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Resumen

La caveolina-3 se expresa en musculo esquelético y participa en la formacion
de los tUbulos transversales (TT) durante el desarrollo del tejido muscular. Sin
embargo, la gran mayoria de los articulos publicados reporta que caveolina-3
no se encuentra presente en los TT de musculo adulto. Los TT se encuentran
estrechamente unidos al reticulo sarcoplasmatico (RS) formando la estructura
conocida como Triada (Tr), en la cual dos cisternas terminales del RS flanquean
a un TT. En la triadaocurre el acoplamiento excitacién contraccién
(acoplamiento EC), un proceso que acopla la sefial eléctrica de despolarizacion
de los TT a la liberacién de calcio del RS que inicia la contraccién muscular. En
esta tesis se muestran resultados obtenidos por medio de fraccionamiento
subcelular e inmunohistoquimica que indican que los TT de musculo
esquelético adulto contienen caveolina-3, asociada a los TT que forman las
triadas y que participan directamente en el acoplamiento EC. El tratamiento de
Tr y TT aislados con 1 % de Tritdn X-100 a 4 °C produjo un fraccién liviana
resistente a la solubilizacién, que denominamos balsas lipidicas (BL). Estas BL

estan enriquecida en colesterol y caveolina-3 y contienen a la subunidad a1 del
sensor de voltaje de los TT (e 1-DHRP). Por medio de inmunohistoquimica se

encontrd, ademas, que estas dos proteinas colocalizan en fibras musculares
intactas. La colocalizacién de caveolina-3 con a1-DHRP sugiere que la
caveolina 3 podria participar en la regulacién del acoplamiento EC. Los TT

junto con su papel central en el acoplamiento EC, son los principales sitios de
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translocacion del transportador de glucosa dependiente de insulina, glut4. Para
determinar si la translocacién de glut4 hacia los TT en respuesta a insulina
altera el acoplamiento EC, se evalud la magnitud de los transitorios de calcio
inducidos por potenciales de accion en fibras musculares disgregadas cargadas
con la sonda fluorescente sensible a calcio MagFluo4. E! tratamiento de las
fibras con 200 nM de insulina produjo una disminucién significativa de la
magnitud de los transitorios de calcio respecto al control sin insulina. Para
establecer si insulina induce la translocacion de glut4 hacia los TT que forman
parte de las Tr, se trataron conejos con insulina y se midieron los niveles de
glutd asociados a las Tr aisladas Los resultados muestran que insulina in vivo
promueve la translocacion de glut4 hacia los TT asociados a las Tr. Estos
resultados sugieren en conjunto que la franslocacion de glut4 a los TT podria
modificar el acoplamiento EC. Para inducir el desensambie de las caveolas, y
como una forma indirecta de ensayar la funcion de caveolina3 en el
acoplamiento EC, se extrajo el colesterol de las fibras musculares disgregadas
y se midieron los transitorios de calcio inducidos por despolarizacion. Los
resultados muestran que la extraccion de colesterol provocé una severa
disminucién o una supresién total de los transitorios de calcio, sin aumentar la
permeabilidad de las fibras al calcio. Estos resultados sugieren que los niveles
de colesterol regulan e! acoplamiento EC, posiblemente por una modulacién de
la actividad del DHPR por caveolina 3 que se perderia al remover el colesterol,

o por una modificacion de la estructura de la fase lipidica de la triada.
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Summary

Caveolin-3 is expressed in skeletal muscle and takes part in the formation of the
transverse tubules (TT) during the development of muscular tissue.
Nevertheless, many articles have described that caveolin-3 is not present adults
TT. The TT are narrowly appended o the sarcoplasmic reticulum (SR) forming
the structure known as Triads (Tr), in which two terminal cisterns of the SR flank
a TT: Excitation contraction coupling (EC coupling), a process that connects the
TT depolarization to SR calcium release and induces muscular contraction
occurs at the friad. In this work by mean of subcellular fractioning and
immunohistochemistry we show that caveolin-3 is present in adult TT of skeletal
muscle, associated with the TT that form the triads and that take ]:;art directly in
EC coupling. The incubation of isolated Tr and TT with 1 % of TritonX-100 at 4
°C yielded a light fraction resistant to solubilization, that we name lipids rafts
(BL). These BL are enriched in cholesterol and caveolin-3 and contain the a1
subunit of the TT voltage sensor {«1-DHPR). Additionally by means of
inmunohistochemistry, we found these two proteins colocalized in muscular
intact fibers. The colocalization of caveolin-3 with a1-DHPR suggests that
caveolin-3 may play a role in the regulation of EC coupling. The TT system has
a central role in EC coupling and is the principal translocation site of the insulin-
dependent glucose transporter glu4. To determine if the translocation of glut4
towards the TT in response to insulin alters EC coupling, we assayed the

magnitude of the calcium transients induced by actions potentials in muscle
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fibers loaded with the fluorescent probe sensitive to calcium MagFluo4. The
incubation of the fibers with 200 nM insulin induced a significant decrease in the
magnitude of the calcium transients compared with controls without insulin. To
establish if insulin induces the translocation of glut4 towards the TT that are a
part of the Tr, rabbits were injected with insulin and the levels of glut4
associated with the isolated Tr were assayed. The results show that insulin in
vivo promoted the translocation of glut4 towards the TT associated with the Tr.
These results support the hypothesis that the translocation of glut4 to the TT
might modify EC coupling. Disassembling of the caveclae is an indirect way of
testing the function of caveolin-3 in the EC coupling. We depleted the skeletal
muscle fibers of cholesterol and measured the calcium transient amplitudes
induced by action potentials. The results show that the extraction of cholesterol
induced a severe decrease or a complete suppression of the calcium transients,
without increasing the calcium permeability of the fibers. These results suggest
that the levels of cholesterol regulate the EC coupling process, possibly through
a modulation of the DHPR activity by caveolin-3 that would vanish when
cholesterol is removed, or through a modification of the structure of the lipid

phase of the friads.




Introduccion
Caveolas

Las caveolas son invaginaciones de la membrana plasmética que
poseen la forma de la letra omega y un diametro de alrededor de 50 a 100 nm.
Estas estructuras fueron observadas por primera vez en la década de los 50 por
Palade y Yamada (Palade, 1953; Yamada, 1955). Este dltimo fue quien
propuso el nombre de caveolas, que significa pequefias cavernas. Inicialmente
se postuld que estas regiones de la membrana plasmatica tenian como funcion
el movimiento transcelular de moléculas (Milici y col., 1987; Simionescu, 1983).
Posteriormente y gracias al desarrolio de métodos de purificacién, la palabra
caveola evoluciond de una definicion morfoldgica a una que identifica regiones
de la membrana que cumplen con un conjunto de criterios fisicoquimicos y de
composicion proteica y lipidica definida. Esto ha ampliado las funciones y
morfologias posibles de las caveolas, pudiendo presentarse en su forma clasica
de omega, plana u ondulada (Anderson, 1998).

La composicién lipidica de las caveolas es similar a los denominados
“rafts" o balsas lipidicas, que son regiones de la membrana plasmatica
resistentes a la solubilizacién a baja temperatura con detergentes no iénicos
como Triton X-100 (Brown y London, 1998). Debido a su comportamiento frente
a los detergentes no iénicos las balsas lipidicas también han sido llamadas
DRMS, por sus siglas en inglés Detergent Resistant Membranes o membranas
enriquecidas en glicolipidos, conocidas por el acronimo DIGS de las palabras

en ingles Detergent Insoluble Glycolipid enriched membranas (Shevchenko y




col., 1997); (Brown y London, 1998). Todas estas denominaciones describen
regiones de la membrana gue poseen una composicion lipidica rica en
esfingolipidos y colesterol y que participan en la transduccion de sefales entre
otras funciones (Rietveld y Simons, 1998; Brown y London, 1998); (Galbiati y
col., 2000a). En esta tesis se usara el término balsas lipidicas (BL) para
nombrar estas regiones.

Los principales criterios que deben cumplir las BL aisladas son: a)
resistencia a la solubilizacion con Tritén X-100 a 4°C, b} una baja densidad de
flotacion en gradientes de densidad y c) enriquecimiento en glicoesfingolipidos
(GSL), colesterol y proteinas ancladas por lipidos a la membrana (Chang y col.,
1994), (Anderson, 1998); (Couet y col., 2001). Las caveolas representan un
subtipo de BL cuyo principal marcador molecular son las proteinas
denominadas caveolinas, que forman una familia de al menos tres miembros
(Anderson 1988).

La purificacion de caveolas se ha realizado por varios métodos, sin que
exista consenso sobre cual es él método mas adecuado (Shaul y Anderson,
1998). Estas preparaciones han sido efectuadas a partir de tejido y cultivos
celulares. Los principales procedimientos utilizados se resumen a continuacion:
a) Flotacién sobre gradientes de sacarosa de membranas solubilizadas con

Tritdn X-100 a 4°C (Lisanti y col., 1993).

b) Flotacién sobre gradientes de OptiPrep de membranas sonicadas (Smart y

col., 1995).

¢) Centrifugacion diferencial de tejido homogeneizado (Chang y col., 1994).




d) Recuperacion de membranas de endotelio purificadas por adsorcion a silica
cationizada, ya sea por centrifugacion (Schnitzer y col., 1995) o por inmuno
adsorcion (Stan y col., 1997).

Las preparaciones obtenidas con estos distintos protocolos no son
comparables. Ademas, hay que considerar que el contenido de caveolina-1 no
es un buen indicador de pureza, dado que su conceniracion en las caveolas es

variable (Anderson, 1998).

Caveolinas.

La familia de las caveolinas esta constituida por tres proteinas, caveolina
1, 2 y 3, que son codificadas por tres genes distintos y que presentan un peso
molecular de 21 a 24 kDa (Couet y col., 2001; Okamoto y col., 1988). Las
caveolinas, que son evolutivamente conservadas desde invertebrados hasta
humanos (Tang y col, 1997), son proteinas integrales de la membrana
plasmaética que exponen sus extremos amino y carboxilo hacia la cara citosdlica
de la membrana plasmatica, sin regiones expuestas al medio extracelular
(Sargiacomo y col., 1995). Las caveolinas 1 y 3 son palmitoiladas en residuos
de cisteina (Dietzen y col., 1995) y fosforiladas en residuos de tirosina (Aoki y
col,, 1999; Cao y col., 2002). En adipocitos la activacién del receptor de
insulina (InsR) induce la fosforilacion de caveolina-1 (Razani y col., 2000; Couet
y col., 2001) y se ha descrito que esta fosforilacion puede ser catalizada
directamente por el receptor de insulina (InsR). Sin embargo, aunque la funcién

de esta modificacién no esta claramente establecida (Kimura y col., 2002), se




ha propuesto que serviria como sitio de anclaje de la quinasa Csk a la
membrana (Cao y col., 2002).

Las caveolinas 1 y 2 se co-expresan principalmente en adipocitos,
células endoteliales y fibroblastos, entre otras células. La caveolina-1 forma
homoligémeros asociandose por medio de un dominio ubicado en el extremo N-
terminal, generando asi complejos de alrededor de 14 a 16 moléculas con una
masa molecular de aproximadamente 350 kDa {Sargiacomo y col., 1895). Este
complejo es resistente a la solubilizacion con SDS y puede ser separado por el
tratamiento con agentes reductores como el B-mercaptoetanol (Sargiacomo y
col.,, 1995). La caveolina-1 puede formar heteroligdmeros al asociarse con
caveolina-2, que generalmente se coexpresa con la isoforma 1 (Scherer y col.,
1997; Okamoto y col., 1998; Razani y col., 2000). En contraste, caveolina-3
forma homodimeros y se expresa principalmente en los musculos esquelético,
cardiaco y liso (Song y col., 1986b), aunque un par de trabajos describen que
caveolina-1 también se expresa en misculo esquelético (Kawabe vy col., 2001;
Li y col, 2001). lLos oligdmeros formados por las caveolinas se unen
directamente a colesterol (Murata y col., 1995), que los estabiliza pues se ha
demostrado que tanto la remocidn de colesterol con filipina como el vaciamiento
del colesterol intracelular suprimen las caveolas y desarman el complejo de
caveolinas (Anderson, 1998; Monier y col., 1996). Ademas las caveolinas se

asocian directamente a glicoesfingolipidos (Li y col., 1996a). Este conjunto de




interacciones proteina-proteina y lipido-proteina, serian las fuerzas impulsoras
para la formacion de las caveolas (Sargiacomo y col., 1995).

Las caveolinas poseen un dominio andamio que les permite asociarse
con proteinas de transduccién de sefiales. Por esto se ha propuesto que las
caveolinas son proteinas andamio que forman complejos preensamblados de
transduccién de sefiales {(Okamoto y col., 1998; Shaul y Anderson, 1998; Smart
y col., 1999). Algunas de las proteinas de transduccién de sefiales con las
cuales se asocian las caveolinas son: proteinas Go hetero-triméricas, a las
cuales la caveolina se asocia directamente dentro de las caveolas {Li y col.,
1995); el receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGF); las tres
isoformas de la éxido nitrico sintasa: la inducible (iNOS) (Felley-Bosco y col.,
2000), la endotelial (éNOS) (Feron y col., 1996; Garcia-Cardena y col., 1997), y
la neuronal (NNOS) (Venema y col., 1997), y el receptor de insulina (InsR)
(Yamamoto y col., 1998). La interaccidn de las tres isoformas de caveolina con
NOS es inhibitoria (Couet y col., 2001). Esto ha sido comprobado para eNOS in
vivo en ratones “knock-outs” para caveolina-1. En estos animales se presenta
un aumento cercano al 30% en la actividad de eNOS y se produce un fenotipo
hiperproliferativo, que concuerda con la inhibicién de la proliferacién atribuida a
las caveolinas (Drab y col., 2001; Razani y col., 2001; Razani y col., 2001).

La mayorfa de las proteinas que se asocian directamente al dominio
andamio de caveolina poseen algunas de las siguientes secuencias consenso:

GXOXXXXOXXD, dXXXXPXXP y ¢XoXXXX9; donded es un aminoacido




aromdtico, fenilalanina (F), tirosina (Y) o triptofang (W) y X es cualquier residuo

(Couet y col., 1997).

Caveolina-3 en TT de misculo esquelético.

Los tubulos trasversales (TT) son invaginaciones de la membrana
plasmatica del musculo esquelético (Figura 1), a través de las cuales se
propaga el potencial de accién al interior de la fibra muscular; la despolarizacion
asoclada genera un aumento del Ca®* citoplasmatico que produce la
contraccién muscular. Todo este proceso es conocido como acoplamiento
excitacién-contraccién (acoplamiento EC) (Melzer y col., 1995). Este proceso
tiene lugar en la estructura denomina triada (Tr), la cual esta constituida de un
TT flanqueado por dos cisternas terminales del reticulo sarcoplasmaético (Figura
1). Desde estas cisternas se libera el Ca?* a través de los canales de Ca**
receptores de ryanodina (RyR), produciéndose la contraccién muscular.
Actualmente se acepta que el sensor de voltaje (DHPR) ubicado en la
membrana de los TT cambia su conformacion en respuesta a la despolarizacion
asociada al potencial de accion, lo que provoca la apertura de los canales RyR
mediante una interaccion directa entre estas dos proteinas. La liberacion de
Ca?t a través de los RyR es regulada por mualtiples factores tales como: Mg?",
Ca?*, fosforilacién y estado de oxido-reduccién tanto de! RyR como de sus

proteinas asociadas (Fill y Copelio, 2002; Melzer y col., 1995).




Figura 1.
Esquema de los sistemas membranosos de las fibras musculares y su
Aislamiento por centrifugacion diferencial.
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Se describi6 inicialmente que la caveolina 3 se asocia transitoriamente a los TT
durante el desarrollo del musculo esquelético (Parton y col., 1997), y se propuso
luego que participa en la formacién de los TT (Galbiati y col., 2001).. Sin
embargo, por medio de microscopia confocal y electronica, se describié que
caveolina-3 colocaliza con glut4 en los TT del misculo esquelético adulto
(Ralston y Ploug, 1999), y se encontré también asociada a membranas de TT
aisladas de musculo adulto (Mufioz y col., 1896). Pese a esto, estos dos
trabajos (Ralston y Ploug, 1999; Mufioz y col., 1996) han sido ignorados
posteriormente, y la visidn actual es que en animales adultos caveoiina3
desaparece de los TT (Le Lay and Kurzchaliaref 2005). En los animales nulos
para caveolina-3 la morfologfa de los TT se encuentra severamente alterada y
el sensor de voltaje, DHPR, presenta una distribucién anémala respecto a los
animales normales (Galbiati y col 2001). Todos estos antecedentes sugieren
que la presencia de caveolina-3 es importante para mantener la adecuada
arquitectura de los TT y una correcta localizacién y funcionamiento del DHPR.

Si bien se ha descrito que la caveolina 3 esta asociada a TT aislados
(Muiioz y col., 1996), no se ha determinado a que regién de los TT se asocia, si
al tibulo de unién con el reticulo sarcoplasmatico, que es donde ocurre el
acoplamiento EC, al tibulo libre 0 a ambos. De encontrarse en la regién del
tdbulo adulto que forma las Tr, la caveolina-3 podria formar parte de un
complejo que participara en la regulacién del proceso de acoplamiento EC. Un
interesante dato a considerar a este respecto es que la composicion lipidica de

los TT (Rosemblatt y col., 1981) es muy similar a la de las BL (Smart y col.,




1999), con un aito contenido de colesterol y esfingomielina, por lo cual es
posible que estas membranas sean una gran BL con caveolina-3. Por lo
anteriormente expuesto, caveolina-3 podria tener una funcién hasta ahora no

descrita en el acoplamiento EC en musculo esquelético adulto.

TT y glut4

En mamiferos, el mtsculo esquelético es el principal responsable de la
captacién de glucosa en respuesta a insulina, que al unirse a su receptor inicia
una cascada de sefalizacion que promueve la translocacién de glutd
principalmente a la membrana de los TT (Dohm y Dudek 1998, Bickel, 2002;
Klip y Marette, 1992; Wang y col., 1996; Ploug y col., 1998). Ademas, se ha
observado translocacién de glut4 a los TT en respuesta a ejercicio, contraccion
muscular e hipoxia (Goodyear, 1998; Hayashi y col., 1997); en estos casos la
translocacién de glut4 es independiente de la activacién de Pi3-quinasa, a
diferencia de la producida por insulina (Lund y col., 1995; Yeh y col., 1995).
Pese a lo anterior, existe escasa informacién sobre este proceso en musculo
esquelético, pues gran parte del conocimiento de la translocacion de glut4 en
respuesta a insulina proviene de trabajos efectuados en adipocitos (Watson y
col 2004) Por lo tanto, el estudio de la translocacion de glut4 a los TT del
musculo adulto en respuesta a insulina constituye un aporte importante al
entendimiento de la fisiologia de este proceso. Ademas, no esta claramente
establecido si la translocacion de glut4 se produce en forma homogénea en ia

membrana de los TT o si se concentra en alguna regién especifica de estos.
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Tabla 1

Fraccion Colesterol Esfingomielina
mol % mol %
Tubulo Transversal? 35.4 14.7
Membrana Plasmatica? 21.9 4.4
Reticulo Pesado? 6.7 0.8
Fraccion resistente a 30.0 14.0
Detergente (BL)'

Comparacion del contenido de colesterol de las diferentes fracciones subcelulares
obtenidas de musculo esquelético y de los BL reportadas en la literatura (1 Smarty
col 1999; 2 Rosemblatt y col., 1981).
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Si caveolina-3 es un componente de los TT de animales adultos, es importante
estudiar en estas membranas su posible colocalizacién con glutd. En fracciones
aisladas de musculo esquelético glut4 se encuentra asociado en mayor
proporcién a las membranas de los TT que al sarcolema (Burdett y col., 1987).
Sin embargo, en fracciones de membranas intracelulares se ha detectado una
baja colocalizacion (menos del 10%) de glut4 con caveolina-3 (Mufioz y col.,
1996). Mas atn, la inmunoprecipitacidn con un anticuerpo para caveolina de las
fracciones intracelulares obtenidas desde musculo esquelético no demuestra
coprecipitacion de glut4, y en BL aisladas desde este tejido no se encuentran
cantidades apreciables de glut4 (Mufioz y col., 1996). Pero al no existir un
protocolo establecido para la preparacion de BL (Anderson, 1998), es posible
que con otra metodologia se encuentren resultados distintos. Por ofra parte,
glut4 y caveolina-3 podrian estar presentes en distintas regiones del TT que no
sean diferenciadas por los protocolos de aislamiento de TT. Otro aspecto
adicional a considerar es que los experimentos realizados por Mufioz y cols.
(Mufioz y col., 1996) fueron efectuados con un anticuerpo genérico conira
caveolinas y no con uno especifico contra la isoforma-3 que es la que se
expresa en el musculo esquelético. Como se ha descrito que caveolina-1
también se expresa en musculo esquelético (Kawabe y col 2001), los resultados
de Mufioz y col (Mufioz y col., 1996) pueden reflejar el comportamiento de
caveolina-1 y no de caveolina-3. Por lo tanto, es importante realizar estos

ensayos con el anticuerpo especifico conira caveolina-3.
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La fosforilacion de caveolina-1 tendria un rol de anclaje y reclutamiento
de proteinas haclfa la membrana (Kimura y col., 2002), Sin embargo, [a funcion
de una posible fosforilacion de caveolina-3 inducida por insulina en muscuio
esquelético esta pobremente entendida. Si consideramos la alta homologia
entre las isoformas 1 y 3 de caveolina, es posible que la fosforilacion de
caveolina-3 también funcione como sitio de anclaje para proteinas. Esto podria
modificar el complejo multiproteico de caveolina con otras proteinas y asi
modular las moléculas de transduccidn de sefiales. De esta forma si caveolina-
3 participa en la modulacién del acoplamiento EC, su fosforilacion inducida por

insulina podria representar una via de accion de insulina sobre este proceso.

Caveolinas y sefializacién por calcio.

Existen multiples reportes que localizan en las caveolas a las proteinas
que regulan los niveles de Ca*'. Utilizando inmunohistoquimica, se localizé el
recepior de IP3 en las caveolas de musculo liso (Fujimoto y col,, 1992). El
intercambiador Na*/Ca®*, que es un importante regulador de los niveles de Ca®
del misculo cardiaco, se localiza en las caveolas e interacciona con caveolina-3
(Bossuyt y col., 2002). También se ha descrito que la entrada capacitativa de
Ca*" estaria en parte regulada por la distribucion en las caveolas de las
proteinas involucradas en este proceso (Smith y col., 2002). Ademés, en
preparaciones de caveolas aisladas desde endotelio pulmonar de rata, se ha
reportado un enriguecimiento en Ca**-ATPasa (PMCA) e IP;R (Schnitzer y col.,

1995). En musculo cardiaco, en tanto, se ha propuesto que las caveolas
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podrian proveer una estructura para relacionar DHPR y RyR y permitir los
“sparks” de Ca?* que se iniciarian en las caveolas (Lohny col., 2000). Estos
"sparks” de Ca®" son aumentos de Ca®" intracelular localizados (2 a 4 um) y de
muy corta duracién (30 a 100 ms). Ademas, mediante estudios de
inmunohistoquimica se describié la presencia del DHPR en las caveolas en
musculo esquelético en desarrollo (Yuan y col., 1991}, y se ha demostrado que
caveolina-3, DHPR y RyR colocalizan en tejido cardiaco (Scriven y col., 2002).
No obstante, en las revisiones existentes no aparece DHPR en la lista de
proteinas que se localizan en las caveolas (Shaul y Anderson, 1998; Anderson,
1998; Smart y col., 1999).

Considerando el pape! central dei DHPR en el acoplamiento ECen el
musculo esquelético, es importante determinar si la caveolina-3 se encuentra
asociada a DHPR, pues no existen estudios de la funcion de caveolina-3 en la
regulacion de la sefializacion por calcio en el acoplamiento EC musculo
esquelético. En la secuencia de la subunidad o1 del DHPR existe una
secuencia de unién al dominio andamio de caveolina. Ademas, experimentos
de remocién de colesterol en fibras de musculo esquelético, muestran una
alteracion de la funcion del DHPR (Launikonis y Stephenson, 2001). Una
interpretacién de esfos antecedentes es que la remocidn del colesterol
desensamble el complejo de caveolina-3 y que esto afecte la funcién del DHPR.
También reviste importancia investigar si ambas proteinas estan presentes en

las preparaciones de BL aisladas desde muisculo esquelético, y por esta razén
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este punto se propuso como uno de los objetivos iniciales de esta tesis. Un
trabajo publicado en estos dltimos meses, cuando la presente tesis se

enconfraban bastante avanzada, describe que la subunidad «1-DHPR

cardiaca esta presente en BL aisladas de musculo cardiaco y coprecipita con
caveolina-3 (Balijepalli y col., 20086).

En musculo esquelético el canal RyR de liberacién de Ca®* se encuentra
unido directamente al DHPR (Haarmann y col., 2005). Existe la posibilidad que
caveolina-3 también se una directamente a RyR y module su actividad, pues
este canal posee seis secuencias de unién al dominio andamio de caveolina
ubicadas en su extremo carboxilo que corresponden a regiones reguladoras del
canal (Fill y Copello, 2002). Sin embargo, la topologia del RyR no esta bien
establecida (Fill y Copello, 2002). Por lo que no es posible saber si estas
presuntas secuencias de unidn a caveolina-3 estan en regiones adecuadas
para permitir la interaccién con el dominio andamio)de caveolina-3.

En el presente trabajo se explord la presencia de caveolina-3 y su posible
funcion en los TT de musculo adulto por medio de fraccionamiento subcelular,
inmunchistoquimica y estudios funcionales en fibras disgregadas. Ademas se
estudid en fibras excitables el efecto sobre el acoplamiento EC de la

translocacion de los glut4 a los TT en respuesta a insulina.
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Hipotesis

En el musculo esquelético adulto la caveolina-3 esté presente en los TT de
unién que forman las triadas, donde colocaliza con DHPR, InsR y giut4 tanto en
fibras intactas como en BL, formando un complejo multiproteico que regula el
acoplamiento EC. En respuesta a insuiina glut4 se transloca a las balsas

lipidicas de los TT que forman las Triadas e interfiere con el acoplamiento EC.
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Objetivos Generales.

1.

identificar algunas de las proteinas asociadas a las BL obtenidas a partir de
preparaciones de Tr o TT aisladas de mtisculo esquelético adulto.

Estudiar la funcién de caveolina-3 en el acoplamiento EC.

Determinar si glut4 se transioca a ios TT que forman las Tr y si esto altera
los niveles de colesterol por dilucion.

Estudiar el efecto de insulina y de la extraccion de colesterol en el

acoplamiento EC en fibras vivas,

Objetivos Especificos.

1.

Establecer si caveolina-3 esta presente en TT y Tr aisladas desde musculo
esqueiético adulto, y en BL obtenidas de estas preparaciones.

Establecer si caveolina-3 forma un complejo con la subunidad o 1-DHPR,
Determinar si caveolina-3 modula directa o indirectamente el acoplamiento
EC en vesiculas de Tr aisladas.

Titular la remocidn de colesterol desde vesiculas Tr y TT aislados con
metilbetaciclodextrina.

Determinar a que region de los TT (libre o de unién} se encuentra asociada
caveolina-3.

Estudiar el efecto de insulina y de la extraccién de colesterol sobre el

i

acoplamiento EC en misculo esquelético.
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Materiales y métodos

Materiales. Todos los reactivos utilizados durante el desarrollo de este trabajo
de tesis fueron de grado analitico. Las sondas de calcio Calcium Green-5N,
Calcium Green-2N y MagFluo4 fueron adquiridas en Molecular Probes (Eugene,
OR). Los demas reactivos fueron obtenidos en SIGMA-ALDRICH Chemical Co

(St. Louis, MO).

Métodos.

Animales. Conejos machos adultos (6 meses de edad) de la cepa New
Zealand fueron anestesiados con una dosis de pentobarbital, de acuerdo con
las regulaciones del Comit¢ de Etica de la Facultad de Medicina de Ia
Universidad de Chile. En los experimentos de medicion de los transitorios de
Ca®* en fibras aisladas, que se realizaron en el IVIC, Caracas, Venezuela, se
utilizaron ratones de la cepa IVIC de 6 semanas de edad. En los experimentos

de Inmunohistoquimica, se utilizaron ratones Balb/c de 6 semanas de edad.

Aislamiento de Tr de misculo esquelético de conejo de rata. Las Tr de rata
fueron aisladas desde musculo esquelético de ratas macho de 10 semanas de
edad de la cepa Sprague Dawley, siguiendo el procedimiento que se describe a
continuacién para musculo de conejo.

Las vesiculas de Tr de conejo se prepararon segun métodos desarroliados en el

laboratorio (Hidalgo y col., 1993). Brevemente, se homogeniza muy finamente el
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musculo esquelético en cuatro voliimenes (p/v) de la solucién tampodn (en mM:
150 KCI, 5 MgS04, 20 MOPS-Tris, pH 6.8) suplementada con inhibidores de
proteasas (1 pg/ml leupeptina, 1 ug/ml pepstatina, 0.4 benzamidina, 1
feniimetilsulfonilflucruro). La suspensién es centrifugada a 1500 x g, el
sedimento obtenido es exfraido nuevamente como al principio y los
sobrenadantes son mezclados y centrifugados a 17000 x g. Las membranas
sedimentadas se resuspenden en el volumen inicial de tampdn, se pasan por un
homogeneizador vidrio-vidrio y son centrifugadas a 1500 x g para eliminar las
proteinas contractiles y las mitocondrias. E! sobrenadante es sedimentado a
17000 x g, resuspendido en una solucidn con sacarosa (en mM: 300 sacarosa,
20 MOPS-Tris, pH 6.8 mas 1pg/ml leupeptina y 04 benzamidina) y
sedimentado una vez mas a 17000 x g. Las membranas resultantes se
resuspenden en la misma solucién. Se fraccionan en pequefios volimenes y se

congelan a -80 °C hasta su uso.

Aislamiento de las membranas de TT, reticulo sarcoplasmatico pesado
(HRS) y reticulo liviano (LSR) desde misculo esquelético de conejo. Las
vesiculas TT y RS fueron preparadas como previamente descrito (Rosemblatt y
col. 1981) (Figura 1). Brevemente, se homogeneizé musculo esquelético en
cuatro volimenes de tampén (en mM: 20 MOPS-Tris, 100 KCI, pH 7.0). La
suspension obtenida es centrifugada a 10000 x g y el sedimento es reextraido

con el mismo tampén, los sobrenadantes resultantes son llevados a 0.6 M KCI
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final por adicién de la sal sélida y centrifugados 1 hora a 100.000 x g. Las
membranas sedimentadas son resuspendidas en el tampdn inicial con
inhibidores de proteasas (leupeptina 1 ug/ml, pepstatina 1 pg/ml, benzamidina
0.4, mM fenilmetilsulfonilfluoruro 1 mM), homogeneizadas en vidrio-vidrio y
sedimentadas a 100.000 x g, el sedimento es resuspendido en tampon
sacarosa (en mM: 300 sacarosa, 20 MOPS-Tris, pH 7.0 mas 1 pg/ml leupeptina
y 0,4 benzamidina) y centrifugado a 100.000 x g, luego el sedimento es
resuspendido nuevamente en el tampon sacarosa antes descrito, cargado en
una gradiente discontinua de sacarosa 45, 35, 27.5y 25% p/v y centrifugado a
100.000 x ¢ toda la noche, y se colectan las fracciones que corresponden al
tibulo transversal, LSR y HSR (ver Figura 1). Las fracciones colectadas se
lavan por centrifugacién en tampon sacarosa, se resuspenden en un minimo
volumen del tampon antes descrito, se congelan con N: liquido y se almacenan

a -80°C hasta su uso.

Aislamiento de TT de unién (JTT). Las vesiculas de Tr de conejo, fueron
cargadas en una gradiente de densidad de sacarosa libre de iones con el
objetivo de obtener tubulos fransversales de unién (JTT) como se describe en
(Horgan y Kuypers, 1987). Brevemente, la gradiente de densidad de sacarosa
fue preparada desde las soluciones stock de 0.74 My 1.4 M de sacarosa. Las
fracciones enriquecidas en Tr fueron cargadas en la parte superior de la

gradiente y centrifugada durante toda Ia noche (16 h) a4 °C a 100000 x g. Las
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fracciones resultantes fueron colectados y diluidas con: 20 mM MOPS(Tris) pH
7.2 mas los inhibidores de proteasas y centrifugadas a 150000 x g por 1 hora
El sedimento fue resuspendido en 0.3 M de sacarosa; 20 mM MOPS(Tris) pH
7.2 con los inhibidores de proteasas Yy congelado a -80 °C hasta su posterior

uso.

Obtencion de una fraccién liviana enriquecida en caveolina-3 y colesterol
(Balsas lipidicas) por el método del Tritén X-100: Las BL fueron preparadas
desde las fracciones enriquecidas en Tr y TT, como se describe en (Bender y
col., 2002; Brown y Waneck, 1992; Sargiacomo y col., 1993) con minimas
modificaciones. Bravemente, fracciones enriquecidas en Tr o TT fueron
incubadas con 2 m! del tampon Mes salino (MBS) compuesto por (en mM: 25
Mes, pH 6.5, 150 NaCl) conteniendo 1 % Tritén X-100 y un coctel de inhibidores
de proteasas (leupeptina 1 pg/mi, pepstatina tpg/ml, benzamidina 0.4 mM
fenilmetilsulfoniifluoruro 1 mM). La mezcla fue homogeneizada en
homogenizador vidrio/vidrio e incubada durante 15 minutos a 4 °C. Se ajusté a
40 % sacarosa agregando de 2 m! de 80 % sacarosa preparada en MBS
enfriada en hielo y puesta en el fondo de un tubo de ultracentrifugacion. Una
gradiente de sacarosa discontinua de 5 y 30 % fue formada sobre el
solubilizado, todas las soluciones utilizadas fueron previamente enfriadas en
hielo. Posteriormente, las gradientes fueron centrifugadas a 100000 x g por 20

horas. Una banda opalescente liviana fue confinada a la interfase 5-30 % la
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cual fue colectada, diluida tres veces con MBS y centrifugada a 100000 x g por
1 hora. Los fracciones asi obtenidas fueron resuspendidos en 20 mM
MOPS/Tris pH 7.2 mas leupeptina 1 pg/ml, pepstatina 1pg/ml, benzamidina 0.4
mM fenilmetilsulfonilfluoruro 1 mM) y sacarosa 0.3 mM y congelados en

nitrégeno liquido y almacenados a -80 °C hasta su uso.

Obtencién de una fraccién liviana por el método de Carbonato de sodio.
Este método es similar al previamente descrito. Sin embargo, permite la
purificacién de BL sin el uso de detergente. Para ello, Tritdn X-100 fue
reemplazado por una solucién de carbonato de sodio (500 mM; pH 11). Los
pasos posteriores son idénticos a los realizados con Tritdn X-100, con la uUnica
diferencia que al tampén MBS se le adiciond 250 mM de carbonato de sodio

(Bender y col., 2002; Song y col., 1986a),

Mediciones de la concentracion de Calcio. La concentracion del maximo de
calcio fue obtenida a partir de la ecuacién [Ca®*] = Kp (F-Fumm)/(Fmex-F), donde F
corresponde a la intensidad de fluorescencia medida en una longitud de onda
inica, Kp es la constante de disociacion del indicador de calcio, Fnax ¥ Fain
corresponden a las intensidades de fluorescencia maxima a calcio saturante y

minima a cero calcio nominal, respectivamente.

Carga y liberacion de calcio en vesiculas de Tr.
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Vesiculas de Tr a 0,2 mg/m! proteina fueron incubadas en el tampdn: 20 mM
MOPS pH 7,2, 100 mM KCI, 1.8 mM ATP, 2.2 mM MgCly, (ATP libre 0.244 mM,
Mg?* libre 0.598 mM), 10 mM fosfocreatina, 15 U/ml de creatina quinasa y 100
nM de Calcium Green-5N. Se estimé que el calcio contaminante es ~10 pM.
Las mediciones fueron hechas a 25 °C en un FluoroMax-2 (Isa Jobin Yvon-Spex
Instruments S.A. USA) excitando a 506 nm v leyendo la emisién a 538 nm. La
liberacién de Ca®" se indujo con 4 mM final de cafeina. Para calcular [Mg?'] y
[ATP?] libre presentes durante la liberacién de calcio se utilizé el programa

computacional WinMaxC { www.stanford.edu/~cpatton/winmaxc2.html),

Determinacion de las constantes de velocidad inicial de la liberacién de
calcio inducida por despolarizacién. Las mediciones de cinética rapida de
liberacion de Ca* fueron realizadas en un espectrofotémetro de flujo detenido
SX.18MV (Applied Photophysics Ltd. Leatherhead, UK). Las vesfculas de Tr a
1mg/ml fueron activamente cargadas con calcio antes de iniciar la liberacién en
la siguiente solucién: 1.8 mM ATP y 1.5 mM MgCl; que producen 0.5 mM Mg?*
y 0.157 mM ATP libre). La carga de Ca®* fue iniciada por la adicién de ATP/Mg
y la mezcla fue incubada por 20 min a 25 °C en una soluciéh conteniendo: 20
mM MOPS-Tris, pH 7.2, 0.1 mM CaCl, 150 mM KGluconato, 15 mM
NaGluconato y el sistema regenerador de ATP compuesto por 10 mM
fosfocreatina mas 15 U/ml creatina quinasa. La liberacién de calcio fue iniciada

por la mezcla de 1 volumen de Tr cargadas con 10 volimenes de una solucién
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compuesta por (en mM) 20 MOPS-Tris, pH 7.2, 160 mM NaGluconato, 1.8 mM

ATP, 1.5 mM MgCl2 vy 1 uM de Ia sonda fluorescente Calcium green-2.

Medicién de colesterol. El colesterol total en las distintas fracciones fue
medido a través-del kit Colesterol total LS (Valtek diagnostic) modificado con
una etapa de solubilizacién de las fracciones con de 1 % Tritdn X-100.
Brevemente, el colesterol se determina por accién de las enzimas Colesterol
ester hidrolasa y Colesterol oxidasa. La primera libera el colesterol de los
ésteres de colesterol, y la segunda oxida el colesterol libre produciéndose
perdxido de hidrégeno, el cual en presencia de la enzima peroxidasa reacciona
con el sistema cromogénico dando origen a un compuesto coloreado que
absorbe a 505 nm. En algunos experimentos el colestero! fue determinado con
el kit Amplex Red Colesterol Assay de Molecular Probes ntimero de catalogo
A12216. En este método la oxidacion del colestero! es acoplada a la formacion

de un compuesto fluorescente que absorbe a 571 y emite a 585 nm.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS/PAGE) en gradiente
(sistema Tris-glicina). Se utilizaron geles de 1 mm de espesor con &l sistema
descrito por Laemmli y col., con el gel concentrador al 4 % de acrilamida y el
separador en gradiente 3-15 % de acrilamida. Las proteinas fueron separadas
por electroforesis durante 1-2 h a 80-120 V a temperatura ambiente. Los geles

fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa o tefiidos con azul de
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Coomassie. Algunos geles fueron fijados con 50 % metanol toda la noche,
luego lavados con 25 % de isopropanoi para remover el SDS y teiidos con
0.0025 % Stains All en 25 % isopropanol 7.5 % formamida y 30 mM Tris pH 8.8

(Campbell y cols 1983).

Electrotransferencia de proteinas. Las proteinas separadas por
electroforesis fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa a 100 V por
1 h a 4°C en tampén de transferencia 25 mM Tris 192 mM glicina, pH 8.5. Para
verificar que la transferencia fue apropiada las membranas fueron tefiidas con
una solucién al 3 % de rojo Ponceau en 3 % de acido tricloroacético. El
colorante fue removido por lavado con el tampén 20 mM Tris, 200 mM NaCl, pH

7.5 (TBS).

Analisis de Western blots. Las muestras previamente sujetas a electroforesis,
se transfirieron a nitrocelulosa. Las membranas fueron bloqueadas con 5% de
leche descremada en TBS, durante 1-2 horas a temperatura ambiente y bajo
agitacion rotatoria constante. Las membranas bloqueadas se incubaron con el
anticuerpo primario en dilucién 1:2000 en TBS-T y fueron lavadas 3 veces por 3
min con TBS-T. Luego, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa de rabano en dilucién 1:2000 en TBS-T y
lavadas 3 veces por 5 min con TBS-T. La reaccion proteina/anticuerpo fue

revelada utilizando el kit ECL (Pierce Biotechnology Inc, Rockford, IL, EEUU).
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Las imagenes fueron escaneadas y analizadas con el software Quantity One®

(BioRad, Hercules, CA, EEUU).

La deteccién de caveolina-3 se efectud por medio de Western blots con dos
anticuerpos comerciales distintos. Un anticuerpo monocional BD Biosciences y
otro policlonal de Sta. Cruz Biotechnology. Los Western blots fueron incubados
con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa y revelados con un kit

comercial para quimioluminiscencia (ECL).

Ensayo de unién de [*H]-nitrendipina al equilibrio. Preparacionss de
vesiculas de Tr, TT y BL, preincubadas o no con diversos modificadores como
se detalla en el texto, fueron incubadas con [3H]-nitrendipina 10 nM a 10 °C por
30 minutos en una solucién que contenia 40 mM Tris/HCI pH 7.5. La unién no
especifica se determind en presencla de 1 uM de nifedipina fria. La nifedipina
unida fue separada de la libre mediante filtracién al vacio con filtros de fibra de
vidrio Whatman GFB. Los filiros se lavaron 2 veces con 2.5 ml de tampén de
lavado: 40 mM Tris/HCI pH 7.5, cloruro de colina 0.2 M. La radioactividad

asociada a los filtros fue cuantificada mediante centelleo liquido.

Determinacion de Proteinas. Se realizé segin el método descrito por Hartree

(Hartree, 1972) o por el método de! &cido bicinconinico (Smith y col., 1985)

usando albimina de suero de bovino como estandar.
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Inmunohistoquimica. Las fibras musculares provenientes del miisculo rapido
flexor digitorum brevis de ratones fueron fijadas con 4% paraformaldehido en el
tampdn PBS compuesto por 134 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 17 mM NazHPOQOy, 2.3
mM KHzPQyq, pH 7.4, permeabilizadas con 0.05 % de Tritén X-100 y bloqueadas
con 5% albimina en PBS. Las fibras fueron incubadas toda la noche ya sea
con anti-caveolina (1:100), anti-DHPR (1:100) y/o anti-glut4 (1:100) a 4 °C.

Después de {a incubacién con el anticuerpo primario, las muestras fueron
lavadas 5 veces por 30 minutos con PBS mas albtimina y agitacion.

Posteriormente, se incub6 a 2 h a temperatura ambiente con un anticuerpo
secundario conjugado con rodamina o Alexa Fluor® 488 (1:500) y se lavé con
agitacion 5 veces por 30 minutos con PBS antes de ser montadas en
cubreobjetos cubiertos con el medio de montaje Vectashield®. Como control
negativo se utilizaron las fibras incubadas en ausencia de anticuerpo primario.
Las fibras inmunotefiidas fueron visualizadas usando microscopia confocal
(Microscopio invertido. LSM 5 Pascal. Zeiss. Alemania). Los datos fueron

analizados con el programa Image J version 1.32].

Tratamientos de animales con insulina. Conejos machos adultos (6 meses
de edad) de la cepa New Zealand fueron anestesiados con una dosis de
ketamina (50 mg/kg) después de un ayuno prolongado de 12 h.

Posteriormente, se les administré D-glucosa por via intraperitoneal (1 g/Kg de

peso corporal) e insulina por via intravenosa (10 unidades/kg de peso corporal)
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30 min antes de la remocién del tejido muscular, el cual fue utilizado para la

obtencién de fracciones subcelulares como se detallé anferiormente.

Preparacion de fibras musculares disgregadas. El método de disociacion
enzimatica fue similar a la descrita por Carroll y col, 1995. Brevemente, los
ratones fueron sacrificados por una rapida dislocacién cervical, el misculo
flexor digitorum brevis (FDB) fue disecado cuidadosamente desde tendon a
tenddn e incubado en solucién Ringer: 145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgSOQs,
2.5 mM CaCl,, 10 glucosa, 10 Hepes; pH 7.4, conteniendo 1 mM CaCl, y 4 mg
ml" de colagenasa por una hora a 37 °C con agitacién. Posteriormente, los
musculos fueron lavado ires veces con esta solucién Ringer, las fibras fueron
separadas suavemente desde los tendones pasando los misculos a través de
una pipeta Pasteur con los bordes pulidos en una llama y montados sobre

cubreobjetos (Figura 35).

Registro de fluorescencia en fibras musculares vivas. Las fibras
disgregadas fueron cargadas con 10 uM de MagFluo-4AM (Kd: 22 uM) en
solucién Ringer por 30-40 min. a temperatura ambiente. La sefial fue recogida
desde un éarea de aproximadamente 12 um de diametro, con un
fotomuiltiplicador conectado a un amplificador Nikon P1. Este procedimiento
permite registrar desde numerosas fibras dentro del campo visual, puesto que la
iluminacion es focalizada. Los potenciales de accidn fueron inducidos por la

aplicacion de pulsos de corrientes rectangular supraumbral de 70 mV y 3 ms de
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duracién a través de dos electrodos de platino sobre cada lado de la camara de
registro. Los datos fueron adquiridos y analizados usando el programa

pCLAMPS Axon Instruments.

Resultados.
Obijetivo Especifico 1.  Establecer si caveolina-3 esta presente en TT, Try

BL obtenidos desde musculo esquelético adulto.

Caveolina-3 esta asociada a los TT de animales adultos.
Se encontrd una abundante expresion de caveolina-3 en TT aislados de
musculo esquelético de conejo (Figura 2). Tanto un anticuerpo monoclonal
como uno policlonal disponibles comercialmente, reconocieron una banda de
aproximadamente 25 kDa que concuerda con el peso molecular de caveolina-3
descrito en la literatura (Way y Parton, 1996; Chang y col., 1994). La marca
esta enriquecida en TT aislados si se compara con la marca encontrada en las
preparaciones de Tr (Figura 2). Esto es consistente si se considera que la
preparacion de Tr, cuyas vesiculas estan constituidas por un TT flanqueado por
dos cisternas terminales, contiene alrededor de un 10% de TT, en tanto que la
preparacion de TT esta altamente enriquecida en estas membranas (Hidalgo y
col., 1986). En algunos experimentos se encontraron bandas con pesos
moleculares correspondientes a dimeros, trimeros y tetrameros de caveolina-3
(Figura 3 y 4). Esto concuerda con los antecedentes bibliograficos, puesto que

se ha descrito que las caveolinas forman agregadas resistentes a SDS (Liy
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col., 1996b). La aparicién de estos agregados fue mucho mas frecuente en

preparaciones almacenadas por més de un mes a -80° C (datos no mostrados).
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Figura 2.
Expresion de Caveolina-3 en fracciones enriquecidas en triadas y TT

Obtenidas de musculo esquelético adulto.
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Figura 2. La presencia de caveolina-3 en fracciones enriquecidas en triadas y 1T
fue ensayada por Western blot con dos anticuerpos comerciales distintos. El
revelado se efectud por quimioluminiscencia. Todos los carriles fueron cargados

con 25 ug de proteina. Carriles 1y 3:TT ycarriles2y 4. Tr.
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Figura 3.
Caveolina-3 se encuentra en fracciones aisladas de TT1y TT2
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Figura 3. Tubulos transversales obtenidos de dos conejos fueron analizados por
duplicado tras SDS/PAGE de un gel, en que cada carril fue cargado con 20 ug de
proteina. Se detectd caveolina-3 por Western blot mediante ECL (para detalles ver

materiales y métodos).
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Figura 4.

Caveolina-3 se encuentra presente en triadas obtenidas desde
Musculo esquelético de conejo y rata.
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Figura 4. Un gel en gradiente de poliacrilamida 3-15 % fue cargado con distintas
cantidades de triadas obtenidas de conejo y rata. Tras SDS/PAGE, el gel fue
transferido a nitrocelulosa y se ensayo para la deteccion de caveolina-3 por

Western blot.
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EITT, por su alto contenido lipidico posee una densidad de equilibrio en una
gradiente de sacarosa menor que el reticulo liviano. La preparacion de TT
produce dos fracciones enriquecidas enai1-DHPR, que es el marcador
especifico de los TT (Figura 1 y 4). La principal diferencia entre dos estas
fracciones, que se obtienen en la interfase entre 10 y 25 % y en Ia interfa.se
entre 25 y 27.5 % de sacarcsa y que se han denominado TT1 y TT2,
respectivamente, es su contenido relativo de TT. TT1 contiene TT altamente
purificado y TT2 posee ademas de TT bajos niveles de contaminacién con
reticulo liviano (Hidalgo y col., 1986). Ambas fracciones fueron positivas para la
deteccién de caveolina-3 (Figura 3).

Para determinar si la presencia de caveolina-3 en las Tr de musculo
esquelético de conejo era un fenémeno dependiente de la especie, se
prepararon Tr desde musculo esquelético de rata. Puesto que esta preparacion
no estaba caracterizada, se determind la presencia de algunas proteinas
marcadoras propias de las Tr. Las Tr obtenidas de los musculos dorsales y de
las patas de las ratas presentan sitios de unién para *H-Nitrendipina que es un
ligando de alta afinidad (kd 1.7 nM) del DHPR (Figura 5), ademas se detect6 la
presencia de la subunidad a1-DHPR mediante Western blot (Figura 6).
Calsecuestrina es una proteina intraluminal de las cisternas terminales de las Tr
que posee un alto nimero de sitios de unién a Ca®* de baja afinidad (1 mM)
(Franzini-Armstrong y col., 1987;lkemoto y col., 1974). Para determinar si esta

proteina se encuentra presente en la fraccidon pesada de rata, se resolvieron las
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proteinas de Tr de rata y conejo en SDS/PAGE y fueron tefiidas con Stains All.
Este compuesto tifie la calsequestrina de color azul y levemente rosadas el
resto de las proteinas (Campbell y col., 1983). Las Tr de rata, carril 3 Figura 7,
se tifien en forma casi idéntica a las Tr de conejo carril 2 de la misma figura,
aunque presenta una leve diferencia en la movilidad eletroforética.
Adicionalmente, se ensayod la presencia de calsecuestrina mediante Western
blot, el ensayo mostré una banda en el pesc molecular de calsecuestrina, pero
ademas junto con otras bandas de pesos moleculares distintos (datos no
mostrados).

Una caracterisfica funcional de las vesiculas de Tr aisladas es que en
presencia de ATP/Mg son capaces de bombear Ca?* hacia el interior de las
cisternas terminales. En estas vesiculas, las cisternas teminales se
encuentran selladas y pueden acumular Ca?* en su interior, esto es una prueba
funcional de la presencia de la bomba de Ca** del reticulo SERCA. Ademas
pueden liberar parte del Ca®" acumulado en respuesta a agonistas del RyR
como cafeina, siendo una prueba funcional de la presencia de RyR en las
vesiculas. Para determinar funcionalmente la presencia de RyR y SERCA en
las Tr de rata se realizaron experimentos de carga y liberacién de Ca®, los
cambios en la concentracion de Ca®* fueron seguidos con el colorante sensible
a Ca?" Calcium green 5N en su forma de sal de potasio. En estos
experimentos, las Tr de rata se comportan de manera muy similar a las Tr de
conejo (Figura 8). En presencia de ATP/Mg captan Ca?" desde el medio de

incubacion, que previo al bombeo es de alrededor de 20 uM. La actividad de la
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SERCA lleva la concentracién del medio extravesicular a~ 100 nM de Ca®
libre. La posterior adicion de 4 mM cafeina, que es el agonista clasico de los
RyR, produce una liberacién transitoriade Ca®" muy parecida a la que se
produce en la preparacién de conejo (Figura 8 y 43). El bombeo de calcio fue
suprimido totalmente por la adicién de 2uM de tapsigargina, un inhibidor
altamente selectivo de la SERCA (datos no mostrados). En conjunto estas
evidencias funcionales sugieren que las Tr obtenidas desde musculo

esquelético de rata son analogas a las obtenidas desde misculo de conejo.
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Unién de [*H] nitrendipina a vesiculas de triadas aisladas desde musculo
Esquelético de rata y conejo.
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Figura 5. Vesiculas de triadas aisladas desde musculo esquelético de rata y conejo,

fueron ensayadas para la union [°*H]-Nitrendipina, un ligando de alta afinidad para el
DHPR. EI grafico muestra el resultado de dos preparacionss distintas. Cada

determinacion se fue hecha por triplicado y se muestra el promedio con su

desviacion estandar.
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Figura 6.
El marcador de TT, o 1-DHPR, se encuentra presente en
Triadas obtenidas desde musculo esquelético de conejo y rata.
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Figura 6. Un gel en gradiente de poliacrilamida 3-15 % fue cargado con distintas
cantidades de triadas obtenidas de musculo esquelético de conejo y rata (como se
detalla en la figura). Tras SDS/PAGE el gel fue transferido a nitrocelulosa y se
ensayo para la deteccién de «1-DHPR por Western blot.
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Figura 7.

Triadas aisladas de musculo esquelético de conejo y de rata contienen
Cantidades similares de calsecuestrina.
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Figura 7. Un gel en gradiente de poliacrilamida 3-15 % sometido a SDS/PAGE
contenia en el carril 1: STD de peso molecular, carril 2: 25 ug de la fraccion
enriquecida en triadas obtenida desde musculo esquelético de conejo y carril 3: 25
ug de la fraccion enriquecida en triadas obtenida desde musculo esquelético de rata.
El gel fue tefiido con Stains All que marca azul proteinas acidas como calsecuestrina,

que se encuentra en el lumen de las cisternas terminales.
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El perfil de proteinas resueltas por SDS/PAGE y tefiidas con azul de
Coomassie mostrd que ambas preparaciones son muy similares (Figura 9).
Las vesiculas de rata presentan las tres bandas caracteristicas de las Tr:
calsecuestrina de aproximadamente 50 kDa, SERCA de alrededor de 100 kDa
y el RyR en~ 500 kDa (Figura 9). Las Tr de rata presentan un nivel de
caveolina-3 comparable al de las Tr de conejo (Figura 4). Algo similar ocurre

con el transportador de glucosa glut4 que también se encuentra presente en las

Tr de rata (Figura 10). En resumen, las Tr de rata al igual que {as de conejo
contienen o.1-DHPR, calsecuestrina, SERCA, RyR, glut4 y caveolina-3.

Puesto que evidencia muy reciente sugiere que caveolina-3 podria estar
asociada a la membrana del reticulo (Li y col., 2006), se ensayé la presencia de
esta proteina en las distintas fracciones membranocsas obtenidas desde
musculo esquelético por centrifugacion diferencial y gradientes de densidad (ver
esquema en Figura 1). Estas fracciones son: Tr, TT, reticulo pesado (HSR) y
reticulo liviano (LSR). HSR corresponde a las cisternas terminales disociadas
de las Tr, que contienen calsecuestrina, SERCA y RyR. HSR presenta niveles
despreciables de proteinas tubulares, ademas en gradientes de sacarosa, se
equilibra en una alta densidad, dada su alta proporcién de proteina versus lipido
(Rosemblatt y col., 1981). LSR corresponde ai reticulo longitudinal que esta
altamente enriquecido en SERCA y practicamente no contiene calsecuestrina.
Presenta una densidad de equilibrio en gradientes de sacarosa menor que HSR

(Figura 1). El analisis de estas fracciones por medio de Western blot muestra
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que caveolina-3 estd asociada solo a Tr y TT, pues no se encuentra marca

positiva ni en HSR ni en LSR (Figura 11).




Figura 8.
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Carga y liberacion de Ca?* desde triadas obtenidas desde muscuio

Esquelético de rata.
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Figura 8. Registros del Ca** extra vesicular de triadas de mdsculo esquelético de

rata a 0.2 mg/ml de proteina. La solucién contiene un sistema regenerador de ATP

y la sonda sensible a Ca? Calcium green 5-N. La carga de Ca®" fue inducida por la

adicién de ATP/Mg y la liberacién de Ca®* fue estimulada por la adicién de cafeina

4 mM final. Los niveles de Ca* méximo y minimo fueron evaluados por la adicién

de 1 mM Ca* final y 5 mM EGTA respectivamente. Se muestran registros

caracteristicos de dos preparaciones distintas.
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Figura 9.

Perfil proteico de triadas obtenidas desde musculo

Esquelético de conejo y rata.
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Figura 9. Cantidades crecientes de las fracciones enriquecidas en triadas fueron

resueltas por SDS/PAGE en geles en gradiente de 3-15 % de acrilamida. El gel fue

fijado y tefido con azul de Coomassie.
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Figura 10.
Glut4 se encuentra presente en triadas obtenidas desde musculo

Esquelético de conejo y de rata.
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Figura 10. Gel en gradiente de poliacrilamida 3-15 % cargado con cantidades
crecientes de triadas obtenidas desde musculo esquelético de conejo y rata. Tras
SDS/PAGE el gel fue transferido a nitrocelulosa y se ensayo para la deteccion de

glut4 por Western blot.
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Para determinar si caveolina-3 se encuentra en los TT en el tejido muscular
adulto intacto se realizaron experimentos de inmunohistoquimica. Fibras
musculares de ratones adultos fueron disgregadas en forma mecanica, fijadas y
permeabilizadas para ser incubadas con los distintos anticuerpos y luego fueron
visualizadas por medio de microscopia confocal. Estos experimentos muestran
que caveolina-3 marca el sarcolema y estructuras internas de la fibra muscular
que colocalizan parcialmente con la marca para o.1-DHPR, que es el marcador
caracteristico de los TT (Figuras 12 y 13). Estas figuras muestran dos cortes

caracteristicos de fibras obtenidas de distinios animales.

Tabulos transversales aislados.

La preparacion de fracciones insolubles en Triton X-100 se realizé
mediante el ensayo de flotacion en una gradiente de sacarosa (Chang y col.,
1994). Como material de partida se utilizaron Tr y TT1 aislados de conejo y
rata. La solubilizacion de TT1 resulté en una banda nitida visible a simple vista
en ~16 % sacarosa situada en la interfase entre 5 y 30 % sacarosa (Figura 14).
Esta fraccion que se denominé BLTT, y estd altamente enriquecida en
caveolina-3 {Figura 23) y presenta un nivel de colesterol cuatro veces mayor
que los TT1 (Figura 16 y 17). Estos hallazgos concuerdan con lo descrito en
literatura para las fracciones insolubles en Tritdn X-100 (Chang y col., 1994).
La solubilizacién de Tr también produjo una fraccion nitida visible a simple vista,
enriquecida en colesterol (Figura 16 B) y caveolina-3 (Figura 28), pero en

menor medida que la obtenida desde TT (Figura 16 B). Sin embargo, su
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densidad es significativamente mayor y se equilibra en 28% de sacarosa; esta
fraccion fue denominada BLTr (Figura 18). Estas BL atipicos fueron analizados
por microscopia electrénica de transmision. Las muestras aparecen como
vesiculas unilamelares frecuentemente asociadas a material electrodenso
(Figura 18). Parte de la subunidad a.1-DHPR (Figura 15) y glut4 (Figura 20)

se encuentran en estas fracciones insolubles.
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Figura 11.

Caveolina-3 se encuentra asociada sélo a las fracciones que contienen
Membranas de TT y no al reticulo sarcoplasmatico.

T TT2 LS HS Tr
/- A LI s N ——— —— /—A——\
kDa
OT - e — - Gluts

Figura 11. Fracciones subcelulares obtenidas desde musculo esquelético de conejo
fueron separadas en sus componentes por SDS/PAGE y ensayadas para la presencia
de caveolina-3 por medio de Western blot. Cada una de los carriles fue cargado con
20 ug de proteina. Carriles 1y 2: TT1, carriles 3 y 4. TT2, carril 5: LSR, carril 6

HSR, carriles 7y 8: Tr.
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Figura 13.
Caveolina-3 colocaliza con la subunidad

o1-DHPR en fibras musculares de raton.

Figura 13. Inmunohistoquimica de fibras musculares de raton disgregadas en
forma mecanica. Las fibras del musculo FDB de raton fueron fijadas con
paraformaldehido y permeabilizadas. El panel A muestra en rojo la marca obtenida
con el anticuerpo contra caveolina-3. El panel B en verde la imagen obtenida con
el anticuerpo contra «1-DHPR. El panel C corresponde a la sobreposicion de las

imagenes A y B. El panel D muestra la imagen transmitida.
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El tratamiento de Tr de rata con 1 % de Triton X-100 también produce una
fraccion resistente a la solubilizacion similar a la obtenida con Tr de conejo
(Figura 27). Esta fraccion se encuentra enriquecida en caveolina-3 respecto a
las Tr y es positiva para la presencia de la subunidad a1-DHPR (figura 27 y
28).

La razon pg colesterol/mg de proteina de los BLTr es de 184.3 + 9.8,
mientras que la de los BLTT es de 1233 £ 139; esto representa una diferencia
de aproximadamente 6 veces y podria explicar la diferencia de densidades a las
cuales se equilibran ambos BL (Figura 18). El analisis de la composicién
proteica de BLTT y BLTr por SDS/PAGE Yy tincién con Azul de Coomassie,
mostré que ambas fracciones estan enriquecidas en distintas proteinas (Figura
21). Algunas proteinas presentes en los TT no se encuentran en los BLTT, algo
similar ocurre para los BLTr en los cuales se pierden proteinas que estaban en

las Tr (Figura 22).




50

Figura 14.
El tratamiento de TT aislados con 1% de Triton X-100 produce una

Fraccién liviana resistente a la solubilizacion.

Fraccion
resistente a
detergente

Figura 14. Vesiculas de TT aislados fueron incubadas con 1 % de Triton X-100 por
10 minutos a 4 °C. La mezcla fue ajustada a 40 % sacarosa y depositada en el fondo
de un tubo de ultracentrifuga. Sobre la muestra se formé una gradiente de sacarosa
discontinua de 30 % y 5 %. La muestra fue centrifugada 20 horas.




51

Figura 15.
La subunidad -1 del DHPR esta presente en la
Fraccion resistente a detergente.

-1 DHPR

75

N
(8]
1

pmol/mg proteina
3

0 o

Tr TT BLTT BI Tr

Figura 15. (A) Las fracciones enriquecidas en Caveolina-3 obtenidas de triadas,
carriles 1 y 2 (13 pg de proteina) o TT, carriles 3y 4 (6 ug of proteina) fueron
analizadas por Western blot para la subunidad -1 del DHPR. (B) Densidad de sitios
de union de [*H]-nitrendipina, un ligando de alta afinidad para el DHPR en Triadas (Tr)
(0.1 mg/ml), tubulos transversales (TT) (0.01 mg/ml) y en fracciones enriquecidas en
caveolina-3 obtenidas desde TT (BL TT) o desde triadas (BL Tr). Todas las fracciones
fueron incubadas con 10 nM de [*H]-nitrendipina.  Los valores mostrados
correspondientes a la union especifica (unidn total menos la unién inespecifica). Se
muestra la determinacion en una preparacion; cada punto corresponde al promedio de

un triplicado mas la desviacion estandar.




Contenido de colesterol de las distintas fracciones obtenidas.

Figura 16.
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Figura 16. Determinacion del colesterol total en fracciones enriquecidas en triadas,

TT, BL TT y BL de triadas. Las fracciones fueron obtenidas como se describe en

materiales y métodos. E! colesterol fue medido con un kit comercial obtenido de
Molecular Probes. (A) Muestra la grafica de la curva de calibracién de colesterol. (B)

Cantidad de colesterol (pg/mg de proteina) de las diferentes fracciones obtenidas.
Los resultados se muestran como el promedio mas la desviacién estandar y el nimero

de preparaciones en las que se hizo la determinacion.




Figura 17.

La incubacién de triadas y TT con 1 % Tritén X-100 produce
Una fraccion liviana enriquecida en colesterol.
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Fracciones enriquecidas en triadas y TT fueron incubadas con 1 % de

Tritén X-100 a 4° C y cargadas en el fondo de una gradiente de sacarosa
discontinua (capas de 5 % y 30 %). Las muestras fueron centrifugadas 20 horas x
100,000 x g y fraccionadas desde la parte superior. Las concentraciones de
protelna y colesterol fueron determinadas en cada una de las fracciones. (A)

Fracciones obtenidas desde en triadas incubada con 1 % de Tritén X-100. (B)

Fracciones obtenidas desde TT incubada con 1 % Tritdén X-100.




Figura 18.
Las BL obtenidos desde triadas estén
Compuestos por vesiculas unilamelares.

Figura 18. Fracciones livianas obtenidas por tratamiento de triadas aisladas
con 1 % de Tritdon X-100 fueron estudiadas por microscopia electronica de
transmision. E! panel (A) muestra vesiculas unilamelares asociadas con
material electro denso; la amplificacion es 35 000X, la barra indica 170 nm. En
el panel (B) se muestra una amplificacion de 150 000X; la barra indica 20 nm.
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Figura 19.
Glut4 y el receptor de insulina estan presentes en los
TT y triadas aisladas. Glut4 colocaliza parcialmente en las BL
Obtenidos de estas fracciones
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Figura 19. (A) Triadas y TT aislados fueron resueltos por SDS/PAGE en geles al 12
% de acrilamida y se ensayaron para glut4 por medio de Western blot, cada carril
fue cargado con 25 ug de proteina. (B) Se incubaron triadas con 1% de Triton X-
100 por 10 minutos a 4 °C y se ajusto la concentracion de sacarosa a 40 %. La
mezcla fue depositada en el fondo de un tubo de centrifuga y sobre ella se formo una
gradiente de sacarosa discontinua de 30/5 %. Se colectaron fracciones desde la

parte superior y una alicuota de cada una de ellas se analizo para glut4 por medio de

Western blot.

T
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Figura 20

Las BL obtenidos desde Triadas se equilibran a una
Densidad de sacarosa mayor que los obtenidos desde TT.
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Figura 20. Triadas y TT fueron incubados con 1 % de Triton X-100 y se ajusto la
concentracion de sacarosa a 40 %. La mezcla fue puesta en el fondo de un tubo de
centrifuga y sobre la muestra se formé una gradiente discontinua de sacarosa de
30/5 %. La muestra fue centrifugada 20 horas a 100 000 x g y se colectaron
fracciones desde la parte superior de los tubos. A cada una de las fracciones se les
midié proteina y la concentracién de sacarosa.




57

El ensayo de solubilizacién con Tritdn X-100 se efectué a distintas
concentraciones de detergente (0,1, 0,5, 1,0 y 2,0 %) y se determind el
porcentaje de proteina resistente a la solubilizacion. El resultado mostré que
con 1y 2% de Tritén X-100 alrededor del 10% de los TT1 es resistente a la
solubilizacién (Figura 22). El analisis de estas fracciones por SDS/PAGE y
tincion con Azul de Coomassie, mostré que todas ellas poseen una composicién
proteica similar. Sin embargo, la cantidad de proteina total resistente disminuye
a medida que aumenta la concentracion de Tritdn X-100 (figura 23 A). Todas
las fracciones insolubles en detergente fueron positivas para caveolina-3
(Figura 23 B).

Como método alternativo de preparacion de las BL se usé la técnica de
solubilizacién con carbonato a pH alcalino (Song y col., 1996a). De esta forma
se obtuvo una fraccion que se equilibra en la interfase 5/30% sacarosa y que

contiene caveolina-3 y o 1-DHPR (datos no mostrados).
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Figura 21.
Perfil proteico de BL obtenidos desde fracciones
Enriquecidas en triadas y tubulos transversales.

kDa
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Triadas

Figura 21. Gel en gradiente 3-15 % de acrilamida tefido con azul de Coomassie

tras SDS/PAGE. Las muestras fueron cargadas por duplicado. Los carriles de BL
TT y BL Tr fueron cargados con 5 pg. Los carriles de TT y Triadas fueron cargados

con 10 ug de proteina.
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Figura 22.

Tratamiento de vesiculas de TT aislados con

Distintas concentraciones de Tritén X-100.
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Figura 22. Vesiculas de TT aislados fueron incubadas con distintas

concentraciones de Triton X-100 por 10 minutos a 4 °C. Luego se ajusté la

concentracion de sacarosa a 40 % y la mezcla se deposito en el fondo de un

tubo de centrifuga. Sobre la muestra se formd una gradiente de sacarosa

discontinua 30/5 % que se centrifugd 20 horas a 100 000 x g. La fraccion
resistente a solubizacion fue colectada y se determind la concentracién de

proteina. El grafico muestra el promedio mas la desviacion estandar de fres

preparaciones distintas.
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Figura 23
Analisis de las BL obtenidos a distintas
Concentraciones de detergente.
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Figura 23. Vesiculas de TT aislados fueron incubadas con distintas
concentraciones de Triton X-100 por 10 minutos a 4 °C, se ajusté la concentracion
de sacarosa a 40 % y la mezcla se deposito en el fondo de un tubo de centrifuga.
Sobre la muestra se formé una gradiente de sacarosa discontinua 30/5 % y fue
centrifugada 20 horas a 100,000 x g. La fraccion resistente a solubizacion fue
colectada y se determind la concentracion de proteina. Las proteinas fueron
resueltas por SDS/PAGE vy tefiidas con azul de Coomassie (A) o analizadas por
Western blot (B). Los carriles fueron cargados con (de izquierda a derecha) 17, 14,

8y6ug
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Objetivo Especifico 2.

Establecer si caveolina-3 y a1-DHPR colocalizan y forman un complejo

proteico.

Los experimentos en fibras musculares de ratdbn muestran que caveolina-3 y
o 1-DHPR colocalizan a nivel de los TT (Figuras 12 y 13). Para determinar si
estas proteinas forman un complejo, se realizaron experimenios de co
inmunoprecipitacion (co-ipp) con anticuerpos contra caveolina-3 y contra la
subunidad .1 del DHPR.

Las muestras para la co-ipp fueron incubadas con un anticuerpo especifico
para caveolina-3 y con el respectivo suero preinmune como control. Los
complejos fueron separados con proteina A/G plus unida a esferas de agarosa.
En la inmunoprecipitacion con el anticuerpo para a1-DHPR (Figura 24) se
puede apreciar una banda que puede corresponder al dimero de caveolina-3
(Figura 24 panel A). En el panel B se puede apreciar una banda tenue que
migra méas abajo que la banda que se encuentra en la carril controt y que podria
corresponder al monomero de caveolina-3 (Figura 24 panel B). En la
inmunoprecipitacion con el anticuerpo para caveolina-3 (Figura 25), se aprecia
una banda tenue que se ubica en el peso molecular de a1-DHPR intacto
(Figura 25 carriles 2 y 4) y ofra a la altura del fragmento proteolitico presente

en las muesiras control (Figura 25 carriles 5 y 6).




Figura 24.
Inmuno precipitacion de caveolina-3 con anti DHPR.

Ipp: -1 DHPR
WB: Caveolina-3
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Figura 24. 100 pl de triadas a 1 mg/ml fueron inmunoprecipitados con 25
ug/ml de anti a-1 DHPR o 25 pg/ml de un anticuerpo control. EI complejo

fue separado con proteina AG-sefarosa y analizado por Western blot para
caveolina-3. Carriles 1 y 3: anti a-1 DHPR; carriles 2 y 4. anticuerpo

control; carriles 5 y 6: controles positivos, 10 ug de vesiculas triadas o de
tubulos transversales respectivamente. (A) y (B) son diferentes tiempos de
exposicion. La figura muestra dos experimentos independientes con dos

preparaciones distintas.
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Figura 25.

Coinmunoprecipitacion de caveolina-3 con a1-DHPR.

Ipp caveolina-3
WB «.-1 DHPR
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Fragmento
a-1 DHPR

Figura 25. 100 pl de triadas a 1 mg/ml fueron inmunoprecipitados con 25 pug/ml de

anti caveolina-3 o 25 pg/ml de un anticuerpo control. El complejo fue separado con

proteina AG-sefarosa y analizado por Western blot para caveolina-3. Carriles 1y 3:

anticuerpo control; carriles 2 y 4 anticuerpo para a-1 DHPR: carriles 5 y 6: controles

positivos, 10ug de vesiculas de triadas y 10ug de tubulos transversales

respectivamente. Las cabezas de flecha muestran la posicion de la subunidad a1

del DHPR de largo total (flecha superior) y del fragmento (flecha inferior). La figura

muestra dos experimentos independientes con dos preparaciones distintas.
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Se utilizaron distintos protocolos de co-ipp para mejorar el resultado, pero en
los controles con el suero preinmune frecuentemente aparecia la banda de
caveolina-3 o a1 del DHPR. En los experimentos de co-ipp con anti caveolina-
3, el uso de 0,05 o 0,1% de SDS en el tampdn produjo la desaparicion de o 1-
DHPR en el control y en la inmunoprecipitacién con anti caveolina-3. Esto
sugiere que el SDS rompe la posible interaccion entre caveolina-3 y a1-DHPR
(datos no mostrados).

Mediante inmunohistoquimica de fibras disgregadas de ratén, se encontrd
que caveolina-3 colocaliza parcialmente con la subunidad a1-DHPR que es un
marcador especifico de TT (Figura 13 y 14). Glut4 y el receptor de insulina
colocalizan con a1-DHPR en las fibras disgregadas (Figuras 26 y 29).

Ademas, tanto glut4 como el receptor de insulina se encuentran en las Tr

aisladas (Figuras 30 y 20).

Objetivo Especifico 3. Determinar si caveolina-3 modula directa o
indirectamente el acoplamiento EC en vesiculas de Tr aisladas.

Para abordar este objetivo se intentd poner a punto la técnica de liberacion
de Ca? inducida por despolarizacion de las vesiculas de Tr aisladas descrita
por lkemoto y col (lkemoto y col., 1984). Para esto se usaron Tr de conejo y
rata. Sin embargo, la técnica resulté poco reproducible y se obtuvieron

resultados positivos en un niimero muy reducido de preparaciones (Figuras 31
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y 32). Por lo anterior no se pudo ensayar el efecto de la remocién de! colesterol

ni de péptidos con la secuencia de unién a caveolina-3.
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Figura 26.

Glut4 y u1-DHPR colocalizan en fibras
Musculares disgregadas de raton.

Figura 26. Inmunohistoquimica de fibras musculares de ratén disgregadas en forma
mecanica. Las fibras fueron fijadas con paraformaldehido y permeabilizadas. El panel
A muestra en rojo la marca obtenida con el anticuerpo para Glut4. El panel B muestra
en verde la imagen obtenida con el anticuerpo para la subunidad o 1-DHPR. EI panel
C corresponde a la superposicion de las imagenes A y B. El panel D es la imagen

transmitida. Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio confocal.
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Figura 27.
Las BL obtenidos desde vesiculas de triadas de

Rata estan enriquecidos en caveolina-3.

Monamero
Cav-3

Figura 27. Triadas de rata fueron incubadas con 1 % Triton X-100 10 minutos a 4 ‘Cy
luego se ajusto la concentracion del medio a 40 % de sacarosa. La mezcla fue puesta
en el fondo de un tubo de centrifuga y se formé una gradiente de sacarosa discontinua
30/5 %. La fraccion liviana resistente fue colectada y sedimentada a 100 000 x g. La
proteina obtenida fue resuelta por SDS/PAGE en gradiente de poliacrilamida 3-15%
seguido de Western blot para caveolina-3. Carriles 1 y 2: 15 ug de BL obtenidos
desde triadas de conejo, y desde triadas de rata respectivamente, carril 3: 15 ug TT

de union de rata, carriles 4 y 5: 20 ug de triada de rata y de conejo, respectivamente.

Las bandas ubicadas cerca de 50 kDa corresponden a dimeros de caveolina-3.

l_
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Figura 28

Las BL obtenidos desde triadas de rata
Contienen la subunidad «1-DHPR.

kDa
<+ o 1-DHPR

118
86

Figura 28. Triadas de rata fueron incubadas con 1 % Triton X-100 10 minutos a4 °C
y se ajusté la concentracion a 40 % de sacarosa. La mezcla fue puesta en el fondo
de un tubo de centrifuga y se formé una gradiente de sacarosa discontinua 30/5 %.
La fraccion liviana resistente fue colectada y sedimentada a 100 000 x g. La proteina

obtenida fue resuelta por SDS/PAGE en gradiente de poliacrilamida 3-15% seguido
de Western blot para o 1-DHPR. Carriles 1y 2: 15 ug de BL obtenidos desde triadas

de conejo, y desde triadas de rata respectivamente, carril 3: 15 pg TT de union de
rata, carril 4 y 5: 20 ug de triada de rata y de conejo respectivamente. Las bandas

cerca de 84 kDa corresponden a fragmentos protealiticos.




Figura 29

La caveolina-3 colocaliza con el receptor de insulina en

Fibras musculares de raton disgregadas.

Figura 29. Inmunohistoquimica de fibras musculares de ratén disgregadas en
forma mecanica. Las fibras fueron fijadas con paraformaldehido y
permeabilizadas con 0.1 % de Triton-X100. EI panel (A) muestra en rojo la
marca obtenida con el anticuerpo para caveolina-3. El panel (B) muestra en
verde la imagen obtenida con el anticuerpo para la subunidad [ del receptor de
insulina. El panel (C) corresponde a la sobreposicion de las imagenes A y B.

El panel (D) a la imagen transmitida.
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Figura 30.
Distribucion de glut4 en fracciones subcelulares
Aisladas desde musculo esquelético de conejo.

kDa

55 Glut4

1T HSR Tr LSR

Figura 30. Fracciones subcelulares obtenidas desde musculo esquelético
fueron resueltas por SDS/PAGE y ensayadas para glut4 por Western blot.

Los carriles fueron cargados por duplicado con 25 pg de proteina. TT: tubulo

transversal, HSR: reticulo pesado, Tr: triadas y LSR: reticulo liviano.
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Figura 32.
La despolarizacion de vesiculas de triadas de rata con
Gluconato de sodio induce liberacion de Ca*".
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Figura 32. Fracciones enriquecidas en vesiculas de triadas de rata, fueron
cargadas activamente con Ca’ en presencia de ATP/Mg a 25 °C en un medio con
alto K. El Ca* extravesicular fue medido con la sonda fluorescente Calcium green-
2 en un equipo de flujo detenido. La liberacion de Ca*" se indujo por dilucion en un
medio rico en sodio. En el inserto se muestra el control de dilucion sin
despolarizacion que se obtuvo mezclando las vesiculas sin alterar la concentracion
final de K'.
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Objetivo Especifico 4. Titular la remocién de colesterol desde vesiculas Tr y

TT aislados con metilbetaciclodextrina.

TT aislados fueron ftratados con distintas concentraciones de
metilbetaciclodextrina (MBCD}, un compuesto ampliamente utilizado para
remover el colesterol desde membranas (Llangumaran y Hoessli, 1998). El
colesterol de las preparaciones fue titulado mediante un kit fluorescente. En las
condiciones ensayadas, 4.5 % de MBCD extrae gran parte del colesterol de los

TT, en tanto que en Tr 2 % de este compuesto remueve practicamente todo el

colesterol desde TT aislados (Figura 33).

Objetivo Especifico 5. Determinar a que regién de los TT (libre o de union) se

encuentra asociada caveolina-3.

Los TT son el principal sitio de translocacién del transportador de glucosa glut4
en respuesta a insulina (Dohm y col., 1993) y los TT totales aislados contienen
giut-4 y el receptor de insulina (Figura 20 A). La centrifugacion de Tr en una
gradiente de sacarosa libre de sales produce la separacidn de las cisternas
terminales y los TT asociados o TT de unién (Horgan y Kuypers, 1988). De
esta forma es posible aislar los TT de unién (JTT) y compararios con los TT

totales aislados mediante la preparacién de Rosemblatt y col que produce una
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mezcla de JTT y TT libre (Figura 1). La técnica de Horgan y Kuypers
efectivamente separa el TT de unién de las Tr y produce una banda nitida en la
gradiente sin iones . Esta fraccién presenta la subunidad o.1-DHPR, el principal

marcador de TT, y ademas contiene caveolina-3 (Figura 34).




Figura 33
Extraccién de colesterol con cantidades crecientes
De MB CD desde Triadas y TT asilados.
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Figura 33. TT (A) y Triadas (B) aislados fueron incubados a 1 mg/mi de proteina
con distintas concentraciones de MbCD e incubados por 30 minutos a4 0C. Tras ser

centrifugados a 100 000 x g 5 minutos, se determind la concentracion de colesterol y
proteina de los sedimentos. Se muestra el promedio mas la desviacion estandar de
dos determinaciones independientes, cada una realizada por duplicado.
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Objetivo Especifico 6.  Estudiar el efecto de insulina y de la extraccién de

colesterol sobre el acoplamiento EC en musculo esquelético.

Para abordar este objetivo se aislaron fibras musculares esqueléticas
intactas desde musculo rapido de ratones adultos. Las fibras se obtuvieron
desde el musculo rapidc FDB mediante digestién con colagenasa y
disgregacién mecanica (Figura 35) (para méas detalle ver la seccién materiales
y métodos). Las fibras fueron cargadas con la forma esterificada Mag-Fluo-4,
un colorante fluorescente sensible a Ca?' que presenta una kd de 22 uM. La
afinidad relativamente baja de esta sonda permite una medicién apropiada de
los transitorios de Ca?* de las fibras musculares, que pueden llegar a 10 uM
(Caputo y col., 2004). A estas concentraciones de Ca* los colorantes
convencionales se encuentran saturados y ademas no permiten apreciar la
cinética real de los cambios, puesto que su velocidad de disociacion es
relativamente lenta respecto a la cinética de los transitorios de Ca?* que tienen
una duracion total de alrededor de 50 ms (Caputo y col., 2004).

Las fibras aisladas fueron cargadas con 5pM de Mag-Fluo-4 AM a
temperatura ambiente. La liberacién de Ca** fue inducida por despolarizacion
elécirica de campo con un pulso cuadrado de 70 mV de 3 ms de duracion. Se
analiz6 la amplitud de los transitorios que se expresé como el maximo de

fluorescencia AF dividido por la fluorescencia basal FO (AF/FQ). Esta forma de
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expresar los datos permite comparar los cambios en distintas fibras, puesto que

el nivel de sonda fluorescente en el interior de las fibras es variable.
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Figura 34.
Perfil proteico de la preparacién de TT totales y de unioén.
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Figura 34. A la izquierda se muestra un gel tefido con azul de Coomasie tras
SDS/PAGE. El carril 1 fue cargado con 20 pg de TT total. El carril 2 fue cargada con
20 pg de TT de unién obtenido por disociacion de la fraccion enriquecida en triadas. A
la derecha se muestra el Westen blot de un gel equivalente al de la izquierda que fue
transferido y ensayado con anticuerpos para caveolina-3 y el marcado de TT 1-
DHPR.
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Figura 35.
Obtencion de fibras musculares disgregadas

Por digestion con colagenasa.

1- Diseccion

2- Colagenasa

Figura 35. Obtencion de fibras disgregadas desde el Flexor Digitorum Brevis

de ratones adultos. La figura (A) muestra esquema del musculo utilizado, la
figura (B) muestra una microfotografica de las fibras disociadas.
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La fase de decaimiento de los transitorios de Ca®* fue ajustada a una doble
exponencial, en cual ia fase rapida corresponde a la union de ce®* a las
proteinas citoplasmaticas. La fase lenta de decaimiento de Ca** corresponde a
la etapa de bombeo hacia el reticulo mediada por la SERCA (Caputo y col.,
2004). Desde los ajustesde los datos experimentales, se obtienen las
constantes t1 para la fase rapida yt2 para la fase lenta (Figura 36). Los
resultados muestran que el tratamiento con insulina de las fibras musculares
aisladas no produce un cambio significativo en las constantes =1 o 12 (datos no
mostrados). La despolarizacién elécirica de las fibras aisladas produce un
transitorio de Ca®' que dura alrededor de 50 ms y muestra e! patron de
decaimiento tipo doble exponencial. LaFigura 37 muestra 10 registros
sucesivos separados por 10 segundos. La contraccién de las fibras en algunos
casos produce un artefacto de movimiento en la medicién de la fluorescencia
(Figura 38), esto ocurre en las fibras que no se adhieren a la camara de
registro. En estos casos se utilizé 20 M de N-bencil-p-toluenosulfonamida
(BTS) como inhibidor de la contraccién muscular, pues este compuesto inhibe la
actividad ATPasa de la miosina, bloqueando de manera reversible la
contraccidn muscular sin alterar de manera significativa los transitorios de Ca*

(Bruton y col., 20086; Pinniger y col., 2005).




Amplitud del transitorio
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Figura 36
Analisis matematico de la fase de decaimiento de los
Transitorios de Ca?* inducidos por despolarizacion.
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Figura 36. La fase de decaimiento de los transitorios de calcio inducidos por

despolarizacion se puede ajustar a una funcion de doble exponencial. La primera
exponencial (11) representa la fase de union del Ca*" a las proteinas del citoplasma y

la segunda exponencial (t2) representa la actividad de la SERCA.
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Figura 37.
Transitorios de Ca®* en respuesta a despolarizacion en
Fibras disgregadas enzimaticamente.
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Figura 37. Fibras disgregadas desde el musculo rapido Flexor Digitorum Brevis,
fueron cargadas con la sonda rapida de calcio Mag-Fluo-4 AM (kd Ca®* 22 uM) durante
1 hora a temperatura ambiente. Las sefiales de calcio fueron inducidas por

despolarizacion eléctrica de campo. EIl grafico muestra 10 transitorios sucesivos
sobrepuestos cada uno separado por 10 segundos.
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Figura 38
Artefacto de movimiento en la medicion de los
Transitorios de Ca?* inducidos por despolarizacion.
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Figura 38. Efecto del movimiento de contraccion de las fibras sobre la medicion de
los transitorios de Ca’’ inducidos por despolarizacién. Fibras disgregadas
enzimaticamente fueron cargadas con MagFluo-4AM y se midieron los transitorios de
Ca’' en respuesta a despolarizacion. El artefacto de movimiento es suprimido por el

inhibidor reversible de la contraccion muscular BTS.
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El tratamiento de las fibras aisladas con 200 nM insulina produce una
disminucion de la amplitud de los transitorios (Figura 39). Para determinar si el
protocolo de estimulacién y el tiempo de registro disminuyen los transitorios de
Ca** por si mismos, se midieron los transitorios en las mismas condiciones pero
en ausencia de insulina. Los resultados muestran gue en las condiciones
experimentales los transitorios de Ca®* no disminuyen en forma espontanea
(Figura 40). Resultados similares fueron observados en seis fibras control. La
respuesta a insulina se dividio en dos poblaciones. En la primera el tratamiento
con insulina disminuyé la amplitud del transitorio (AF/FO) en un 56 + 12.6 %
respecto a la misma fibra previo al tratamiento con insulina (n = 5 fibras). En el
otro grupo formado por 7 fibras, insulina produce una disminucion de 29 + 5.0 %
en la amplitud del transitoric de Ca* respecto a la misma fibra previo al
tratamiento con insulina (Figura 41). En 8 fibras el fratamiento con insulina no
disminuy6 significativamente la amplitud de!l transitorio de Ca** (Figura 41). En
resumen, de 20 fibras tratadas con insulina provenientes de 11 animales
distintos, 12 fibras respondieron con disminucion de los transitorios de Ca®* (60
%) y 8 fibras no respondieron (40 %). La incubacién de las fibras disgregadas
con 200 nM insulina no alterd significativamente la fluorescencia basal en 15 de

las 20 fibras analizadas (datos no mostrados).
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Figura 39
Tratamiento de las fibras con 200 nM de insulina disminuye Ia
Amplitud del transitorio de Ca?* inducido por despolarizacién eléctrica.
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Figura 39. Fibras disgregadas enzimaticamente desde el musculo FDB de
ratones adultos fueron cargadas con MagFluo-4AM. Las fibras fueron
estimuladas eléctricamente y las amplitudes de los transitorios de Ca* fueron
medidas en ausencia (tiempo cero) y luego de la adicién de 200 nM de insulina.
Los transitorios de Ca* son mostrados como la amplitud (AF) dividida por la

fluorescencia basal (F0). El grafico muestra la respuesta de una fibra tipo donde
cada barra representa el promedio de 10 transitorios mas la desviacién STD.
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Figura 40
Efecto del tiempo de registro sobre ia amplitud de los
Transitorios de Ca?* Inducido por despolarizacién.
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Figura 40. Fibras disgregadas enzimaticamente desde el miisculo FDB de ratones
adultos fueron cargadas con MagFluo-4AM. Las fibras fueron estimuladas
eléctricamente y las amplitudes de los transitorios de Ca®" fueron medidas en
ausencia de insulina. Los transitorios de Ca®* son mostrados como la amplitud
(AF) dividida por la fluorescencia basal (F0). El grafico muestra una fibra tipo

donde cada barra representa el promedio de 10 transitorios con la desviacién STD.
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Figura 41
Efecto del tratamiento con 200 nM de insulina sobre los
Transitorios de Ca®* inducidos por despolarizacién.
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Figura 41. Fibras disgregadas enzimaticamente desde el misculo FDB de ratones
adultos fueron cargadas con MagFluo4AM. Las fibras fueron estimuladas
eléctricamente y las amplitudes de ios transitorios de Ca** fueron medidas en la
presencia de 200 nM de insulina. Las barras corresponden al promedio de los
porcentajes de disminucién de los transitorios de Ca®* a los 30 minutos de
tratamiento con insulina respecto al tiempo cero. Se promediaron las disminuciones
que fueron significativas (p < 0.005). Los valores corresponden al promedio mas la
desviacion estandar, n corresponde al nimero de fibras analizadas. La barra
namero 3 representa las fibras en que el tratamiento con insulina no cambio la

amplitud de los transitorios de Ca*".
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Para determinar si el tratamiento de las fibras musculares con insulina altera la
funcién reticular, se aislaron Tr de musculo esquelético de conejos tratados con
insulina. Las fracciones se sometieron a experimentos de carga y liberacion de
Ca?" y se midieron los niveles de glut4. Los resultados muestran que las
fracciones provenientes de animales tratados con insulina poseen una mayor
cantidad de glut4 medido por Western blots (Figura 42) y que el contenido total
de colesterol de las Tr aisladas no cambia significativamente (Figura 47). Sin
embargo, la preparacion de BL desde las Tr de animales tratados con insulina
produce una fraccion liviana menos enriquecida en colesterol que el control sin
tratamiento con insulina (Figura 48).

En los experimentos de carga y liberacion de Ca?* las vesiculas de un
animal tratado con insulina, se comportan de manera similar al control, pero el
tiempo de liberacién de Ca?* es menor que el de los animales control (Figura
43). El tiempo de liberacién es una medida del tiempo que permanecen
abiertos los RyR. Los niveles de Ca®* minimo gue alcanzan las vesiculas de
animales tratados con insulina y la velocidad inicial de disminucién de la
fluorescencia no presentaron cambios significativos (Figura 43).

La extraccion de colesterol desde las fibras con 1 % de MBCD produce
una disminucién significativa de los transitorios de Ca®* en todas las fibras
tratadas (Figura 44 y 45). En 6 de 10 fibras el transitorioc desapareci6
totalmente y en las cuatro fibras restantes el transitorio disminuyo a 57.3 + 27.6

% del control (Figura 46).
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Figura 42.
Insulina induce la translocacién de glut4 alos TT
Asociados a la fraccion enriquecida en triadas.
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Triadas Triadas Triadas Triadas
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Figura 42. Se aislaron triadas desde animales mantenidos en ayunas por 12 horas
(controles) y de animales tratados con insulina y glucosa. Se cargaron 20 ug de
proteina por carril, cada carril corresponde a un animal distinto. EIl panel superior
muestra el Western blot para glut4 y el panel inferior muestra el Western blot para 1-
DHPR como control de carga.
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Figura 43.
Efecto del tratamiento de animales con insulina sobre el
Comportamiento de carga y liberaciéon de Ca?* desde triadas aisladas.
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Figura 43. Mediciones del Ca*' libre extravesicular en fracciones de triadas aisladas.
0.2 mg/ml de proteina fueron incubadas a 22 °C en presencia de la sonda sensible a
Ca®" Calcium Green-2 en su forma de sal de potasio. La carga activa de Ca?" fue
inducida por la adicion de ATP/Mg** (disminucién de la sefial) y la liberacion fue
estimulada por la adicion de 4 mM cafeina final. La sefal maxima y minima de la
sonda de Ca®' fue calibrada agregando 1 mM de CaCl, y luego 2 mM de EGTA. Los
registros corresponden a una preparacion control (linea en negro) y una obtenida de

un animal tratado con insulina (linea en rojo).
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Figura 46.
La extraccidn de colesterol desde fibras aisladas con 1 % de
Mp CD reduce la amplitud de los transitorios de Ca®*,
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Figura 46. Fibras musculares disgregadas fueron cargadas con MagFluo-4AM y se
Indujo la liberacién de Ca®* por despolarizacién eléctrica. Las fibras fueron incubadas
con 1 % de MBCD vy los transitorios de Ca** fueron medidos a los 20 minutos de
Incubacién. El grafico muestra el % de disminucién de la amplitud del transitorio de
calcio. Los valores corresponden a la media mas la desviacién estandar yn

corresponde al numero de fibras analizadas.
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Figura 47
El tratamiento de animales con insulina no afecta el
Contenido total de colesterol de las triadas aisladas.
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Figura 47. El contenido de colesterol de triadas aisladas fue medido con un
método enzimatico. Las fracciones provenian de conejos controles mantenidos
en ayunas por 12 horas (n = 6) o de animales tratados con insulina (n = 2).
Cada medicion fue realizada por duplicado. Los datos se muestran como la

media mas la desviacion STD.




Figura 48.
Obtencion de BL desde animales tratados con insulina.
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Figura 48. Fracciones enriquecidas en triadas obtenidas desde un animal tratado
con insulina (rojo) y uno control (negro) fueron incubadas con 1 % de Tritén X-100 a
4 °C y cargadas en el fondo de una gradiente de sacarosa discontinua (capas de 5
% y 30 %). Las muestras fueron centrifugadas 20 horas a 100 000 x gy

fraccionadas desde la parte superior. La concentracion de proteina y colesterol
fueron determinadas en cada una de las fracciones.
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Discusién.
Presencia de caveolina-3 en TT adultos

Los resultados presentados en esta tesis muestran claramente que
caveolina-3 esté presente en los TT adultos de tres mamiferos distintos: conejo,
ratén y rata. Estos resultados contrastan con descripciones actuales de la
literatura, que ubican a caveolina-3 en los TT solamente durante la etapa de
desarrollo y descartan su presencia en los TT adultos en base a resultados
obtenidos por inmunohistoquimica (Parton y col., 1997; Song y col., 1996b). Sin
embargo, otros resultados obtenidos también por inmunohistoquimica (Ralston
y Ploug 1999) muestran claramente que caveolina-3 esta presente en los TT de
musculo esquelético adulto. La arquitectura y distribucion de los sistemas
membranosos en las fibras musculares (Figura 1) convierte a estas células en
un sistema atipico. Por una parte, las membranas de los TT y las cisternas
terminales del reticulo sarcoplasmatico, que estan separadas por una distancia
de sdlo 15 nm (Franzini-Armstrong, 2006), se encueniran unidas fuertemente
(Corbett y col., 1985), lo que permite que la estructura de la triada resista los
ciclos de contraccién y reiajacién del misculo. Ademas, el pequefio espacio
existente entre ambas membranas est4 densamente poblado por protefnas que
tienen un papel activo en el acoplamiento EC, como el RyR y el DHPR, o que
bien constituyen parte de las uniones estructurales que estabilizan la triada,
como juntofilina y triadina, entre otras (Wagenknecht y col., 2002). Es posible,
por o tanto, que estos factores estructurales limiten el acceso de anticuerpos a

la membrana de los TT, pues si algunos epitopes quedaran ocultos se
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dificultaria su deteccidén mediante inmunohistoquimica. De hecho, encontramos
que para poder detectar caveolina-3 por inmunohistoguimica en musculo adulto
es necesario establecer cuidadosamente las condiciones para permeabilizar las
fibras y los tiempos de incubacion con los anticuerpos. Incluso en algunos
casos, cuando las condiciones de permeabilizacion e incubacién con los
anticuerpos no fueron las adecuadas, no logramos detectar por
inmunohistoquimica la subunidad a1-DHPR pese a que esta proteina es un
componente especifico de los TT (Melzer y col., 1995) (datos no mostrados).
Utilizando Western blots con dos anticuerpos distintos se detectd,
ademas, caveolina-3 en todas las fracciones que contienen membranas de TT
(Figuras 1, 2 y 9). Estas membranas de TT practicamente no contienen
membranas derivadas del sarcolema (Rosemblatt y col, 1981) y presentan un
gran enriquecimiento de la subunidad o 1DHPR (Hidalgo y col, 1986), lo que
hace poco probable que la caveolina-3 provenga de contaminacién con
sarcolema. Caveolina-3 también se encuentra presente en las fracciones
enriquecidas en Tr, las que por su mayor densidad proteica se pueden aislar sin
contaminacién con microsomas del sarcolema (Hidalgo y col., 1993). Por otra
parte, pese a que se ha descrito recientemente (Li y col., 2006) que caveolina-3
estd asociada a las membranas del reticulo sarcoplasmatico pesado, que
poseen una densidad proteica semejante a las Tr, en el presente trabajo se
muestra que caveolina-3 fracciona con los TT y no con el reticulo al disociar las

Tr (Figura 24), indicando que caveolina-3 se encuentra en los TT que participan
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directamente en el acoplamiento EC. Ademas, las fracciones de reticulo
desprovistas de TT (LSR y HSR) no contienen cantidades detectables de
caveolina-3 (Figura 12), lo que descarta concluyentemente su presencia en el
reticulo.

Oftros autores han demostrado que los animales nulos en caveolina-3
presentan alteraciones morfoldgicas de los TT en musculo esquelético (Galbiati
y col., 2001) y cardiaco (Capozza y col., 2005). Sin embargo, como el musculo
esquelético también parece expresar caveolina-1 (Li y col., 2001; Kawabe y col.,
2001), cabe la posibilidad que si caveolina-1 estuviera presente en los TT, lo
que se desconoce, pudiera reemplazar a caveolina-3 en estos animales nulos.
Los animales nulos para caveolina-3 y caveolina-1 presentan una severa
cardiopatfa, pero los autores de este trabajo no muestran estudios funcionales
del musculo esquelético (Park y col., 2002), Tampoco existen datos acerca del
estado del acoplamiento EC o el desarrollo de fuerza en los modelos animales

nulos para caveolina.

Membranas de TT y BL.

La composicién de esfingomielina y colesterol de los TT aislados
(Rosemblatt y col., 1981) y de las BL (Schroeder y col., 2001) es muy similar
(Tabla 1). Sin embargo, aproximadamente el 10 % de los TT es resistente a la
solubilizacién con Tritén X-100 a 4°C (Figura 23). Las BL obtenidas a partir de
TT aislados presentan un contenido mayor de colesterol que los descritos en la

literatura (Schroeder y col., 2001} y estan altamente enriquecidas en caveolina-
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3 respecto al material de partida. Estos resultados sugieren que en las
membranas de los TT podrian coexistir regiones solubies en Tritén X-100 con
regiones con mayor contenido de colesterol que el de las BL convencionales.
Sin embargo, estos resultados deben ser interpretados con cuidado, pues no €s
posible comparar las BL obtenidas de fracciones vesiculares aisladas con las
BL descritas en la literatura, que se han aislado siempre de células completas y
no de fracciones subcelulares. El tratamiento de Tr aisladas con 1 % de Tritdn
también produce una fraccidn liviana enriquecida en colesterol y caveolina-3
(Figura 21), aungue con un menor contenido de colesterol y caveolina-3 que el
de las BL obtenidas desde TT (Figura 17 B). Puesto que en este trabajo se
muesira que caveolina-3 no esta presente en las fracciones de reticulo, es muy
probable que las BL de Tr provengan de los TT de union. En esta region se
encuentra un gran nimero de proteinas que participan directa o indirectamente
en el acoplamiento EC (Melzer y col., 1995).

Las imagenes de microscopia electronica de las BL provenientes de Tr
muestran material electrodenso asociado a estas membranas (Figura 18). Esto
sugiere que algunas de las proteinas del complejo de acoplamiento EC pueden
mantenerse asociadas a las BL lo que disminuiria la proporcion de colesterol
aumentando la densidad a la cual se equilibran estas fracciones. Los TT
aislados son obtenidos por tratamiento de la fraccidn microsomal de musculo
esquelético con alta fuerza idnica (0.6 M KCI); esto disocia los TT de las
cisternas terminales y elimina gran parte de las interacciones proteina-proteina

presentes en las Tr intactas (Hidalgo y col., 1986). Por lo anterior los TT
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aislados tienen menos interacciones proteina-proteina que ias Tr, lo que hace
que las BL obtenidas desde TT sean mas livianas pues arrastran menos
proteinas a la fraccion resistente a la solubilizacion con Tritén X-100 que las BL
que provienen de Tr.

La subunidad a1-DHPR se enconird asociada a las BL por medioc de
Western blots y ensayos de unién del ligando de alta afinidad [>H]-nitrendipina
(Figura 16). Ademas, en fibras musculares disgregadas caveolina-3 y a1-
DHPR colocalizan parcialmente (Figuras 13 y 14). En los ensayos de co
inmunoprecipitacion se aprecia una débil marca positiva para caveolina-3 y a.1-
DHPR (Figuras 25 y 26), que sugiere que una fraccion de a1-DHPR podria
formar un complejo con caveolina-3. Este posible complejo podria ser
modulado por fosforilacién de caveolina-3 o de aiguna de las subunidades del
DHPR, pero esto no se ha demostrado experimentalmente. En musculo
cardiaco la actividad del DHPR es modulada por insulina (Maier y col., 1999) y
el receptor de insulina se encuentra en membranas de TT aisladas de musculo
esquelético (Burdett y col., 1987). Sin embargo, hasta ahora no se habia
demostrado la presencia del receptor de insulina en las Tr, donde es
presumiblemente aportado por los TT de unién.

Estos antecedentes, junto con la presencia de una secuencia de union a
caveolina-3 en la subunidad a1-DHPR, sugieren que caveolina-3 podria

interactuar directamente con a1-DHPR. En apoyo a esta sugerencia se ha

descrito este afio que caveolina-3 se ubica en los TT de corazén y que modula
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el acoplamiento EC, y que el sensor de voltaje cardiaco DHPR, gque es una
isoforma similar a la presente en misculo esquelético, se encuentra en lasBLy

se asocia con caveolina-3 (Balijepalli y col., 2008).

Efecto de insulina en el misculo esquelético.

Los TT son el principal sitio a cual se franslocan los glut4 en respuesta a
insulina, lo que es de vital importancia para el transporte de glucosa al interior
de las fibras musculares (Dohm y Dudek, 1998). Los resultados del presente
trabajo muestran que el receptor de insulina, glut4 y caveolina-3 se encuentran
asociados a las Tr, que es el lugar donde ocurre el acoplamiento EC.
Encontramos, ademads, que el tratamiento de los animales con insulina aumenta
los niveles de glu4 presentes en las Tr aisladas, lo que podria alterar el
acoplamiento EC por un efecto mecénico o por la viade transduccion del
receptor de insulina. De hecho, nuestros experimentos muestran por primera
vez que la insulina produce una disminucién significativa de la amplitud de los
transitorios de calcio inducidos por despolarizacion en fibras disgregadas. La
translocacién en respuesta a insulina de los glut4 a los TT que participan en el
acoplamiento EC podria alterar el entorno de las proteinas que participan en
acoplamiento EC. De hecho, el tratamiento de animales con insulina produce
un aumento de un 50 % en el didmetro de los TT respecto a los controles
(Wang y col., 1996), lo que demuestra que insulina produce un cambio fisico en
los TT. Ademés, la insercion de glut4 podria perturbar la interaccion entre las

proteinas que mantienen la unién en la triada entre las membranas de TT y las
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cisternas terminales del reticulo, que es critica para un apropiado acoplamiento
EC. Por ejemplo, la disminucién de la expresion de juntofilina, una proteina que
contribuye a unir las membranas de los TT y las cisternas terminales, produce
una alteracion el acoplamiento EC vy la sefializacion por calcio (Hirata y col.,
2006)

Los niveles de caveolina-3 son criticos para el adecuado funcionamiento
del mitscuio esquelético, ya que una disminucion o un aumento en la expresién
de esta proteina produce fenémenos patoldgicos (Galbiati y col., 2000b;
Hagiwara y col., 2000). Tal es asi que animales nulos en caveolina3 y
caveolina-1 presentan resistencia a insulina, intolerancia a la glucosa y una
captacion de glucosa disminuida; esta condicion es revertida por la reexpresion
de estas proteinas (Capozza y col., 2005; Cohen v col., 2003). En animales
nulos para caveolina-3 el receptor de insuiina es inestable y la unién de insulina
induce su degradacion por lo que se sugiere que caveolina-3 estabilizaria el
receptor de insulina (Capozza y col., 2005). Sin embargo, en ninguno de estos
modelos animales se ha analizado el estado del acoplamiento EC. La
sobreexpresion de caveolina-3 en misculo cardiaco produce cardiomiopatia,
caracterizada por una severa degeneracion del tejido, fibrosis, reduccidn de Ia
funcion cardiaca y una disminucion en la actividad de la oxido nitrico sintasa
(Aravamudan y col., 2003).

El tratamiento de fibras disgregadas con insulina produce una
disminucion de la amplitud de los transitorios de Ca®* inducidos por

despolarizacion (Figura 42). El tratamiento de musculo esquelético con insulina
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produce una disminucion en el desarrollo de fuerza que es dependiente del tipo
de fibra, pues en el soleus, que es un musculo lento, produce una disminucion
significativa en el desarrollo de tensién que no ocurre en el EDL, que es un
musculo rapido (Holmberg y Waldeck, 1980). Sin embargo estos autores no
midieron los transitorios de Ca?* y puesto que las fibra lentas son mas sensibles
a insulina (Lillioja y col., 1987) y poseen una mayor expresion de glut4 (Gaster y
col., 2000), es posible que los transitorios de Ca®* se reduzcan mas aun que en
las fibras rapidas, con el consiguiente deterioro de la contraccion.

En el presente trabajo no se midié el desarrollo de tensién y por lo tanto
desconocemos si la disminucién observada en la amplitud de los transitorios
inducida por insulina produce una disminucién en el desarrollo de tension.
Todos estos antecedentes sugieren que en musculo esquelético caveolina-3 y
el receptor de insulina podrian regular el acoplamiento EC. Aunque
preliminares, los resultados mostrados en la Figura 43, muestran que el
tratamiento de animales con insulina produce un cambio en la respuesta del
RyR a cafeina. Cafeina activa directamente el RyR aumentando su sensibilidad
a calcio (Gallant y col., 2004), esto sugiere que insulina produce una
modificacién directa del RyR ¢ que es un efecto regulador del DHPR sobre el
RyR (de la Torre, 2002). Ademas, las Tr de animales tratados con insulina
producen BL menos enriquecidas en colesterol que las de animales control
(Figura 48), pero el colesterol total de las Tr no se alterd (Figura 47). El

contenido de giut4 aumenta en las Tr de animales tratados con insulina, lo que
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sugiere que las membranas de glut4 que se incorporan a los TT tienen la misma

razon colesterol/proteina que ellos.

Colesterol en el misculo esquelético.

El desarrollo de transitorios de Ca®* en respuesta a despolarizacion es
muy sensible a la extraccién de colesterol, pues encontramos que los
transitorios de calcio desaparecieron luege de 20 minutos tras la adicién de 1 %
de MBCD. Experimentos realizados en fibras de musculo esquelético de sapo
disgregadas, a las que se les ha removido mecénicamente el sarcolema,
indican que el tratamiento con 1 % de MBCD produce la despolarizacién de los
TT y una rapida perdida de la capacidad de desarrollar fuerza; en cambio en
fibras intactas el tratamiento con 1 % de MBCD suprime el desarrollo de fuerza
después de 270 minutos (Launikonis y Stephenson, 2001). En el presente
trabajo no se midié el efecto de la extraccion de colesterol sobre el potencial de
membrana de las fibras musculares y es posible que la despolarizacion de las
fibras de ratdn adulto sea mucho mas rapida que la de las fibras de anfibio o
que en ratén el colesterol regule directamente la funcion del sensor de voltaje.
En fibras fetales se ha demostrado que la remocion del colesterol con MBCD no
altera los potenciales de accion (Pouvreau y col., 2004). Sin embargo, estos
autores no determinaron si el efecto de la remocién de colesterol era mediado

por una asociacion caveolina-3-DHPR.
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Implicaciones funcionales

Los resultados de este frabajo indican que la presencia de caveolina-3 en
los TT de misculo adulio es una propiedad general de la musculatura
esquelética. A este respecto, es interesante mencionar que se ha descrito en
este tejido que la expresién de caveolina-3 aumenta con dietas altas en grasa y
con el envejecimiento (Mufioz y col., 1996). Ademas, con el envejecimiento se
produce un desacople de los DHPR con los RyR que debilita el acoplamiento
EC (Renganathan y col., 1997). Aunque se desconoce si el aumento en la
expresion de caveolina-3 altera la estructura y/o la funcién de los TT, se podria
postular que un aumento en la expresién de caveolina-3, al secuestrar
moléculas de proteinas que participan en el acoplamiento EC, contribuye al
debilitamiento de este proceso. Por ofra parte, caveolina-3 se une directamente
a colesterol y esfingomielina por lo que un aumento de sus niveles podria
alterar el entorno lipidico de los DHPR e interferir con su funcién en el proceso
de acoplamiento EC. Un mecanismo similar operaria en el masculo cardiaco,
donde se ha descrito que caveolina-3 regula las corrientes de potasio Kv 1.5
modulando el nimero de canales funcionales en la membrana (Folco y col.,
2004). Sin embargo, el efecto de caveolina-3 en el envejecimiento y deterioro

de Ia funcién del masculo esquelético no ha sido explorado.




106

Conclusiones

1. Caveolina-3 se encuentra presente en TT de musculo esquelético adulto

y esta asociada a los TT que participan directamente en el acoplamiento EC.

2, Las membranas de los TT aislados son parcialmente resistentes al
tratamiento con Tritén X-100 produciendo una fraccién altamente enriquecida

en colesterol y caveolina-3,

3. Caveolina-3 y la subunidad a-1 DHPR colocalizan en las BL y en fibras

intactas probablemente formando un complejo proteico.

4, En animales vivos insulina induce la translocacién de glutd alos TT de

que forman las triadas.

5. En fibras disgregadas el tratamiento con insulina produce una
disminucién en la ampiitud de los transitorios de calcio evocados por
despolarizacién. Esto sugiere que la translocacion de los glut4 a los TT de las
triadas podria interferir con el acoplamiento EC modificando la arquitectura o

composicion lipidica de los TT.
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6. En fibras disgregadas |a remocién de colesterol con MBCD produce la
supresion o disminucion significativa de los transitorios de calcio inducidos por
despolarizacion. Este resultado puede interpretarse como un efecto directo del
colesterol sobre la maquinaria de acoplamiento EC o como resultado de la

alteracion de caveolina-3.

Proyecciones.

Las proteinas llamadas juntofilinas participan en la formaciéon del
complejo que mantiene estrechamente unidas la membrana del reticulo y la
membrana plasmatica en corazén, musculo esquelético y neuronas (Takeshima
y col 2000). En musculc cardiaco caveolina-3 se asocia con juntofilina-2 y la
disminucién de los niveles de caveolina-3 esta asociada con el desarrollc de
cardiomiopatia dilatada (Minamisawa y col 2004). En el presente trabajo
concluimos que caveolina-3 se encuentra asociada a los TT adultos, por lo que
es muy posible que se encuentre formado un complejo con juntofilina-2 similar
al descrito en misculo cardfaco. Este complejo puede contribuir a mantener la
estructura y composicion lipidica de las triadas y a regular el acoplamiento EC.
El alto nivel de colesterol de los TT puede ser necesario para el adecuado
funcionamiento del acoplamiento EC y caveolina-3 podria mantener el
colesterol asociado a los TT. De esta forma los TT de animales nulos para

caveolina-3 podrian tener niveles de colesterol mas bajos que los animales

normales.
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Actualmente la hipercolesterolemia y la dislipidemia son manejadas con
el uso de las drogas conocidas como estatinas. Estos farmacos inhiben la
sintesis de colesterol y reducen en forma significativa los niveles de colesterol
plasmatico disminuyendo la incidencia de patologias cardiovasculares (Curt y
Furberg 1999). Sin embargo, uno de los efectos secundarios de las estatinas
es la miopatia (Tiwari y col. 2006). Una de las posibles causas que no ha sido
explorada es que estas drogas disminuyan los niveles de colesterol de los TT.
La medicion del contenido de colesterol de los TT de animales tratados con
estatinas seria de interés para determinar si este compuesto modifica el
contenido de colesterol de los TT vy si esto afecta el acoplamiento EC y la
localizacién de caveolina-3. La incidencia de miopatia en pacientes tratados
con estatinas aumenta si los pacientes realizan ejercicio fisico (Thompson y
col,, 1997). El alto nivel de colesterol y caveolina-3 de los TT podria conferirle
resistencia mecanica y elasticidad a este sistema membranoso. Si el
tratamiento con esta droga disminuye los niveles de colesterol y caveolina-3
asociados a los TT, esto podria debilitar la capacidad de los TT de resistir el

estrés mecanico producido por la contraccién y redundar en dafio celular.
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