuestas de Unicamente de GPLs (fosfatidilcolina) y a TA inferior a la
Tm de este compuesto, las moléculas pueden empaquetarse de modo que las
cadenas acil se inclinan para formar fase La. A TA igual a 37°C (por sobre la Tm) la
bicapa se convierte a una fase fluida liquida-cristalina (Ld). La adicién de colesterol a
estos dominios anula la transicion térmica normal de La a Ld, dando a la membrana
propiedades intermedias entre las dos fases. B) Un dominio de SPLs se forma en fase
gel a 37°C, con un empaquetamiento estrecho de las cadenas acil saturadas. El
colesterol interactia preferentemente con los esfingolipidos y favorece la separacion
de las fases entre SPLs y GPLs. En la membrana plasmatica, los GPLs se ordenan en
un dominio en fase Ld, bajo en colesterol, mientras que los SPLs forman una fase
liguida ordenada Lo, altamente enriquecida en colesterol (Modifidado de Fantini et al.
2002)



13 “Lipid rafts” y la dinamica en la membrana plasmatica:

1.3.1 Definicion de “Rafts”:

Los “lipid rafts” son pequefios dominios (10-200 nm) heterogéneos y dinamicos,
constituidos por elevados niveles de colesterol y glicoesfingolipidos. Los “rafts” se
encuentran en estado Lo en las membranas y son capaces de seleccionar e incluir
proteinas especificas, funcionando como plataformas que agrupan y determinan
funciones basicas de la célula (Brown and London 1998b; Simons and Vaz 2004; Pike
2006).

La Unica estructura de membrana que posee las caracteristicas de dominio
‘raft” y que ha sido morfolégicamente identificable corresponde a la caveola
(Kurzchalia and Parton 1999). En este término se agrupan las invaginaciones de 50-
100 nm de diametro encontradas en la membrana plasmatica de diversos tipos
celulares, pero particularmente abundante en fibroblastos, adipocitos, células
endoteliales y musculares (Galbiati et al. 2001; Parton and Richards 2003). El primer
componente estructural identificado en estos microdominios fue caveolina, proteina
que se une directamente al colesterol de la membrana plasmética y representa un
componente indispensable para la estabilizacién de la caveola (Smart et al. 1999; Pike
2003).

1.3.2 Propiedades generales de los “lipid rafts”:

La Fig. 3 esquematiza el modelo de la organizacion de los “rafts” en las
membranas plasméticas celulares. Los SPLs se encuentran asociados lateralmente
entre ellos a través de débiles interacciones, las cabezas azucaradas ocupan mayores
areas que las colas aciladas, sin embargo, cualquier espacio es llenado por las
moléculas de colesterol que funcionan como espaciadores (Fig 3B). Aunque los SPLs
se encuentran solo en el lado exoplasmético de la membrana, sus largas cadenas acil
se interdigitan entre los lipidos de la cara citoplasmética, por lo que se espera que la
organizacion presente en la cara externa de la membrana se refleje en la cara interna,
para mantener una conexion activa entre los dos lados de la membrana (Simons and
Ikonen 1997).
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acil. C) La caveola esta estabilizada
por la presencia de moléculas de
caveolina que le dan la forma a esta estructura de membrana (Figura modificada de
Simons and lkonen 1997)

Una variedad de métodos han sido utilizados para la investigacion de los
“rafts”, algunos de ellos requieren destruccidon celular y otros se realizan en células
vivas e intactas (Lagerholm et al. 2005). El primer método que permitié definir
bioquimicamente los “rafts”, fue desarrollado basandose en la resistencia a la
extraccién con detergentes no iénicos de algunos componentes de los “rafts” (Brown
and Rose 1992). Esta definicién inicial dio origen a diferentes pseudénimos tales
como, TIMs (membranas insolubles a TX-100), GEMs (membranas enriquecidas en
glicoesfingolipidos), CEMs (membranas enriquecidas en colesterol), DIGs (membranas
enriquecidas en glicoesfingolipidos, detergente-insolubles) y DRMs (membranas

resistentes a detergente) (Pike 2003).



La insolubilidad a detergentes no-idnicos ha probado ser una herramienta util
como punto de partida en el andlisis de los dominios de membrana correspondientes a
“‘rafts”, ya que si bien esta técnica puede subestimar la asociacién de proteinas y
lipidos a los microdominios lipidicos, elimina la posibilidad de obtencion de dominios
artificiales creados por la técnica, o la asociacion de proteinas ausentes de los “rafts” a
los DRMs obtenidos (Hanada el al. 1995; Sheiffele et al. 1997; Schroeder et al. 1998;
Babiychuk and Draeger 2006). Aun cuando, en la actualidad se acepta que las
fracciones insolubles obtenidas producto de la técnica utilizada, no representan el
estado nativo de los “lipid rafts” en la membrana celular (Munro 2003; Lichtenberg et
al. 2005). Ademas de que se cuenta con técnicas de mayor complejidad y
especificidad para la caracterizacion de “rafts” a diferentes escalas (Mayor and Rao
2004; Lagerholm et al. 2005).

Los componentes especificos de la membrana que son selectivamente
asociados a los “rafts” (independientemente del tipo celular) han sido denominados
marcadores de “rafts”, ejemplos clasicos los constituyen la familia de proteinas unidas
mediante glicosilfosfatidilinositol (GPI) al lado extracelular de la membrana plasmética,
(Brown and Rose 1992; Chatterjee and Mayor 2001); la familia Src-tirosina quinasa,
unidas por acilacion al lado intracelular de la membrana; proteinas palmitoiladas o
miristoiladas como las flotilinas (Rajendran et al. 2003); proteinas unidas a colesterol
de membrana como caveolina (Kurzchalia and Parton 1999); ciertas isoformas de
proteina G; y proteinas unidas a fosfolipidos como las anexinas (Babiychuk and
Draeger 2000).

Entre las multiples funciones establecidas para los “rafts” destacan: trafico de
proteinas y lipidos, mantenciébn de la polaridad epitelial de lipidos y proteinas,
mantencion de la organizacion del citoesqueleto, transduccion de sefales
intracelulares, regulacion de las sefales dependientes de ceramida/esfingomielina,
etc. (Schuck and Simons 2004). Adicionalmente, muchos agentes patégenos tales
como bacterias, virus y priones interaccionan con elementos “rafts” en las primeras
etapas de la infeccion celular, por lo que los “rafts” tienen un rol directo en la

generacion de diversas patologias (Simons and Ehehalt 2002).



Por otra parte, los “rafts” estan directamente involucrados en la estructuracion y
organizacion celular, y son por lo tanto, importantes en la mantencion de la
funcionalidad de los diversos tejidos, de los Organos y sistemas (a nivel

macromolecular), como en el caso particular de la placenta.
2. La placenta humanay su estructura de término:

La placenta es un 6rgano fetal transitorio que junto a las membranas fetales y
el fluido amnidtico, constituye la base para el desarrollo y crecimiento normal del feto.
Esta compuesta tanto por tejido fetal derivado del saco coridénico, como de tejido
materno derivado del endometrio. La regién fetal, en la placenta de término, es
denominada lamina coridnica, region que mantiene los vasos sanguineos fetales,
radiales al cordon umbilical. La region materna, por otro lado, es denominada lamina
basal. Entre ambas laminas se encuentra el espacio intervelloso, el cual, en forma
ramificada y altamente empaquetada, contiene las estructuras vellosas, principales
unidades funcionales de la placenta, dentro de las cuales se encuentran los vasos

fetales sanguineos (Gude et al. 2004).

El espacio intervelloso estd completamente rodeado de un tejido sincicial
multinucleado, el sinciciotrofoblasto placentario (STP). Por una parte, la sangre
materna entra al espacio a través de las arterias endometriales y bafia las vellosidades
drenandolas de vuelta por las venas endometriales. Mientras que, la sangre fetal (baja
en oxigeno) pasa a través de las venas umbilicales y las arterias coriénicas, en el
interior de las vellosidades coriénicas, donde es oxigenada en los capilares, para luego

retornar al feto via vena umbilical (Fig. 4A) (Gude et al. 2004 ).

2.1 La barrera placentaria:

La barrera placentaria estd compuesta de las capas celulares que separan la
sangre materna del espacio intervelloso y la sangre fetal en los vasos de las
vellosidades. Inicialmente la barrera estd conformada por un conjunto de 4 capas
celulares; el STP por la cara materna, una capa de células de citotrofoblasto, otra de

tejido conectivo de las vellosidades y por Gltimo una capa de células endoteliales de



los capilares sanguineos fetales (Fig.4B). Sin embargo, aproximadamente a las 20
semanas de gestacion la capa de células citotrofoblasticas se atenta y desaparece.
Subsecuentemente, en gran parte de las vellosidades coriénicas la barrera queda
constituida s6lo por tres capas e incluso en algunas éareas, el STP se vuelve en
contacto directo con el endotelio de los capilares fetales y por lo tanto la sangre
materna y fetal se encuentran separadas por sélo el STP, que tiene un espesor de 2-4
um (Fig.4C) (Gude et al. 2004 ).

Figura 4:

Vellosidad

4 % Endotelio
Capilares : =P Capilar fetal

Sinciciotrofoblasto

Sangre fetal
baja en oxigeno

Figura 4: Esquema representativo de los componentes de una vellosidad
placentaria.

A) Vellosidad representativa en donde la linea punteada muestra la posicion de un
corte transversal. B) Vista en detalle del corte de una vellosidad coriénica de 10
semanas de gestacion aproximadamente. C) Corte de la vellosidad corionica de
placenta de término (Modificado de Gude et al. 2004 ).

10



2.2 El sinciciotrofoblasto placentario:

La organizacibn del STP es consistente con una estructura involucrada

activamente en el transporte especifico de moléculas. El trofoblasto placentario posee

una estructura epitelial; es decir la membrana plasmatica se encuentra dividida en dos

dominios los cuales separan dos compartimentos distintos. Por otro lado, es también

un sincicio, ya que no tiene rutas paracelulares. Esto implica que todo intercambio de

solutos se realiza so6lo a través de las membranas del STP, entre la cara fetal o

membrana basal (BM) y la cara materna o membrana apical (MVM). La MVM cubre

una extensa superficie, ya que tiene forma de ribete de cepillo (brush border) (Fig.5).

Por esto constituye la principal barrera al transporte materno-fetal (Stulc 1997; Lyden

et al. 2002).

Figura 5: Inmunohistoquimica de
una vellosidad placentaria (5 um).

A) Vista general de un corte
transversal (utilizando anti-PLAP), que
muestra la morfologia de una
vellosidad. EI STP (1) separa el lado
materno del fetal, en el cual se
distinguen los capilares sanguineos (2)
con glébulos rojos.

B) En el detalle del corte, es posible
observar la estructura multinucleada
del STP (nucleos en azul), la ubicacién
de la membrana apical (3) y la basal
(4).

(Fotografia modificada de los registros
del Laboratorio).
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Se han tratado de establecer los mecanismos moleculares involucrados en la
mantencion del transporte materno-fetal que ocurre a través del STP. En esta
busqueda se han identificado diversos componentes (trasportadores, bombas, canales
ibnicos, etc) asi como también, los distintos mecanismos de regulacion y modulacion.
Sin embargo, hasta la fecha el modelo de trasporte no estd completamente

caracterizado.

Debido a la estructura sincicial del trofoblasto placentario, los estudios de
transporte se han realizado fundamentalmente en membranas purificadas, tanto de la
cara fetal, como de materna. Para esto se han desarrollado protocolos especificos que
permiten la obtencion de membranas purificadas BM y MVM (Glazier et al. 1988;
llisley et al. 1990; Riguelme et al. 1995; Jimenez et al. 2004). En particular, Jimenez et
al. (2004), utilizando un protocolo de obtencién simultanea de membranas apical y
basal, describi6 la presencia de otra fraccién apical, denominada L-MVM, adicional a la
MVM obtenida mediante el uso del protocolo. Esta fraccién tiene caracteristicas
similares a MVM, en cuanto a enriquecimiento de marcadores apicales y actividades
enzimaticas, pero esta caracterizada por menor densidad y cantidad de proteinas
totales (Jimenez et al. 2004). Es particularmente importante notar, que el STP
constituye el Unico tejido en donde se ha descrito la presencia de dos fracciones

apicales. Sin embargo, no se ha establecido aun el origen de su presencia.

En el dominio apical de diversos tejidos epiteliales, se ha estudiado y
caracterizado la presencia de “rafts”, y se han logrado identificar procesos claves en
donde los componentes de estos microdominios participan activamente ya sea
regulando la mantencién de la polaridad del epitelio o indirectamente en forma
regulatoria (Rajendran and Simons 2005). Ademas en este dominio se comproboé la
co-existencia de las fase Ld y Lo, y se postula que debido a su particular composicion
lipidica, en la membrana apical de los epitelios polarizados, la fase predominante seria
la Lo y no la Ld, como en el comun de las membranas celulares (Meder et al. 2006 ).
Sin embargo, a pesar de evidencias tales como el enriquecimiento de marcadores-
rafts en MVM o de la similitud de la composicion de esta fraccion con la de los
microdominios (Paradela et al. 2005), no se ha establecido formalmente la presencia

de microdominios en las fracciones apicales del STP, los que podrian ser
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fundamentales en la determinacién de la causa de la presencia de L-MVM en este
epitelio en particular, y mas importante aun, los “rafts” podrian dar nuevas sefales de
la organizacion estructural del dominio apical del STP, que se relaciona directamente

con la organizacion funcional de la barrera placentaria.

Los “rafts” constituyen herramientas versatiles para la compartimentacion
celular de procesos de membrana, y por lo tanto su caracterizacién representa la clave
para el entendimiento de la fisiologia de la placenta, mas especificamente, del
transporte materno-fetal, y constituye la base para entender como se generan las

diversas patologias que afectan a la madre y el desarrollo del feto.
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3. Hipotesis:

La membrana apical (MVM) y la liviana apical (L-MVM) de sinciciotrofoblasto

humano contienen “lipid rafts” con caracteristicas propias.
4, Objetivo general:

Obtener y caracterizar la presencia de microdominios lipidicos en MVM vy L-

MVM de sinciciotrofoblasto humano, de acuerdo a marcadores especificos de “rafts”.

o

Objetivos especificos:

1. Cuantificar y comparar la cantidad de colesterol en las fracciones de membranas
aisladas MVM y L-MVM de sinciciotrofoblasto.

2. Obtener microdominios de membrana resistentes a solubilizacion con detergente
(DRMSs) a partir de membranas aisladas MVM y L-MVM .

3. Caracterizar los DRMs obtenidos a partir de fracciones apicales aisladas (MVM y

L-MVM), de acuerdo al perfil de marcadores especificos de “rafts”

3.1. Proteicos: Detectar la presencia de Fosfatasa Alcalina placentaria (PLAP) y
Anexina A2 (Anx 2), en las fracciones de DRMs.

3.2. Lipidicos: Cuantificar Colesterol total y detectar enriquecimiento de
gangliésido GM1 en las fracciones de DRMs obtenidas a partir de MVM y L-
MVM.
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METODOLOGIA

1. Purificacién de membranas placentarias.

Las fracciones purificadas se prepararon rutinariamente segun lo reportado por
(Jimenez et al. 2004). Placentas de término procedentes de pacientes con embarazos
fisiol6gicamente normales, fueron obtenidas desde la Unidad de Maternidad del

Hospital San José y transportadas inmediatamente al laboratorio en hielo.

Se cortaron 100 g de cotiledones, y se lavaron con NaCl 0.9%. El tejido fue
resuspendido en Solucién tampdén A (250 mM sacarosa; 10 mM Tris-Hepes pH 7,4; 0,7
UM Pepstatina A; 1,1 uM Leupeptina; 80 mM Aprotinina) y homogeneizado. El tejido
fue sometido luego a varias etapas de centrifugacion diferencial, para eliminar los
diversos organelos intracelulares, el citosol y particularmente las mitocondrias. Luego,
la suspension se agité en presencia de 12 mM MgCl,, procedimiento que mediante
centrifugacion logr6 la separacion de la fraccion apical (sobrenadante) de la basal
(“pellet”) del STP. El sobrenadante obtenido, correspondiente a la fraccién microsomal
apical, se someti6 a una purificacion en gradiente de sacarosa para la obtencién de las

fracciones finales purificadas MVM y L-MVM.

La composicién de las gradientes de sacarosa utilizadas en la purificacion fue
de 37% y 45% (p/v) en solucién Tris-Maleato 20 mM pH 7,4, recuperando la banda
correspondiente a la fraccibn L-MVM en la concentracion 37% de sacarosa de la
gradiente y la fraccibn MVM en la interfase 37/45% de sacarosa. Las fracciones
obtenidas, se lavaron, centrifugaron y resuspendieron, almacenando las alicuotas en

nitrégeno liquido hasta su utilizacion.

La pureza y enriguecimiento de las fracciones fueron determinados
rutinariamente utilizando ensayos de actividad enzimatica, “Western Blot” y otros. En
este caso, utilizando el marcador epitelial de membrana apical PLAP (Valtek
Diagnostics, Santiago Chile). La concentracion de proteinas fue determinada por el

método del Acido Bicinconinico (Pierce Biotechnology, Inc.).
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2. Purificacion de DRMs:

Se tomaron 0,6 mg de proteina total de L-MVM y MVM purificadas, y se
llevaron a 1 ml final con solucién de homogenizacion (TX-100 1,1 % v/v; MES 25 mM,;
NaCl 150 mM; pH 6,5) se homogenizaron 30 veces manualmente con homogenizador
vidrio-vidrio, en hielo (ver Fig.6). El homogenizado fue incubado por 90 min en hielo y
luego mezclado con 1 ml de solucién de sacarosa 80%, usando una jeringa de
tuberculina con aguja calibre 22. El lisado (2 ml al 40%) fue cargado en el fondo de un
tubo de centrifuga (rotor Sorvall AH-650). Para la formacién de la gradiente
discontinua, sobre la solucién 40%, se cargaron 2 ml de solucién de sacarosa 35% y 1
ml de solucién de sacarosa 5%. La gradiente fue ultracentrifugada a 40K (217000 x g)
por 22h a 4°C. Se recolectaron arbitrariamente 10 fracciones de 0,5 mL, desde la parte
superior de la gradiente, usando una bomba peristéltica. Estas fueron denominadas:
Fracciones Recolectadas de la Gradiente final (FsRG), ademas el “pellet” fue
resuspendido en 0,5 mL de buffer MBS (MES 25 mM; NaCl 150 mM; pH 6,5) y fue
agregado como FRG n° 11 al estudio. Todas las fracciones fueron guardadas a —20°C

hasta su utilizacion.

Figura 6:

Vesiculas apicales
purificadas

Homogenizacion con 1% TX-100
Incubacién x 90 min, en hielo

Homogenizado

Recoleccién de
5% 21700 x g FsRG \_’ DRMs
35% E— E—

22h
v-

2[g]e]e][o[a]s[o]n]-]

Figura 6: Diagrama de los principales pasos incluidos en el protocolo
implementado para la obtencion de DRMs desde L-MVM y MVM.
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3. Tratamiento con metil- B-Ciclodextrina (mBCD):

Previamente al procedimiento de extraccion con detergente, el volumen de
fraccion apical correspondiente a 0,6 mg de proteina fue incubado a 37°C por 30 min,
en 1 mL de solucion de mBCD al 2% p/v, luego se centrifug6é a 40K (155000 x g) por 2
hrs a 4°C usando el rotor Sorvall T865.1. El “pellet’ fue resuspendido en 1 ml de
solucion de homogenizacion, y se continud con el protocolo de purificacion de DRMs

descrito anteriormente.

Para el analisis de la eficiencia de la extraccion de colesterol, se tomaron 30 pL
de cada fraccién apical y se llevaron a un volumen final igual a 1 mL con solucién de
mpBCD al 2% plv, luego el homogenizado fue incubado a 37°C por 30 min y
centrifugado a 21000 x g (Micromax RF). Se descart6 el sobrenadante, y el “pellet” fue
resuspendido en 30 pL de solucion Tris-Maleato 20 mM; pH 7,4 y utilizado

inmediatamente para la determinacién de colesterol total.
4. Determinacion de colesterol total:

En la medicibn de colesterol de L-MVM y MVM, se utilizd un kit de
determinacion enzimatica de colesterol sérico (Roche Diagnostics GMBH, USA,) que
contiene colesterol esterasa y oxidasa. El colesterol oxidado reacciona con 4-
aminofenazona y fenol, producto de lo cual se libera 4-(p-benzoiquinona monoimino)-

fenazona, la cual es determinada espectrofotométricamente a 505 nm.
5. Electroforesis SDS-PAGE y “Western Blot”:

Volumenes constantes (50 plL) de cada FsRG fueron incubadas por 30 min en
hielo con TCA al 10% v/v y luego precipitadas mediante centrifugacién a 21000 x g por
45 min a 4°C. El “pellet” fue resuspendido en 20 uL de Solucion amortiguadora de
muestra (Tris 25 mM; glicerol 50%; SDS 10%; ditiotreitol 50 mM y azul de bromofenol
0,5%; pH 6,8), hervido por 5 min, y sometido a sonicacion dos veces por 15 min.
Todas las muestras fueron cargadas y resueltas por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 12%, con SDS como agente denaturante (SDS/PAGE) a TA y

transferidas a una membrana de nitrocelulosa (BioRad Laboratories) a 30 Volts
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durante toda la noche a 4°C. El bloqueo se realiz6 en solucién de blogueo al 3% (leche
descremada 3% p/v, NaCl 138 mM; KCI 270 mM; Tween 0,05% p/v). Posteriormente,
la membrana fue incubada por 1 hora a TA con: anticuerpo monoclonal anti-PLAP
(1:5000) o anti- hTf-R (1: 500), y policlonal anti-Anx 2 (1:1000). Luego de lavar con
solucién de lavado (NaCl 138 mM, KCI 270 mM, Tween 0,05% p/v) las membranas
fueron incubadas por 1 hora a TA con anti-rabbit (1:5000) o anti-mouse (1:10000)
conjugado con peroxidasa, lavadas nuevamente y reveladas con el sistema de

deteccién ECL Blotting Andlisis System (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden).
6. “Dot Blot”:

De cada FsRG se tomaron 3 uL y se sembraron directamente en una
membrana de nitrocelulosa (BioRad Laboratories), la que luego fue secada durante 1
hora y posteriormente bloqueada a TA por 2 horas con BSA 3% en PBS 1X (NaCl 128
mM, KCI 2 mM, Na;HPO4 8 mM, KH>PO4 2 mM, pH 7,2). Posterior al lavado con PBS
la membrana se incubé toda la noche a 4°C con la sub-unidad 3 de la toxina colérica
(1:20000) conjugada con peroxidasa y finalmente fue revelada con el sistema de

deteccion ECL Blotting Andlisis System.

El andlisis densitométrico de las bandas tanto de los “Western”, como de los
‘Dot Blots”, se realizd utilizando el programa UN-SCAN-IT gel version 4.1 (Silk
Scientific Corporation, Orem, UT, USA).

7. Analisis estadistico:

Los resultados se expresaron como promedio + SEM (error estandar del
promedio). Los datos fueron sometidos a un test de normalidad (Shapiro-Wilk) para
evaluar la distribucion. La significancia estadistica fue probada usando el test de
Student para datos no pareados, considerando significativos aquellos datos con un
valor P < 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las membranas apicales purificadas MVM y L-MVM, fueron obtenidas tal como
se describe en Métodologia, utilizando el protocolo descrito por Jiménez et al 2004, a
partir de un total de nueve placentas independientes, de acuerdo a las
especificaciones obtenidas desde la unidad de Pre-parto del servicio de maternidad

del Hospital San José.

La cantidad promedio de proteinas encontradas en L-MVM y de MVM fue de
3,65 mg (7,3 mg/mL de concentracién) y 8,1 mg (8,1 mg/mL de concentracion)
respectivamente. La actividad de PLAP en las fracciones purificadas estuvo
enriguecida 24,3 en L-MVM y 17,3 veces en MVM. Resultados que se encuentran
dentro de los rangos reportados para las respectivas fracciones apicales obtenidas
segun el protocolo (Jimenez et al. 2004).

1. Caracterizacion del contenido de colesterol total en L-MVM y MVM:

Tal como se ha dicho, el STP es, hasta el momento, el Unico epitelio en el cual
se ha descrito y aislado dos fracciones de membranas apicales (Jimenez et al. 2004),
sin embargo no se han encontrado diferencias significativas en su composicion. Por lo
tanto no ha sido posible determinar el origen de su diferente migracion en la gradiente

de sacarosa, utilizada para la purificacién final (ver seccién 1 de Metodologia).

Con el fin de dilucidar si el contenido lipidico es una diferencia importante en la
composicion de ambas membranas apicales, y para establecer las primeras
evidencias de la existencia de microdominios lipidicos en ellas, se determiné la

cantidad de colesterol total de membrana en ambas fracciones apicales purificadas.

El resultado de la determinacion se muestra en la Fig. 7A, segun este grafico
no se encontré una diferencia significativa en el contenido de colesterol entre ambas
membranas, sin embargo dadas las diferencias en la cantidad de proteinas totales de

ambas membranas apicales, al normalizar este valor por la concentracion de proteinas
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de cada fraccién, fue posible observar que la razon mg de colesterol / mg de proteinas
totales, es significativamente mayor en L-MVM que en MVM (Fig. 7B).

Es importante notar que el contenido de colesterol de membrana en MVM, igual
a 0,15 + 0,01 mg de colesterol /proteina total, concuerda con lo reportado previamente
en la fraccion apical MVM (Jansson et al. 1993). Por otro lado, el contenido de
colesterol de membrana presente en L-MVM, igual a 0,25 + 0,03 mg de colesterol/ mg
proteina, constituye la primera evidencia de la composicion lipidica de esta fraccion
apical. Ademas, las diferencias en la composicion de colesterol entre L-MVM y MVM,
podrian ser una explicacién a las distintas densidades que se observan entre ambas
fracciones.
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Figura 7:
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Figura 7: Determinacion del contenido de colesterol total de membrana.

A) Cantidad (mg/dL) de colesterol total encontrado en L-MVM y en MVM (n = 9,
promedio + SEM, de 6 placentas independientes). B) Normalizacién de los valores
mostrados en A por la concentracion (mg/dL) de proteina total. Los datos
corresponden al promedio de n = 6 £+ SEM para L-MVM y n =5 + SEM para MVM de
placentas independientes. *P< 0,05.
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2. Estandarizacién del protocolo para el aislamiento de DRMs desde L-MVM

y MVM, membranas apicales de sinciciotrofoblasto placentario humano:

Para la determinacion de la presencia de “rafts” en ambas fracciones apicales,
luego de la purificacion simultanea de L-MVM y MVM desde la placenta, se
implementé una metodologia de extraccion de microdominios lipidicos. La cual
consiste basicamente en la separacién de las proteinas y lipidos que constituyen los
“rafts” en DRMs, ya que debido a sus propiedades biofisicas gran parte de los “rafts”
no son solubilizados al tratarlos con detergente, y se pueden separar del resto de la

membrana como DRMs.

El protocolo se implementé basicamente basandose en los métodos reportados
por Brown and Rose (1992) y por Danielsen and Van (1995). El primero de estos
autores obtuvo DRMs a partir de un lisado de células MDCK (Madin-Darby canine
kidney), estableciendo el protocolo basico para la obtencion de DRMs, usando Triton
X-100 (TX-100) como detergente. Por otro lado, la importancia del segundo reporte
radica en la obtencién de microdominios DRMs a partir de un purificado de membrana

apical de intestino delgado de cerdo (no de células aisladas).

Para la definicion de la cantidad de material inicial, tanto de detergente como
de membrana purificada, se establecié una proporcién TX-100/proteinas de membrana
(p/p) cercana a 10, manteniendo constante tanto la concentracion de TX-100, como la
cantidad de proteinas. Tal como describi6 Ostermeyer et al. (1999), para descartar
escasez de agente detergente en la preparacion y normalizar los resultados obtenidos
desde preparaciones de placentas independientes, lo cual fue posteriormente

reafirmado por Babiychuk and Draeger (2006).

Las principales modificaciones de esta memoria a los reportes anteriores incluyeron:

e Utilizacidbn de material inicial puro, es decir, fracciones apicales libres de
contaminacion de membrana basal o de membranas de organelos
intracelulares.

e Mantencion de la cantidad inicial constante, 0,6 mg de proteinas, para la
obtencion de DRMs.
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Aumento del tiempo de incubacién con el detergente, con el fin de asegurar la
extraccion total de los microdominios de membrana.

Utilizacion de una gradiente discontinua de sacarosa, con el lisado al 40% y
sobre este, sacarosa al 35% y al 5%.

Automatizacion de la recoleccién final de las 10 fracciones, utilizando para esto
una bomba con flujo peristaltico.

Inclusion del “pellet” como FRG n° 11 en el estudio, tal como se describio

anteriormente en métodos.
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3. Caracterizacion de los DRMs obtenidos desde L-MVM y MVM:

3.1 Caracterizacion general de los complejos insolubles:

Fosfatasa alcalina placentaria (PLAP) es una proteina unida a través de GPI a
la membrana, que se ubica exclusivamente en el lado exoplasmético. Aun cuando se
desconoce su rol especifico dentro de la membrana de las células epiteliales, ha sido
ampliamente usada como marcador de membrana apical en epitelios, incluido el STP,
donde es muy abundante (llisley et al. 1990; Eaton and Simons 1995; Braccia et al.
2003).

Por largo tiempo se describio la escasa solubilizacién de esta proteina frente al
tratamiento con detergentes no-ionicos. Sin embargo, no fue hasta 1992 cuando
Brown y Rose relacionaron esta propiedad con su asociacibn a microdominios
especificos de membrana ricos en esfingolipidos y colesterol, responsables de su
insolubilidad. Desde entonces es utilizada también como marcador de dominios “rafts”.
(Brown and Rose 1992; Hanada et al. 1995).

Basandose en la abundancia de este marcador en ambas fracciones apicales
de STP (Jimenez et al. 2004), se determind el patrén de distribuciéon entre las FSRG.
La Fig. 8A muestra el resultado de la deteccion realizada por “Western Blot”, donde
resulta evidente la presencia de PLAP en las fracciones de menor densidad (1-5),
correspondientes a DRMs, tanto para L-MVM como para MVM. No obstante, tal como
muestra la Fig. 8B, mientras en las FSRG de L-MVM la sefial de PLAP se encontro
enriquecida en un “peak” en la interfase 5-35%, en las FsRG de MVM, la sefial de
PLAP se encuentra distribuida en dos “peaks”, el 1° correspondiente a los DRMs y el
2° a la FRG n° 11. Ambos “peaks” corresponden a material insoluble, resistente a
detergente, pero el “pellet” tiene una densidad intrinseca mayor. La marca de PLAP en
el “pellet” de MVM es significativamente mayor a la encontrada en el “pellet’” de L-
MVM.
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Figura 8:
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Figura 8: Distribucion de PLAP en las FsRG de L-MVM y MVM.

A) Imagenes representativas de los “Western Blot” contra PLAP en las FSRG de L-
MVM y MVM. B) Curva del % de PLAP encontrado en cada fraccion (con respecto a la
suma de las 11 FsRG) luego del analisis densitométrico de los “immunobloting” (n = 6,

promedio + SEM, de placentas independientes. *P< 0,05 y **P< 0,01).

25



Para descartar deficiencias en la extraccion de los DRMs en las FsRG
recolectadas, se control6 la presencia del Receptor de Transferrina (hTf-R), el cual ha
sido ampliamente utilizado como marcador de dominios no-"rafts” (Harder et al. 1998;
Gaus et al. 2005).

El hTf-R es una glicoproteina constitutiva de la membrana apical del STP,
(Cerneus and Van der 1991; Paradela et al. 2005) que une el hierro asociado a
Transferrina y lo internaliza por mecanismos de endocitosis, participando activamente

del transporte de este elemento desde la sangre materna hacia la fetal.

Como muestra la Fig. 9, hTf-R estuvo totalmente ausente de los DRMs de
ambas membranas apicales. Las cuales exhibieron un importante “peak” en las FSRG

de alta densidad, no correspondientes a DRMs.

Estos primeros datos permitieron afirmar, primero que el protocolo puede ser
empleado para la obtencion de DRMs libres de contaminacion y segundo, que la
marca de PLAP encontrada en los DRMs es consecuente con la existencia de

microdominios en ambas fracciones apicales.

Por otra parte, debido a las diferencias encontradas tanto en la proporcion de
colesterol /proteinas, como en la distribucion de PLAP entre las FSRG apicales, resultd
necesario controlar la presencia de nuevos marcadores de “rafts”. Esto permitié lograr
caracterizar de manera mas particular cada membrana apical y establecer evidencias
mas concretas acerca del origen de la desigualdad de la composicién entre los DRMs
de L-MVM y MVM.
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Figura 9:
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Figura 9: Distribucion de hTf-R en las FSRG de ambas membranas apicales.

A) Figuras representativas de los “immunobloting” realizados contra hTf-R en las 11
FsRG de L-MVM y MVM. B) Cuantificacion de la presencia de hTf-R en las FsRG. Las
cantidades indicadas para cada fraccion corresponden al porcentaje con respecto a la
suma de todas las fracciones (n = 4, promedio + SEM, de placentas independientes).
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3.2 Los DRMs de la fraccion apical liviana L-MVM son distintos a los de la

fraccién apical tradicional MVM:

Cada FRG se analizé para la deteccion de dos marcadores de “lipid rafts”,
adicionales. El primero de ellos, Anexina A2 (Anx 2) es una proteina abundante en el
STP (Paradela et al. 2005). Anx 2 pertenece a una familia de proteinas cuya
caracteristica bioquimica central es la uniéon dependiente de Ca*? a fosfolipidos de la
cara citoplasmatica de la membrana plasmatica (Rescher and Gerke 2004). En
particular, Anx 2 se ha localizado en los “rafts” de diversos tipos celulares (Babiychuk
and Draeger 2000; Danielsen and Hansen 2003; Zhao and Hardy 2004) y tiene un rol
crucial en el trafico de proteinas hacia la membrana apical en células epiteliales
polarizadas (Jacob et al. 2004).

GML1, de naturaleza lipidica, corresponde al 2° marcador-rafts utilizado en la
caracterizaciéon de los DRMs (Parton 1994). Los gangliésidos son compuestos que
tienen un rol importante en el reconocimiento celular, en la transduccion de sefiales y
son esenciales para el desarrollo en mamiferos. En particular, este esfingolipido esta
involucrado en la entrada de diversos agentes patdgenos, que lo utilizan como
molécula de anclaje a los “rafts” para la posterior infeccién celular (Van der Goot and
Harder 2001).

3.2.1 Caracterizacion de los DRMs correspondientes a L-MVM:

La Fig. 10 resume la distribucién de Anx 2 y GM1, en las FsRG de L-MVM,
ambos marcadores se encuentran en los DRMs de esta fraccién apical. El gangliésido
GM1 se visualizé por “Dot Blot” usando la sub-unidad  de la toxina colérica (HRP-
CTX), la cual se une especificamente a GM1 de la membrana celular. Como muestra
la Fig.10A, la distribucion de GM1 en las FSRG es muy similar a la encontrada para
PLAP, con la sefal concentrada en un “peak” en los DRMs. La sefial correspondiente
a Anx 2 se distribuyd en dos “peaks”, siendo el area del 2° muy superior al
correspondiente al primer “peak”, asociado a los DRMs, abarcando mas del 90% de la

sefal total de Anx 2 entre todas las FsRG.

28



La prominente marca de Anx 2 en las FSRG no-"rafts” es un novedoso
resultado, ya que si bien en otros reportes Anx 2 aparece en fracciones “rafts” y “no-
rafts”, dependiendo del tipo celular estudiado, generalmente lo detectado en las
fracciones DRMs es muy superior a lo detectado en las fracciones solubles, por lo que
la distribucion encontrada las FSRG de L-MVM no parece tener una explicacion
evidente (Danielsen and Hansen 2003; Hansen et al. 2003; Nguyen et al. 2006).

3.2.2 Caracterizacion de los DRMs correspondientes a MVM:

La senal de GM1, se distribuyd en dos “peaks”, el 1° en los DRMs y el 2° en el
“pellet” (FRG n°® 11), como muestra la Fig. 11A. Esta distribucion es muy similar a la de
PLAP y da cuenta de la presencia de marcadores-“rafts” en una FRG insoluble, de alta
densidad y resistente a la extraccion con detergente, debido a lo cual estos complejos

no migran en la gradiente de sacarosa, a densidades en donde se recogen los DRMs.

Por otro lado, Anx 2 no se encontr6 asociada a los DRMs. Es decir, 100% de
su sefial se concentrd en las fracciones de alta densidad, donde una alta proporcion

de su marca correspondio al “pellet’ tal como muestra la Fig. 11B.

Como muestra la Fig. 12, las dos membranas purificadas apicales de STP
contienen una alta cantidad de Anx 2. Lo anterior sugiere que la diferencia en el patrén
de distribucién de Anx 2 entre L-MVM y MVM, podria deberse exclusivamente a
fendmenos de interaccion molecular entre los distintos elementos que las componen.
Por otras técnicas en MVM, se han encontrado una variedad de elementos del
citoesqueleto (Paradela et al. 2005), estas asociaciones podrian explicar la tendencia
en la distribucion que han exhibido los marcadores detectados. Pudiera ser que el
citoesqueleto sea una de las diferencias estructurales importantes entre las dos

fracciones apicales.
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Figura 10: Caracterizacion de las FSRG de L-MVM.

A) Andlisis densitométrico e imagen representativa de la distribucién de la sefial de
GM1 en las FsRG (n = 6, promedio + SEM * P< 0,05) B) Andlisis densitométrico e
imagen representativa de la distribucion de la sefial de Anx 2 en las FSRG (n = 6,
promedio + SEM).
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Figura 11:
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Figura 11: Caracterizacion de las FsRG de MVM.

A) Andlisis densitométrico e imagen representativa de la distribucion de la sefal de
GM1 en las FsRG luego de su deteccion por “Dot Blot” usando HRP-CTX (n = 5,
promedio £ SEM) B) Andlisis densitomeétrico e imagen representativa de la distribucion
de la sefial de Anx 2 en las FsRG (n = 6, promedio + SEM).
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Figura 12:
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Figura 12: Presencia de Anx 2 en las membranas L-MVM y MVM.

A) Andlisis densitométrico de la sefial de Anx 2 en L-MVM y MVM detectada por
“immunoblotting” (n = 6, promedio = SEM, de placentas independientes). B) Imagen
representativa de la deteccion de Anx 2 por “Western Blot” en ambas fracciones de
membrana apical.
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3.3 Efecto de la deplecion de colesterol en la distribucién de los marcadores

en los DRMs de L-MVM y MVM.

Con el propésito de establecer una relacion entre el contenido de colesterol en
la membrana nativa y el patrén de distribucidén de los marcadores de ‘“rafts”
detectados, se implement6 un paso previo a la extraccion de los DRMs. El que
consistié en la incubacion a 37° C de las membranas apicales con mBCD, para lograr
mediante la formacion del complejo colesterol-mpBCD, la extraccion del colesterol

presente en las membranas L-MVM y MVM (Ostermeyer et al. 1999 ).

En la Fig. 13 se muestran los resultados de la determinacién de colesterol en
membranas apicales tratadas con 0 y 2% mBCD. Evaluacion realizada para examinar
el grado de extraccion de colesterol alcanzado. Segun el gréafico, el tratamiento
efectivamente remueve el colesterol, ya que se encontraron diferencias significativas
entre las razones de colesterol/proteinas entre los controles y los tratados en ambas

membranas apicales.
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Figura 13: Grafico del efecto del tratamiento con mBCD 2%, en la razon
colesterol/proteinas.

Se comprob6 que el tratamiento implementado es efectivo en extraer el colesterol de
las membranas apicales (n = 5, promedio + SEM de 5 placentas independientes.*** P<
0,005)
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En el caso de L-MVM, la asociacion de PLAP a los DRMs, no fue
significativamente afectada por la eliminacion del colesterol, la asociacion de PLAP a
los DRMs parece ser independiente de la presencia de colesterol en la membrana. Tal
como se habia reportado en otros tipos celulares (Roper et al. 2000; Paladino et al.
2004). Por otro lado, el tratamiento de deplecibn de colesterol perturb6
considerablemente la asociacion de GM1 con los DRMs de L-MVM, la sefal fue
removida significativamente, pero no en su totalidad. Al igual que lo sucedido con
PLAP, esto ha sido demostrado con anterioridad, es decir, los glicoesfingolipidos no
son totalmente solubilizados al extraer el colesterol (Ostermeyer et al. 1999). Anx 2 al
contrario de los otros dos marcadores utilizados, mostré una dependencia completa al
colesterol para su asociacion a los DRMs de L-MVM, ya que fue totalmente
solubilizada por el tratamiento de extraccion de colesterol, tal como muestra la
Fig.14A. Este fenbmeno podria tener su origen en la estrecha relacion que mantiene

esta proteina con los lipidos de la cara interna de la membrana plasmatica.

El analisis detallado de la redistribucion de los marcadores en las FsRG,
correspondientes a DRMs, se muestra en la Fig. 14B. Para esto se considero la suma
de la sefial de cada marcador presente en las fracciones desde 1 a la 5, como el total
de marca en los DRMs, por lo tanto se normalizé la sefial de cada marcador respecto
al total de marca en los DRMs control (obtenidos desde L-MVM tratada con mBCD
0%).

En el caso de PLAP, el principal cambio en la curva, que da cuenta del
tratamiento con ciclodextrina, es la disminucion no significativa de area de la curva y la
agudizacioén de la sefal de los DRMs en la fraccion n® 3 (correspondiente a la interfase
de la gradiente 5%/35%). El area de la curva de GM1 por otro lado, disminuy6
levemente con respecto a la curva control, y ademas se desplazé hacia las fracciones

2y 3. La sefial de Anx 2, fue eliminada indiscutiblemente de los DRMs.
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Figura 14: Efecto de la extracciéon de colesterol en los DRMs de L-MVM.

A) “Immunoblotting” representativos de la distribucién de los marcadores GM1, Anx 2 y
PLAP, en las FsSRG. B) Analisis densitométrico de la redistribucion de los marcadores,
en las FSRG correspondientes a DRMs luego del tratamiento con 2% mpCD. Los
valores corresponden al porcentaje promedio de cada fraccion con respecto a la suma
de las 5 fracciones (n=3, promedio + SEM). El grafico inserto muestra la distribucion
original de los controles (n = 6, promedio + SEM).
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En el caso de MVM, como muestra la Fig. 15A, la deplecion selectiva de
colesterol de membrana no afect6 la magnitud de la marca de PLAP detectada en los
DRMs, sin embargo disminuy6 considerablemente la sefial presente en las fracciones
de mayor densidad (6-11), con respecto a lo ya observado en la Fig. 8A para MVM.

La magnitud de la sefial de GM1 que normalmente se encuentra asociado a los
DRMs de MVM, disminuyé a menos del 10 % con respecto a la suma de la sefal

detectada en las 11 fracciones.

Consecuentemente a lo encontrado para Anx 2, que no se detecté en los
DRMs de MVM, luego del tratamiento de extraccion de colesterol de membrana, este

marcador no se encontrd asociado a las fracciones DRMs.

La Fig. 15B muestra el analisis detallado de la distribucion de los marcadores
s6lo para las fracciones correspondientes DRMs, es decir, cada valor corresponde al
porcentaje respecto de la suma de las densidades relativas de las fracciones 1 ala 5

de la situacion control.

La magnitud de la curva de la sefial de PLAP presente en los DRMs de MVM,
no se vio afectada por la deplecién de colesterol. En contraste, la sefial de GM1 en los
DRMs, se vio significativamente afectada, la curva no se desplazé en el gje X, pero la
sefial del marcador experimentd una disminucion evidente en todas las FSRG. Con
respecto a Anx 2 el tratamiento de extraccion del colesterol no tuvo efecto en la curva

del marcador, manteniéndose totalmente ausente de las fracciones DRMs.
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Figura 15: Resultado de la deplecion del colesterol en la distribucion de los
marcadores de “rafts” de MVM.

A) Imagenes de los “immunoblotting” caracteristicos de la deteccion de GM1, Anx2 y
PLAP en las FsRG de MVM previamente tratada con 2% mBCD. B) Analisis
densitométrico de la presencia de los tres marcadores en las FSRG correspondientes a
DRMs. Cada valor corresponde al porcentaje promedio de cada fraccion con respecto
a la suma de las 5 fracciones (n = 3, promedio + SEM). El inserto muestra la
distribucion original de los marcadores (n = 6, promedio + SEM).
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La Fig. 16 muestra el resumen del efecto de la deplecién de colesterol desde
las membranas nativas L-MVM y MVM. A diferencia de las curvas mostradas en las
figuras 14 y 15, los valores graficados en esta figura corresponden sélo a la sumatoria
de las densidades relativas de la fraccion 1 a la 5, es decir la cantidad de marcador
encontrado en las fracciones DRMs.

Es posible notar la sensibilidad de GM1 a la presencia de colesterol tanto en L-
MVM como en MVM. Independiente de la razon colesterol/proteinas de cada fraccion
apical, el resultado luego de la extraccion fue practicamente el mismo, GM1 se

solubilizé significativamente en ausencia del colesterol de membrana.

Por otra parte, indicando una baja sensibilidad a la ausencia de colesterol de
membrana, la sefial de PLAP, disminuyé levemente en las FSRG de L-MVM y se
mantuvo igual que el control en el caso de las fracciones de MVM tal como se ha
descrito. En al caso de Anx 2, fue posible advertir la completa dependencia a
colesterol en L-MVM, ademas resulté clara la diferencia en el comportamiento de este

marcador en los DRMs de L-MVM, con respecto a los DRMs de MVM.
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Figura 16: Comparacion de la sensibilidad de GM1, PLAP y Anx 2 a la extraccion
de colesterol desde las membranas L-MVM y MVM.

El grafico muestra que la asociacion de GM1 con los DRMs de L-MVM y MVM es
dependiente de colesterol. PLAP no mostr6 una sensibilidad significativa a la
extraccion del colesterol. Mientras que Anx2, presente so6lo en los DRMs de L-MVM,
es totalmente sensible al tratamiento con 2% mBCD. Los valores graficados
corresponden a la sumatoria de las densidades relativas de las fracciones 1 a la 5
correspondientes a DRMs (n = 6, promedio + SEM controles y h = 3, promedio + SEM
con 2% mBCD.* P< 0,05. Placentas independientes ).
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4, Discusion final:

Los resultados descritos en este trabajo confirman la hipétesis de la presencia
de microdominios lipidicos en ambas fracciones apicales de STP. Sin embargo, la
diferente distribucion que adquirieron los marcadores-raft controlados, pone en
evidencia que la composicion particular de cada fraccion de membrana apical es un

factor importante en la caracterizacion de cada una de ellas.

Ademas, los resultados mostraron que la sensibilidad de los marcadores a la
deplecién del colesterol, es independiente de la cantidad colesterol/proteinas en las
membranas nativas. Ya que el comportamiento de los marcadores presentes en los
DRMs de ambas fracciones apicales fue muy similar, a pesar de que L-MVM tiene una

razén significativamente mayor que MVM.

Otro punto importante, es la presencia exclusiva de Anx 2. en los DRMs de L-
MVM. Lo que sugiere que la mayor cantidad de colesterol que tiene esta fraccion
apical, podria ser un factor importante en la determinacién de la asociacién de Anx 2
con los DRMs, ya que tanto L-MVM como MVM contienen cantidades semejantes de
esta anexina. Ademas, esto se vio confirmado por la absoluta sensibilidad de Anx 2 a
la deplecién de colesterol de L-MVM. Adicionalmente, trabajos previos en STP
documentaron que soélo removiendo el colesterol de membrana, es posible extraer
eficazmente toda la Anx 6 desde la membrana apical. Por lo tanto, el comportamiento
gue mostré Anx 2 no constituye un hecho aislado y podria dar cuenta de la existencia
de una fuerte interaccion entre el colesterol y las anexinas presentes en los “rafts” del
STP (Riguelme et al. 2004).

Tomando en consideracion que Anx 2 interacciona directamente con elementos
del citoesqueleto (Hayes et al. 2004), el significativo “peak” de su sefial en el “pellet’
de las FSRG de MVM, podria estar directamente relacionado con la asociacion a los

elementos del citoesqueleto presentes en MVM.

Los otros marcadores utilizados en la caracterizacion, PLAP y GM1, también se
distribuyeron en forma diferente en las fracciones apicales, pero con perfiles de

distribucion caracteristicos y reproducibles. En L-MVM, PLAP y GM1 se concentraron
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en un “peak” definido en las fracciones correspondientes a DRMs. En cambio, en
MVM, se distribuyeron en dos “peaks”, el 1° (de menor area) en las fracciones DRMs,
y el 2° en el “pellet”. Aun cuando, por su ubicacion en la membrana plasmatica
ninguno de estos dos marcadores interacciona directamente con el citoesqueleto, este
ultimo resultado, podria indicar que efectivamente el citoesqueleto es una diferencia

significativa en la composicién de L-MVM y MVM.

Por lo tanto, la distribucién que mostraron los marcadores-“raft” entre L-MVM y
MVM, podria ser causa de una distribucién espacial diferencial entre dominios “raft”’ y
“no-raft” in vivo, hecho que estaria determinado por las composiciones intrinsecas

(colesterol y citoesqueleto) de cada fraccion apical (Babiychuk and Draeger 2006).

Las interacciones entre “rafts” y los elementos que componen el citoesqueleto
fueron propuestas en varios tipos celulares (Tyska and Mooseker 2004; Bodin et al.
2005), inclusive en la linea celular BeWo, la cual es empleada como modelo para el
estudio de los procesos previos a la transformacion del trofoblasto en sincicio. (Rashid-
Doubell et al. 2006). Sin embargo, el mecanismo molecular que subyace a las

interacciones raft-citoesqueleto ha sido escasamente documentado.

Basandose en los resultados obtenidos, es probable que MVM esté asociada a
una fraccién de citoesqueleto mayor que L-MVM, o que sus “rafts” estén fuertemente
estabilizados por éste. Lo que llevaria primero a la separacion de estas fracciones en
L-MVM y MVM (en la gradiente de sacarosa final del protocolo de purificacion de
membrana apical), y segundo, a la segregacion de marcadores-raft en el “pellet” de la
gradiente de obtencién de DRMs. Esto debido que la asociacion con los elementos del

citoesqueleto, aumentaria la densidad de los complejos

La hipétesis de participacion del citoesqueleto en la organizacién de las
fracciones apicales y de sus microdominios, adquiere mayor fuerza debido a la
arquitectura del “brush border’, definida por un citoesqueleto longitudinal
especializado, sustentado en el corazon de cada microvellosidad (Tyska and
Mooseker 2004).
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Por otra parte, los resultados aqui presentados, demuestran que la obtencién
de DRMs constituye una importante herramienta en la caracterizacion primaria de
‘rafts” en células. En forma particular, en el estudio de “rafts” en tejidos donde no es
posible el estudio individual de células (como es el caso del STP). En consecuencia,
este método representa una alternativa vélida, a pesar de que en la actualidad hayan
emergido técnicas con aplicaciones mas limitadas, pero de mayor sensibilidad y con
menor invasién a la integridad de la membrana, para el estudio celular in vivo
(Lagerholm et al. 2005).

Estos resultados corresponden a la primera evidencia y caracterizacién de la
presencia de “rafts” en las dos fracciones apicales del STP. Sin embargo, se hace
necesario continuar con la caracterizacion de los microdominios en cada una de ellas.
En consecuencia, nuevos experimentos revelaran el rol especifico del citoesqueleto en
la formacién-mantencion de los microdominios, para finalmente involucrar tanto a los
“rafts”, como al citoesqueleto, directamente en la modulacién de la funcionalidad del

transporte a través del dominio apical del STP.

La presencia de una proteina integral de la membrana plasmatica, fuera o
dentro de los microdominios, es clave en la funcionalidad de la célula y de la del tejido
(Chen et al. 2006; Huang et al. 2006; Nagy et al. 2006). Por lo tanto caracterizar los
elementos que componen los “rafts” y determinar las particularidades que subyacen a
las interacciones presentes en los microdominios, representa un gran avance en la
identificacion de nuevos mecanismos involucrados en la fisiologia y en las patologias
que surgen durante el embarazo. Lo que en el futuro, hara posible la seleccion de

nuevos blancos farmacolégicos para el tratamiento especifico de cada patologia.
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CONCLUSIONES

¢ Entre las membranas apicales de STP existen diferencias significativas en la de

composicion de colesterol total.

¢ La metodologia implementada es efectiva para la obtencion de DRMs, libres de
contaminacién de elementos asociados a zonas no-raft (hTf-R) y que dan cuenta

de la presencia de microdominios en las membranas aisladas.

e Ambas fracciones apicales contienen microdominios lipidicos, que pueden ser

aislados y estudiados en forma de DRMSs, por la metodologia implementada.

e Los marcadores-raft ensayados presentaron patrones caracteristicos, tanto de
distribucién en las FRsG, como de sensibilidad a la extraccion de colesterol.
Fendmenos que dan cuenta de diferentes interacciones de las proteinas, tanto
con los componentes lipidicos, como con los del citoesqueleto, que componen

los “rafts”.

e Estos resultados corresponden al primer avance en la caracterizacién de la
presencia de microdominios lipidicos en el dominio apical del STP, el que incluye
tanto a MVM como a L-MVM.

e Finalmente, la hipétesis planteada, acerca de la existencia de “rafts”
caracteristicos en ambas fracciones apicales del STP, se confirma con los

resultados obtenidos.
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