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Introduccion 1

INTRODUCCION

EL CALCIO EN LA CELULA

El i6n calcio (Ca®") desempefa un papel fundamental en el metabolismo y la
fisiologia de las células, controlando procesos que dependen de la amplitud, la frecuencia y
la localizacién subcelular de las sefiales de Ca®* citosolico (Berridge, 1993). En las células
nerviosas, el Ca*" interviene en funciones tan importantes como la plasticidad neuronal, el
impulso nervioso, el envejecimiento neuronal o la apoptosis, entre otras (Squier y Bigelow,
2000). La regulacion de la concentracién de Ca* en estos procesos es critica. La
concentracién de Ca®' citosélico en neuronas en reposo oscila entre 50 y 300 nM,
aumentando hasta el orden de uM en el inicio de muchos procesos neuronales. Una vez
finalizados, la concentracién de Ca®" debe volver a los estados basales, pues de no ser asi
serfa dafiino para la célula. De hecho, numerosas enfermedades neurolégicas llevan consigo
una alteracién de la homeostasis de Ca** (Mattson e al., 2000). Por ello, es muy importante
conocer en profundidad los sistemas implicados en mantener los niveles apropiados del
Ca™ intracelular.

En las células existen grandes diferencias en las concentraciones de Ca*" entre el
citoplasma, los organulos celulares y el exterior celular. De esta forma, se producen flujos
de Ca®" a través de las membranas que varfan la concentracién citosdlica de este i6n segtin
el requerimiento celular. También existen protefnas que unen Ca** en el citoplasma que
intervienen en su regulacién. La entrada de Ca”" al citosol de la célula se produce a través

de canales especificos existentes en la membrana plasmatica (canales sensibles a voltaje o
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sensibles a ligandos) y en la membrana de organulos subcelulares que actian como reservorios
de Ca®" (receptor de IP; y receptor de rianodina). La disminucién de la concentracién de Ca®*
citosolico se produce por diferentes transportadores localizados en las membranas: el
intercambiador Na'/Ca’* (situado en la membrana plasmética, con una gran capacidad de
transporte de Ca®" desde el citosol al exterior celular, pero con una baja afinidad por Caz+),
el uniportador de Ca’* (localizado en la membrana mitocondrial, utiliza el gradiente
electroquimico de protones para la entrada de Ca®* dentro de la matriz) y las ATPasas
transportadoras de Ca’* (Ca’*-ATPasas o bombas de calcio), que presentan una alta
afinidad por Ca*". Se han identificado tres familias de bombas de Ca*": la Ca’*-ATPasa de
Reticulo Sarco(Endo)plasmico (SERCA), la Ca*-ATPasa de Membrana Plasmdtica (PMCA) y la
Cd’*-ATPasa de V'ias Secretoras (SPCA).

PROPIEDADES GENERALES DE LLAS BOMBAS DE CALCIO: CICLO DE
REACCION

Las Ca’*-ATPasas son responsables del transporte activo de iones Ca®" a expensas
de la hidrdlisis de ATP en distintos tipos de membranas celulares. Son miembros de la clase
de ATPasas de tipo P, denominadas asi por formar un intermedio fosforilado durante su
ciclo de reacciéon (Fig. 1). En la primera etapa de este ciclo, el Ca’* se une al dominio
citosolico de la enzima en su conformacion de alta afinidad (E1) e inmediatamente se
fosforila un residuo de acido aspartico por ATP. Como consecuencia, la enzima fosforilada
(E1P) cambia su conformacién a un estado E2P que expone el Ca** al interior lumenal (en
el caso de la SERCA o la SPCA) o al exterior celular (para la PMCA). Entonces, se produce
la liberacién del Ca™ y la hidrélisis del intermedio fosforilado, causada por la baja afinidad a
Ca*" de la forma E2P de la bomba. Tras la disociacién del intermedio fosforilado, la bomba
vuelve a su conformacion E1 (Lee, 2002).

Una etapa alternativa en el ciclo de reaccién es la denominada “skppage” o
deslizamiento, que implica la liberacion del Ca*" unido al intermedio fosforilado en el sitio
citoplasmatico de la membrana en lugar de ser transportado al lumen o al espacio
extracelular. Este deslizamiento se ha descrito para la SERCA de musculo esquelético (Inesi
y de Meis, 1989; Logan-Smith e 4/, 2001) y muy recientemente se ha mostrado en nuestro

laboratorio para la PMCA de cerebro (Palacios e/ al, 2004). Como resultado de este



Introduccion 3

proceso, la hidrélisis de ATP no estd acoplada al transporte de Ca®* y la mayoria de la
energfa derivada de esa hidrolisis se utiliza en la producciéon de calor, contribuyendo al

control térmico en mecanismos de hibernacién y anoxia (de Meis, 2003).

Citosol
Ca?* ATP

El <j—> El Ca? <j—> El Ca?* ATP

ATP

E2 47—> E2P 47—> E2 P Ca%*

Pi Ca?*
Espacio extracelular o lumen

Fig. 1 Esquema general del ciclo de reaccion de las Ca?*-ATPasas. La enzima (E) existe en
dos estados conformacionales: el primero (E1) une Ca®* con alta afinidad en la cara citoplasmatica de
la membrana, el segundo (E2) tiene menor afinidad por Ca?* y lo libera al otro lado de la membrana.
El ATP fosforila un acido aspattico antes de la translocacion del Ca?*. La estequiomettia Ca>t/ATP
no esta especificada en el esquema, siendo 2/1 parala SERCA y 1/1 para la PMCA y la SPCA.

Los distintos tipos de bombas de Ca** comparten diversas propiedades basicas

. 2+ . . . ., .. L.
como son su alta afinidad por Ca™, similar organizaciéon de sus dominios cataliticos y

b

diferentes conformaciones durante su ciclo de reacciéon. Sin embargo, presentan diferencias

estructurales y funcionales que las caracterizan.

LA Ca**-ATPasa DE RETICULO SARCO(ENDO)PLASMICO

La bomba de Ca** de reticulo sarco(endo)plasmico o SERCA se identificé y
purificé por primera vez en reticulo sarcoplasmico de musculo esquelético (Hassselbach,
1964; MacLennan, 1970). En este tejido, se encuentra la isoforma SERCA1 constituyendo
el 90% del total de proteinas de membrana (Inesi, 1972), desempefiando un papel muy
importante en la contraccién/relajacién musculat.

La SERCA es una proteina anfifilica, integrada en las membranas del reticulo
sarco(endo)plasmico. Transporta 2 iones Ca®" desde el citoplasma al lumen de esos

compartimentos utilizando la energfa de hidrdlisis del ATP en presencia de Mg** (Inesi,
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1987). Ademis funciona como una bomba electrogénica en relacion 1 Ca** /1 H" (Yu et al.,
1993).

En el tejido nervioso, el contenido en SERCA es inferior al del musculo
esquelético, encontrandose la isoforma SERCA2 en lugar de la SERCA1 (Salvador e al.,
2001). Sin embargo, desempefia un papel crucial en numerosos procesos neuronales
regulados por Ca*" (Simpson ez al., 1995). Diversos estudios con anticuerpos, inhibidores y
analisis de patrones de fosforilacion han aportado una importante informacién acerca de la
distribucién de la SERCA en fracciones subcelulares de cerebro, donde coexiste con la

bomba de Ca*" de membrana plasmatica (Salvador y Mata, 1998; Salvador ez a/., 2001).

Estructura de la SERCA

Los estudios mas exhaustivos sobre la estructura y funcién de la SERCA se han
realizado en reticulo sarcoplasmico de musculo esquelético, que contiene solo este tipo de
Ca®*-ATPasa (concretamente la isoforma SERCA1), y en concentraciones que facilitan su
purificacién. Estudios con proteasas (Migala e al., 1973), con anticuerpos monoclonales y
antipéptidos producidos frente a determinados segmentos (Mata ef al, 1989, 1992),
mutagénesis dirigida (MacLennan, 1990) y transferencia de energfa de fluorescencia (Mata e#
al., 1993; Stefanova e al., 1993a,b), entre otros, han contribuido a la elaboraciéon de su
modelo estructural. Sin embargo, la formacién de cristales tridimensionales de SERCAT1 y
de imédgenes de alta resolucién (2,6 A) obtenidas por microscopfa crioelectrénica de
cristales tubulares (Toyoshima ez a/, 2000) han permitido obtener una informacién mas
amplia sobre la estructura de la SERCA, asi como de los mecanismos cinéticos de la
protefna y de los cambios conformacionales asociados con la unién de Ca** (Lee y East,
2001; Toyoshima e al., 2003).

La proteina SERCA esta constituida por unos 1.000 aminoacidos y tiene una masa
molecular de aproximadamente 110 kDa. Presenta los extremos N-terminal y C-terminal
hacia el citoplasma y 10 dominios transmembranales. Tiene una cabeza globular constituida
por 2 dominios citoplasmaticos, uno de los cuales es el dominio catalitico, que es donde se

encuentra el acido aspartico que se fosforila y el sitio de uniéon de ATP (Fig. 2).
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A DOMINIO CATALITICO B ATP
ADP + P,

(SERCAL,
SERCAZ2a,

Citoplasma SERCAB3)

N

'::l|[|:|_1:|1:_'|.~:.|1'|.'_'|

Lumen RS

Lumen (SERCA2b)

Fig. 2 La Ca**-ATPasa de reticulo sarco(endo)plasmico. A, representacién esquematica de la
estructura de la SERCA, mostrando los segmentos transmembranales numerados, el dominio
catalitico, el sitio de fosforilacion (P) y el extremo C-terminal para las distinas isoformas. B, modelo
tridimensional de la SERCALT.

Isoformas SERCA

La SERCA es producto de una familia multigénica. Se han identificado 3 genes que
dan lugar a las isoformas SERCA1, SERCA2 y SERCA3, y a una diversidad adicional de

variantes de estas isoformas mediante procesamiento alternativo (Fig. 3).

A
SERCA1 | i — —c

\/
N
7

SERCA2 | i

T
SERCA3 L___}———i_<§£é:;;;j F—c

b

H———orc

Fig. 3 Opciones de procesamiento alternativo en el extremo C-terminal para las tres
isoformas SERCA. Modificado de Wuytack ez a/. (2002).
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SERCA1: el gen ATP2A7 codifica las proteinas SERCAla (en adultos) y
SERCAT1b (neonatal) que difieren en su region C-terminal (Brandl e 4/, 1987). Ambas son
especificas del musculo esquelético de contraccion répida, contribuyendo al flujo de Ca**
implicado en la contraccién/relajacion muscular y siendo la SERCAla el 90% de la
proteina total en musculo estriado. Mutaciones autosomicas recesivas en el gen de
SERCAT se han asociado con la enfermedad de Brody en humanos (Odermatt ez al., 1996),
una miopatia rara y hereditaria caracterizada por un aumento perjudicial de la relajacion del
musculo esquelético durante el ejercicio y que produce rigidez y calambres.

SERCA2: el gen ATP2A2 da lugar a las variantes SERCAZ2a y 2b, que difieren en el
dominio C-terminal por una secuencia extra en la SERCA2b que da lugar a un dominio
transmembranal adicional (Figs. 2A y 3). Este dominio parece ser responsable de una
mayor afinidad por Ca®* de la SERCA2b respecto a la SERCA2a (Verboomen e¢7 al., 1994).
La SERCA2a (Fig. 4) se expresa abundantemente en musculo cardiaco (Lytton vy
MacLennan, 1988) estando su alteraciéon implicada en procesos de hipertrofia y fallo
cardiaco (del Monte y Hajjar, 2003). También se encuentra en musculo esquelético de
contraccion lenta (MacLennan ef al., 1985) y en musculo liso (Eggermont e7 a/., 1989). La
SERCAZ2b (Fig. 4) es la principal isoforma del tejido nervioso (Salvador ez a/., 2001), aunque
también se localiza en musculo liso y en tejidos no musculares como la piel. Mutaciones en
SERCAZ2b autosémicas dominantes estan asociadas a la enfermedad de Darier en humanos
(Sakuntabhai e al., 1999), una alteraciéon de la piel caracterizada por pérdida de adhesion
entre las células epidérmicas y una queratinizaciéon anormal. En algunas familias con esta
enfermedad se han descrito ademas problemas neuropsiquiatricos como epilepsia,
esquizofrenia, desorden bipolar y depresion (Jones e# al., 2002).

SERCA3: el gen ATP2A3 codifica para 5 variantes de la SERCA3 (a-¢). Es la
isoforma identificada mas recientemente y se diferencia funcionalmente en una menor
afinidad por Ca®* y un menor pH 6ptimo de actividad (Lytton ef ., 1992; Poch et al., 1998).
Se expresa en células no musculares (Ozog ef al, 1998) y generalmente junto con
SERCAZ2b. En el tejido nervioso, se ha mostrado la presencia de SERCA3 en el cerebelo de
rata (Baba-Aissa ¢f al., 1996a), pero no se ha detectado en cerebro de cerdo (Salvador ez 4L,
2001). La SERCA3 parece tener una funciéon especial en la relajaciéon del musculo liso
vascular y en la regulacion de la secrecion de insulina. De hecho, mutaciones en SERCA3
parecen estar implicadas en la diabetes tipo 1I (Varadi ez /., 1999). También se ha mostrado

su implicacién en cancer de colon y leucemia (Brouland ez a/., 2005; Papp et al., 2004).
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SERCAZ2a SERCA2b

Fig. 4 Células COS-4 sobre-expresando las isoformas SERCA2a y 2b. Las células se
transfectaron con el cDNA de SERCA2a y SERCA2b (verde) de cerdo insertado en el plasmido
pSV45, se mantuvieron en cultivo 3 dfas y se realizaron inmunocitoquimicas con anticuerpos
especificos. El nucleo de las células se tifio con DAPI (azul). Barra de escala: 3 um.

Regulacion de la SERCA

Las isoformas SERCA1 y SERCA2 se modulan por fosfolambano (6 kDa) y su
homologo sarcolipina (3,7 kDa), que son proteinas de membrana del reticulo endoplasmico
de ciertas células musculares, donde actian como inhibidores reversibles (James ef al.,
1989a; Odermatt ez al., 1998). La SERCA2b también se modula por las proteinas calreticulina
y calnexina, también presentes en el reticulo (John ez al., 1998; Roderick et al., 2000).

El inhibidor mas especifico de SERCA que se conoce, y que no afecta a otras
bombas de calcio, es la fapsigargina (Sagara et al., 1992), una lactona sesquiterpénica que se
extrae de las raices de la Thapsia garganica. Este inhibidor lleva a la SERCA a un estado
inactivo irreversible mediante su unién a la enzima en la conformaciéon E2.

Otros inhibidores menos especificos son el vanadato que sélo inhibe a la SERCA a
concentraciones superiores a 20 uM (Caroni y Carafoli, 1981), el /antano, que inhibe la
formacion de fosfoproteina SERCA (Wuytack y Raeymackers, 1992), el dezdo ciclopiazionico y
la 2,5-di-(tert-butyl)-1,4-benzohydroquinona (Inesi y Sagara, 1994). En el tejido nervioso, el uso
de estos inhibidores en ensayos cinéticos y de fosforilacién ha permitido determinar la
mayor contribucién de SERCA a la actividad Ca**-ATPasa total en la fraccién microsomal

aislada de cerebro de cerdo (Salvador y Mata, 1998).
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LA Ca**-ATPasa DE MEMBRANA PLASMATICA

La bomba de Ca®* de membrana plasméitica o PMCA se identificé y purificé por
primera vez en eritrocitos (Schatzmann, 1966; Nigli e a/., 1979), donde se ha estudiado
tradicionalmente por ser el tnico tipo de bomba de Ca®* en esta célula. Se expresa en la
mayoria de las células eucariotas, pero en un porcentaje muy bajo, alrededor del 0,1% del
total de proteinas de membrana (Garrahan y Rega, 1990). En términos de abundancia total
de PMCA, el sistema nervioso es el tejido donde mas altamente se expresa (Strehler y
Treiman, 2004). Se ha purificado la PMCA de cerebro de rata (Hakim ez al, 1982) y
posteriormente de cerebro de cerdo (Salvador y Mata, 1996), utilizando la afinidad de la
proteina por calmodulina para la purificacién, como en eritrocitos. Salvador y Mata
optimizaron el método y el rendimiento de la purificacion, realizandola en ausencia de
lipidos y utilizando glicerol como agente estabilizante. De esta forma, se puede
posteriormente reconstituir la PMCA en presencia de distintos lipidos, lo que ha permitido
analizar en detalle el efecto sobre la proteina de sustancias neuromoduladoras como la
espermina (Palacios e al., 2003), el antipsicético tioridazina (Palacios ez al., 2004), y el etanol
(Sepulveda ef al., 2004), entre otros.

La PMCA utiliza la energia de hidrélisis del ATP en presencia de Mg®* para
transportar Ca*" del citosol al exterior de la célula, con un mecanismo de reaccién para el
transporte de Ca*" similar al de la SERCA (ver Figura 1). Sin embargo, tiene una
estequiometria molar Ca®"/ATP de 1/1 y se comporta como una bomba electrogénica en
relacion 1 Ca®*/1 H' para la bomba de eritrocito (Hao et al.,, 1994) y 1 Ca** /0,6 H" para la
de cerebro (Salvador e# al., 1998). Esta bomba es el tnico transportador de Ca** de alta
afinidad de la membrana plasmatica, lo que implica un papel importante, no solo en la
regulacion global del Ca®* intracelular, sino también realizando un fino ajuste de la
concentracién de Ca®* en eventos préximos a la membrana plasmatica que engloban picos

. . . 2
y oscilaciones en los niveles de Ca™".

Estructura de la PMCA

La PMCA es una protefna anfifflica de unos 1.200 aminoacidos y con una masa

molecular alrededor de 140 kDa. Adn no se ha conseguido cristalizar, por lo que la
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informacién sobre su estructura es todavia bastante limitada. El modelo topoldgico mas
aceptado predice muchas analogfas con el establecido para la SERCAI, pero difiere
fundamentalmente en la presencia de un dominio adicional autoinhibidor de 30
aminoacidos en el extremo C-terminal, que constituye un dominio de unidén de
calmodulina. El modelo incluye la existencia de 10 segmentos transmembranales y tres

dominios citoplasmaticos principales (Fig. 5).

Exterior celular

Citoplasma N 2° dominio

autoinhibidor

DOMINIO DE
TRANSDUCCION

DOMINIO
CATALITICO

Unién de
calmodulina
Sitio C

DOMINIO DE
REGULACION

Fig. 5 La Ca?*-ATPasa de membrana plasmatica. Representacién esquematica de la estructura
de la PMCA, mostrando los 10 segmentos transmembranales numerados, asf como los dominios de
transduccion, catalitico y de regulacion. FL indica los sitios de unién de fosfolipidos y P el sitio de
fosforilacién. También se sefialan los sitios A y C de procesamiento alternativo.

El primer dominio citosélico (dominio de transduccion) contiene una regiéon de union
de fosfolipidos acidos y uno de los dos sitios de interaccion con el dominio de unién de
calmodulina. El segundo dominio (catalitico) contiene el sitio de formacion del aspartil
fosfato y el sitio de unién de ATP. Se ha sugerido una region bisagra flexible donde se
encuentra el segundo sitio de interaccion con el dominio de calmodulina. El tercer dominio
(de regulacion) es el dominio autoinhibidor y contiene distintos sitios de interacciéon con
moléculas implicadas en la regulacion de la actividad de la bomba, entre ellos el de unién a

fosfolipidos acidos y el de calmodulina (Strehler y Zacharias, 2001).
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Isoformas PMCA

Se han identificado 4 genes que codifican para las isoformas PMCA1, PMCAZ2,
PMCA3 y PMCAA4, existiendo mas de 20 variantes distintas por procesamiento alternativo
del transcrito primario (Strehler y Zacharias, 2001). El nimero y tamafio de los exones que
codifican para las distintas proteinas estan altamente conservados, pudiendo originarse a
partir de un ancestro comun por duplicaciéon génica. El procesamiento alternativo en la
PMCA tiene lugar a partir de dos regiones principales (Fig. 5y 0): sitio A (cercano al sitio de
unién de fosfolipidos del primer dominio citosdlico) y sitio C (localizado en el dominio de
regulaciéon del C-terminal). Por combinaciones en estos sitios se obtienen las distintas
variantes. Todos los tejidos y tipos celulares expresan al menos una PMCA, aunque su

distribucion a nivel de isoforma y variantes parece ser dependiente del tipo celular.
Sitio A Sitio C
ey

a

%
Tk

<

wy a)&
z y a.cd.e a
PMCA3 ] | [
z
PMCA4 I

z

{

Fig. 6 Opciones de procesamiento alternativo para las cuatro isoformas PMCA. Modificado
de Strehler y Zacharias (2001).

PMCALI: el gen ATP2B7 codifica las distintas variantes de la PMCA1 (a-¢). La
PMCAT se expresa en la mayoria de las células y tejidos eucariotas, aunque sus niveles de
expresion y distribucién de variantes son altamente variables y dependientes del momento
celular y del tipo de célula. Estudios con ratones transgénicos carentes de PMCA1 han
mostrado que la pérdida de PMCAL1 es letal a nivel embrionario (Okunade e al., 2004).

PMCA2: el gen ATP2B2 codifica para las variantes de PMCA2 producidos por una

combinacién de los dos sitios de procesamiento, en el sitio A (w, x y z) y en el sitio C (a, b
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y ¢). La proteina PMCA2 (Fig. 7) tiene una distribucién muy restringida, expresandose
principalmente en el sistema nervioso, y a bajos niveles en las glandulas mamarias, el
musculo esquelético, corazoén, estdbmago, higado, rifién y pulmoén. Los primeros indicios
asociados a funciones especificas de la PMCAZ2 han salido a la luz por su alta expresion en
el oido interno y a estudios recientes que han mostrado problemas de equilibrio y sordera
en animales con mutaciones en este gen, causados por la pérdida o malfuncién de la
PMCA2 (Kozel ¢t al., 1998; Takahashi y Kitamura, 1999; Ueno e a/, 2002).

PMCA3: el gen ATP2B3 da lugar a variantes de la isoforma PMCA3 por
combinacién en el procesamiento alternativo en el sitio A (x y z) y en el sitio C (a, b y ¢). La
PMCA3 (Fig. 7) se expresa principalmente en el sistema nervioso central, seguido de
musculo esquelético y rifién.

PMCAA4: el gen ATP2B4 codifica la proteina PMCA4 y sus variantes, procesados
en el sitio A (xy z) y sitio C (a, b, d). La PMCA4 (Fig. 7) se expresa en la mayorfa de células
y tejidos, siendo el 70% del total de PMCA en eritrocitos y altamente expresada en tejido
nervioso. Estudios con ratones transgénicos carentes de la isoforma PMCA4 son saludables
aparentemente, pero los machos son estériles por defecto en la movilidad de sus

espermatozoides (Okunade ef al., 2004; Schuh ez al., 2004).

PMCA4

Fig. 7 Células COS-4 sobre-expresando las isoformas PMCA2, PMCA3 y PMCAA4. Las células
se transfectaron con el cDNA de PMCA2 de humano (verde), PMCA3 de rata (verde) y PMCA4 de
humano (rojo) insertado en el pldsmido pMM2, se mantuvieron en cultivo 3 dfas y se realizaron
inmunociotquimicas con anticuerpos especificos. El nicleo de las células se tifié con DAPI (azul).
Barra de escala: 3 um.
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En el tejido nervioso, la PMCA se distribuye principalmente en neuronas, aunque
también se han identificado en células gliales (Fresu ez a/, 1999). Algunas de las isoformas
parecen ser especificas de tipos celulares concretos, mientras que otras como la PMCA1 y
la PMCA4 se encuentran en casi todas las regiones del sistema nervioso (Lehotsky, 1995).

Actualmente, no se conocen enfermedades humanas relacionadas con las PMCA, ya
sea debido a que la alta cantidad de variantes existentes de esta bomba produzcan una
redundancia funcional que impida detectar disfunciones o pérdidas de una de ellas, o a que
la pérdida de una de ellas sea causa de letalidad. En cualquier caso, recientes estudios
comienzan a dar indicios de la implicacién de estas bombas en condiciones patolégicas en
los que la anormal regulacion de Ca* juega un papel importante, como la hipertension, el

cancer o los desérdenes neurodegenerativos (Lehotsky ez a/., 2002).

Regulaciéon de la PMCA

La PMCA se caracteriza por estar altamente regulada por distintos moduladores.
Entre ellos destacan:

Calmodulina: cuando la concentracién de Ca”" en la proximidad de la bomba es
baja (menor a 50-100 nM), la PMCA se encuentra en un estado autoinhibido, donde el
extremo C-terminal establece contactos intramoleculares con el primer y segundo dominio
citosolico (dominios de transducccion y catalitico). La calmodulina, una proteina de 17 kDa
presente en todas las células eucariotas y con 4 sitios de unién con alta afinidad a Ca®™",
puede interaccionar con el dominio de regulacién de la bomba (Fig. 5), desplazandolo y
eliminando la autoinhibicién, logrando asi incrementar considerablemente la afinidad de la
PMCA por Ca® y su actividad enzimatica (Carafoli, 1994). La afinidad por calmodulina es
diferente para las distintas isoformas, posiblemente relacionada con un distinto papel en la
regulacion global y local de Ca™".

Fosfolipidos: el entorno lipidico tiene un papel muy importante en la funcion de la
bomba. .a PMCA contiene en sus dominios de transduccion y de regulacion 2 sitios de
unién de fosfolipidos acidos (indicados en la Fig. 5). Estos modulan la actividad de la
PMCA mediante un efecto bifasico, ya que pequefias cantidades de estos fosfolipidos

activan la PMCA, pero grandes cantidades la inhiben (Missiaen ez a/., 1989).
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Proteolisis: la PMCA se puede activar por eliminacién de su dominio de
autoinhibicién mediante la accién proteolitica controlada de tripsina y calpaina (Zurini ez al.,
1984).

Proteinas quinasas A y C: el dominio de regulacién es muy rico en residuos de
serina y treonina, dianas para la fosforilaciéon por proteinas quinasas A y C. Esto logra
incrementar la velocidad maxima de la PMCA (James et al., 1989b; Zylinska ez al., 1998).

Oligomerizaciéon: ensayos con la enzima purificada mostraron que, cuando la
concentracion de la bomba purificada es superior a 10-20 nM, ésta puede activarse por
auto-asociacion a través del dominio de unién de calmodulina (Kosk-Kosicka y Bzdega,
1988). Estos estudios presentan dimeros como nivel de agregacion, aunque se discute su
realidad fisiologica dado el bajo nivel de expresiéon que tiene esta enzima en las células.

Segundo dominio autoinhibidor: estudios del efecto de etanol sobre la PMCA
sinaptosomal purificada de cerebro de cerdo han mostrado evidencias de un subdominio
autoinhibidor préximo al de calmodulina en el C-terminal (Sepulveda ez a/., 2004). El etanol
podria interaccionar directamente con este dominio (Fig. 5), desplazandolo y estimulando
la actividad de la PMCA de forma adicional a la estimulaciéon por calmodulina. La ingestién
de etanol podria sobre-estimular la PMCA, pudiendo afectar drasticamente a la transmision
nerviosa en los individuos.

Inhibidores: actualmente el inhibidor mas especifico de la PMCA que se conoce es
el vanadato, que inhibe fuertemente a la PMCA a concentraciones menores de 10 pM
(Caroni y Carafoli, 1981). Aunque, como se mencioné anteriormente, el vanadato puede
inhibir a la SERCA cuando la concentracion es superior a 20 pM, se puede utilizar para

inhibir selectivamente a la PMCA a concentraciones inferiores.

Hasta hace muy poco la SERCA y la PMCA se consideraban los dos unicos tipos
de bombas de calcio existentes en mamiferos. El descubrimiento en los ultimos afios de un
nuevo tipo de bomba en las vias de secrecion de las células y su muy reciente identificaciéon
en el tejido nervioso, ha ido modificando muchos planteamientos durante el transcurso de

esta Tesis.
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LA Ca’*-ATPasa DE VIAS SECRETORAS

La Ca**-ATPasa de vias secretoras o SPCA representa un tercer tipo de bomba de
Ca®™. Esta intimamente relacionada con la Pmrl (Plasma membrane ATPase-related) de la
levadura Saccharomyces cerevisiae que no expresa proteina SERCA (Rudolph e 4/, 1989). Se
han identificado homologos de esta proteina en hongos, gusanos, insectos, mamiferos e
incluso en bacterias, sugiriendo que esta bomba podria representar el tipo mas antiguo y
ampliamente expresado de bombas de Ca*" (Sorin ez 4., 1997). La primera que se cloné de
mamiferos fue la de rata (Guntenski-Hamblin ¢7 a/., 1992).

La SPCA presenta numerosas similitudes con las proteinas SERCA y PMCA en
cuanto a su estructura primaria y a la conservacion de los residuos criticos para el
funcionamiento de la bomba, como los sitios de fosforilacién y de unién de ATP.
Transporta Ca®* con afinidad similar a la SERCA, pero a diferencia de la SERCA y de la
PMCA, la SPCA también transporta iones Mn”" con alta afinidad (Van Baelen ez a/., 2001).
La estequiomettia cation/ATP de 1/1 (Wei ¢z al., 2000), como la PMCA.

En levaduras y en mamiferos, las proteinas Pmrl y SPCA se han identificado
principalmente en las vias de secrecién (complejo de Golgi y diferentes tipos de vesiculas
de secrecién), donde su funcién transportando Ca®* o Mn®* parece ser importante en el
procesamiento, plegamiento y glicosilacion de proteinas (Oda, 1992). Ademids, en
levaduras, ejerce un importante papel en la detoxificacion de Mn®*, pues altas
concentraciones de Mn*" interfieren con los sitos de unién de Mg2+ de muchas proteinas,
afectando drasticamente a la supervivencia de estos organismos. La eliminacion del exceso
de Mn*" del citoplasma parece realizarse mediante su transporte por la SPCA al interior de
los compartimentos del Golgi y la posterior exocitosis (Hirata, 2002).

Ademas de estas funciones, la presencia en los complejos de Golgi de canales de
Ca®* y de protefnas que unen Ca**, asf como la respuesta de SPCA a ATP en estudios 7z
vitro (Missiaen et al., 2001; Missiaen e al., 2002a), dan indicios del papel dinamico en la

homeostasis intracelular de estos reservorios.
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Estructura de 1la SPCA

La secuencia de la SPCA contiene unos 950 aminoacidos y su peso molecular es de
aproximadamente 100 kDa. Por alineamiento de secuencias y construcciéon de modelos
(Wuytack ez al., 2002; Van Baelen e al., 2004) se han podido identificar los 10 segmentos

transmembranales y su similitud estructural con otras bombas de calcio (Fig. 8).

LK3T1-537E

Membrana

WE48-GE50

Lumen . GES2-1880

1B5-FB0, V93095 '

' M280-5287

Fig. 8 La Ca“"-A1'Pasa de vias secretoras. Estructuras superpuestas de SHRCA1 (amarillo) y una
prediccién de SPCA1 (esferas). Modificado de Van Baelen ef a/. (2004).

Isoformas SPCA

Se han identificado dos genes que codifican para las isoformas SPCA1 y SPCA2,

que difieren basicamente en el extremo C-terminal.

A
A

SPCA1 | — c

Fig. 9 Opciones de procesamiento alternativo para la isoforma SPCAIl. Modificado de Van
Baelen ez al. (2004).
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SPCAL1: es codificada por el gen ATP2CT. Por procesamiento alternativo, este gen
da lugar a cuatro variantes de la isoforma SPCA1 (a, b, c y d; Fig. 9). La variante SPCAla es
mas larga que SPCA1b, pero no forma un dominio transmembranal adicional como en el
caso de SERCA2b. No se han encontrado diferencias funcionales hasta el momento entre
variantes. L.a SPCA1 (Fig. 10) se localiza en muchos tipos celulares, siendo altamente
expresada en los queratinocitos epidérmicos. Mutaciones en el gen ATP2CT estan
asociadas con la enfermedad autosémica recesiva de Hailey-Hailey (Hu ez @/, 2000), un
desorden asociado a los queratinocitos que da lugar a ampollas en diversas areas de la piel.
La desregulacién de la concentraciéon de Ca** y/o Mn®* en el Golgi de estas células parece
afectar a mecanismos de glicosilacién, procesamiento proteolitico, adhesion celular, etc.,
que desencadenan la enfermedad.

SPCA2: el gen ATP2C2 codifica la isoforma SPCA2 y presenta un 60% de
identidad en su secuencia comparada con la de la SPCA1. Su distribuciéon es mas restringida
que la SPCA1, expresandose en el tracto gastrointestinal, médula 6sea, traquea y prostata
(Vanoevelen e al., 2005). Sin embargo, atn no existen evidencias de la capacidad de

transporte de la SPCA2 ni de su funcién bioldgica.

Fig. 10 Célula COS-4 sobre-expresando la isoforma SPCAL. Se transfecté con el cDNA de
SPCA1 de humano insertado en el plasmido pSV45, se mantuvieron en cultivo 3 dias y se realizé una
inmunocitoquimica con un anticuerpo especifico. Barra de escala: 3 pm

Regulacion de SPCA

Como todas las ATPasas de tipo P, la SPCA también se inhibe por vanadato. No es
sensible a zapsigargina por debajo de 5 pM (Sorin ef al., 1997), y es menos sensible que la
SERCA a la inhibicién por dedo ciclopiazinico o  2,5-di-(tert-butyl)-1,4-benzohydroguinona
(Missiaen et al., 2002b).
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MEMBRANAS BIOLOGICAS Y MICRODOMINIOS LIPIDICOS

Las membranas celulares tienen como base estructural una capa bimolecular de
lipidos que constituye una barrera al paso de sustancias hidrosolubles y donde se
encuentran integradas o laxamente asociadas las proteinas de membrana. Esta
composicion, planteada en el modelo del "mosaico fluido" (Singer y Nicolson, 1972),
propone a la membrana como una estructura heterogénea y dinamica. En este sentido,
recientes estudios han comenzado a sugerir que no todos los lipidos en la membrana estan
en un estado fluido y se propone la existencia de microdominios lipidicos cuya
composicion difiere del resto de la membrana. Estos dominios estan enriquecidos en
colesterol y esfingolipidos, se encuentran en estado liquido ordenado (Fig. 11) y se han

denominado “rafts” o balsas lipidicas (Simons e Ikonen, 1997).

o I

. proteina proteina con
lectinas anclada GPI dominio
b transmembrana

glicolipidos

EXT \z.

i

INT

colesterol proteina .
con dominio trans- membrlapa via |
_ membrana largo - trans Golgi norma

RAFT LIPIDICO

Fig. 11 Representacion esquematica de un microdominio lipidico “raff”’ en la bicapa.

LLa bicapa lipidica en los raffs esta fuertemente empaquetada y es también asimétrica.
Presenta gran cantidad de esfingolipidos y glicosfingolipidos en la cara exoplasmica y
glicerolipidos (como fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina) en la cara citoplasmatica,

estando el colesterol en alta cantidad en ambas caras (Simons e Ikonen, 1997). El alto grado
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de empaquetamiento estructural debido al enriquecimiento en lipidos con alta proporcion
de cadenas saturadas y al colesterol confiere a estos microdominios alta resistencia a la
extraccion con detergentes y flotabilidad tras ultracentrifugaciéon en gradientes de densidad
(Arni et al., 1998).

Un tipo de rafts muy estudiado por su caracteristica morfologfa son las caveolas
(Anderson, 1998), pequenas invaginaciones de membrana plasmatica enriquecidas en la
proteina caveolina. Se encuentran en muchos tipos celulares, aunque parece ser que no
existen en células neurales.

Los rafts lipidicos parecen estar implicados en multitud de funciones celulares, entre
las que destaca la transducciéon de sefales. De hecho, un nimero importante de las
proteinas encontradas en raffs son proteinas G, proteinas quinasas como las tirosina
quinasas y las guanilato quinasas asociadas a membrana (MAGUKS), etc., relacionadas con
la sefalizacion celular (Miura ef al., 2001). Este hecho parece conferir a estos dominios una
especializacion en esta funcion, aumentando la rapidez durante la sefalizacién y evitando el
cruce de vias (Simons e Ikonen, 1997).

Diversos estudios han mostrado que ciertos patégenos parecen desarrollar su
ataque estratégico a través de los raffs. Asi, virus como el HIV (Mahfoud ¢# a/., 2002; Ono y
Freed, 2001), el del ébola (Bavari ez a/, 2002), o el influenza (Scheiffele ez al., 1997), entre
otros, usan los 7affs lipidicos en algin momento de su mecanismo de infeccién. También
existen evidencias de proteinas asociadas a raffs que intervienen en procesos como la
produccion de anticuerpos del sistema inmune (Petrie ez a/., 2000), la agregacion plaquetaria
(Papanikolaou ez a/., 2005) o la fertilidad del esperma (Kondoh ez 4/, 2005).

Respecto al sistema nervioso, diversos autores han mostrado que los 7affs pueden
desempefiar un papel importante en enfermedades neurodegenerativas, como son las
relacionadas con la proteina Prion (PrP) y la ataxia cerebelosa (Legname ez 4/, 2002) o la
enfermedad de Alzheimer (Mahfoud ef @/, 2002; Molander-Melin e¢# al., 2005). De esta
forma, estos microdominios constituyen un campo muy interesante y novedoso de estudio,
relacionado con la busqueda de una funcién especifica de proteinas de membrana

localizadas en rafts lipidicos.
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EL CALCIO EN EL SISTEMA NERVIOSO

La gran cantidad de células, tejidos y 6rganos que constituyen un organismo celular
necesitan que sus funciones estén perfectamente reguladas y coordinadas. Para ello, juega
un papel esencial el sistea nervioso mediante sus funciones sensitiva, integradora de
informacién y motora, que se realizan en acciones rapidas y directas. Presenta un elevado
grado de desarrollo en la escala evolutiva debido a la especializacién de su unidad
fundamental, 1a nexrona, y la complejidad de sus interacciones.

Las células nerviosas estan especializadas en recibir y emitir sefiales. La propagacion
de estas sefiales se da a través de la membrana plasmatica de la neurona, por cambios en la
permeabilidad de la membrana en la zona donde se recibié el estimulo. Como
consecuencia, se desarrolla un potencial eléctrico de accién que se propaga a lo largo de
toda la neurona. La transmision de estas sefiales de una neurona a otra se realiza a través de
unas zonas de contacto funcional que se denominan sizapsis.

En la denominada sinapsis quimica (Fig. 12), que es la mayoritaria en el sistema
nervioso central, interviene: un Zferminal pre-sindptico, constituido por el botén sinaptico de la
neurona por la que llega la sefal eléctrica, con diversos organulos celulares, gran nimero de
vesiculas de diferentes tipos y una zona activa donde se produce el vaciado de las vesiculas
sinapticas cargadas de neurotransmisores; una hendidura pre-sinaptica, que es el espacio al que
difunden los neurotransmisores; y un zerminal post-sindptico, compuesto por las dendritas, el
axon o el soma de la neurona que va a recibir la sefial y que contiene los receptores
especificos para los neurotransmisores liberados desde el terminal pre-sinaptico.

En el proceso de la transmisiéon nerviosa, la llegada de un potencial de accién al
terminal pre-sinaptico induce la despolarizaciéon de la membrana en esta zona. Esto
provoca que se abran los canales de Ca®* dependientes de voltaje, consiguiendo que la
concentracién de Ca’* en la zona activa pase de niveles nM a uM en microsegundos. Este
incremento tan grande y rapido es necesario para la sincronizaciéon en la liberacion de
neurotransmisores a la hendidura pre-sinaptica. Después, para recuperar el potencial de
reposo es necesario reducir el nivel de Ca®* citosélico de nuevo a una concentracién entre
100 y 300 nM (Michaelis, 1994). En este proceso desempefian un papel muy importante las
bombas de Ca*",
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Ca?*-ATPasas
(SERCA, PMCA, SPCA)

Terminal
pre-sinaptico
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Fig. 12 Contacto sinaptico entre neuronas en cultivo y representacion esquematica de una
sinapsis quimica. La microfotografia muestra neuronas de cerebelo de ratén en cultivo primario
estableciendo sinapsis. El esquema representa una terminal sinaptica con los sistemas mas implicados
en la homeostasis de Ca?*: transportadores, canales y proteinas de unién a Ca?*.

EL CEREBELO EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El sistema nervioso central esta constituido por el encéfalo y la médula espinal. El
encéfalo de vertebrados se divide en tres regiones: encéfalo anterior (prosencéfalo),
encéfalo medio (mesencéfalo) y encéfalo posterior (rombencéfalo) (Fig. 13A). En esta
ultima region, en posicion anterior y dorsal, se localiza el cerebelo.

El cerebelo ha sido muy utilizado en las investigaciones neurobiolégicas debido a la
organizacion en capas de las poblaciones neuronales que constituyen la corteza cerebelosa y

la simplicidad de sus circuitos neuronales. Este 6rgano estd implicado en la coordinacion
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del movimiento y en el aprendizaje de habilidades motoras. En esencia, el cerebelo recibe
informacién de receptores corporales, propioreceptores y mecanoreceptores, que se integra
y después envia a los centros de control motor del diencéfalo y tronco encefilico. Su
normal funcionamiento es necesario para que las respuestas motoras sean homogéneas,
coordinadas y eficaces. Disfunciones en este 6rgano provocan alteraciones en el equilibrio,

en el tono musculat, incoordinacién de movimientos, etc.

Fig. 13 Anatomia del sistema nervioso central y del cerebelo. A, seccion sagital de un encéfalo
de cerdo donde se indican los hemisferios cerebrales (Hm), talamo (T), hipotdlamo (Hp), mesencéfalo
(Ms), rombencéfalo (R), cerebelo (Cb), y la médula espinal (M). B, dibujos de una seccién sagital del
cerebelo adulto de ratén, pollo y cerdo. C, visién dorsal del cerebelo humano en el que se observa el
vermis (V) y los hemisferios cerebelosos (Hcb). D, esquema en el que se aprecia la sustancia gris
(cabezas de flechas blancas) y la sustancia blanca (asterisco) del cerebelo, el ventriculo IV (flecha
grande) y los plexos coroideos (flecha pequefia) de cerebelo humano. E, seccién sagital del cerebelo de
raton donde se seflalan los nicleos profundos del cerebelo (flechas) y los pedunculos cerebelosos
(asterisco). C y D, dibujos obtenidos de Wolf-Heidegger (1984).
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El cerebelo esta relacionado con la complejidad del movimiento de los organismos.
Asi, el cerebelo ha ido transformandose durante la evolucién del Reino Animal desde una
simple expansién dorsal en el tubo neural hasta una regiéon altamente diferenciada,
organizada en capas celulares y con crecimiento en tamafo y circunvoluciones, resultado
evolutivo de su crecimiento antero-posterior (Fig. 13B).

En mamiferos, el cerebelo esta formado por 2 hewisferios cerebelosos unidos por una
estrecha franja denominada wvermzs (Fig. 13C). El cerebelo presenta multitud de
circunvoluciones, con una sustancia blanca en el interior, constituida por fibras nerviosas, y
una sustancia gris en el exterior, donde se concentran somas neuronales, y que se denomina
corteza cerebelosa (Fig. 13D). En posicion ventral al cerebelo se encuentra el IV ventriculo y los
Plexcos coroideos, estos ultimos implicados en la sintesis del liquido cefalorraquideo (Fig. 13D).
Por ultimo, pertenecen también al cerebelo los niicleos profundos situados en la en la porcion

mas ventral de la sustancia blanca (Fig. 13E).

DESARROLLO DEL CEREBELO

El conocimiento del desarrollo del sistema nervioso central a nivel histolégico ha
permitido el progreso en el estudio de los eventos celulares y moleculares que se dan desde
los primeros momentos de la embriogénesis. En este sentido, los embriones de pollo han
sido una herramienta muy util por su facil manipulacién, su corto periodo de desarrollo
nervioso (pre-natal, completo practicamente al nacimiento tras 21 dfas) y el buen
conocimiento de los estadios por los que atraviesan a nivel embrionario. Hamburger y
Hamilton (1951) establecieron una nomenclatura con 45 estadios muy definidos (HH 1-45)
en funcién de la evolucién del desarrollo del embrién de pollo. La figura 14 muestra una
progresion de estos estadios, donde HH1 corresponde con el momento de la puesta y
HH45 con 20 dias de incubacion, justo antes del nacimiento.

De igual forma, el uso de roedores también ha permitido avanzar en el
conocimiento del desarrollo animal, aunque en este caso, muchos 6rganos tienen un fuerte

desarrollo a nivel neo- y post-natal.
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Fig. 14 Imagenes del desarrollo de un embrién de pollo. Se reflejan los estadios de Hamilton y
Hambuger (HH) a los que corresponde cada imagen, donde HH1 es huevo recién puesto, HH2
corresponde con 6-7 h de incubacion, HH7 con 1 dfa, HH12 con 2 dfas, HH17 con 2,5 dias, HH20
con 3 dias, HH24 con 4 dias, HH31 con 7 dias, HH36 con 10 dias, HH38 con 12 dias, HH41 con 15
dias, HH44 con 18 dias, HH45 con 20 dias y el nacimiento a los 21 dfas de incubacion.

El sistema nervioso de vertebrados se desarrolla a partir del tubo neural, constituido
por un neuroepitelio de origen ectodérmico, y de la posterior aparicion de tres vesiculas
neurales en la porcion anterior del tubo. La determinacion del territorio que dara lugar al
cerebelo ha sido en gran parte debido a ensayos de trasplantes en el modelo de embriones
quimeras pollo/codorniz (Mattinez y Alvarado-Mallart, 1989; Alvarado-Mallart, 2000). Con

este sistema se ha definido que, en el estadio HH10-12, el primordio cerebelar surge de la
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porcién mas caudal de la vesicula mesencefalica y de la porcion rostral del primer pro-
rombémero (de Vagge, 1969), a ambos lados de la llamada constriccion
“mesencefalica/metencefalica” (Hidalgo-Sanchez ez al., 1999; Fig. 15). En el estadio HH20,
debido a complejos cambios morfogenéticos, el primordio cerebelar completo se relocaliza

caudal a esta constriccion.

HH10 HH20 Encéfalo adulto

Fig. 15 Diferenciacion del cerebelo. El primordio cerebelar en el periodo HH10-20 y el cerebelo
adulto (se muestran en gris). Modificado de Hidalgo-Sanchez ¢z a/. (2005).

Los precursores de las distintas poblaciones neuronales presentes en el cerebelo se
originan en dos diferentes zonas germinales: la gona ventricular y la capa granular externa. En
aves, la generacion de los precursores neurales se da en estado embrionario, mientras que
en roedores los de la zona ventricular tienen lugar en el embrién y los de la capa granular
externa es neonatal. Después, las células migran largas distancias hacia su destino final en
un tiempo que engloba la transformacion del primordio cerebelar en una estructura de
aspecto final foliado al que se ha denominado “el arbol de la vida” (Fig. 16), siguiendo vias

especificas de migracion en un orden espacio-temporal muy preciso.

FO
E18

E15
E12

E10

Fig. 16 Ultimas etapas en el desarrollo del cerebelo de pollo. Secciones de criostato tefiidas con
cresil violeta. E: dfa embrionatio; P: dia post-natal. Barra de escala, 3 mm.
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LA CORTEZA CEREBELOSA

La corteza cerebelosa es reflejo de la organizacion geométrica del sistema nervioso.
Esta organizada en 3 capas (Ramon y Cajal, 1904; Fig. 17). Desde la superficie cerebelosa al

interior son: capa molecular, capa de las células de Purkinje y capa granular.

Fig. 17 Corte transversal semi-esquematico de una laminilla cerebelosa de mamifero. A,
capa molecular; B, capa granular; C, sustancia blanca; a, célula de Purkinje vista de plano; b, célula de
los cestos; d, arborizacion axoénica de las células de los cestos en torno a la células de Purkinje; e, célula
estrellada; g, células de los granos con su axén ascendente bifurcado (i); h, fibras musgosas; j, glia de
Bergmann; n, fibras trepadoras; m, neuroglia de la capa granular; f, célula Golgi; o, axén colateral de
las células de Purkinje. Dibujo de Ramén y Cajal, 1904.

Capa molecular

Es la capa mas superficial de la corteza cerebelosa, caracterizada por una baja
densidad celular pero con una alta cantidad de sinapsis. Esta limitada al interior por la hilera
de los somas de las células de Purkinje. Sus tipos neuronales principales son las
interneuronas inhibitorias denominadas células estrelladas 'y células de los cestos, cuyos

precursores se originan en la zona ventricular.
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Células estrelladas: son neuronas pequeflas de morfologia estrellada que se
encuentran en la regién mas externa de la capa molecular, entremezcladas con la zona
superior de la arborizacién de las células de Purkinje. Poseen un arbol dendritico con
abundantes espinas que reciben sinapsis de las fibras paralelas y un tnico axén que
establece sinapsis de tipo inhibidor con las células de Purkinje (Fig. 18).

Células de los cestos: se sittan principalmente en la mitad inferior de la capa
molecular. Sus terminaciones dendriticas son escasas y largas y reciben sinapsis de las fibras
paralelas. Estas neuronas tienen un unico axén con abundantes ramas colaterales que
forma un plexo en torno al soma de las células de Purkinje (Fig. 18) y que acaban

estableciendo sinapsis inhibitorias sobre el soma de la célula de Purkinje.

Fig. 18 Interneuronas de la capa molecular. Células estrelladas (E) y células de los cestos (C)
mostrando su plexo axénico sobre las células de Purkinje (P). Dibujo de Ramoén y Cajal (1904).

Capa de las células de Purkinje

Esta capa esta formada por una hilera de somas ovoideos que corresponden a las

célnlas de Purkinje y que se disponen a lo largo del margen inferior de la capa molecular y
superior de la capa granular.

Células de Purkinje: son un tipo neuronal muy diferenciado y caracteristico, que se

originan en la zona ventricular del cerebelo. Son de caracter inhibidor y tienen un tamafio

muy superior al resto de las poblaciones celulares del cerebelo (Fig. 19). Poseen un nucleo

voluminoso en posiciéon central, con un nucleolo esférico, rodeado a su vez por abundante
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reticulo endoplasmico. De la parte superior del soma surgen 1 6 2 troncos dendriticos que
se dicotomizan repetidamente formando una arborizaciéon de ramas primarias, secundarias
y terciarias orientadas en el plano sagital. De estas ultimas brotan numerosas ramas
dendriticas pequefias con abundantes varicosidades, cortas y recias, llamadas espinas
dendriticas. En la base de su cuerpo celular y dirigido a la capa granular, surge un cono
axénico muy grande con un Gnico axén que se proyecta a la sustancia blanca, atravesando
la capa granular, donde puede dar lugar a colaterales recurrentes. El axén principal
constituye la unica eferencia de la corteza cerebelosa y establece sinapsis con células de los
nuacleos profundos del cerebelo. Algunos axones de las células de Purkinje eluden estos

nucleos y llegan a los nicleos vestibulares del tronco encefalico.

Fig. 19 Célula de Purkinje. Se observa la gran arborizacion dendritica hasta la supetficie del
cerebelo y el ax6n con colaterales. Dibujo de Ramoén y Cajal (1904).

Capa granular

Es la capa mas interna de la corteza cerebelosa y la que presenta una mayor
densidad celular. Contiene una gran poblacién de neuronas de pequefio tamano llamadas
células de los granos, entre las cuales se localizan las células Golgi y los glomérnlos cerebelosos, donde

se establecen numerosas sinapsis.
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Células de los granos: sus precursores se originan en la capa granular externa y, tras
una migracién tangencial y radial, se disponen en su localizacion final en la capa granular
interna. Son neuronas de pequefio tamafio que presentan un nuicleo esférico que ocupa casi
todo el citoplasma celular (Fig. 20A). Del soma surgen 3-5 dendritas que terminan en
expansiones en forma de garra las cuales hacen sinapsis con diversos componentes de los
glomérulos cerebelosos (Fig. 20B). Poseen un tnico axén que se dirige hacia la capa
molecular donde se dicotomiza en forma de T, formando las fibras paralelas. Estas fibras
avanzan en direcciones opuestas y establecen contactos sinapticos de tipo excitador con
distintos tipos celulares, entre ellos con las espinas dendriticas de un gran nimero de

células de Purkinje.

Fig. 20 Capa granular. A, esquema de las células de los granos en la capa granular (Palay y Chan-
Palay, 1974). Se observan sus prolongaciones dendriticas con expansiones terminales en garra (flechas)
y sus axones (cabezas de flechas) dirigidos hacia la capa molecular donde se ramifican en T
(asteriscos). B, capa granular de cerebelo de cerdo tefiida con azul de toluidina. Se observan los
nucleos de las células de los granos (flechas) y los glomérulos cerebelosos (cabezas de flechas). cm,
capa molecular; cp, capa de células de Purkinje; cg, capa granular.

Células Golgi: son interneuronas inhibitorias situadas en la zona mas superficial de
la capa granular, pero de mayor tamafio y menos numerosas que las células de los granos.
Emiten grandes dendritas, algunas de las cuales llegan a la capa molecular, donde se
arborizan, y otras se dividen en la propia capa granular. Poseen un Gnico axé6n que surge de

la porcién ventral del soma y que forma parte también de los glomérulos cerebelosos.



Introduccion 29

CIRCUITOS DE INTEGRACION Y SINAPSIS CEREBELOSAS

Aferencias al cerebelo

Existen dos lineas principales de entrada de informacion a la corteza cerebelosa: las
fibras trepadoras y las fibras nusgosas.

Terminales de las fibras trepadoras: procedentes de los nuicleos de la oliva
inferior (situados en el rombencéfalo), estas fibras atraviesan la capa granular sin
ramificarse hasta llegar al soma y tronco dendritico de las células de Purkinje (Fig. 21A).
Una fibra trepadora establece contacto sinaptico de tipo excitatorio unicamente con una de
estas células en las regiones lisas que existen entre las espinas dendriticas.

Terminales de las fibras musgosas: las fibras musgosas procedentes de los
nucleos vestibulares y precerebelosos del rombencéfalo (excepto la oliva inferior),
atraviesan la sustancia blanca del cerebelo y se ramifican al llegar a la capa granular,
expandiéndose en terminales sindpticas excitatorias a modo de roseta (Fig. 21B) que

ocupan el centro del glomérulo cerebeloso.

Fig. 21 Aferencias: fibras trepadoras y musgosas. A, esquema de una fibra trepadora (a) que se
ramifica y extiende por el tronco y ramas dendriticas de una célula de Purkinje (b), donde establecen
sinapsis. B, esquema en el que se muestran fibras musgosas (Fm) que se ramifican en la capa granular,
emitiendo expansiones (flechas) pertenecientes a los glomérulos cerebelosos. Ademds, se observan
fibras trepadoras (F't) llegando a las células de Purkinje (P). Dibujos de Ramén y Cajal (1904).

Circuitos internos

En la corteza cerebelosa existen areas donde confluyen numerosas sinapsis. Entre

ellas, destacan las que se dan sobre las células de Purkinje y los glomérulos cerebelosos.
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Sinapsis sobre las células de Purkinje: los circuitos de integracién giran alrededor
de las células de Purkinje, estableciéndose numerosas sinapsis sobre estas células que dan
como resultado final la recepcién, integracién y emision de la sefial. Los principales
contactos sinapticos son: las fibras paralelas que hacen sinapsis excitatorias con las espinas
dendriticas, las fibras trepadoras que hacen contacto mediante sinapsis excitatorias en las
zonas interespinosas de las ramas dendriticas terciarias, los axones de las células estrelladas
que hacen sinapsis inhibitorias en zonas lisas de las ramas primarias y secundarias, y los
axones de las células de los cestos que establecen sinapsis inhibitorias en el soma (Fig. 22A
y C).

Glomérulos cerebelosos: en la capa granular, entre los nucleos de las células de los
granos, se localizan complejos sinapticos denominados glomérulos cerebelosos (Fig. 22B y
C). Estan constituidos por los terminales de las fibras musgosas que estimulan a las
dendritas de las células de los granos y de las células Golgi. Reciprocamente, las células
Golgi, que son interneuronas inhibitorias, pueden inhibir a las células de los granos por sus

contactos axo-dendtiticos.

Fig. 22 Sinapsis cerebelosas. Representacién esquematica de sinapsis sobre las células de Purkinje
(A) y de los elementos mas importantes de un glomérulo cerebeloso (B), adaptaciones de dibujos de
Chedotal (1995). C, inmunohistoquimica en una seccién sagital de cetebelo de cerdo con el anticuerpo
anti-sinaptofisina, marcador de sinapsis. Ft, fibra trepadora; Fp, fibra paralela; Rt, ramas terminales; C,
célula de los cestos; E, célula estrellada; Fm, fibra musgosa; G, célula de los granos; Gg, célula Golgi;
CP, célula de Purkinje; Gl.c., glomérulo cerebeloso. Barra de escala, 10 um.
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Emision de informacion

La sefial integrada en el cerebelo (Fig. 23) sale de la corteza cerebelosa a través de

los axones de Purkinje, estableciendo contacto con los nicleos profundos.

Fig. 23 Esquema del circuito cerebeloso. Se muestran los distintos tipos celulares y fibras
aferentes y eferentes, asi como las sinapsis excitatorias (+) e inhibitorias (-). CP, célula de Purkinje,
CC, célula de los cestos; CE, célula estrellada, CG, célula Golgi; CG, célula de los granos, FP, fibra
paralela; FT, fibra trepadora; FM, fibra musgosa; NP, nuicleo profundo.

NUCLEOS PROFUNDOS DEL CEREBELO

Los nucleos profundos del cerebelo (Fig. 13E) son centros donde se concentran
somas de neuronas motoras que reciben sinapsis de fibras procedentes de la médula
espinal, del tronco encefalico y de la propia corteza cerebelosa, y emiten a su vez axones de
conexion larga que contactan con neuronas motoras del prosencéfalo o del mesencéfalo.

Estas neuronas son las primeras que se originan en la zona ventricular del cerebelo.
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EL IV VENTRICULO Y LOS PLEXOS COROIDEOS

El sistema nervioso central, originado a partir del tubo neural embrionario,
mantiene en el adulto un canal central con cuatro dilataciones a modo de cavidades

denominadas ventriculos, uno de los cuales se sitia ventral al cerebelo y se denomina IV

ventrienlo (Fig. 13D).

A

Cb

Fig. 24 Plexos coroideos. A, imagen de un 16bulo de cerebelo (Cb) de pollo tefiido con cresil
violeta donde se observan los plexos coroideos (Plc) del IV ventriculo (IV v). B, micrografia de
fluorescencia del mismo plexo coroideo tefiido con DAPI en el que se aprecia el epitelio simple de
células cuboideas. Barras de escala: A, 350 pm; B, 35 um.

Determinadas regiones de la pared de los ventriculos presentan caracteristicas
epiteliales, no neurales, que estan muy vascularizadas y hacen prominencia dentro de los
ventriculos constituyendo los plexos coroideos (Fig. 24A), encargados de la sintesis y secrecion
del liguido cefalorraguideo. Este liquido fluye por el interior del canal central encefalico y de
sus ventriculos manteniendo las caracteristicas del medio liquido en el que se encuentra el
tejido nervioso, participando en funciones metabolicas y proporcionando proteccion frente
a lesiones leves. Las células que constituyen este epitelio secretor (Fig. 24B) tienen forma
cubica con vellosidades en su porcion apical, un nicleo esférico, numerosas mitocondrias y

una cantidad importante de reticulo endoplasmico y aparato de Golgi.
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OBJETIVOS

Las bombas de Ca’* estan en muy baja concentracién en el sistema nervioso pero son
fundamentales en numerosos procesos neuronales regulados por Ca**. Por ello, el estudio
de su distribucién en el tejido nervioso es muy importante para poder asignar una funcion
especifica acorde a su localizacion. La mayoria de los estudios existentes se centran en un
tipo especifico de bombas de Ca**. Sin embargo, el analisis conjunto de las distintas
familias de Ca*"-ATPasas es de gran interés para obtener una visién global del papel de
estas proteinas en la homeostasis de Ca™".

Dentro del sistema nervioso central, el cerebelo es una de las regiones mas empleadas
en estudios de neurociencia por el buen conocimiento que se tiene de sus poblaciones
celulares y de sus circuitos de integracion. Por ello, constituye un buen sistema modelo para
profundizar en el funcionamiento y la distribuciéon de las bombas de Ca®*. Ademas, el
estudio de la expresion y funcién de estas proteinas durante el desarrollo del sistema
nervioso tiene un especial atractivo por la posible relacién entre sistemas reguladores de la
concentracién intracelular de Ca®* y la maduracién y migracién de precursores neuronales

hasta su localizacion final y funcional.

Por ello, en esta Tesis se ha planteado como objetivo general “el estudio de la funcién

y la localizacién espacio-temporal de las distintas bombas de Ca’*" en cerebelo”.



Olyjetivos

Los obyetivos concretos a conseguir son los siguientes:

1. Investigar la distribucién de las Ca®*-ATPasas de reticulo endoplasmico
(SERCA) y de membrana plasmatica (PMCA) en cerebelo de cerdo. El
analisis conjunto de ambas bombas permitira dilucidar las funciones que
desempefian en los distintos compartimentos celulares asociadas a

, . . 24 .
especificos requerimientos de Ca™" en tipos neuronales concretos.

2. Analizar la expresién funcional y la localizacion de SERCA y PMCA en
cerebelo en desarrollo. Para ello, se utilizara el pollo como modelo de
estudio por su rapido y bien conocido desarrollo embrionario. De esta
forma, se investigara el papel de estas proteinas en procesos de
diferenciaciéon celular y establecimiento de contactos sinapticos del

cerebelo.

3. Determinar la distribucion de isoformas PMCA durante el desarrollo
neural. La existencia de una gran diversidad de variantes dentro de las
isoformas PMCA, generadas por procesamiento alternativo y con una alta
expresion en el sistema nervioso, estimula su estudio en el desarrollo neural.
Para ello, se utilizaran dos animales de estudio: el pollo, con un desarrollo
predominantemente  pre-natal, y el ratén, con un desarrollo
fundamentalmente post-natal en las primeras semanas de vida. De esta
forma, se analizara su distribucién en relaciéon a una especifica implicacion

funcional de cada isoforma en procesos de desarrollo.

4. Analizar la distribucién de las isoformas PMCA en microdominios lipidicos
de la membrana plasmatica. La existencia de dominios lipidicos en la
membrana con distintas propiedades fisicas y donde se localizan numerosas
proteinas implicadas en sefalizacion de Ca**, e incluso algunas asociadas a
neuropatologias, plantea una posible localizacion de PMCA en estos
dominios. Por ello, se aislaran microdominios “rafts” a partir de vesiculas de
membrana plasmatica sinaptosomal de cerebelo de cerdo y se analizara la

distribucion de las distintas isoformas PMCA en estos dominios.
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Identificar la SPCA1 en cerebelo de cerdo. Muy recientemente se ha
mostrado la presencia de SPCA en homogeneizados de cerebro y en
neuronas en cultivo, pero no existe un estudio en profundidad sobre su
especifica distribucion celular en tejido nervioso. Por ello, se estudiara la
presencia y expresion de esta proteina en fracciones subcelulares aisladas de

cerebelo de cerdo y en secciones de tejido.
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METODOS GENERALES

1) PREPARACION DE FRACCIONES DE MEMBRANA:
FRACCIONES SUBCELULARES DE CEREBELO DE CERDO

Se han utilizado cerebelos de cerdo (Sus serofa, var. Large white) de 3 a 5 meses de
edad procedentes del Matadero de Olivenza FRICOSI, S.L.. (Badajoz). Tras la muerte de
los animales, se cogi6 toda la masa cefélica para separar posteriormente el cerebelo (15-20
gr) del resto del sistema nervioso central (Fig. 25). Se guardé en una solucién con
Hepes/KOH 10 mM (pH 7,4), sacarosa 0,32 M, MgSO, 0,5 mM, PMSF 0,1 mM y f3-

mercaptoetanol 2 mM (tampoén I) a 4°C hasta el momento de la preparacion.

Fig. 25 Encéfalo de cerdo fijado en formol al 4% y seccionado sagitalmente. Se muestra la
linea de corte para la separacion del cerebelo (Cb). Barra de escala, 1,6 cm.
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Preparacion de sinaptosomas y de vesiculas de membrana plasmatica sinaptosomal
Los sinaptosomas y vesiculas de membrana plasmatica sinaptosomal (MPS) de
cerebelo de cerdo se prepararon siguiendo el método de Salvador y Mata (1996) para

cerebro de cerdo. El procedimiento se resume en la figura 20.

Cerebelos de cerdo

i ¥ homogeneizados
. W en 10 vol. de Tampon |

| 1.500xg, 10 min, 4°C

S-l

20.000xg, 25 min, 4°C

S-l P-I1
EDTA 10 uM Gradiente sacarosa 20%/40%
170.000xg, 20 min, 4°C 55.000xg, 2h, 4°C
,7— RECOGER INTERFASE
Precipitado Lavado con Hepes/KOH 10 mM (pH7,4)

20.000xg, 35 min, 4°C
Resuspender en Tris/HCI 10 mM (pH 7,4),
KCI 0,15 M, DOC 0,1%
Incubar 10 min, agiacién suave, 4°C

Precipitado
Sinaptosomas

170.000xg, 20 min
Lisis en 10 vol. de Hepes/KOH 10 mM (pH7,4),
EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 2 mM

Precipitado 40 min, agitacion suave, 4°C
Resuspender en Tris/HCI 10 mM (pH 7,4), 20.000xg, 30 min, 4°C
KCI 0,15 M .
170.000xg, 20 min, 4°C (x 2) [
Precipitado

Resuspender en Tris/HCI 10 mM (pH 7,4)

170.000xg, 20 min, 4°C Vesiculas de membrana

plasmatica sinaptosomal (MPS)

Precipitado
Microsomas

Fig. 26 Procedimiento de aislamiento de sinaptosomas, vesiculas de membrana plasmatica
sinaptosomal y microsomas de cerebelo de cerdo. S: sobrenadante; P: precipitado.

Los cerebelos (3-4) se homogeneizaron en 10 volimenes de tampoén I a 4°C en un
homogeneizador potter mediante unos 4 pases a 1.000 revoluciones/min. El
homogeneizado se centrifugd a 1.500xg durante 10 min a 4°C, y el sobrenadante obtenido
(S-I) se centrifugé a 20.000xg durante 25 min. El precipitado procedente de esta
centrifugacion (P-II) se resuspendié en tampoén I hasta una concentraciéon de proteina de
32 mg/ml. Posteriormente, se someti6 a un gradiente discontinuo de sacarosa formado por
19 ml de sacarosa al 40% y 15 ml de sacarosa al 20% (p/v) en Hepes/KOH 10 mM (pH
7,4), poniendo 128 mg de proteina/tubo. Se centrifugd a 55.000xg durante 2 h,

obteniéndose los sinaptosomas en la interfase. Se cogieron cuidadosamente y se lavaron en
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16 volimenes de Hepes/KOH 10 mM (pH 7,4) centrifugando a 20.000xg durante 35 min.
El precipitado conteniendo los sinaptosomas se resuspendié en Hepes/KOH 10 mM (pH
7,4) y sacarosa 0,32 M (solucién A), a una concentracién de proteina de 20 mg/ml (170
mg), y se almacend a -80°C hasta su uso.

Las vesiculas de membrana plasmatica sinaptosomal (MPS) se obtuvieron por lisis

osmotica de los sinaptosomas. Para ello, la fraccion sinaptosomal se llevé a 100 volumenes

de Hepes/KOH 10 mM (pH 7,4), EDTA 1 mM y B-mercaptoetanol 2 mM (tampdn de
lisis) y se incub6 durante 40 min a 4°C con agitacion suave. El lisado se centrifugd a
20.000xg durante 30 min, obteniendo en el precipitado las MPS. Esta fracciéon se
resuspendid en solucién A, a una concentracién de proteina de 15 mg/ml (130 mg), y se

almacend a —80°C hasta su uso.

Preparacion de microsomas

El aislamiento de la fraccién microsomal se realizé mediante una modificaciéon del
método de Black e# a/. (1980) a partir de la fraccion S-11 de la preparacion de sinaptosomas
(Fig. 26). Se afiadi6 EDTA hasta una concentraciéon final de 10 uM y se centrifugd a
170.000xg durante 20 min a 4°C. El precipitado se resuspendié en 4 ml de Tris/HCI 10
mM (pH 7,4) y KC1 0,15 M y se adicioné lentamente desoxicolato al 0,1% (p/v), incubando
durante 10 min a 4°C con agitaciéon suave. Posteriormente, se centrifugd a 170.000xg
durante 20 min a 4°C, resuspendiendo el precipitado en Tris/HCl 10 mM (pH 7,4) y KCl
0,15 M. Esta ultima etapa se repitié6 dos veces, eliminando asi el exceso de detergente, y
resuspendiendo en el ultimo lavado en Tris/HCl 10 mM (pH 7,4). Tras la ultima
centrifugacion, el precipitado final se resuspendié en solucién A, a una concentracion de

proteina de 10 mg/ml (30 mg), y se almacend a -80°C hasta su uso.

PURIFICACION DE LA Ca*-ATPasa DE MEMBRANA PLASMATICA
SINAPTOSOMAL DE CEREBELO DE CERDO

La Ca*-ATPasa de membrana plasmatica (PMCA) se obtuvo a partir de la
solubilizacion de las MPS y la posterior cromatografia de afinidad en calmodulina-agarosa.
Para ello, se sigui6 el procedimiento descrito en Salvador y Mata (1996) para cerebro de

cerdo.
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Solubilizacion de las MPS

Las MPS se diluyeron en Hepes/KOH 20 mM (pH 7,4), KCI 130 mM, MgCl, 0,5
mM, CaCl, 50 pM, glicerol al 15% y B-mercaptoetanol 2 mM hasta una concentracion de 6
mg/ml, y se solubilizaron por la adicién de Tritén X-100 al 0,6% (p/v) e incubacién
durante 15 min a 4°C con agitacién suave. Posteriormente, se centrifugaron a 125.000xg

durante 30 min a 4°C, obteniéndose las proteinas solubilizadas en el sobrenadante.

Cromatografia de afinidad en calmodulina-agarosa

La purificacion se realizé en una columna de calmodulina-agarosa de 6 ml (1,2 cm
de didmetro x 6 cm de alto) acoplada a un equipo de cromatografia AKTA prime
(Amersham Pharmacia Biotech). Todo el proceso se realizé en camara fria a 4°C y el flujo
fue de 1 ml/min. La calmodulina-agarosa se activé previamente, equilibrando la columna
con 36 ml de un tampdn semejante al de solubilizacion, pero que contenia MgCl, 1 mM y
CaCl, 100 uM. Se paso el solubilizado de las MPS a través de la columna, eliminandose las
proteinas no retenidas mediante un exhaustivo lavado con 120 ml de un tampoén similar al
anterior pero con una concentracion de Triton X-100 10 veces menor (0,06%). L.a PMCA
se eluy6 con un tampoén de iguales caracteristicas al de lavado, pero que contenia EDTA 2
mM en lugar de CaCl, 100 pM. Se recogieron fracciones de 1 ml en las que se determiné el
contenido proteico por absorbancia a 280 nm. Las fracciones con mayor concentracion de
proteina y actividad enzimdtica se unieron, estando a una concentracién de 0,12 mg/ml

(0,73 mg), y se dividieron en alicuotas que se almacenaron a -80°C.

PREPARACION DE VESICULAS DE MEMBRANA DE RETICULO
SARCOPLASMICO CARDIACO DE CERDO

Las vesiculas de membrana de reticulo sarcoplasmico cardiaco (RSC) se aislaron de
corazon de cerdo adulto, siguiendo el método de Jones y Cala (1981). Brevemente, 2 g de
tejido ventricular izquierdo se homogeneizaron en NaHCO; 10 mM en un potter. El
homogeneizado se centrifugd a 45.000xg durante 30 min a 4°C y el precipitado obtenido se
resuspendio en una solucién de Histidina 30 mM (pH 7) y KCI 0,6 M. Tras una nueva
centrifugacion a 45.000xg durante 30 min a 4°C, las vesiculas de RSC se resuspendieron en

Histidina 30 mM (pH 7,2) y sacarosa 0,25 M, y se guardaron a -80°C hasta su uso.
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PREPARACION DE VESICULAS DE MEMBRANA DE CEREBELO DE
POLLO O RATON

Se han utilizado cerebelos de pollo (Gallus gallus, var. White Leghorn) y de raton
(Mus musculus, var. Swiss) de distintos estadios de desarrollo embrionario, recién nacidos o
post-natales.

Los huevos fertilizados de pollo procedian del Servicio de Animalario de la
Universidad de Extremadura y se incubaron en el laboratorio en una atmosfera
humidificada a 37°C hasta los dfas embrionarios 10 (E10), 12 (E12), 15 (E15) y 18 (E18) vy
nacimiento (P0).

Los ratones procedian del Servicio de Animalario de la Universidad de
Extremadura o del Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa” de Madrid. Se utilizaron
ratones de 18 dias de desarrollo embrionario (E18), recién nacidos (P0) y post-natales de 4
(P4), 8 (P8), 12 (P12), 15 (P15), 30 (P30) y 90 (P90) dias.

Todos los animales se manipularon, anestesiaron y decapitaron siguiendo las
normas descritas en el Real Decreto 223/1988 sobre proteccion de animales utilizados para

la experimentacién y otros fines cientificos.

Diseccion y preparacion de vesiculas

Tras la decapitacion de los animales, se aislé el encéfalo del craneo y se separd el
cerebelo, utilizando la lupa en el caso de los individuos de menores estadios.

Una vez diseccionados, los cerebelos se homogeneizaron inmediatamente en un
potter a 4°C en un tampo6n de homogeneizacion con Hepes/KOH 10 mM (pH 7,4),
sacarosa 0,32 M, MgSO, 0,5 mM, PMSF 0,1 mM y B-mercaptoetanol 2 mM y una mezcla
de inhibidores de proteasas (Roche). El homogeneizado se centrifugé a 1.500xg durante 10
min a 4°C. El sobrenadante resultante se centrifugd a 100.000xg durante 45 min. El
precipitado final se resuspendi6 en solucién A y se guardé a -80°C hasta su uso.

Las etapas realizadas se muestran en la figura 27.
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Fig. 27 Procedimiento de aislamiento de vesiculas de membrana de cerebelo de pollo o
raton.

2) DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA:

METODO DE BRADFORD

El método de Bradford (19706) se basa en la formaciéon de un complejo de color
azul entre el Azul Coomassie G y las proteinas presentes en la muestra, y que absorbe a 595
nm. Este método requiere una recta patrén con distintas concentraciones de albumina de
suero bovino (BSA, 1-10 pg) en dodecilsulfato sédico (SDS) al 0,1% (p/v) en un volumen
final de 10 pl. La muestra problema también se preparé en SDS al 0,1% en el mismo
volumen final. Se afadi6 a cada muestra 1 ml de la solucién de Bradford (azul Coomassie

G250 al 0,01%, etanol al 4,7% y H;PO, al 8,5%) y se midi6 la absorbancia a 595 nm.
METODO ESPECTROFOTOMETRICO DE ABSORBANCIA A 280 nm
Consiste en medir la absorciéon a 280 nm debida a los residuos de tirosina y

triptéfano de las proteinas en solucion. Se utilizé para determinar el pico de elucion en la

purificacion de la Ca*"-ATPasa de membrana plasmatica sinaptosomal.
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3) ANALISIS DE FRACCIONES SUBCELULARES E INMUNODETECCION
POR MICROSCOPIiA ELECTRONICA DE TRANSMISION:

PREPARACION DE REJILLAS

Se utilizaron rejillas de niquel de 200 pm de malla (Gilder). Antes del uso, se
cubrieron con una pelicula de colodiéon al 0,5%, se sombrearon en un evaporador de

carbono y se ionizaron para facilitar la adsorcién de la muestra.

TINCION NEGATIVA DE FRACCIONES SUBCELULARES

Las fracciones subcelulares (5 ng) se dispusieron para su adsorcién en rejillas recién
preparadas para su uso durante 2 min a temperatura ambiente, y después se lavaron 3 veces
durante 1 min con agua milliQQ. Posteriormente, se fijaron con glutaraldehido al 2% en
tamp6n Tris salino (IBS: Tris/HCl 25 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM) durante 2 min y se
tifieron con acetato de uranilo al 2% durante 50 seg. Se lavaron con agua destilada y ya

estaban listas para su analisis al microscopio electrénico de transmision (Carl Zeiss).

INMUNODETECCION EN SINAPTOSOMAS

Fijacion de sinaptosomas de cerebelo de cerdo

Los sinaptosomas (200 ul) se fijaron inmediatamente por adicién de 200 ul de una
solucién de paraformaldehido EM al 8%, glutaraldehido EM al 0, 5%, Hepes/KOH 20
mM (pH 7,4) y sacarosa 0,64 M, e incubacién durante 1 h a temperatura ambiente y
agitacion suave. Postetiormente, se realizaron 3 lavados con Hepes/KOH 10 mM (pH 7,4)
y sacarosa 0,32 M (soluciéon A) mediante centrifugacion a 14.000xg durante 10 min para la
eliminacién del fijador. El precipitado final con los sinaptosomas fijados se resuspendié en
pataformaldehido al 2%, Hepes/KOH 10 mM (pH 7,4) y sacarosa 0,32 M (solucioén de

conservacion) y se almacend a 4°C hasta su uso.
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Inclusiéon en bloques de gelatina

Los sinaptosomas, una vez fijados, se lavaron 3 veces con solucién A y centrifugacion a
12.000xg durante 2 min, para eliminar los restos de la solucién de conservacion. Tras el
ultimo lavado, se resuspendieron en el minimo volumen de soluciéon A, homogeneizando
con la pipeta.

Para su inclusion, los sinaptosomas se atemperaron durante 5 min a 37°C y se les
afladi6 una solucion de gelatina tipo B de piel bovina (Sigma) al 10% en PBS previamente
atemperada, homogeneizando con la pipeta. Tras centrifugar durante 1 min a 12.000xg, se
mantuvieron en hielo durante 2 h hasta endurecerse el bloque. Se afadieron 500 pl de
solucion A y se dejé a 4°C toda la noche. Tras sacar el bloque, se cort6 la parte inferior
(donde estaban los sinaptosomas embebidos en la gelatina) en fragmentos cubicos muy
pequefios. Se realizaron varios lavados de 10 min a 4°C con PBS y se almacenaron a 4°C

hasta el momento de la inclusion en resina.

Inclusion en resina LRWhite y corte

La resina LRWhite (London Resine C.L.) es una resina acrilica muy utilizada en
estudios inmunocitoquimicos por preservar muy bien la antigenicidad de las muestras. Para
la inclusion, los sinaptosomas embebidos en el cubo de gelatina se sometieron a un proceso
de deshidratacion a 4°C con concentraciones crecientes de etanol (etanol al 30%, 10 min;
50%, 10 min; 70%, 20 min; 95%, 2 x 20 min; 100%, 2 x 30 min). Después, el cubo se
infiltr6 en la resina LRWhite, mediante su paso por soluciones con distintas relaciones de
resina/etanol a 4°C (1/2, 60 min; 1/1, 60 min; 2/1, 60 min; 1/0, toda la noche; 1/0, 4 h).
Finalmente, el cubo en resina se incluyé en capsulas impermeables de gelatina, dejando
polimerizar durante 24 h a 55°C.

Las piezas de resina con los sinaptosomas se cortaron en secciones ultrafinas de 70 nm
en un ultramicrotomo (Reichert-Jung) y se recogieron sobre rejillas recién preparadas para

su uso (ver descripcion anterior).

Inmunogold

Cada rejilla con las secciones de sinaptosomas se lavé durante 1 min en TBS y se
bloquearon con TBS-BSA al 5% durante 5 min. Posteriormente, se incub6 con el
anticuerpo primario diluido en TBS-BSA al 1% durante 1 h a temperatura ambiente. Tras

realizar 3 lavados con TBS durante 7 min, se incubd con el anticuerpo secundatio
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conjugado a oro coloidal (15 nm, Biocell) diluido 1/40 en TBS-BSA al 1% durante 45 min.
Después de 3 lavados con TBS de 7 min, se lavé con agua destilada y se dej6 secar sobre
papel de filtro.

Para visualizar las muestras de la rejilla, se incub6 en primer lugar con acetato de
uranilo al 2% (7 min en oscuridad y posterior lavado con agua) y después con citrato de
plomo al 0,2% y NaOH al 0,4% (3 min en una campana desecadora con N, y lavado con
agua), para amplificar la tincién del uranilo. La rejilla se secé sobre papel de filtro, estando

asi preparada para su analisis en el microscopio electrénico de transmision (Catl Zeiss).

4) ENSAYOS FUNCIONALES:
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ATPasa: sistema enzimatico acoplado

La actividad enzimatica se midié con el sistema acoplado de enzimas piruvato quinasa-
lactato deshidrogenasa (East y Lee, 1982). Este procedimiento se basa en el acoplamiento
de la hidrolisis de ATP por la ATPasa con la oxidaciéon del NADH (en relacion
estequiométrica molar 1/1), mediante la accién conjunta de la piruvato quinasa y la lactato
deshidrogenasa. Como el NADH absorbe a 340 nm, su oxidacién puede seguirse midiendo
la disminuciéon de esta absorbancia con el tiempo. Las reacciones que tienen lugar se

muestran en la figura 28.

ATPasa Piruvato quinasa
ATP > ADP > ATP
/\ Lactato deshidrogenasa
Fosfoenolpiruvato Piruvato > Lactato

NADH NAD*

Fig. 28 Reacciones enzimaticas que se producen en el sistema acoplado de enzimas
piruvato quinasa-lactato deshidrogenasa.

Las fracciones subcelulares de cerdo (40 pg) o las vesiculas de membrana de pollo
(40 pg) o ratén (20 pg) se afiadieron a una mezcla de reaccidén que contenfa Hepes/KOH
50 mM (pH 7,4), KCI 100 mM, Na;N 5 mM, MgCl, 2 mM, CaCl, 100 uM, BAPTA 100 pM
(Ca®* libre 3,16 uM), NADH 0,22 mM, fosfoenolpiruvato 0,42 mM, 10 U de piruvato
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quinasa (Roche) y 28 U de lactato deshidrogenasa (Roche), en un volumen final de 1 ml.
Tras una incubacién de 4 min a 37°C, la reaccién se inicié con ATP 1 mM. La actividad
Ca®*-ATPasa se obtuvo al restar la actividad dependiente de Mg”" medida en presencia de
EGTA 3 mM, a la actividad inicial (Ca**+Mg*")-ATPasa. La actividad SERCA se calcul6
restando la actividad PMCA, medida en presencia de tapsigargina, a la actividad total Ca™'-
ATPasa medida en ausencia de tapsigargina.

La actividad especifica de la Ca**-ATPasa purificada se determiné incubando
previamente 5 pug de proteina con fosfatidilserina (5,3 mg de lipido/mg proteina) durante 4
min a 37°C. Después se anadi6 a la mezcla de reaccién anteriormente descrita, iniciandose
la reaccion con ATP 1 mM.

Las medidas de actividad se realizaron en un espectrofotometro UV-visible de

doble haz UNICAM UV2, equipado con un sistema de termostatizacion de cubetas.

DETERMINACION DEL TRANSPORTE DE CALCIO

El transporte de *Ca®" se midi6é mediante la técnica de filtracién (Chiesi e Inesi, 1979).
Las vesiculas de membrana de pollo (40 ug) o ratéon (20 pg) se incubaron a 37°C durante 4 min
en una mezcla de reaccién de transporte estindar que contenia Hepes/KOH 50 mM (pH 7,4),
KCI 100 mM, NaN; 5 mM, MgCl, 2 mM, CaCl, 100 uM, BAPTA 100 uM (Ca*" libre 3,16
uM), 0,12 uCi de “CaCl, (aproximadamente 20.400 cpm/nmol, American Radiolabeled
Chemicals, Inc.) y KH,PO, 20 mM, en un volumen final de 1 ml. La reaccién de transporte se
inici6 por la adicion de ATP 1 mM y se pard 30 min después mediante filtracién a través de
filtros Millipore (HAWP-045). Los filtros se lavaron 2 veces con 5 ml de Hepes/KOH 20 mM
(pH 7,4) y LaCl, ImM, se depositaron en viales y se disolvieron en 3 ml de liquido de centelleo
(Cytoscint, ICN). El transporte se midié en un contador de centelleo Beckman L.S3801. Para
determinar el *Ca®" transportado, se adsorbieron 50 pl de mezcla de reaccién sin protefna (5
nmoles de Ca™") en un filtro seco, se afiadieron 3 ml de liquido de centelleo, y se midié el valor
de cpm correspondiente a esos nmoles. Ademas, se filtraron 2 blancos de mezcla de reaccion
sin protefna para restar el Ca”" inespecifico retenido por los filtros.

El transporte de calcio debido a la proteina PMCA se midi6 en presencia de
tapsigargina. Bl Ca®" transportado por la SERCA se calculé mediante sustraccién del

transporte de Ca** obtenido en presencia de tapsigargina al valor determinado en su ausencia.
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5) ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT:

SEPARACION DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

La separaciéon de proteinas se realizé en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes con SDS siguiendo el método de Laemmli (1970), utilizando el sistema
Mini-Protean II de Bio-Rad. El procedimiento se basa en la separaciéon de proteinas en
funcién de su peso molecular en un gel separador a pH 8,8, previa concentracién de las
proteinas en un gel concentrador a pH 6,8. En la Tabla 1 se muestran los reactivos
utilizados en la preparacion de los geles. La polimerizacion de los geles se produjo tras la
adicion de TEMED vy persulfato amoénico. En primer lugar, se preparé el gel separador y
tras su polimerizacion, se preparé encima el gel concentrador, colocando en éste el peine
adecuado para formar los pocillos tras la polimerizacion.

Las muestras (30 pg para fracciones subcelulares de cerdo y VM de pollo y 20 pg
para VM de raton) se prepararon en Tris/HCI 62,5 mM (pH 6,8), azul de bromofenol al
0,002% (p/v), SDS al 2%, B-mercaptoetanol al 5% y glicerol al 10% (tampén de muestra),
en un volumen maximo de 12 ul. Después se hirvieron durante 2 minutos y se cargaron en
los pocillos.

La electroforesis se realizé en un que contenia Tris 25 mM, glicina 0,2 M y SDS al

0,1%, a 200 V durante 45 min y a temperatura ambiente.

Gel separador 6,5% 13,5%

H,0 destilada 5,19 ml 2,84 ml
Tris/HCI 1,5 M (pH 8,8) 2,50 ml 2,50 ml
Archilamida/Bisacrilamida (30%/0,8%) 2,16 ml 4,50 ml
SDS al 10% 100 pl 100 pl
Persulfato amonico al 10% 70 ul 50 ul
TEMED 10 ul 10 ul
Volumen final 10 ml 10 ml

Gel concentrador 4%
H,O destilada 3,05 ml
Tris/HCI 1,5 M (pH 8,8) 1,25 ml
Archilamida/Bisacrilamida (30%/0,8%) 0,65 ml
SDS al 10% 50 pl
Persulfato amonico al 10% 30 ul
TEMED 10 ul
Volumen final 5ml

Tabla 1 Reactivos utilizados para la preparacion de los geles separador y concentrador de
poliacrilamida para electroforesis en condiciones desnaturalizantes.
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TINCION Y SECADO DE GELES

Tincion de azul Coomassie

Tras la electroforesis, el gel se sumergié en una solucién de azul Coomassie R-250
al 0,2% (p/v), metanol al 45% vy acido acético al 10% durante un minimo de 30 min, y
posteriormente en una solucién de metanol al 20%, acido acético al 10% y glicerol al 1%
hasta decoloracion y visualizaciéon de las bandas de proteina. El proceso se realizé a

temperatura ambiente y agitacion.

Tincién con plata

Este método es mas sensible que la tincién convencional de azul Coomassie. En la
tincion con plata, el gel se fij6, en primer lugar, con una solucién de metanol al 40% y acido
acético al 10% durante 30 min y después se realiz6 una fijacion mas suave con una soluciéon
de metanol al 10% y acido acético al 7,5% en dos pasos de 15 min. Tras exhaustivos
lavados con agua destilada, el gel se incubd con ditiotreitol (5 pg/ml) durante 30 min,
después con AgNO; 2 pg/ml durante 30 min, y postetiormente se lavé dos veces con agua.
Por dltimo, el gel se sumergié en una soluciéon de revelado de Na,CO; al 3% y
formaldehido al 0,11%, y la reaccién se pard por eliminaciéon del revelador y adicién de

acido acético al 5%. Todas las etapas se realizaron a temperatura ambiente y agitacion.

Secado de geles

Los geles, tras la tincién, se conservaron mediante secado. Para ello, se incubaron
en una solucion de fijacion de glicerol al 6% y acido acético al 4%, durante toda la noche a
temperatura ambiente. Después se sumergieron en etanol al 40%, acido acético al 10% y
glicerol al 4,4% durante 15 min y se colocaron entre dos laminas de celofan previamente

sumergidas en glicerol al 10%, que se fijaron en un soporte, dejando secar varios dias.

WESTERN BLOT

El ensayo de Western blot nos permite la deteccion e identificacién de las proteinas
separadas por electroforesis mediante anticuerpos especificos. Incluye las etapas de

electrotransferencia e inmunodeteccion.
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Electrotransferencia

Tras la electroforesis, las proteinas se transfirieron del gel a una membrana de
difluoruro de polivinilideno (PVDF, Millipore), utilizando el sistema Trans-Blot SD Semi-
Dry de Bio-Rad. Para ello, una membrana de PVDF (hidrofébica) del mismo tamafio del
gel se sumergi6 previamente unos segundos en metanol, y después se incub6 junto con el
gel y dos almohadillas de fibra del tamafo del gel en Tris 48 mM, glicina 39 mM, SDS al
0,0375% y metanol al 20% (solucion de transferencia) durante 10 min. Posteriormente, se
colocaron sobre el anodo del sistema Trans-Blot SD (en orden: una de las almohadillas, la
membrana de PVDF, el gel de electroforesis y la otra almohadilla). Las posibles burbujas de
aire formadas se eliminaron con una varilla para evitar la resistencia al campo eléctrico. La
transferencia de proteinas se realizé a 15 V durante 30 min y a temperatura ambiente.

La eficiencia de la transferencia en la membrana se comprob6 mediante la tincién
de proteinas de Ponceau S (Ponceau S al 0,1% (p/v), acido acético al 5%) durante 5 min,
observando las proteinas en color rojo. Posteriormente, se eliminé la tincién con varios

lavados en TBS.

Inmunodeteccion

La membrana de PVDF con las proteinas transferidas, se incubd con leche
desnatada en polvo al 2% en TBS (TBS-leche) durante 30 min a temperatura ambiente y en
agitacion, para bloquear los sitios de unién inespecificos para los anticuerpos. Tras realizar
3 lavados de 5 min con TBS-Tween 20 al 0,05% para eliminar los restos de la solucién de
bloqueo, la membrana se incubd con el anticuerpo primario diluido en TBS-Tween 20 al
0,05% durante 2 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C, con agitacién suave.
Después, se realizaron 3 lavados de 5 min con TBS-leche y se incub6 con un anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa (anti-IgG de ratén o anti-IgG de conejo, segun el
anticuerpo primario fuera monoclonal o policlonal, respectivamente, de BioRad), a una
dilucién 1/3.000 en TBS-leche a temperatura ambiente durante 1 h. Tras 2 lavados con
TBS-leche y 1 con TBS de 5 min, la inmunodeteccion se reveld con 4-metoxi-1-naftol (12,5
mg de 4-metoxi-1-naftol en 2,5 ml de metanol frio, se afiadieron a 22,5 ml de TBS frio y
22,5 ul de H,O, al 30%), manteniéndose en agitacién hasta la apariciéon de color azul. La

reaccion de revelado se paré mediante sucesivos lavados con agua.
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6) ENSAYOS HISTOQUIMICOS:

PREPARACION DE TEJIDOS PARA ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Fijacion de los tejidos

La solucién de fijacién estaba compuesta por paraformaldehido al 4% en tampon
fosfato salino pH 7,4 (PBS: NaCl 0,14 M, KClI 2,7 mM, KH,PO, 1,5 mM y Na,HPO, 8,1
mM). Esta solucién se prepar6 anadiendo 40 gr de paraformaldehido a 800 ml de agua a
60°C. Para facilitar su disolucién, se anadieron 3-4 gotas de NaOH 1IN a la solucién en
agitacion. Una vez fria y filtrada la solucién, se anadieron 100 ml de PBS 10X, se llevo el
volumen final a 1 litro con agua destilada.

Los cerebelos de cerdo adulto utilizados en los estudios histoquimicos, tras su
separacién del resto del encéfalo, se fragmentaron en piezas de 1 cm’ y se fijaron
inmediatamente por inmersién en la solucidon de fijacién durante 24 h a 4°C. Para una
fijacién Optima, el volumen del fijador era al menos 10 veces superior al de las piezas. Tras
la fijacion, se lavaron con PBS durante 48 h a 4°C, realizando varios cambios.

Los pollos se fijaron por perfusion transcardiaca. Para ello, primero se anestesiaron
con éter y se colocaron en posicion cubito-supino sobre un corcho, sujetando debidamente
sus miembros. Tras una seccion en el abdomen, se accedi6 al corazén eliminando parte de
la caja toracica. Se realizaron dos incisiones en el corazén: en la auricula derecha y en el
ventriculo izquierdo. Con una aguja de punta roma unida a un sistema de flujo controlado,
se le inyectaron unos 40 ml de solucién de fijacion por la incision realizada en el ventriculo
izquierdo a una velocidad suave y continua. La sangre y la el fijador inyectado abandonaron
el torrente sanguineo por la incisiéon en la auricula derecha. Tras la perfusion, los animales
se decapitaron y se aislé el encéfalo, continuando con la fijaciéon por inmersion en la misma

solucion de fijacion durante 24 h a 4°C. Después, se lavaron con PBS como en cerdo.

Microtomia en criostato

Tras los lavados en PBS, cada pieza de cerebelo de cerdo o de encéfalo de pollo se
llevé a sacarosa al 10%, Na;N al 0,1% en PBS durante 2-3 dias a 4°C, con varios cambios
diarios. A continuacion, se sumergié en una solucion de sacarosa al 10%, gelatina al 10% en
PBS durante 20-30 minutos a 37°C. De esta manera se consiguié que la gelatina rodease

por completo la pieza.
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Por otra parte, en un molde de 5 cm® se afiadieron 2 ml de solucién de
sacarosa/gelatina que solidificé a 4°C. Sobre esta base se colocé la pieza y se cubti6
completamente con mds solucién de sacarosa/gelatina hasta cubritla por completo.
Mientras se solidificaba el bloque, se procedi6 a la orientacion de la pieza segun el plano de
corte deseado. Después, se dejé a 4°C durante 10 min, con el fin de que solidificase ain
mas la gelatina. A continuacion, se cortd con una cuchilla un bloque cubico que contenia
en el centro la pieza de tejido debidamente orientada. Para la manipulacion del bloque fue
preciso pegarlo a una ldimina de corcho de 2 cm® de superficie y 3 mm de espesor,
utilizando para ello unas gotas de Tissue-Tek (Sakura), que solidifica a bajas temperaturas.

La congelacion del material se realizé sumergiendo el conjunto corcho/Tissue-
Tek/bloque en alcohol isopropilico a -70°C durante 2 min. Esta temperatura se alcanzé
afiadiendo hielo seco al isopropilico. Después, se saco el conjunto, se eliminé el exceso de
alcohol con papel secante y se envolvié con papel de aluminio debidamente etiquetado con
los datos de la pieza. Se almacené a -80°C hasta el momento de ser cortada.

Los cortes se realizaron en un microtomo de congelaciéon o criostato (Leica CM
1900) con un grosor de 20 um. Se obtuvieron secciones seriadas que se recogieron en
portaobjetos superfrost, se dejaron secar durante 30 min y se almacenaron a -20°C hasta su

uso.

Microtomia en “gloop”

El gloop es una soluciéon compuesta de albumina de huevo, gelatina y sacarosa donde
se quedan embebidas las piezas de tejido formando un bloque sélido. Para su preparacion,
se afladieron gradualmente 100 ml de PBS a 56 gr de albumina de huevo, removiendo cada
10 minutos y evitando formar espuma. Se dejé reposar unas horas a 4°C. La gelatina se
disolvi6 en 50 ml de PBS, por agitacién y con ayuda de calor. Después se dejé enfriar y se
afladi6 la sacarosa agitando hasta su disolucién. Esta solucién gelatina/sacarosa se afiadié a
la albimina, removiendo suavemente. La mezcla se filtré con una gasa y se guardé a —20°C.
Antes de su uso, el gloop se licuaba en el microondas.

La formaciéon del bloque se realizé mezclando rapidamente y hasta homogeneidad
10 ml de gloop con 1 ml de glutaraldehido al 25%. La mezcla se llevé a un molde de plastico
donde polimeriz6 inmediatamente. Sobre esta base, se deposito la pieza de tejido a incluir y
sobre ella se vertié una nueva mezcla de gloop/glutaraldehido recién preparada. Una vez

solidificada, la pieza se sumergié en PBS a 4°C hasta su corte en secciones.
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Se realizaron secciones para-sagitales de 150 um de grosor en un vibrotomo
(Microcut H-1200). Tras eliminar los residuos de glogp bajo la lupa, se sumergieron en
paraformaldehido al 4% en PBS, para fijar mejor las secciones de tejido. Finalmente, se

mantuvieron en PBS a 4°C hasta su uso.

TINCION DE TEJIDOS

Tincion de cresil violeta

Esta tincién permite visualizar los nicleos y los acimulos de reticulo endoplasmico
rugoso (grumos de Nissl) en las neuronas. Para ello, los portaobjetos conteniendo las
secciones se sumergieron en una solucién colorante compuesta por cresil violeta al 0,01%
(p/v), tionina al 0,01% (p/v), acido acético al 0,05% y acetato sodico al 0,12%, atemperada
a 37°C durante 5 min. Se lavaron con agua destilada durante 2 min. Para eliminar el exceso
de colorante y aumentar el contraste, se utiliz6 etanol al 90% y 3 gotas de acido acético

glacial durante 1 min. Tras la tincién se montaron los portaobjetos con cubreobjetos.

Tincion con azul de toluidina

Las secciones se tifieron alternativamente con azul de toluidina para la localizacién
de diferentes estructuras. Para ello, los cortes se tifieron con azul de toluidina al 1% (p/v) y
tetraborato sodico al 2% durante 1 min. Después, se lavaron con agua, se dejaron secar y se

montaron los portaobjetos con cubreobjetos.

MONTAJE DE LOS PORTAOBJETOS

El montaje de los portaobjetos con las secciones se realizé con el medio de montaje
Eukitt (O. Kindler GMBH & CO), que requiere una etapa previa de deshidratacion de las
secciones. LLos portaobjetos se sumergieron sucesivamente durante 3 min en soluciones de
etanol al 70%, 80%, 90%, 2 veces en etanol absoluto y 2 veces en xilol. En un cubreobjetos
se aplico una tira de Eukitt y se deposité con cuidado sobre las secciones sin que se
formaran burbujas. Una vez secas, las secciones estaban listas para su observacion al

microscopio 6ptico (Nikon E600).
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INMUNOHISTOQUIMICA EN SECCIONES DE TEJIDO

Las reacciones inmunohistoquimicas se realizaron generalmente sobre secciones de
criostato depositadas en portaobjetos, que se dejaron secar durante al menos una hora.
Antes de comenzar el tratamiento, se bordearon las zonas ocupadas por las secciones con
un esmalte, actuando de embalse para las soluciones utilizadas. Alternativamente, también
se realizaron sobre secciones en flotaciéon de piezas incluidas en ghop en placas
multipocillos.

Las secciones se permeabilizaron con PBS-Triton X-100 al 0,05% (PBS-T) durante
15 min. Después, la peroxidasa endogena se inactivd mediante la incubacién con H,O, al
0,2% en PBS-T durante 45 min. Se realizaron dos lavados de 15 min con gelatina al 0,2%,
Triton X-100 al 0,25% en PBS (PBS-G-T) y las uniones inespecificas se bloquearon
mediante la incubacién de las secciones con lisina 0,1 M en PBS-G-T. Esta incubacion se
realizé durante 1 h en camara himeda a temperatura ambiente. A continuacion se afiadié el
anticuerpo primario diluido en PBS-G-T, realizandose la incubacion en camara himeda y a
temperatura ambiente durante toda la noche. Tras 3 lavados de 10 min con PBS-T y uno en
PBS-G-T, se afiadié6 un anticuerpo secundario conjugado con biotina (Sigma), diluido
1/300-600 en PBS-G-T, durante 2 h en la caimara himeda y a temperatura ambiente.
Después, se realizaron 3 lavados de 10 min en PBS-T y uno en PBS-G-T, y se incub6 con
ExtrAvidin-peroxidasa (Sigma) diluida 1/200 en PBS-G-T durante 2 h en cimara humeda y
a temperatura ambiente. La ExtrAvidin-peroxidasa se une a biotina y permite amplificar el
efecto de la peroxidasa. Posteriormente, se hicieron 3 lavados de 10 min con PBS-T' y se
aplicé una solucién con 3,3 ’-diaminobencidina tetrahidroclorada (DAB, 5 mg de DAB en
20 ml de PBS y 40 pl de H,O, al 35%), como sustrato para el revelado. Esta solucion se
prepar6é inmediatamente antes de su utilizacion, parandose la reaccion mediante varios

lavados con PBS-T.

INMUNOFLUORESCENCIA EN SECCIONES DE TEJIDO

Alternativamente, se hicieron ensayos de doble inmunofluorescencia para realizar
co-localizacion de proteinas, para lo cual las secciones se incubaron sucesivamente con dos

anticuerpos primarios (monoclonal y policlonal) y después con dos anticuerpos secundarios
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unidos a moléculas fluorescentes (anti-conejo Alexa 594 y anti-raton Alexa 488, de
Molecular Probes) diluidos 1/500 en PBS-G-T durante 2 h en ciamara humeda, a
temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, tras lavar 3 veces con PBS durante 5 min
y una vez con agua, se montaron los portaobjetos con las secciones aplicando a los
cubreobjetos el medio de montaje FluorSave™ Reagent (Calbiochem) y dejando secar
durante 5 h en oscuridad. Para conservar la fluorescencia, los portaobjetos se almacenaron

a 4°C en oscuridad hasta su visualizacion en el microscopio de fluorescencia (Nikon E600).

7) ENSAYOS DE RT-PCR:

EXTRACCION Y ANALISIS DE RNA

Extraccion de RNA con Trizol

Para la extraccion del RNA total de tejidos se utilizé Trizol (Invitrogen) siguiendo
el protocolo especificado por el fabricante. Todas las etapas se realizaron en una zona muy
limpia y con el material estéril o limpiado previamente con etanol al 70% y con una
solucion autoclavada de dietilpirocarbonato al 0,1% (H,O-DEPC) para eliminar RNasas.

Se parti6 de cerebelos de raton a distintos estadios de desarrollo (embrionario, post-
natal y adulto). El cerebelo se homogeneizé en un potter con 1 ml de Trizol por cada 100
mg de tejido, y se incub6 durante 5 min a temperatura ambiente para la completa
disociacién de complejos de nucleoproteina. Después, el RNA se separ6 por adicion de 0,2
ml de cloroformo por cada ml de homogeneizado, mezclando vigorosamente durante 15
seg. Tras incubar a temperatura ambiente durante 2-3 min, se centrifugé a 12.000xg durante
15 min a 4°C, obteniéndose 3 fases: una fase fenolica (de color rosa del Trizol, en el fondo
del tubo), otra fase conteniendo proteinas y DNA (blanca, en la mitad del tubo), y una
tercera fase acuosa en la que se obtuvo el RNA (incolora, en la parte superior). Para
precipitar el RNA, esta fase acuosa se transfirié a un nuevo vial y se afladieron 0,5 ml de
alcohol isopropilico por cada ml de homogeneizado inicial, mezclando por inversion del
tubo e incubando a temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente, se centrifugd a
12.000xg durante 10 min a 4°C. El RNA presente en el precipitado se lavé con 1 ml de
etanol al 75% en H,0O-DEPC por cada ml de homogeneizado inicial y se mezcl6 en vortex.

Se centrifugé a 7.500xg durante 5 min a 4°C y el sobrenadante se eliminé con mucho
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cuidado, dejando secar el precipitado de RNA al aire. EI RNA se disolvié en 50 ul de H,O-
DEPC por cada ml de homogeneizado inicial, se incub6 durante 10 min a 55°C y se

almaceno6 rapidamente a -80°C.

Cuantificacion de RNA
El RNA extraido se cuantificé espectrofotométricamente por absorbancia a 260
nm, teniendo en cuenta que 1 unidad A,y es 40 ug/ml para RNA. La calidad del RNA se

estim6 mediante la relacion A,/ A,g, que en todos los casos fue préximo a 2 (alta pureza).

Electroforesis de RNNA en gel de agarosa

La calidad e integridad del RNA extraido se analizé también en un gel de agarosa al
2% preparado en tampon de electroforesis (MOPS 0,2 M (pH 7), acetato soédico 20 mM y
EDTA 10 mM (pH 8) y formaldehido 2,2 M en H,O-DEPC). Para ello, la agarosa se
disolvi6 en este tampon calentando hasta su disolucion, se le afiadié bromuro de etidio al
0,001% y se dejo solidificar a temperatura ambiente en la cubeta de electroforesis con un
peine para formar los pocillos. Las muestras de RNA (20 pg) se prepararon en el mismo
tampon de electroforesis pero con formamida al 50%, y se incubaron a 65°C durante 15
min. Tras enfriar las muestras en hielo durante 10 min, se les afiadié un tampén de carga
con glicerol al 50%, EDTA 10 mM (pH 8), azul de bromofenol al 0,25% (p/v) y cianol
xileno al 0,25% (p/v) en H,O-DEPC. Antes de cargar, el gel se sumergié en tampo6n de
electroforesis y se pre-corrié durante 5 min a 5 V. Después, se cargaron las muestras y se
corrieron a 80 V a temperatura ambiente. Al finalizar la electroforesis, el RNA se visualizo
mediante su exposicion a luz ultravioleta (que excita al bromuro de etidio intercalado en el

RNA durante la migracién) en un sistema Gel Doc acoplado a Molecular Imager (Bio Rad).

TRANSCRIPCION REVERSA

A partir del RNA total extraido con Trizol, se sintetizd el cDNA utilizando el kit
“AMV Reverse Transcriptase” (Roche) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.
Para ello, se preparé una mezcla de reaccion con tampon de reaccion (suministrado en el
kit), MgCl, 5 mM, dNTPs mix 1 mM, 1,6 ugr de oligodT, 50 U de Inhibidor de RNasas y
20 U de la enzima AMV-RT. Tras afadir a esta mezcla 5 pg de RNA, se incubd a 25°C
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durante 10 min (en este tiempo el oligodT se une a la cadena poliA de los RNA
mensajeros). Después, se incubd a 42°C durante 60 min (produciéndose la transcripcion
reversa). Se incub6 a 99°C durante 5 min (para desnaturalizar la enzima), se enfrié a 4°C

durante 5 min y se guard6 a -20°C hasta su uso.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Para el analisis de la expresion de isoformas PMCA se disefiaron oligonucleétidos o
cebadores que amplificaban secuencias no traducidas tras el codén de terminacion “atg”
cercanas al extremo 3" y que son las que permiten diferenciar mejor unas isoformas de
otras (Zacharias et al., 1997; Garcia et al., 1997). Las secuencias de las PMCAs utilizadas
tienen los siguientes numeros de acceso del SwissProt: PMCA1, J03753; PMCAZ2,
NM_001683. Los cebadores fueron suministrados por Isogen, se resuspendieron en
tampén Tris/HCl 10 mM, EDTA 1 mM (pH 8) hasta una concentracion final de 100 uM y
se almacenaron a -20°C. También se utilizaron cebadores para la amplificaciéon de B-actina

como control. Las secuencias se muestran en la Tabla 2.

ISOFORMA CEBADORES N° pb amplificadas

5 -CACAACTTTATGACACACC3
PMCAL 5 -TGTGTCTTCTGTTGAAGTCC-3 359 pb

5 -AGGCACCCAACTCACCC-3'
PMCA2 5'-CAGTCTCGGAAAAG-3 575 pb

5 -TCTACAATGAGCTGCGTGTG-3

5 - TACATGGCTGGGGTGTTGAA-3 100 pb

B-actina

Tabla 2 Secuencias de los cebadores utilizados en los ensayos de PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizé en un medio que contenia
el tampon de la Tag DNApolimerasa (Ttis/HCl 10 mM (pH 9), KCI 50 mM y Tritén X100
al 0,1%), la mezcla de dexosirribonucleétidos (ANTPs mix) 5 mM, MgCl, 7,5 mM, Oligo
sentido 1 uM, Oligo antisentido 1 uM, , 5 ul cDNA y 2 U Taq DNApolimerasa (Promega),
en un volumen final de 25 pl.

La reaccion transcurrié en las siguientes etapas: 1) desnaturalizacion a 94°C durante
1 min, 2) hibridacién de los cebadores al DNA molde a 55°C durante 1 min, 3)
polimerizacioén a 72°C durante 1 min, 4) 30 ciclos desde la etapa 1, 5) final de elongacion a

72°C durante 10 min, y 6) mantenimiento de los productos de PCR a 4°C.
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ELECTROFORESIS DE DNA EN GEL DE AGAROSA

Los productos de PCR se analizaron mediante su separaciéon por electroforesis en
un gel de agarosa al 2% en Tris/acetato 40 mM, EDTA 1 mM (TAE) con bromuro de
etidio al 0,004% (v/v). Las muestras se prepararon en un tampén de carga que contenia
azul de bromofenol al 0,05% (p/v), azul de xileno al 0,05% (p/v) y glicerol al 6% (v/v) y
se cargaron en los pocillos del gel. La electroforesis se realizé en tampon TAE a 60 mA y a
temperatura ambiente. La visualizacién de los productos de PCR se realiz6 mediante

exposicion a luz ultravioleta en un Gel Doc acoplado a Molecular Imager (Bio Rad).

8) ENSAYOS EN CULTIVOS NEURONALES PRIMARIOS:

PREPARACION DE CULTIVOS NEURONALES PRIMARIOS DE CEREBELO
DE RATON

Preparacion de discos para el cultivo

Los cultivos primarios se realizaron sobre discos de cristal de 12 mm de diametro
(Deckglaser) dispuestos en una placa de 60 mm de diametro (p60) para realizar ensayos de
inmunolocalizacion.

Los discos se esterilizaron previamente por inmersion en HNO; puro durante 24 h.
Tras 3 lavados de 30 min en H,O milliQQ estéril, se dejaron secar toda la noche en una
estufa a 120°C y se colocaron en la cabina de flujo laminar bajo luz ultravioleta durante 1 h.
Posteriormente, se colocaron 10 de estos discos en una placa p60.

El sustrato utilizado para la adhesién de las células fue poli-lisina y laminina y se
aplic6 bajo la cabina de flujo laminar. En primer lugar, se anadieron a cada placa p60 500 pl
de Poly-L-lysine Hydrobromyde (Sigma) en tampén borato (pH 8,9) a una concentracion
de 100 pg/ml, incubando dutrante 6 h. Tras 3 lavados de 30 min con H,O milliQ estéril, se
dejaron secar unos minutos. Después, se anadieron 500 ul de una solucién de laminina
preparada en medio Neurobasal (NB, Gibco) a una concentracion de 10 ug/ml, incubando
durante toda la noche. Se realizaron 3 lavados de 5 min con medio NB y se afiadieron 3 ml
de NB con suero de caballo al 10%. Las placas p60 con los discos preparados para el

cultivo se guardaron en el incubador a 37°C, 5% CO, hasta la siembra de células.
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Diseccion, tripsinizacion y siembra

El cultivo primario se realiz6 a partir de cerebelos de fetos de ratén de la variedad
Swiss de 18 dias de gestacion (E18). Para ello, se anestesié con CO, una hembra de ratéon
prefiada de ese estadio (Servicio de Animalario del Centro de Biologia Molecular “Severo
Ochoa”, Madrid) y se colocé en posicion cubito-supino bajo la cabina de flujo laminar.
Tras rociar con etanol al 70%, se realizé un corte en la parte inferior del abdomen y se
extrajo el saco embrionario. Los embriones (8-12) se llevaron a una placa p60 con medio
Hanks sin Ca*" y sin Mg®" (HBSS, Gibco), se decapitaron y se les extrajo el encéfalo. El
cerebelo de cada feto se aislo bajo la lupa, quitando muy bien las meninges, y se cortaron
en fragmentos que se llevaron con una pipeta pasteur siliconizada a un tubo estéril en hielo.

Para disgregar el tejido, se incub6 con 3 ml de tripsina al 0,25% (sin EDTA) durante
20 min a 37°C. Tras 3 lavados con 3 ml de HBSS de 5 min a temperatura ambiente, el
tejido se disgregd totalmente con la ayuda de una pipeta. Para determinar la viabilidad
celular y el nimero de células obtenidas tras la disgregacion, se tomo una alicuota de la
suspension celular (10 pl) v se mezclé con el mismo volumen del marcador de células
muertas azul tripan. La mezcla se colocé en una camara de contaje de Neubauer y en un
microscopio invertido se contaron las células vivas (no tefiidas de azul) presentes en ese
volumen, calculando la densidad celular de la suspension inicial (10°- 5x10° células).

El cultivo se realizé sembrando 250.000 células en una placa p60 con discos
preparados para el cultivo, incubando 3 h en un incubador a 37°C y 5% CO,. Tras este
tiempo, los discos con las células adheridas se colocaron boca abajo en placas p60 con 3 ml
de medio NB-B27 (B27 al 2%, piruvato al 1%, antibidticos al 0,1%, glutamina al 1% en
NB, v/v), manteniéndolos en el incubador a 37°C y 5% CO, durante 48 h.

INMUNOCITOQUIMICA DE CELULAS EN CULTIVO

Fijacion de las células

Las células adheridas en los discos y dispuestos en las placas p60, se lavaron con
PBS estéril tras su cultivo. La fijacion se efectud afiadiendo en la placa una solucion de 3 ml
de paraformaldehido al 4% y sacarosa al 4% en PBS, pasada previamente por un filtro de
0,45 um, e incubando a 37°C durante 20 min. Tras ese tiempo, se realizaron 3 lavados de 5

min con PBS para eliminar los restos del fijador, y se almacenaron con 3 ml de PBS a 4°C.
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Inmunofluorescencia

Las neuronas de cultivos primarios de cerebelo de raton, sembradas a baja densidad
en discos de cristal, fijadas y guardadas a 4°C en PBS, se utilizaron en ensayos de doble
inmunolocalizacién con anticuerpos fluorescentes. Para ello, cada disco se coloco en una
camara humeda y las células se permeabilizaron con 50 ul de PBS-Tritén X100 al 0,2%
durante 5 min. Se realizaron 3 lavados en PBS de 5 min y se bloque6 con 50 ul de PBS-
BSA al 5% durante 1 h a temperatura ambiente en camara himeda. Posteriormente, se
incub6 con dos anticuerpos primarios (monoclonal y policlonal) diluidos en PBS-BSA al
1% (25 pl) durante 1 h a temperatura ambiente. Tras 3 lavados en PBS de 5 min, se incubd
con los anticuerpos secundarios unidos a moléculas fluorescentes (anti-conejo Alexa 594 y
anti-ratén Alexa 488), diluidos 1/500 en PBS-BSA al 1% (25 pl), durante 1 h a temperatura
ambiente y en oscuridad. Se realizaron 3 lavados en PBS de 5 min en oscuridad, y uno con
agua y se dejo escurrir apoyando sobre papel de filtro. Los discos se depositaron boca abajo
sobre una gota de medio de montaje FluorSave™ Reagent (Calbiochem) en un
portaobjetos y dejando secar 5 horas en oscuridad. Se almacenaron a 4°C en oscuridad

hasta su visualizacioén en el microscopio de fluorescencia (Nikon E600).

9) PREPARACION DE MEMBRANAS RESISTENTES A DETERGENTES
POR FLOTACION

El aislamiento de “rafts” se realizé segun el método de Naslavsky e a/. (1997), pero
sustituyendo el Triton X-100 por Brij 96V (Fluka). Basicamente, 0,75 ml de MPS (7-10,5
mg de proteina) en Tris/HCl 25 mM (pH 7,4) y NaCl 150 mM se incubaron con Btij 96V
al 0,5% (p/v) durante 1 h a 4°C en agitaciéon. Después, se mezclaron con 0,75 ml de
Nycodenz (Sigma) al 35% (p/v) y se dispusieron en el fondo de un tubo de centrifuga de 5
ml. A continuacién se formé un gradiente con 214 ul de soluciones de Nycodenz al 25%,
22,5%, 20%, 18%, 15%, 12% y 8% (v/v) preparadas en Tris/HCI 25 mM (pH 7,4), NaCl
150 mM y Brij 96V al 0,5%. Se centrifugé a 260.000xg (rotor MLS-50, OptimaMax,
Beckman) durante 4 h a 4°C. El gradiente se eluyé de arriba abajo, recogiéndose 13

fracciones de 230 pl.
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10) DETERMINACION DE COMPONENTES DE “RAFTS”:

DETERMINACION DE GM1

La deteccion del gangliosido GM1 se realizé mediante la técnica de Dot Blot con la
subunidad B de la Téxina del célera (CTX-B), que se une exclusivamente y con alta
afinidad a este ganglésido. Para ello, se depositaron 0,5 ul de cada fraccion de muestra en
una membrana de nitrocelulosa (PROTRAN®) hasta su total adsorcion. Una vez seca, la
membrana se lavé con Tris/HCl 25 mM (pH 7,4) y NaCl 500 mM (TBSd) durante 5 min a
temperatura ambiente y agitacién, y después se afiadidé cloruro de guanidinio 6 M
directamente sobre cada muestra, incubandose durante 5 min a temperatura ambiente. Tras
varios lavados de 5 min con TBSd-Tween20 al 0,05% (TBSTd), se bloque6 con TBSTd
conteniendo leche desnatada en polvo al 3% durante 2 h a temperatura ambiente y
agitacion. Posteriormente, la membrana se lavé 3 veces con TBSTd y se incub6 durante 2 h
a temperatura ambiente con CTX-B conjugada con peroxidasa (Calbiochem, 1/20.000 en
TBSTd). El revelado se realizé en oscuridad incubando con un sustrato quimioluminiscente
(BioRad) durante 5 min y, posteriormente, exponiendo la membrana a una pelicula
fotografica (Kodak) durante 1 s. Esta pelicula se sumergi6 después en revelador fotografico
(Sigma) durante 1 min, se lavé rapidamente con agua y se sumergié en fijador fotografico

(Sigma) durante 5 min. Después, se lavé abundantemente con agua y se dejo secar.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE COLESTEROL

El contenido de colesterol de las fracciones de membrana se determind
colorimétricamente usando la reacciéon del cloruro férrico con una solucion de acido
sulfurico y acido acético, segun el método de Zlatkis e# 2/ (1953). Basicamente, una alicuota
(10 ul) de cada fraccion se mezclé con 80 ul de una solucién de cloroformo/metanol (2/1,
v/v). La fase conteniendo los lipidos se transfirié a un tubo de vidtio y se secé con
nitrogeno. El colesterol se extrajo por la adicion de 0,75 ml de acido acético y 0,5 ml de
reactivo de cloruro férrico (1 ml de FeCl, al 2,5% (p/v) en H,PO, al 85% con 11,5 ml de
H,SO, concentrado). Tras incubar durante 30 min, la absorbancia se midi6 a 550 nm. En

paralelo, se realizé una recta patrén con distintas concentraciones de colesterol (0-6 pg).
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11) ANTICUERPOS:

PREPARACION DE UN ANTICUERPO POLICLONAL

Se ha preparado el anticuerpo policlonal “a-¢/” producido en conejo (Oryctolagus
cunicnlus, raza New Zeland) utilizando como antigeno la PMCA sinaptosomal purificada de

cerebelo de cerdo. Para ello, se han seguido los siguientes pasos:

Inmunizacién

Se preparé una emulsion con el antigeno (50 pg de PMCA y PBS hasta 500 ul) y
Adyuvante Completo de Freund (500 pl), mezclando lentamente hasta total homogeneidad.
Esta emulsion se inyecté en dos dosis via intramuscular a ambos costados del animal. Tres
semanas después, se realiz6 una segunda inmunizacion preparando una emulsion similar
pero con Adyuvante Incompleto de Freund. Una semana después, se extrajo una alicuota
de sangre de la oreja del animal para comprobar la produccién de anticuerpos mediante
ELISA y Western Blot. Se realizaron 6 inmunizaciones mas cada dos semanas, con sus
respectivos controles de la producciéon de anticuerpo, hasta obtener el mayor nivel de

anticuerpo en sangte.

Obtencion del anticuerpo

Se extrajo la mayor cantidad posible de la sangre del animal y se dejé coagular
durante 7 horas a temperatura ambiente. Después, se centrifugoé a 8.000xg durante 10 min a
4°C, obteniéndose el sobrenadante libre de células (suero), que se almacend a -80°C hasta

su uso, denominandose “anticuerpo a-cb”.

ANTICUERPOS PRIMARIOS UTILIZADOS

Los anticuerpos primarios usados en los ensayos de inmunodeteccion se describen

en las Tablas 3, 4, 5y 6.
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ANTICUERPO CLASE PROCEDENCIA ANTIGENO ESPECIFICIDAD
Reticulo
- . P SERCA2ay
[ID8 Monoclonal  Affinity Bioreagents sarpoplamlqo SERCA2b
cardiaco canino
(L[; . Agf‘ X"GM‘E‘;Z Reticulo SERCALy
Y/1F4 Monoclonal e ' sarcoplasmico SERCAZ2b en
Southampton, d .
. . e conejo cerebro
Reino Unido)
Dr. F. Wuytack
anti-SERCA2a Policlonal (KUL, Leuven, Péptido SERCA2a
Bélgica)
Dr. F. Wuytack
anti-SERCA2b Policlonal (KUL, Leuven, Péptido SERCA2b
Bélgica)
Péptido
anti-SERCAS3 Policlonal  Affinity Bioreagents V(29)TDARERY SERCA3
GPN(39)
Tabla 3 Relacion de anticuerpos primarios anti-SERCA.
ANTICUERPO CLASE PROCEDENCIA ANTIGENO ESPECIFICIDAD
- PMCA purificada
5F10 Monoclonal . Affinity de eritrocito . Todas las
Bioreagents h isoformas PMCA
umano
PMCA L
pbPMCA Policlonal Lab. Dra. Ana M. sinaptosomal de Varias isoformas
Mata PMCA
cerebro de cerdo
: Lab. Dra. Ana M. . PMCA Varias isoformas
a-cb Policlonal sinaptosomal de
Mata PMCA
cerebelo de cerdo
- Péptido
anti-PMCAL | Policlonal Bio’?g?'teyms A(5)NNSVAYSGV Y
9 KNSIKEAN(22)
- Péptido
anti-PMCA2 | Policlonal Bio’?gg“teyms T(5)NSDFYSKNQ FAzey
9 RNESS(19)
- Péptido
anti-PMCA3 Policlonal Bio’?gg“tgms A(5)NSSIEFHPK P;\”Mcéjs?by
9 PQQOQREV(22)
- PMCA purificada
anti-PMCA4 Monoclonal . Affinity de eritrocito PMCAday
Bioreagents h PMCA4b
umano
. Dr. E.E. Strehler Péptido
a”t'('gF';"fa)A"’a policlonal (Mayo Clinic, ~ SYSEAVASVRTS PMCA4a
Rochester, USA) PSTSSAVT
. Dr. E.E. Strehler PMCA purificada
anu—(ljg/lg)A4b Monoclonal (Mayo Clinic, de eritrocito PMCA4b
Rochester, USA) humano

Tabla 4 Relacion de anticuerpos primarios anti-PMCA.
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ANTICUERPO CLASE PROCEDENCIA ANTIGENO ESPECIFICIDAD
Dr. F. Wuytack
anti-SPCA1 Policlonal (KUL, Leuven, Péptido SPCA1l
Bélgica)

Tabla 5 Anticuerpo primario anti-SPCA.

ANTICUERPO CLASE PROCEDENCIA ANTIGENO ESPECIFICIDAD
anti-calbindin . Calbindina-D de -
D28K Monoclonal Sigma HRGN bovino Calbindina
Péptido
anti-calbindin . . (aa 185-199 -
D28K Policlonal Sigma calbindina de Calbindina
rata)
_anti- Monoclonal ~ CRP Inc (USA) Sinaptosoma de Sinaptofisina
sinaptofisina retina de rata
. . . Tubulina de .
anti-B tubulina | Monoclonal Sigma cerebro de rata B-Tubulina
. Dr. J. Avila L .
334 Policlonal (CBMSO, Madrid) Péptido B-Tubulina
6H4 Monoclonal Prionics Proteina prion Prion®
celular
Adaptina AP-1 de
anti-y-adaptina | Monoclonal Sigma golgi de cerebro y-Adaptina
bovino

Tabla 6 Relacién de otros anticuerpos primarios usados en los ensayos de inmunodeteccion.

ANTICUERPOS SECUNDARIOS UTILIZADOS

Los anticuerpos secundarios empleados se muestran en la Tabla 7.

ANTICUERPO ORIGEN PROCEDENCIA APLICACION
anti-raton cpnjugado a Conejo Sigma Western Blot
peroxidasa
anti-conejo conjugado Cabra Sigma Western Blot
a peroxidasa
antl—ratot;]_ cqnjugado a Conejo Sigma Inmunohistoquimica
iotina
anti-conejo cpn;ugado Cabra Sigma Inmunohistoquimica
a biotina
S Inmunofluorescencia
anti-raton Alexa488 Cabra Molecular Probes (515-535 nm, verde)
. . Inmunofluorescencia
anti-conejo Alexa594 Cabra Molecular Probes (600-620 nm, rojo)
anti-raton conjugado Cabra Biocell Inmunogold
con oro coloidal 10 nm
anti-conejo gonjugado Cabra Biocell Inmunogold
con oro coloidal 10 nm

Tabla 7 Relacion de anticuerpos secundarios usados en los ensayos de inmunodeteccion.
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12) SOPORTES INFORMATICOS:

Bad 4

Este programa se utiliz6 para calcular las concentraciones de BAPTA (quelante de
Ca®") necesarias para obtener una determinada concentracién de Ca®* libre en los medios
de reaccién para los experimentos funcionales.
SigmaPlot 8.02

Utilizado en la construccion de graficas y en los calculos estadisticos.
Adobe Photoshop 7.0

Se utilizé en la preparacion de figuras con fotografias.
TINA 2.0

Se empled para la cuantificaciéon de bandas en los ensayos de inmunodeteccion.
EndNote 6.0

Utilizado para la organizacion de la bibliograffa.
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Capitulo 1

LOCALIZACION DE LAS Ca*-ATPasas DE
RETICULO ENDOPLASMICO Y DE MEMBRANA
PLASMATICA EN CEREBELO DE CERDO

Resumen

La presencia funcional y la localizacion de las Ca’*-ATPasas de  reticulo
sarco(endo)plasmico (SERCA) y de membrana plasmitica (PMCA) se ha analizado en fracciones
subcelulares y secciones de cerebelo de cerdo adulto. Ensayos de Western blot con anticuerpos especificos
revelan un mayor contenido de la proteina SERCA en microsomas y de la proteina PMCA en vesiculas de
membrana plasmatica. Esta distribucion se corrobord mediante medidas de actividad Ca’*-ATPasa en
presencia de inbibidores especificos de SERCA (tapsigargina) o con mas afinidad por PMCA (vanadato).
La distribucion de ambas proteinas se analizo también en secciones de cerebelo. El anticuerpo anti-
SERCA IIDS marci el citoplasma de las células de Purkinje y granulares, y los glomérulos cerebelosos.
Otro anticuerpo anti-SERCA, Y/ 154, did inmunorreaccion en células de Purkinje, internenronas de la
capa molecular y en los glomérulos. El anticuerpo anti-PMCA 5F10 marco las células de Purkinge,
incluyendo sus espinas dendriticas, asi como los glomérulos cerebelosos, mientras que el anticuerpo
POPMCA marco numerosos procesos en las tres capas de la corteza cerebelosa, algunos de ellos asociados a
interacciones sindpticas. El diferente contenido y localizacion de ambos tipos de bombas de Ca’* en

especificas dreas del cerebelo de cerdo indican requerimientos precisos de Ca’* en especificas regiones celulares.
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INTRODUCCION

Las células eucariotas utilizan el Ca®* como catién de sefializacién para controlar
numerosos eventos celulares, manteniendo gradientes de Ca™" a través de las membranas
intracelulares y de la membrana plasmatica. En la regulaciéon de las concentraciones
intracelulares de este i6n intervienen dos sistemas importantes de transporte, la Ca*'-
ATPasa de reticulo sarco(endo)plasmico (SERCA) y la Ca’*-ATPasa de membrana
plasmatica (PMCA), que transportan el Ca*" al interior del reticulo y al medio extracelular,
respectivamente. Estas ATPasas estan codificadas por diversos genes, dando lugar a 3
isoformas SERCA, denominadas SERCA1, 2 y 3 (MacLennan ez al, 1985; Brandl e al,
1986; Gunteski-Hamblin e¢# al., 1988; Lytton y MacLennan, 1988; Burk e7 a4/, 1989) y a 4
isoformas PMCA denominadas PMCAL, 2, 3 y 4 (Shull y Greeb, 1988; Verma ez al., 1988;
Greeb y Shull, 1989; Strehler ez a/., 1990), que se expresan en diferentes tejidos. Entre ellos
se incluye el tejido neuronal, donde el Ca® participa en procesos como la excitabilidad
neuronal, la plasticidad sinaptica, la muerte celular y desérdenes neurodegenerativos, entre
otros (Mattson e# al., 2000).

Dentro del sistema nervioso, el cerebelo se conoce en gran detalle con respecto a
las caracteristicas morfoldgicas de las distintas poblaciones de neuronas y de sus circuitos
de integracion (Sotelo, 2004). Asi, la corteza cerebelosa constituye un buen modelo en el
que investigar el papel de las proteinas SERCA y PMCA en la regulacién de Ca®* en estos
eventos. Hasta ahora se han realizado algunos estudios en distintas especies enfocados a la
localizacion en el cerebelo de SERCA (Kaprielan ez al., 1989; Michelangeli ez al., 1991;
Plesser et al., 1991; Baba-Aissa ez al, 1996a,b) o de PMCA (de Talamoni ef al., 1993;
Zacharias et al., 1995; Stauffer ez al, 1997; Hillman et al., 19906), particularmente en las
neuronas de Purkinje. Sin embargo, no se ha analizado en profundidad la presencia de
Ca®*-ATPasas en otras poblaciones celulares del cerebelo y que intervienen también en la
integraciéon neuronal. Ademds, no existen estudios simultaneos de la localizacién de ambos
transportadores. En este capitulo, se ha determinado el contenido de SERCA y PMCA en
fracciones subcelulares de cerebelo de cerdo mediante ensayos de actividad en presencia de
inhibidores de Ca®*-ATPasas y ensayos de Western blot. También se ha analizado su
localizacion en secciones cerebelosas. La distribucion particular revelada para estas bombas
de calcio, con diferentes propiedades reguladoras, es importante en la asociaciéon de la

actividad de cada bomba con los requerimientos de Ca** en un area especifica del cerebelo.
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RESULTADOS

Aislamiento de fracciones subcelulares de cerebelo de cerdo y visualizacién por

microscopia electrénica de transmision

La preparacion de fracciones subcelulares (microsomas, sinaptosomas y vesiculas de
membrana plasmatica sinaptosomal 6 MPS) de cerebelo de cerdo adulto se realizé como se
indica en la secciéon de “Métodos generales”. La integridad de estas fracciones tras su
preparacion se analizé mediante tincién negativa y observacion por microscopia electronica
de transmision (Fig. 29). Todas las fracciones de membrana tenfan aspecto de vesiculas

cerradas e integras y unas dimensiones de 0,3-1,2 um.

Fig. 29 Micrografias de las fracciones subcelulares aisladas de cerebelo de cerdo. Cinco ug
de microsomas, sinaptosomas y vesiculas de membrana plasmatica sinaptosomal (MPS) se adsorbieron
en rejillas de cobre, se fijaron con glutaraldehido al 2% y se tifieron con acetato de uranilo al 2% para
su visualizacién por microscopia electronica de transmision. A la derecha se muestran mayores
aumentos de lo remarcado. Barras de escala: 0,25 um.
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Actividad Ca’**-ATPasa en fracciones subcelulares de cerebelo de cerdo

La contribucién relativa de las proteinas SERCA y PMCA a la actividad Ca*'-
ATPasa total en fracciones subcelulares puede evaluarse facilmente mediante el uso de
inhibidores selectivos de las bombas de calcio. El inhibidor mas especifico y potente de la
actividad SERCA es la tapsigargina (Sagara e7 al., 1992). La figura 30A muestra el efecto de
este inhibidor en la actividad Ca®*-ATPasa de fracciones subcelulares y de la fraccién de
PMCA sinaptosomal purificada (ver purificacion en la seccion de “Métodos generales”). En
los microsomas, la actividad enzimatica disminuyé hasta un 49% respecto a la actividad
control, con un valor de K;; de 40 nM. Los sinaptosomas y las MPS fueron menos
sensibles a la inhibicién, alcanzando una inhibicién maxima del 30% y 13%,
respectivamente (valores de K5 de 42,5 nM y 45 nM, respectivamente). La actividad de la

PMCA purificada no se inhibi6 a ninguna concentracion de tapsigargina.
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Fig. 30 Efecto de tapsigargina y vanadato en la actividad Ca?"-ATPasa de fracciones
subcelulates y PMCA purificada. Cuarenta pg de microsomas (A), sinaptosomas (ll), MPS (@) y 5
ug de PMCA sinaptosomal putificada y reconstituida en presencia de fosfatidilsetina (O) se incubaron
a 37°C durante 4 min. Tras iniciar la reaccion con ATP 1 mM, se afiadieron diferentes concentraciones
de tapsigargina (A) o vanadato (B). Los valores obtenidos, en porcentaje, representan la media £ D.E.
(barras) de 4 experimentos diferentes, realizados por triplicado. El 100% de actividad corresponde a
0,123£0,02, 0,127£0,01, 0,08£0,02 y 0,5£0,05 pg Pi . min' . mg! de proteina en microsomas,
sinaptosomas, MPS y PMCA purificada, respectivamente.
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El vanadato es el inhibidor mas efectivo de la actividad PMCA que se conoce,
aunque no es completamente especifico (Caroni y Carafoli, 1981). Sin embargo, la actividad
PMCA se inhibe a concentraciones de vanadato inferiores a 10 pM, mientras que la
actividad SERCA no se altera bajo esas condiciones. Por ello, el vanadato es
particularmente util para distinguir entre las proteinas SERCA y PMCA en preparaciones
que contienen ambas enzimas. Asi, la actividad Ca’*-ATPasa de los microsomas se inhibi6
con una menor afinidad por vanadato que en los sinaptosomas, las MPS o la PMCA
purificada (Fig. 30B), obteniéndose valores de K5 de inhibicién de 0,3 uM, 0,2 uM, 0,15
uM y 0,1 uM, respectivamente. El valor maximo de inhibicién de la actividad Ca**-ATPasa

(82%) se obtuvo para la fraccion de PMCA purificada, en presencia de vanadato 2 uM.

Deteccién inmunolégica de SERCA y PMCA en fracciones aisladas

El contenido y distribucion de SERCA y PMCA en las fracciones aisladas de
cerebelo de cerdo se determiné mediante la separacién de las proteinas por electroforesis y
su inmunodeteccién con anticuerpos especificos. La figura 31 muestra una electroforesis en
un gel Laemmli al 6,5% y posterior tincion con plata de las proteinas contenidas en las tres
fracciones subcelulares y la fracciéon de PMCA sinaptosomal purificada.
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Fig. 31 Electroforesis en gel al 6,5% de poliacrilamida en SDS de fracciones subcelulares y
PMCA purificada de cerebelo de cerdo. Treinta pg de microsomas (1), sinaptosomas (2) y MPS (3)
y 5 ng de PMCA sinaptosomal purificada (4) se sometieron a separacion en electroforesis y tincion
con plata. Se indica el patrén de pesos moleculares (PM) y la banda de proteina de PMCA.
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La presencia de SERCA en las fracciones subcelulares (Fig. 32A) se analiz6 con el
anticuerpo monoclonal anti-SERCA2 IID8, que no discrimina entre las variantes SERCA2a
y 2b. Este anticuerpo reconoci6 a la SERCA de las fracciones de membranas usadas como
control para deteccion de SERCA2a y SERCA2b, asi como a la existente en todas las
fracciones cerebelosas, con una intensidad mayor en microsomas que en sinaptosomas o

MPS.
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Fig. 32 Inmunorreaccién de fracciones subcelulares con los anticuerpos IID8 (A), Y/1F4
(B) y anti-SERCA2a (C). Calle 1, 5 pg de reticulo sarcopldsmico cardiaco de cerdo; calle 2, 10 pg de
microsomas de células COS-1 sobreexpresando SERCA2b; calles 3-5, 30 pg de microsomas,
sinaptosomas y MPS, respectivamente. Las protefnas separadas en geles al 6,5% se transfirieron a
PVDF, se incubaron con los anticuerpos 11D8 (dilucién 1/3.000), Y/1F4 (dil. 1/25) y anti-SERCA2a
(dil. 1/200), y se revelaron con 4-metoxi-1-naftol. Se muestra un analisis cuantitativo de las bandas de
proteina SERCA para las fracciones de cerebelo.

Una membrana de PVDF similar se incub6 con otro anticuerpo monoclonal, el

Y/1F4 (Fig. 32B), que reconoce la SERCA2b en cerebro (Salvador ef al, 2001). Este
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anticuerpo reconocié a la SERCA en las membranas controles y en los microsomas de
cerebelo, pero marcé muy débilmente a las otras fracciones. Por otra parte, Y/1F4 dio una
fuerte reaccién con una proteina de peso molecular ligeramente superior a la SERCA,
siendo esta uni6bn menor en microsomas que en las otras fracciones. Una tercera membrana
de PVDF se incub6 con un anticuerpo especifico de SERCA2a (Fig. 32C), observandose
marcaje solamente en las membranas de reticulo sarcoplasmico cardiaco. Se realizé un
analisis cuantitativo de la inmunorreacciéon con los anticuerpos anti-SERCA en las

fracciones cerebelosas.
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Fig. 33 Inmunorreaccion de fracciones subcelulares y PMCA sinaptosomal purificada con
los anticuerpos 5F10 (A) y ppPMCA (B). Calles 1-3, 30 pg de microsomas, sinaptosomas y MPS,
respectivamente. Calle 4, 5 ug de PMCA purificada de cerebelo de cerdo. Las membranas de PVDF se
incubaron con los anticuerpos 5F10 (dilucién 1/3.000) y pbPMCA (dil. 1/400) y se revelaron con 4-
metoxi-1-naftol. Los histogramas muestran el andlisis cuantitativo de las bandas de proteina.
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La presencia de la proteina PMCA en las distintas fracciones se analizé mediante su
inmunorreacciéon con el anticuerpo monoclonal 5F10, cuyo epitopo esta presente en todas
las isoformas PMCA (Caride ez al, 1996) y con el anticuerpo policlonal pbPMCA,
preparado en nuestro laboratorio frente a la PMCA sinaptosomal purificada de cerebro de
cerdo (Salvador y Mata, 1996). El Western blot de todas las fracciones incubadas con 5F10
(Fig. 33A) mostré varias bandas mayoritarias en un intervalo de pesos moleculares
comprendido entre 127 y 138 kDa, correspondiente a diferentes isoformas PMCA (Filoteo
et al., 1997). El antisuero ppPMCA (Fig. 33B) se unié mayoritariamente a una banda de
proteina de alrededor de 130 kDa en todas las fracciones subcelulares de cerebelo y en la
PMCA purificada, y a una segunda banda de 127 kDa que estaba presente en todas las
fracciones excepto en los microsomas. Se determiné la cuantificacion de las bandas

mayoritarias de PMCA.

Inmunodeteccion de SERCA y PMCA en secciones de sinaptosomas

La localizacion de SERCA y PMCA en membranas especificas se realiz6 mediante
otra aproximacion experimental, utilizando secciones ultrafinas de sinaptosomas incluidos
en resina acrilica del tipo LRWhite, muy adecuada para su posterior uso en ensayos de
inmunodeteccion. Aunque este tipo de resina no permite una alta conservacion de la
integridad de las vesiculas y 6rganos intracelulares, tiene la ventaja de que no afecta a la
integridad de las proteinas para el reconocimiento de los epitopos por los anticuerpos. Las
esferas de oro coloidal unidas a anticuerpos secundarios permitian localizar las bombas de
Ca®" dentro o en la membrana plasmatica del sinaptosoma. Las micrografias electrénicas
obtenidas (Fig. 34) muestran el marcaje de los anticuerpos anti-SERCA 1ID8 e Y/1F4 en
las membranas intracelulares. Notese como Y/1F4 también reconocié una proteina en la
membrana plasmatica que podria corresponder con la proteina detectada de mayor peso
molecular en los ensayos de Western blot. La inmunorreacciéon de los anticuerpos
especificos de PMCA 5F10 y pbPMCA se localiz6 en la membrana plasmatica. El
abundante marcaje de 5F10 se observa en la microgratia a distintos niveles de la membrana

plasmatica expuestos en la seccion.
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it

Fig. 34 Inmunodeteccion de bombas de calcio en secciones ultrafinas de sinaptosomas de
cerebelo de cerdo con oro coloidal. La inmunorreaccién se realizé6 como se describe en la seccién
de Métodos con los anticuerpos ani-SERCA IID8 (dilucién 1/50) e Y/1F4 (dil. 1/1) y ant-PMCA
5F10 (dil. 1/50) y ppPMCA (dil. 1/20). Los resultados se visualizaron por microscopia electronica de
transmision. Barra de escala, 0,2 pm.

Localizacion de SERCA en secciones de la corteza cerebelosa

Para analizar la localizacién de la bomba SERCA en la corteza cerebelosa de cerdo
se incubaron secciones de criostato para-sagitales con el anticuerpo IIDS, especifico de
SERCAZ2 (Fig. 35). Se observé una fuerte reaccion en los somas de las células de Purkinje y
en sus arborizaciones dendriticas, extendiéndose a través de toda la capa molecular. El
espacio nuclear del soma de estas células resulté inmunonegativo (Fig. 35A). Las
ramificaciones dendriticas se visualizaron claramente desde las dendritas principales hasta
las de las espinas dendriticas (Fig. 35B). El anticuerpo también marcé el axon de la célula
de Purkinje, especialmente el segmento inicial (Fig. 35C). La capa granular (Fig. 35D)
present6é marcaje en los glomérulos cerebelosos y en el reducido pericarion de las células
granulares. Algunas de estas células mostraron un fuerte marcaje mientras que otras

aparecfan débilmente marcadas.
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Fig. 35 Localizacién de SERCA con el anticuerpo IID8 en secciones de criostato. El marcaje
de IID8 (dilucién 1/500) se obsetva en el soma (flechas largas en A), arbol dendtitico (flechas cortas
en A y B) y segmento inicial del ax6n (flecha en C) de las células de Purkinje. Nétese el marcaje en las
ramillas dendriticas de estas células (cabezas de flecha en B). La capa granular muestra marcaje en los
glomérulos cerebelosos (flecha larga en D) y el pericarion de células granulares (flechas cortas en D).
cm: capa molecular; ccp: capa células de Purkinje; cg: capa granular. Barra de escala, 30 um.

La distribucion de la SERCA se analizé también con el anticuerpo Y/1F4 (Fig. 30).
Secciones de vibrotomo incubadas con este anticuerpo mostraron un fuerte marcaje en el
soma de la célula de Purkinje (Fig. 36A). Un analisis mas detallado en secciones de criostato
(Fig. 36B) confirmé este marcaje y también mostré una reacciéon en el tronco y ramas
dendriticas principales de estas células. En cambio, el nicleo y el axén fueron
inmunonegativos. El anticuerpo también marc6 los glomérulos cerebelosos de la capa
granular observados, tras teflir las secciones con cresil violeta, en areas desprovistas de
nucleos. Sin embargo, no habia reaccion en las células de los granos (Fig. 36B,C). En la
capa molecular, se observé un débil y uniforme marcaje (Fig. 36B) y una clara reaccién en
somas neuronales de la mitad inferior de esta capa (Fig. 36D) y también en la parte mas
externa (Fig. 36E). La posicion y el tamano de estas células corresponden con las células de
los cestos y estrelladas, respectivamente. El marcaje distribuido por el pericarion y las

dendritas principales fue similar al observado en las células de Purkinje.
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Fig. 36 Inmunohistoquimica de secciones para-sagitales con el anticuetpo Y/1F4 para la
localizacion de SERCA. (A) Seccién de vibrotomo que muestra marcaje en el soma de las células de
Purkinje (flechas). (B-E) Secciones de criostato mostrando en detalle el marcaje de Y/1F4 en las 3
capas de la corteza cerebelosa. El soma (flecha larga en B) y dendritas principales (cabezas de flecha en
B) de las células de Purkinje son marcadas. Nétese una débil tincioén localizada por toda la capa
molecular (cm, asteriscos en B). Los glomérulos cerebelosos también son marcados (flechas cortas en
B), como se muestra en C tras la tincién con cresil violeta (flechas en C). En la capa molecular, el
anticuerpo marca el soma y dendritas principales de las células de los cestos (flechas en D) y
estrelladas (flechas en E). Dilucién anticuerpo: 1/25. ccp: capa células de Purkinje; cg: capa granular.
Barra de escala: A, 320 um; B-E, 50 um.

Localizacion de PMCA en secciones de la corteza cerebelosa

La distribucién de la bomba de Ca** de membrana plasmatica se analiz6 también en
secciones para-sagitales mediante los anticuerpos especificos de PMCA, utilizados en los
ensayos anteriores. El anticuerpo 5F10 (Fig. 37A) reaccioné con la periferia del soma y
dendritas principales de las células de Purkinje, pero no con el pericarion y el citoplasma de
sus dendritas primarias. También reacciond con prolongaciones neurales por toda la capa
molecular. Un ensayo de doble inmunofluorescencia con 5F10 y con el anticuerpo anti-

calbindina (anti-CaBP), marcador de células de Purkinje (Fig. 39A-C), mostré co-
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localizaciéon de estos procesos en las espinas dendriticas de la célula de Purkinje. El
anticuerpo también reaccioné en la capa granular con el pericarion de las células de los
granos y los glomérulos cerebelosos (Fig. 37A,B). Considerando el tamafo relativo de las
rosetas de las fibras musgosas y la tincién de 5F10, este marcaje puede incluir las

membranas de las dendritas de las células de los granos o del axén de las células de Golgi.

A

Fig. 37 Localizaciéon de la PMCA en secciones usando el anticuerpo 5F10. (A) La PMCA se
localiza en la periferia de los cuerpos y dendritas principales de la célula de Purkinje (flechas cortas), en
el neuropilo de los atboles dendriticos de las células de Purkinje (cabezas de flecha) y en los
glomérulos cerebelosos (flechas largas). (B) Inmunofluorescencia con 5F10 en la capa granular
mostrando matcaje en los glomérulos (flecha) y también en el pericarion de las células de los granos
(cabeza de flecha). Dilucién anticuerpo: 1/500. cm: capa molecular; ccp: capa células de Purkinje; cg:
capa granular. Barras de escala: A, 40 um; B, 10 um.

Un marcaje diferente al de 5F10 se observé con el anticuerpo pbPMCA (Fig. 38).
La inmunoreaccién se localizé en prolongaciones horizontales y descendentes de la mitad
inferior de la capa molecular (Fig. 38A,B) y muy préxima a los troncos dendriticos y soma
de las células de Purkinje (Fig. 38C). Mediante ensayos de doble inmunofluorescencia de
pbPMCA (Fig. 39D) y el anticuerpo anti-sinaptofisina, un marcador de sinapsis (Fig. 39E),
se observé co-localizacion de estas proteinas en algunas sinapsis adyacentes a las células de

Purkinje (Fig. 39F). Ademas, ppbPMCA marcé prolongaciones por debajo del soma de la
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célula de Purkinje y por toda la capa granular (Fig. 38A,D). Para determinar si estos
procesos corresponden con axones colaterales recurrentes de las células de Purkinje, se
realiz6 una doble inmunofluorescencia de pbPMCA (Fig. 39G) con el anticuerpo
monoclonal anti-CaBP (Fig. 39H). Las imagenes superpuestas (Fig. 39I) mostraron marcaje
de estos axones con el anticuerpo anti-CaBP pero no con el ppPMCA. Estos resultados
descartan la posibilidad de una inmunoreactividad de pbPMCA con los axones de las

células de Purkinje y sus colaterales.

Fig. 38 Localizacion de PMCA en secciones para-sagitales usando el anticuerpo pbPMCA.
(A) El marcaje de pbPMCA (dilucién 1/200) aparece en toda la corteza cetebelosa. Se muestran
grandes aumentos en B, C y D. La capa molecular (cm, B) presenta reaccién en prolongaciones
horizontales (flechas largas) y descendentes (flechas cortas). En la capa de las células de Purkinje (ccp,
C), el marcaje se detecta entre los troncos dendriticos (cabezas de flecha), alrededor del soma (flechas
cortas) y bajo los somas (flechas largas) de las células de Purkinje. En la capa granular (cg, D), el
anticuerpo marca prolongaciones neurales (flechas). sb: sustancia blanca. Barras de escala, 50 pm.

Los resultados de las figuras 35 y 38 sugieren que no existe co-localizacion de las
proteinas SERCA y PMCA en la corteza cerebelosa. Mediante un doble inmunoensayo con
los anticuerpos IID8 y pbPMCA, especificos de una u otra proteina (Fig. 39],K) se observo
marcaje de SERCA por IID8 en el soma y los arboles dendriticos de las células de Purkinje
(Fig. 39],L), mientras que la PMCA se expresé en terminaciones neurales proximas a las

células de Purkinje marcadas con IID8 (Fig. 39K,L).
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Fig. 39 Localizacion de SERCA, PMCA, calbindina y sinaptofisina en la corteza cerebelosa
por microscopia de fluorescencia. Las proteinas se visualizaron mediante un doble inmunoensayo.
Marcaje de los anticuerpos 5F10 (A, dilucién 1/500) y anti-CaBP (B, dil. 1/500) en las células de
Purkinje. (C) Imagenes superpuestas mostrando co-localizacién en las células de Purkinje (flechas) y
en sus espinas dendriticas (cabezas de flecha). (D) Inmunorreaccién con el anticuerpo pbPMCA (dil.
1/200). (E) Matcaje de sinapsis con el anticuerpo anti-sinaptofisina (dil. 1/500). (F) Co-localizacién en
algunas sinapsis de las células de Purkinje (flechas). (G) Marcaje de ppbPMCA en prolongaciones
neurales debajo de las células de Purkinje (cabeza de flecha). (H) Reaccion de anti-CaBP en las células
de Purkinje incluyendo axones (flecha larga) y sus colaterales (flechas cortas). (I) Montaje de ambas
micrograffas no mostrando co-localizacién de las proteinas CaBP y PMCA. (J) La SERCA es
visualizada en las células de Purkinje (flechas) por IID8, mientras que la PMCA (K) es localizada en
numerosas terminaciones neurales (cabezas de flecha) por ppPMCA. (L)) Superposicién mostrando la
diferente localizaciéon de ambas proteinas. Barra de escala: C, 23 pm; F, 11um; Iy L, 43 pm.
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DISCUSION

El objetivo de este capitulo ha sido identificar la presencia y el contenido de las
bombas de Ca** SERCA y PMCA en fracciones subcelulares y su localizacién en secciones
en cerebelo de cerdo adulto.

Para distinguir funcionalmente entre las proteinas SERCA y PMCA en fracciones
aisladas de cerebelo, se midi6 la actividad Ca**-ATPasa en presencia de inhibidores
especificos de ambas bombas. La inhibicién de la actividad producida por tapsigargina
(inhibidor de SERCA) fue mayor en microsomas que en sinaptosomas o MPS (Fig. 30), lo
que sugiere un mayor contenido en SERCA en los microsomas con respecto a las otras
fracciones. Sin embargo, la actividad Ca*"-ATPasa de la fraccién microsomal no se inhibié
completamente por tapsigargina, mientras que la SERCA de reticulo sarcoplasmico si se
inhibe completamente por concentraciones nM de tapsigargina (Sagara e Inesi, 1991). Esta
diferencia puede deberse a la existencia de alguna contaminacién de PMCA en los
microsomas cerebelares, como ocurre en los microsomas de cerebro de cerdo (Salvador y
Mata, 1998). El hecho de que la fracciéon de PMCA purificada no se inhiba por tapsigargina
indica la ausencia total de SERCA en esa fracciéon. Los patrones de inhibicién fueron
inversos en presencia de vanadato (un inhibidor de alta afinidad por PMCA) revelando un
mayor contenido en PMCA en la fraccién enriquecida en membrana plasmatica que en las
otras fracciones.

Alternativamente, se usaron anticuerpos especificos de SERCA y PMCA para
analizar el contenido de estas proteinas en las fracciones de cerebelo. La reacciéon del
anticuerpo IID8 especifico de SERCA2 fue mayor en microsomas con respecto a
sinaptosomas y MPS (Fig. 32A), lo que sugiere un mayor contenido de SERCA2 en
microsomas y algin remanente de esta proteina en las otras fracciones. Esto es consistente
con la distribucién mostrada en los estudios cinéticos.

El anticuerpo Y/1F4, que reconoce la isoforma SERCA2b en cerebro (Salvador ez
al., 2001), también marcé la misma proteina en cerebelo, principalmente en microsomas
(Fig. 32B), pero la reacciéon fue mas débil que la mostrada con IID8, como ocurria en
cetebro (Salvador ¢ al,, 2001). Esto puede ser debido a una menor afinidad de Y/1F4 por
SERCA2 con tespecto a IID8. Ademids, Y/1F4 di6 en todas las fracciones una fuerte
inmunoreaccién con una banda de proteina de alrededor de 116 kDa (por encima de la

banda de proteina SERCA). El marcaje fue mas fuerte en las MPS (Fig. 32B), indicando
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que la proteina de 116 kDa esta principalmente localizada en la membrana plasmatica.
Ademas, por microscopia electrénica de transmisién también se observé marcaje de Y/1F4
en la membrana plasmatica (Fig. 34). Salvador ez a/. (2001) mostraron una inmunorreaccion
similar en cerebro de cerdo, identificando esa banda como una Mg**-ATPasa, ya que podia
fosforilarse en presencia de Mg™" y en ausencia de Ca®*, mientras que la proteina SERCA
s6lo se fosforilaba si ambos iones estaban presentes. Por otra parte, la inmunorreaccion
con IID8 no discrimina entre los variantes SERCA2a o 2b. Aunque la presencia de
SERCA2a se ha mostrado en cerebelo de diferentes especies (Michelangeli ez al, 1991;
Campbell e al, 1993; Baba-Aissa ef al., 1998), Plessers et al. (1991) describieron que esta
isoforma se expresaba sélo a muy bajos niveles en cerebelo de cerdo, ya que no era
detectada por Western blot con un antisuero especifico de SERCA2a. Sin embargo,
encontraron un fuerte marcaje con el antisuero de SERCA2D vy el anticuerpo IIDS8. El
hecho de que las tres fracciones de membrana usadas en nuestros ensayos fueran
inmunonegativas con el mismo antisuero de SERCA2a (Fig. 32C) también sugiere que en
nuestras preparaciones el contenido de la isoforma SERCA2a es demasiado pequefio para
ser detectado por Western blot. Por otro lado, Baba-Aisa ez a/ (1996a) han mostrado la
existencia de la isoforma SERCA3 en cerebelo de rata. Sin embargo, un anticuerpo
especifico de SERCA3 no dio inmunorreacciéon en cerebelo de cerdo (resultados no
mostrados).

El anticuerpo monoclonal 5F10, que reconoce a todas las isoformas PMCA en
eritrocitos y otros tejidos (Caride ez 4/, 1996) identificé a la PMCA en todas las fracciones
de cerebelo de cerdo (Fig. 33A). El hecho de que este anticuerpo marque un amplio
espectro de bandas en un intervalo de pesos moleculares entre 127 y 138 kDa, que es el
esperado para isoformas PMCA segun Filoteo e al. (1997), sugiere la presencia de distintas
isoformas PMCA en todas las fracciones. Por tanto, se muestra de nuevo que los
microsomas tienen una contaminacion de membrana plasmatica como ya indicaban los
ensayos cinéticos con inhibidores especificos. Por otro lado, la presencia de distintas
bandas de PMCA en la fraccién purificada sugiere un contenido de distintas isoformas en
cerebelo de cerdo. También se ha observado que 5F10 reconoce siempre mas de dos
bandas correspondientes al tamafio de las isoformas PMCA en cerebelo de pollo (de
Talamoni ¢t al., 1993) y en otros tejidos (Borke ez al., 1987, 1988, 1990; Caride ez al., 1990).
Curiosamente, el anticuerpo ppbPMCA parece ser mas especifico de ciertas isoformas (Fig.

33B), y que puede ser explicado por diferencias de epitopo entre ambos anticuerpos. Asi, el
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epitopo de 5F10 es comun a todas las isoformas (Caride e al, 1996), mientras que el
antisuero policlonal ppPMCA podria reconocer diferentes epitopos que son especificos de
isoformas. Sin embargo, los residuos de aminoacidos de las isoformas PMCA implicados
en la unién con el ppbPMCA no han sido atn determinados.

Un inmunoanalisis detallado en secciones de la corteza cerebelosa permite localizar
la isoforma SERCA2 mayoritariamente en el citoplasma del soma y de las dendritas
principales de las células de Purkinje, mediante los anticuerpos 1ID8 e Y/1F4 (Figs. 35 y
36). La distribuciéon de esta proteina esta asociada a la gran cantidad de reticulo
endoplasmico que existe en estas células (Palay y Chan-Palay, 1974; Martone ef al., 1993) y
es similar a la mostrada en cerebelo de otras especies usando IID8 y un antisuero especifico
de SERCA2b (Plessers ez al., 1991; Michelangeli ez al., 1991; Sharp ez al., 1993; Baba-Aissa e#
al., 1996a,b). Sin embargo, con los anticuerpos utilizados en este trabajo se encontraron
algunas diferencias. Asf, IID8 también marco el axén y las ramas con espinas dendriticas de
las células de Purkinje (Fig. 35A-C). Considerando que estas regiones contienen una alta
cantidad de reticulo endoplasmico donde se acumula Ca®" tras la despolatizacion (Sabatini
et al., 2001), es muy probable que contengan bombas de Ca®" para mantener la homeostass.
El marcaje uniforme de Y/1F4 en la capa molecular (Fig. 36B) corresponde probablemente
a interacciones sinapticas de diferentes neuronas cerebelares, particularmente células de
Purkinje o fibras paralelas. Este anticuerpo también marcé células de los cestos y estrelladas
(Fig. 36D,E), con un patrén similar al presentado en las células de Purkinje. Esta
localizacion de SERCA no ha sido mostrada antes en la corteza cerebelosa de otras
especies utilizando anticuerpos especificos de SERCA. El diferente marcaje encontrado
entre IID8 e Y/1F4 podtia ser debido a diferencias en los epitopos de estos anticuerpos.

Ademas, la localizaciéon de SERCA mostrada en este trabajo en los glomérulos
cerebelosos de la capa granular (Figs. 35D y 36B,C) tampoco se habia descrito
anteriormente. En estos glomérulos se producen numerosas sinapsis (Palay y Chan-Palay,
1974) lo que requiere un alto control de Ca*". Por ello, estas regiones podrian tener un gran
contenido en bombas de Ca*".

La localizacion de IID8 en el reducido citoplasma de algunas células granulares y el
débil marcaje en otras (Fig. 35D) es consistente con la presencia de distintas poblaciones de
células granulares que podrian tener diferente contenido de la bomba SERCA2. Este
marcaje no ha sido mostrado en la corteza cerebelosa de otras especies, tales como rata,

gato (Miller ef al., 1991; Baba-Aissa ef al., 1996a,b) o cerebelo de pollo (Kaprielian ef al.,
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1989; Michelangeli ef al., 1991). Estas diferencias podrian explicarse por una diferente
presentacion del epitopo a la superficie de la proteina o a diferencias de localizaciéon de
isoformas SERCA entre especies.

La reactividad del anticuerpo 5F10 en las células de Purkinje, principalmente en las
espinas dendriticas (Fig. 37), fue similar al mostrado en otras especies con este anticuerpo
(de Talamoni ez al., 1993; Hillman e al., 1996) y también con un anticuerpo especifico de
PMCA2 (Stauffer et al, 1997). Ademas, el marcaje detectado en la periferia del soma y
principales dendritas de las células de Purkinje, pero no en el interior del soma, revelé una
localizacion de esta ATPasa en la membrana plasmatica de estas areas. La reaccion de 5F10
en los glomérulos cerebelosos (Fig. 37) revel6 una localizacion de PMCA en regiones
enriquecidas en sinapsis. Sin embargo, el anticuerpo ppbPMCA (Fig. 38) present6 un patron
de localizacion diferente al compararlo con 5F10, siendo consistente con la diferente sefial
dada por esos anticuerpos en Western blot (Fig. 33). Por otra parte, la localizacién de
PMCA en conexiones sinapticas esta de acuerdo con la distribucion de PMCA mostrada
por Juhaszova e al. (2000) en los sitios de liberacién de neurotransmisores en la membrana

plasmatica de la terminal nerviosa.

En resumen, las proteinas SERCA y PMCA estan presentes en altas cantidades en
. ., , . 2+ -
el cerebelo de cerdo. Su localizacién especifica sugiere que estas bombas de Ca”" juegan un
. ., . 24 - .
importante papel en la regulacién de las concentraciones de Ca™ intracelular en regiones
concretas de células neuronales, de acuerdo con los requerimientos de Ca*" de mecanismos

en los que interviene este cation.
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Capitulo 2

EXPRESION FUNCIONAL Y DISTRIBUCION DE
LLAS BOMBAS DE CALCIO SERCA Y PMCA EN
CEREBELO DE POLLO EN DESARROLLO

Resumen

En este capitulo se han analizado la expresion funcional y la distribucion de las Ca’* -
ATPasas de reticulo sarco(endo)plismico (SERCA) y de membrana plasmatica (PMCA) en el cerebelo de
pollo en desarrollo. 1.a actividad enzimatica y el transporte de Ca’* aumentan con el desarrollo para las dos
ATPasas. Sin embargo, el contenido en proteina auments con el estadio de desarrollo sélo para SERCA,
permaneciendo constante para PMCA. Ensayos inmunobistoquimicos mostraron que la ontogénesis de
estas ATPasas transcurre a lo largo de estadios muy concretos de la histogénesis del cerebelo y es completa al
nacimiento. La SERCA se distribuye principalmente en las neuronas de Purkinje, mientras que la
PMCA parece excpresarse inicialmente en las fibras trepadoras, cambiando al soma y espinas dendriticas de
las células de Purkinje en los iiltimos estadios de desarrollo. Las células granulares expresan ambas
ATPasas de acuerdo con su grado de maduracion, mientras que en los glomérulos cerebelosos sélo se expresa
la PMCA. Estas bombas estan presentes en los nicleos profundos y en los plexos coroideos, aungune en este
diltimo tejido su expresion disminuye con el desarrollo. La distribucion espacio-temporal de SERCA y
PMCA parece estar intimamente relacionada con el desarrollo de tipos celulares especificos y prolongaciones

neurales del cerebelo de pollo.
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INTRODUCCION

El calcio juega un papel fundamental en las células nerviosas, donde Ia
concentracion intracelular de calcio oscila entre 50 y 300 nM (Zacharias y Kappen, 1999).
La regulacion de esta concentracion es esencial en numerosas funciones neuronales,
incluyendo el desarrollo neuronal (Ghosh y Greenberg, 1995; Wong y Ghosh, 2002) o la
plasticidad sinaptica (Zacharias y Strehler, 1996). Asi, la viabilidad celular depende de
poderosos mecanismos reguladores que controlan espacial y temporalmente las elevaciones
transitorias de Ca®" intracelular, evitando una exposiciéon larga en el tiempo a elevadas
concentraciones de Ca** que pueden ser muy dafiinas e incluso letales para las neuronas.

Las Ca’’-ATPasas de reticulo sarco(endo)plasmico (SERCA) y de membrana
plasmatica (PMCA) son componentes claves de la regulacién de Ca®". Estudios previos han
mostrado una regulacion de la expresion génica de PMCA durante el desarrollo (Brandt y
Neve, 1992) que dependen ademas del tejido (Brandt es al, 1992; Stauffer e al., 1993;
Zacharias et al., 1995). Sin embargo, no hay estudios con SERCA en tejido nervioso en
desarrollo.

El cetrebelo es uno de los pocos componentes del sistema nervioso central cuya
formacién y maduraciéon es conocida en considerable detalle. Durante el desarrollo del
cerebelo, sus poblaciones celulares se originan en diferentes zonas germinales y después
migran hacia su destino final en un periodo de tiempo que implica la transfomacion del
cerebelo de una estructura curvada a una regioén con un patrén folial (Goldowitz y Hamre,
1998). Asi, el desarrollo del cerebelo puede servir como modelo para analizar cémo
proteinas concretas participan en el desarrollo de neuronas en el sistema nervioso central y
en la organizacién de sinapsis para la integracion de la informaciéon. La mayoria de los
estudios sobre SERCA y PMCA se han realizado en tejidos adultos. Sin embargo, la
presencia y funciéon de ambas proteinas durante el desarrollo, y especificamente en el tejido
nervioso, no ha sido estudiada en detalle. En el trabajo descrito en este capitulo se muestra
por primera vez, de forma conjunta, la expresion temporal y espacial de SERCA y PMCA
en el cerebelo en desarrollo, en términos de su funcién y distribuciéon. Los resultados
obtenidos sugieren unos patrones de expresion de estas proteinas directamente
relacionados con la ontogenia de la homeostasis de Ca® y con la maduracién de neuronas y

el establecimiento de conexiones sinapticas en el desarrollo del cerebelo.
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RESULTADOS

Expresion funcional de SERCA y PMCA en vesiculas de membrana de cerebelo

durante el desarrollo

El funcionamiento de las bombas de calcio se midié en vesiculas de membrana
(VM) de cerebelo de embriones de pollo de distintos estadios y recién nacidos (PO)
mediante medidas de la actividad Ca®*-ATPasa y del transporte de Ca®>" de estas proteinas.
Todos los ensayos se realizaron en ausencia y presencia de tapsigargina 0,1 uM (inhibidor
de SERCA) con el fin de cuantificar la actividad y la acumulacién de Ca®* de las proteinas
SERCA y PMCA, respectivamente (ver la secciéon de “Métodos generales” para detalles).
La accién de otras ATPasas se bloqueé con azida. La figura 40 muestra las actividades
Ca®*-ATPasa de las bombas SERCA y PMCA, expresadas en umoles de ATP hidrolizado .
min" . mg' de proteina total, a diferentes estadios de desarrollo y en ausencia y presencia
de saponina al 0,01%. Este detergente se usé para permeabilizar las vesiculas de membrana,
permitiendo que los sustratos accedan a aquellas moléculas de proteina con su sitio
catalitico orientado hacia el interior de las vesiculas. Como muestra la figura, ambas
actividades se incrementaron con el desarrollo. En ausencia de saponina, los datos se
ajustaron a las siguientes curvas exponenciales:

y=0,009+0,024(1-¢ "), R*=0,57 (P=0,001) (SERCA)
y=0,010+0,044(1-¢"">), R*=0,87 (P=0,004) (PMCA).

Las diferencias entre los estadios de desarrollo fueron significativos para ambas
proteinas (test de Kruskal-Wallis: P=0,024 para SERCA y P=0,0009 para PMCA). Estos
modelos permiten estimar la actividad ATPasa en cualquier estadio, siendo la variable x el
numero de dias desde el dia embrionario 10 (E10). La actividad de la PMCA fue alrededor
de 1,6 veces mayor que la de la SERCA en todos los estadios analizados, alcanzando
valores de 0,046+0,004 y 0,029+0,003 pumoles . min' . mg', respectivamente, en el
nacimiento. En presencia de saponina, las actividades SERCA y PMCA también se
incrementaron con el desarrollo (test de Kruskal-Wallis: P=0,013 para SERCA y P=0,004
para PMCA), siendo este aumento unas 3 veces mayor en presencia del detergente que en
su ausencia. Este resultado indica la existencia de moléculas de Ca®*-ATPasa orientadas

intracelularmente en las preparaciones de membrana.
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Fig. 40 Actividad Ca?*-ATPasa de SERCA y PMCA a diferentes estadios del desarrollo del
cerebelo de pollo. Las actividades ATPasas de SERCA (A, A) y PMCA (O,®) se midieron en VM
de los estadios indicados, en ausencia y presencia de saponina al 0,01%. Los datos son media * D.E.
(barras) de los wvalores obtenidos de tres experimentos, realizados por triplicado, y de tres
preparaciones diferentes.

El transporte de Ca*" por la accién de SERCA y PMCA, dentro de las VM de
cerebelo de pollo, se ensay6 en presencia de KH,PO, 20 mM. El fosfato precipita con el
Ca®" transportado en el lumen de las vesiculas, manteniendo una baja concentracién
luminal de Ca”" libre que previene la inhibicién del transporte de Ca** y también reduce la
velocidad de fuga de Ca®" de las vesiculas (Palacios ez a/, 2004). Se realizé un primer ensayo
de optimizacién del transporte de Ca®* por las bombas SERCA y PMCA, usando VM del
estadio PO (Fig. 41A). Se observé un aumento del transporte de Ca** dentro de las VM con
el tiempo, que corresponde con la curva exponencial y=103,37(1-¢™"), R*=0,97
(P<0,0001). Cuando el ensayo se realizé en presencia de un sistema regenerador de ATP,
consistente en piruvato quinasa (PK) y fosfoenolpiruvato (PEP) para proveer suficiente
sustrato a todos los tiempos de incubacién, la acumulacién de Ca®* aumentd, ajustindose

los datos a la curva exponencial y=135,14(1-¢*"™), R*=0,98 (P<0,0001). Un incremento
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adicional en la velocidad de acumulacién de Ca®" se consiguié mediante la adicién al medio
anterior, en todos los tiempos ensayados, del ionéforo de protones carbonil cianida p-
trifluorometoxifenilhydrazona (FCCP). Los valores resultantes se ajustan a la curva
y=170,08(1-¢*"**), R*=0,97 (P<0,0001). El FCCP incrementa el transporte de Ca*" porque
colapsa el gradiente transmembranal de pH que, de por si, inhibe el transporte y que se
produce por el co-transporte de H' durante la acumulaciéon de Ca®" (Salvador ez a/., 1998).
A partir de estas curvas puede esperarse un incremento de 1,5 veces en el transporte, tras
30 min de incubaciéon de las VM con el sistema regenerador de ATP y el FCCP. Estas
condiciones se utilizaron como 6éptimas para medir la acumulaciéon de Ca®*, debida a

SERCA o PMCA, en VM a diferentes estadios de desarrollo (Fig. 41B).
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Fig. 41 Transporte de calcio de SERCA y PMCA a diferentes estadios del desarrollo. (A)
Cuarenta ug de VM en el estadio postnatal 0 se incubaron en un medio sin (A) o con (A) un sistema
regenerador de ATP (PEP 1,26 mM y PK 10 U) y con FCCP 5 uM (#). La reaccién comenz6 por
adicién de ATP 1 mM y la acumulaciéon de Ca?* se midi6 a los tiempos indicados. (B) El transporte de
Ca2* correspondiente a SERCA (A) y PMCA (O) se ensay6 en VM de los estadios indicados, en
presencia de PEP/PK/FCCP. Los datos son media + D.E. (batras) de los valores obtenidos de tres
experimentos, realizados por triplicado, y de tres preparaciones diferentes.



88 2. SERCA y PMCA en cerebelo de pollo en desarrollo

El transporte de Ca*" por las bombas SERCA y PMCA medido a los 30 min,

aumento con el desarrollo, ajustandose los valores a las siguientes curvas exponenciales:
y=17,88+32,32(1-¢"**), R>=0,92 (P<0,0001) (SERCA)
y=6,88+31,63(1-¢"'™), R*=0,91 (P=0,006) (PMCA)).

Se obtuvieron valores maximos de 512,88 nmoles de Ca®"/ mg y 32,8%1,4 nmoles
de Ca**/mg, respectivamente, al nacimiento. Los incrementos en el transporte fueron
significativos desde E10 al nacimiento (test de Kruskal-Wallis: P=0,0004 para SERCA y P=
0,0034 para PMCA). En contraste con los valores de actividad, el transporte de Ca®* por la

bomba SERCA fue aproximadamente dos veces el obtenido con la PMCA.

Expresion de SERCA y PMCA en fracciones de membrana de cerebelo en

desarrollo

Para estudiar la aparicion y los posibles cambios en la expresion de SERCA vy
PMCA durante el desarrollo del cerebelo de pollo se han realizado ensayos de Western blot
(Fig. 42) con fracciones de membrana y los anticuerpos IID8 (para SERCA) y 5F10 (para
PMCA) descritos en el capitulo anterior. El panel superior muestra el aumento de la
inmunorreaccion de 1ID8 en las VM con el estadio de desarrollo. Ademas, el anticuerpo
marcé los microsomas de reticulo sarcoplasmico cardiaco (RSC), que expresa SERCAZ2a, y
de células COS-1 sobre-expresando SERCA2b, utilizados como controles.

Un blot similar incubado con 5F10 (panel inferior) mostré un grupo de bandas de
proteinas desde el primer estadio embrionario analizado en adelante, y cuya intensidad no
cambié significativamente con el progreso del desarrollo. Esta inmunorreaccion es
consistente con el hecho de que el anticuerpo reconoce todas las isoformas y variantes de
PMCA generados por procesamiento alternativo. Este marcaje se muestra también para la
fraccion de PMCA sinaptosomal purificada de cerebelo de cerdo, usada como control para
la deteccion de isoformas PMCA. La inmunodeteccion de B-tubulina como control de
carga de proteina fue homogénea en todos los estadios, confirmando que las diferencias en
las intensidades de banda encontradas con el anticuerpo IID8, pero no con 5F10, eran

debidas a diferencias en la expresion de proteina durante el desarrollo.
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Fig. 42 Inmunorreaccion de los anticuerpos IID8 y 5F10 en fracciones de membrana de
cerebelo en desarrollo. Vesiculas de membrana obtenidas a los distintos estadios (30 pg de proteina)
se sometieron a electroforesis en geles al 6,5% de poliacrilamida en SDS, se transfirieron a una
membrana de PVDF y se incubaron con los anticuerpos anti-SERCA2 IID8 (dilucién 1/500), anti-
PMCA 5F10 (dil. 1/3.000), y con un anticuerpo frente a -tubulina (dil. 1/1.000) pata confirmar que
el contenido de protefna era igual en todas las calles. Microsomas de reticulo sarcoplasmico cardiaco
(RSC, 5 pg) y de células COS-1 sobre-expresando la isoforma SERCA2b (2b, 10 pg) se ensayaron con
IID8 como controles de SERCA, y la PMCA purificada de cerebelo de cerdo adulto (5 pg) se analizé
con 5F10 como control de PMCA. La banda de proteina SERCA apareci6 alrededor de 110 kDa,
mientras las isoformas PMCA aparecian entre 127 kDa y 138 kDa.

La figura 43 resume la cuantificaciéon de las bandas de proteinas de los Western
blots, los valores de la actividad ATPasa en ausencia de saponina y el transporte de Ca®" de
las proteinas SERCA y PMCA en todos los estadios embrionarios, representado en
porcentaje con respecto a los valores obtenidos al nacimiento. El contenido de proteina
SERCA se ajust6 a una curva de crecimiento exponencial:

y=42,16+2,33¢""* (R*=0,68; P=0,0004).

Para evaluar las diferencias entre estadios se realizaron comparaciones multiples
con el test de Wilcoxon de suma de rangos, estableciendo los incrementos mayores entre
E12 y E18 (P=0,03). Sin embargo, el contenido de PMCA permanecié constante desde
E10 al nacimiento (test de Kruskal-Wallis, P=0,938).
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Fig. 43 Resumen de los ensayos cinéticos y de Western blot. Cuantificacion de la expresion de
proteina durante el desarrollo (obtenida a partir de tres Western blots representativos) y valores de
actividad y transporte de Ca®* (obtenidos a partir de las Figs. 40 y 41) de SERCA y PMCA. Los datos
se muestran en porcentaje con respecto a los valores obtenidos en el nacimiento.

Localizacion de SERCA y PMCA en secciones de cerebelo de pollo en desarrollo

La distribucién de la proteina SERCA en el cerebelo de pollo en desarrollo se
analizé6 mediante inmunoreaccién con el anticuerpo I1ID8 (Fig. 44A). Se observa como en
el dia embrionario 10 (E10) el anticuerpo no marcé la capa celular cortical interna, donde
las células de Purkinje se diferencian, ni la capa granular externa. Sin embargo, los
precursores de las neuronas de los nucleos profundos, localizados en un area mas interna,
fueron IID8 inmunopositivos desde este estadio en adelante. En E12, el patron cerebelar
en forma de lébulos esta ya definido y el anticuerpo marcé células en la capa cortical
interna, siendo este marcaje mas intenso en algunos l6bulos. En E15, la capa de células de
Purkinje esta ya definida y también se marcé con IID8. Esta capa y la capa molecular, que
es evidente en E18, se marcaron también con el anticuerpo en estadios posteriores. La capa

granular interna, aunque estaba definida tras el estadio E12, se marc6 con IID8 desde el
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estadio E18 en adelante. Los plexos coroideos mostraron diferentes niveles de
inmunorreaccion con IID8 desde E10 hasta PO, mientras que la capa granular externa y la

sustancia blanca fueron siempre inmunonegativas.

Fig. 44 Localizacion de SERCA y PMCA en secciones para-sagitales de cerebelo de pollo
en desarrollo. (A) Inmunohistoquimicas con el anticuetpo IID8 (dilucién 1/500). El marcaje se
observa en la capa celular cortical interna (ccci) en E12, y en la capa de las células de Purkinje (ccp) y
capa molecular (cm) desde E15 y E18, respectivamente, hasta PO. Los nuicleos profundos (np) son
siempre inmunopositivos, mientras que los plexos coroideos (plc) muestran diferente intensidad de
marcaje con IID8 desde E10 a PO. (B) Inmunohitoquimicas con el anticuerpo 5F10 (dil. 1/500). La
reaccién se observa en la capa celular cortical interna en E12, en la capa de las células de Purkinje
desde E15, y en la capa molecular desde E18. Un evidente marcaje se detecta en los nuicleos
profundos desde E12, mientras que los plexos coroideos son fuertemente marcados en los estadios
E10-E15. cge: capa granular externa; cgi: capa granular internar; IVv: cuarto ventriculo; sb: sustancia
blanca. Barras de escala: E10, 500 um; E12, 600 pm; E15, 2.100 pm; E18, 1.700 um; PO, 1.890 um.
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La localizacion de la proteina PMCA en cerebelo de pollo en desarrollo se analizo
con el anticuerpo 5F10 (Fig. 44B). En el estadio E10, el anticuerpo sélo marcé los plexos
coroideos, mientras que en E12 se observé un fuerte marcaje en la capa celular cortical
interna. Los nucleos profundos presentaron un visible marcaje por 5F10 desde este estadio
en adelante. En E15, una fuerte inmunorreaccion se observo en la capa de las células de
Purkinje, mientras que en los estadios E18 y PO el marcaje fue mas evidente en la capa
molecular y en la capa granular interna. De forma similar a IID8, el marcaje de los plexos
coroideos con 5F10 cambié con el estadio de desarrollo. La capa granular externa y la
sustancia blanca, en cambio, fueron inmunonegativos.

La figura 45A muestra en detalle el marcaje de SERCA en la corteza cerebelosa con
el anticuerpo IID8. En E12, la SERCA se detectd en el soma y en las terminaciones cortas
y radiales de las células de Purkinje, que muestran un bajo grado de diferenciacién a este
estadio. Tanto la capa granular externa como la interna fueron inmunonegativas. En E15,
las células de Purkinje constituyen una monocapa y el anticuerpo marcé el soma y troncos
dendriticos de las células de Purkinje, estando estos ultimos localizados en la incipiente
capa molecular. En E18, la capa molecular y la capa granular externa aparecen mas ancha y
mas delgada, respectivamente, que en otros estadios mas tempranos. En este estadio
embrionario, y también en el nacimiento, el anticuerpo IID8 marcéd toda la célula de
Purkinje, incluyendo las espinas dendriticas y el axén, asi como la capa granular interna (a
partir de E18) y la capa granular (en P0). El espacio nuclear fue inmunonegativo a todos los
estadios analizados.

Una examen detallado de la localizacion de PMCA con el anticuerpo 5F10 en la
corteza cerebelosa (Fig. 45B) mostré un marcaje en E12 que iba disminuyendo desde el
borde mas profundo de la capa granular externa hasta la porcion superficial de la incipiente
capa granular interna. Mediante una doble inmunofluorescencia (Fig. 46), con los
anticuerpos 5F10 y anti-CaBP (que marca especificamente las células de Purkinje) se
localizé la reaccién de 5F10 alrededor de las células de Purkinje. Ademas, ambos
anticuerpos no mostraban co-localizacion. En E15 (Fig. 45B), el marcaje de 5F10 se
localizaba alrededor de los somas de las células de Purkinje, y en la capa molecular
temprana, reproduciendo la morfologia de los arboles dendriticos de Purkinje. Esta
localizacion fue calbindina negativa (resultados no mostrados). En los estadios E18 y PO, el
anticuerpo 5F10 claramente marcé el limite externo de los somas y dendritas principales de

las células de Purkinje, asi como sus espinas dendriticas en toda la arborizacion.
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Fig. 45 Inmunodeteccion de SERCA y PMCA en la corteza cerebelosa de pollo en
desarrollo. (A) Localizacién de SERCA con el anticuerpo IID8 (dilucién 1/500) en el soma (flechas
largas), dendritas (cabezas de flecha) y el axén (flechas cortas) de las células de Purkinje desde E12 a
PO0. La capa granular (cg) presenta marcaje en E18 y PO (asteriscos). (B) Localizacién de PMCA con el
anticuerpo 5F10 (dil. 1/500) alrededor de las células de Purkinje en E12 y siguiendo su supetficie en
E15 (flechas largas). En E18 y PO, la inmunorreaccion se detecta en el limite exterior del soma y en la
arbotizacién dendritica (flechas largas) de las células de Purkinje, y también en sus dendritas (cabezas
de flecha), asi como en la capa granular (asteriscos). cge: capa granular externa; cgi: capa granular
internar. Barras de escala: E12, 45 um; E15, 34 um; E18, 33 um; PO, 37 pum.
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anti-CaBP Fusion

Fig. 46 Inmunofluorescencia de secciones de cerebelo de pollo en E12 con los anticuerpos
5F10 y anti-CaBP. La supetrposicién de imégenes sitda el matcaje de 5F10 (dilucién 1/500) en la
regién de los precutsores de las células de Purkinje marcados con anti-CaBP (dil. 1/500). Batra de

escala: 80 pm.

Para confirmar la localizaciéon del marcaje de 5F10 se utilizé el estadio E15 en
secciones transversales consecutivas, incubadas con los anticuerpos 1ID8 (que marcaba
células de Purkinje) y 5F10 (Fig. 47). Ambos anticuerpos detectaron las mismas bandas,
que sorprendentemente eran interrumpidas a los mismos niveles, correspondiendo a areas
con menor numero de células de Purkinje descritas por Feirabend (1990). Esto ponia de
manifiesto que el marcaje de PMCA con 5F10 esta asociado con el desarrollo de las células

de Purkinje.
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Fig. 47 Inmunohistoquimica con los anticuerpos IID8 y 5F10 en secciones transversales de
cerebelo de pollo del estadio E15. Ambos anticuerpos presentan un patréon de marcaje similar en
bandas, siendo interrumpidos a los mismos niveles (flechas). Barra de escala, 85 pm.
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La localizacion de las proteinas SERCA y PMCA en la capa granular se analizé en
mayor detalle en el estadio PO, mediante ensayos de inmunofluorescencia y la tincién con
DAPI, que permitia situar los nucleos celulares (Fig. 48A). Ambas proteinas estaban
presentes en el soma de las células de los granos, mientras que solo la PMCA se detect6 en

los glomérulos cerebelosos.
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Fig. 48 Identificacion de las proteinas SERCA y PMCA en la capa granular y en los nicleos
profundos del cerebelo en el estadio P0. Se realizaron inmunofluorescencias en secciones para-
sagitales con los anticuerpos IID8 y 5F10, y posterior tincién con DAPIL En la capa granular (A),
ambos anticuerpos marcan el soma de las células granulares (cabezas de flecha), mientras que los
glomérulos cerebelosos (flechas) son solamente marcados con 5F10. En los nicleos profundos (B), el
anticuerpo IID8 da reaccion en el perication de neuronas (flechas), mientras que 5F10 marcé la
periferia del soma (flechas) y numerosas prolongaciones entre ellas (asterisco). Barras de escala: A, 18
pum; B, 45 pm.
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En los nuacleos profundos del cerebelo en PO (Fig. 48B), el anticuerpo I1ID8 marcéd
el pericarion de las neuronas de estos nucleos, pero no su arborizacién dendritica ni su
espacio nuclear. El anticuerpo tampoco detecté otras células presentes en los nucleos
profundos y que eran visualizadas con la tincion con DAPI. Por otro lado, el anticuerpo
5F10 marcé la periferia del soma de las neuronas de los nucleos profundos y las
terminaciones nerviosas entre ellas.

Los anticuerpos IID8 y 5F10 presentaron particulares inmunorreacciones en los
plexos coroideos del IV ventriculo (ver Fig. 44A,B). Un analisis detallado de estos marcajes
(Fig. 49) mostré que ambos anticuerpos marcaban fuertemente los plexos coroideos desde

el estadio E10 hasta E15. Sin embargo, eran sélo débilmente marcados o inmunonegativos

en PO.
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Fig. 49 Localizacion de proteinas SERCA y PMCA en los plexos coroideos. Las
inmunohistoquimicas se realizaron con los anticuerpos IID8 y 5F10 en secciones para-sagitales de los
estadios E10, E15 y PO. Ambos anticuerpos marcan fuertemente los plexos coroideos (plc) en los
estadios E10 y E15, pero solo débilmente o nada al nacimiento. cb: cerebelo. Barras de escala: E10,
150 um; E15, 390 um; PO, 370 um.
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DISCUSION

El proposito de este capitulo ha sido determinar cuando y dénde las bombas de
calcio se expresan, en relacion al desarrollo del cerebelo de pollo. Ambas ATPasas fueron
funcionales desde los estadios de desarrollo mas tempranos analizados, aunque la actividad
de la PMCA fue siempre mayor que la de SERCA (Figs. 40 y 41). Esto podria explicarse
por la expresion paralela de activadores endégenos de PMCA, tales como fosfolipidos
acidos, calmodulina y proteinas quinasas (Caroni y Carafoli, 1981; Salvador y Mata, 1996;
Zylinska et al., 1998) durante el desarrollo. De hecho, se ha observado un aumento en el
contenido de fosfatidilserina en cérneas de pollo durante el desarrollo embrionario (Rintoul
et al., 1984) y en proteolipidos purificados de cerebro de rata en desarrollo (Manukian y
Kirakosian, 1985). De forma similar, parece existir un progresivo incremento de la
expresion de calmodulina en el cerebro de rata y en otros tejidos durante el final del
desarrollo fetal y principio del postnatal (Rainteau e a/., 1988; Weinman et a/, 1991). Un
incremento dependiente de la edad también se ha descrito para isoformas de la proteina
quinasa C, en cerebro de rata fetal y neonatal, mientras que en otros tejidos se ha
observado una disminucién (Goldberg y Steinberg, 1996). Las velocidades de transporte de
Ca*", sin embargo, fueron menores para la PMCA que para SERCA en todos los estadios
(Fig. 41B), lo que cotresponde bien con las estequiometrias 1/1 y 2/1 de transporte de
Ca’" y ATP hidrolizado descritos para PMCA (Niggli e# a/,, 1982; Hao et al., 1994; Salvador
et al., 1998) y para SERCA (Yu ez al., 1993), respectivamente.

El inmunoblot tratado con 5F10 reveld un grupo de bandas de proteina alrededor
de 140 kDa en todos los estadios (Fig. 42) que también se ha mostrado en cerebelo adulto
de pollo (de Talamoni ez al, 1993), rata (Filoteo ez al., 1997) y cerdo (en el capitulo anterior).
Esto es consistente con la existencia de distintas isoformas PMCA descritas también en
otros tejidos (Borke ef al., 1987, 1988, 1990; Caride et al., 1996). Considerando tanto el
contenido en proteina como los valores cinéticos (resumidos en la Fig. 43), se pueden
relacionar los patrones de la actividad ATPasa y el transporte de Ca®* de SERCA con el
incremento de su expresiéon durante todo el desarrollo. Sin embargo, el incremento en los
valores cinéticos de PMCA podtia ser debido a un aumento en su afinidad por los sustratos
durante el desarrollo, ademas de a su activaciéon por moduladores endégenos como se
describié antes, mas que a un incremento en la expresion de proteina. Por otro lado,

podrian darse cambios en la proporcion relativa de isoformas PMCA (que contribuyen al
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contenido de protefna total) por isoformas mas activas responsables del incremento de
actividad durante el desarrollo. Un aumento del transporte de Ca™, pero no de la expresion
de proteina, ha sido también mostrado por otros autores en PMCA de placenta humana
durante el ultimo periodo de la gestaciéon (Strid y Powell, 2000) y se ha asociado con un
cambio en la expresion de isoformas. Ademas, un analisis detallado de la expresion de
mRNA de PMCA en cerebro de rata durante el desarrollo (Brandt y Neve, 1992) ha
revelado la presencia de algunas isoformas concretas a estadios mds tempranos, y un
cambio de isoformas a diferentes estadios. Esto sugiere, por tanto, que cambios
sincronizados en la expresién por disminucién/aumento de diferentes isoformas y
variantes mantiene la expresion de PMCA constante a lo largo del desarrollo.

Las expresiones iniciales de las proteinas SERCA y PMCA estan directamente
relacionadas con el desarrollo de tipos celulares particulares o estructuras del cerebelo. La
SERCA aparece en las células de Purkinje desde el dia embrionario 12, en el cual los
precursores de las células de Purkinje alcanzan su localizacién final, pero estan aun poco
diferenciados. A estadios mas tempranos, la proteina no esta presente en los precursores de
las células de Purkinje (Fig. 44A y 45A), posiblemente debido a que las cisternas del reticulo
endoplasmico se forman a partir de E12 en el embrién de pollo (Bertossi ez al., 1986). Sin
embargo, la proteina es claramente visible en toda la célula de Purkinje en los dltimos
estadios, incluyendo las espinas dendriticas, que contienen una gran cantidad de reticulo
endoplasmico (Sabattini e# /., 2001). Esta localizacion esta de acuerdo con la observada
para SERCA en el cerebelo de pollo adulto (Kaprielian ez a/., 1989; Michelangeli ez a/., 1991)
y en diversas especies de mamiferos (Plessers ¢z al., 1991; Wu et al., 1995; Baba-Aissa et al.,
19964, b; resultados del capitulo anterior). El claro y especifico marcaje de SERCAZ2 en las
células de Purkinje por IID8 hace de este anticuerpo un excelente marcador de neuronas de
Purkinje en desarrollo y maduras.

El marcaje de PMCA en la corteza cerebelosa a estadios tempranos (Fig. 44B y
45B) parece corresponder con el patrén de las fibras trepadoras en desarrollo, cuyas
terminales son definidas alrededor de E15 como “en capuchén” y “en nido” segun la
descripciéon de Ramoén y Cajal (1911). Una expresion espacio-temporal similar se ha
observado para la glicoproteina BEN en el pollo (Pourquié e/ al., 1992), estando relacionada
con el crecimiento de las terminales de las fibras trepadoras y el establecimiento de sus
sinapsis con los arboles dendriticos de las células de Purkinje. Ademas, los primeros

contactos sinapticos en el cerebelo de pollo comienzan en E12 (Bertossi ef al., 1980) y se
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han identificado una gran variedad de proteinas moduladas por Ca** en procesos de este
tipo (Nicholls ez a/., 1992). Teniendo en cuenta estas consideraciones, se puede asociar la
presencia de PMCA a estadios iniciales en las fibras trepadoras con una especifica
regulacion del Ca*" intracelular requerido para la elongacién de fibras y la sinaptogénesis.
La expresion de PMCA en los ultimos estadios embrionarios y PO (Fig. 45B) se relaciona
con la membrana plasmatica del soma y con una distribucion sinaptica en espinas de las
células de Purkinje, como se ha descrito en pollo adulto (de Talamoni e# @/, 1993) y en
mamiferos (Hillman ez al, 1996; Stauffer e al, 1997; Burette ez al, 2003; resultados del
capitulo anterior).

La diferenciaciéon de las células granulares del cerebelo tiene lugar a distintos
estadios que implican migracion radial interna, circunferencial y tangencial de estas células
(Kuhar e al, 1993; Goldowith y Hamre, 1998). La expresion de SERCA y PMCA
observada solo en células granulares maduras (Figs. 45 y 48A) es consistente con la
presencia de huecos en el marcaje en las capas de Purkinje y molecular en E15 (Fig. 47),
implicados en la migracién tangencial de las células de los granos. Estos huecos han sido
descritos como “raphes” o franjas de células granulares en pollo (Feirabend, 1990; Lin y
Cepko, 1998). La expresion de bombas de Ca’* en células granulares también se ha
mostrado en el cerebelo adulto de pollo (Kaprielian e# a/., 1989; Michelangeli ez al., 1991),
cerdo (capitulo anterior) y roedores (Miller ez al., 1991; Baba-Aissa ¢ al., 1996a, b; Burette e#
al., 2003). Por otro lado, s6lo hemos observado la expresion de PMCA en los glomérulos
cerebelosos de pollo desde E18 en adelante (Fig. 45B), ya identificada en adulto de otras
especies (Hillman ez al., 1996; Burette e al., 2003). Sin embargo, ambas bombas se han
identificado en los glomérulos cerebelosos de cerdo (resultados capitulo anterior).

La localizacion especifica de SERCA y PMCA en las neuronas de los nucleos
profundos desde el primer estadio analizado (Figs. 44 y 48B) corresponden bien con la
distribuciéon de protefnas de citoplasma y de membrana plasmatica, respectivamente.
Observaciones similares se han mostrado también en mamiferos adultos para SERCA
(Miller ez al., 1991; Baba-Aissa et al., 1996) y PMCA (Hillman e al., 1996; Stauffer e al.,
1997). Ademas, ambas proteinas se han detectado también en los plexos coroideos de
pollo, un tejido muy especializado y que esta implicado en la generaciéon de liquido
cerebroespinal, cuya concentracién de Ca®" es altamente regulada (Murphy e @/, 1989).
Resulta particularmente interesante la disminucion de la expresién de bombas de Ca*" en

este tejido al final del desarrollo de pollo (Figs. 44 y 49), mientras que en mamiferos se ha
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identificado la PMCA tanto durante el desarrollo (Borke e al., 1989; Zacharias y Kappen,
1999) como en adultos (Eakin ez al, 1995; Stauffer ez al., 1997). La expresion transitoria de
Ca’*-ATPasas observada en los plexos de pollo podria estar relacionada con un mayor

control de los niveles de Ca** en el liquido cerebroespinal o en sus células secretoras en los

estadios mas tempranos del desarrollo.
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Fig. 50 Representacion esquematica de los patrones de expresion temporal y espacial de las
proteinas SERCA y PMCA en el desarrollo de la corteza cerebelosa de pollo. cge: capa granular
externa; ccci: capa celular cortical interna; cm: capa molecular; cep: capa de las células de Purkinje; cgi:
capa granular interna; cg: capa granular; O: célula de los granos; #: glomérulo cerebeloso.

La figura 50 resume la distribucion espacio-temporal de SERCA y PMCA en la
corteza cerebelosa de pollo en desarrollo, el cual podria estar asociado con su participacion

en procesos regulados por Ca** y relacionados con la organizaciéon de la corteza cerebelosa

y la maduracién de tipos celulares.
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Capitulo 3

ISOFORMAS DE LA Ca**-ATPasa DE MEMBRANA
PLASMATICA EN CEREBELO EN DESARROLLO

Resumen

En este capitulo se ha analizado la expresion y la distribucion de las distintas isoformas
de la Ca’*-ATPasa de membrana plasmdtica (PMCA) en el cerebelo de dos especies, pollo y ratin, que
presentan un desarrollo nenral pre-natal y post-natal, respectivamente. En pollo, la expresion de isoformas
PMCA esta directamente ligada al desarrollo embrionario, con una localizacion especifica asociada a tipos
nenronales concretos durante la maduracion celular. En ratin, se ha identificado el estadio P12 como un
momento critico a nivel funcional para la PNCA, observandose cambios en la expresion de determinadas
isoformas. Por otro lado, ensayos en neuronas aisladas en cultivo han mostrado que los patrones
caracteristicos de localizacion de las isoformas PMCA observados en el tejido cerebeloso no  estin
predeterminados, si no que deberian ser, en gran parte, consecuencia del ambiente celular en los distintos

momentos del desarrollo del cerebelo.
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INTRODUCCION

La bomba de Ca®" de membrana plasmatica (PMCA) transporta Ca’" desde el
citoplasma al exterior celular a expensas de la hidrolisis de ATP. Esta codificada por 4
genes diferentes que dan lugar a las isoformas PMCA1, PMCA2, PMCA3 y PMCA4. Cada
una de ellas, mediante procesamiento alternativo de sus transcritos primarios, da lugar a
mas de 22 variantes ampliamente distribuidos en la mayoria de las células eucariotas
(Strehler y Zacharias, 2001). Estas isoformas realizan la funcién basica de transporte de

Ca2+

b

pero muestran algunas diferencias en cuanto a sus propiedades cinéticas y
mecanismos de regulacién (Strehler y Treiman, 2004). La mayor homologia entre isoformas
se da en los dominios catalitico y de transduccion, mientras que la mayor diversidad se da
en el dominio de regulacién. La existencia de esta gran variedad de isoformas dentro de la
familia PMCA podria deberse a especializaciones funcionales de cada una de ellas.
Numerosos estudios han mostrado el importante papel que desempefia el Ca** en la
diferenciacion neuronal y el crecimiento dendritico (Wong y Ghosh, 2002). En el capitulo
anterior se puso de manifiesto la implicaciéon de la bomba PMCA en la ontogenia del
cerebelo, pero no a nivel de isoformas. Por ello, en este capitulo se ha realizado un estudio
de la expresiéon de isoformas PMCA en dos especies con distinto tipo de desarrollo
neuronal. En el pollo, el desarrollo del sistema nervioso central tiene lugar
fundamentalmente a nivel pre-natal, naciendo con un cerebelo similar en organizacion y
madurez celular al de un adulto. El ratén, en cambio, tiene un desarrollo nervioso
mayoritariamente post-natal que ocurre en los primeros dias de vida. La comparacién de la
expresion de isoformas PMCA en ambos tipos de desarrollo nervioso permitira
profundizar en el papel clave de estas proteinas en momentos criticos del desarrollo del

cerebelo.
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RESULTADOS

Distribucion de isoformas PMCA en fracciones de membranas de cerebelo de pollo

en el desarrollo pre-natal

La expresion de las distintas isoformas PMCA se analiz6 en vesiculas de membrana
(VM) preparadas a partir de cerebelos de pollo de distintos estadios de desarrollo como se
indica en la seccién de “Métodos generales”. Para ello, se realizaron ensayos de Western
blot con anticuerpos especificos (Fig. 51). En primer lugar, la distribucién de PMCA se
analiz6 usando un anticuerpo policlonal preparado en nuestro laboratorio frente a la
PMCA sinaptosomal purificada de cerebelo de cerdo, el a-cb (Fig. 51A). Este anticuerpo
reconoci6 varias proteinas correspondientes a PMCA, de diferente intensidad y con pesos
moleculares entre 126 y 145 kDa, desde el dia embrionario 10 (E10) hasta el nacimiento
(P0). El marcaje con un anticuerpo frente a B-tubulina, que se expresa homogéneamente
durante el desarrollo, se usé en cada blot como un control del contenido de proteina, para
confirmar que las diferencias en las intensidades de las bandas eran debidas a cambios en la
expresion de PMCA durante el desarrollo y no a diferencias de contenido proteico.

De forma paralela, se han realizado Western blots similares utilizando anticuerpos
especificos de las cuatro isoformas PMCA (Fig. 51B-E). El anticuerpo anti-PMCA1
reconocié dos bandas de proteina alrededor de 134 y 130 kDa, correspondientes a dos
variantes de la isoforma PMCA1 (PMCA1b y 1a, de acuerdo con Filoteo ¢ al., 1997). Estas
proteinas se detectaron a partir del estadio E15, siendo mas evidente la PMCA1b. En
ambos casos su expresion se incrementd con el desarrollo, siendo la de PMCAla mayor
que la de PMCAT1b, en PO. El anticuerpo anti-PMCA2 reconocié un amplio espectro de
proteinas entre 126 y 152 kDa, a partir de E15. Respecto a la PMCA3, su anticuerpo
especifico detecté una proteina con gran intensidad alrededor de 133 kDa y otra mucho
mas débil de ~127 kDa que corresponderian con la PMCA3D y 3a, respectivamente segin
Filoteo ez al. (1997). Estas proteinas aparecieron desde E10, y su intensidad no cambid
significativamente durante el periodo analizado. El anticuerpo monoclonal anti-PMCA4 no
reconocio a su isoforma en ningun estadio del desarrollo, ni en las fracciones de membrana
ni en secciones de cerebelo analizadas mediante ensayos inmunohistoquimicos (Fig. 51E"),

que si eran marcadas con los otros anticuerpos (Fig. 51A"-D").
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Fig. 51 Inmunodetecciéon de proteinas PMCA en fracciones de membrana y secciones de
cerebelo de pollo en desarrollo. Treinta pg de proteina de VM de los estadios indicados se
separaron en un gel al 6,5% de poliacrilamida en SDS, se transfirieron a membranas de PVDF y se
incubaron con el anticuerpo a-cb (dilucién 1/400, A) y con anticuerpos especificos de isoformas
PMCA (dil. 1/500, B-E). Para confirmar que el contenido de proteina era el mismo en todas las calles
se uso un anticuerpo frente a $-tubulina (dil. 1/1.000). También se muestran inmunohistoquimicas en
secciones de criostato de cerebelo en el estadio E18 con los anticuerpos indicados anteriormente (A’
dil. 1/200; B"-E": dil. 1/50). Batra de escala, 2 mm.
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Localizacion de isoformas PMCA en secciones de cerebelo de pollo en desarrollo

La localizacion de las isoformas PMCA se ha realizado en secciones para-sagitales
de criostato de cerebelo de pollo desde el estadio E10 hasta el nacimiento, mediante
inmunohistoquimicas con los mismos anticuerpos utilizados en los ensayos de Western
blot. En el estadio E10, el anticuerpo a-cb (Fig. 52) mostrd un marcaje muy débil en la capa
celular cortical interna y en los nucleos profundos (Fig. 52a,a”). Sin embargo, marcéd
intensamente los plexos coroideos del IV ventriculo (Fig. 52a). En el estadio E15, en el que
la capa de las células de Purkinje comienza a ser una monocapa, los precursores de estas
células presentaron un claro marcaje en el soma y en los incipientes troncos dendriticos con
el anticuerpo a-cb (Fig. 52b,b"). En E18, el marcaje se localizaba principalmente en el soma
y en los troncos dendriticos primarios de las neuronas de Purkinje, y también aparecia en la
capa granular interna (Fig. 52¢,c”). En PO, la inmunorreaccién con el a-cb fue muy similar a
la mostrada en E18, siendo el marcaje mayor en la capa granular que en estadios mas
tempranos (Fig. 52d,d”). Las interneuronas de la capa molecular no presentaron

inmunorreacciéon en ninguno de los estadios analizados.
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Fig. 52 Inmunorreacciéon con el anticuerpo a-cb en secciones para-sagitales de cerebelo de
pollo en desarrollo. En el estadio E10 (a,a”) se observa un marcaje muy débil en la capa celular
cortical interna, mientras que los plexos coroideos (plc) son fuertemente marcados. De E15 a PO, se
marcan el soma y los troncos dendriticos principales (flechas largas y cortas, respectivamente en b’-d”)
de las células de Purkinje, y en PO, ademas, la arborizaciéon dendritica (cabezas de flecha en d7). En
E18 y PO, la capa granular (cg) también presenta inmunorreaccion (asteriscos). cci: capa celular cortical
interna; cge: capa granular externa; cgi: capa granular interna; cm: capa molecular; np nuicleos
profundos. Dilucién a-cb: 1/200. Barras de escala: E10: a, 480 um, a’, 96 um; E15: b, 525 um, b’, 50
um; E18: ¢, 600 um, ¢’, 58 um; PO: d, 620 um, d°, 62 um.
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La figura 53 muestra la distribucién especifica de las isoformas PMCA1, PMCA2 y
PMCA3 durante el desarrollo del cerebelo en secciones similares. En el estadio embrionario
E10, todos los anticuerpos anti-isoformas marcaron muy débilmente la capa celular cortical
interna y los precursores de las neuronas de los nucleos profundos (Fig. 53A-C). En
cambio, mostraron un fuerte marcaje en los plexos coroideos, de forma semejante al
anticuerpo a-cb. En la corteza cerebelosa en el estadio E15, los anticuerpos frente a
PMCAT1 (Fig. 53D) y PMCA3 (Fig. 53F) marcaron el soma de los precursores de las células
de Purkinje, mientras que el anticuerpo anti-PMCA2 (Fig. 53E) marcé alrededor de estos
precursores. En E18, la expresion de las isoformas analizadas se detectd ya claramente en el
soma de las células de Purkinje (Fig. 53G-I), con un marcaje definido para la PMCA2 en la
periferia del soma (Fig. 53H). Es interesante resaltar la distribucién especifica de estas
isoformas en los arboles dendriticos de las células de Purkinje. Asi, las PMCAs 1 y 3 se
localizaron en los troncos dendriticos primarios (Fig. 53G,I), mientras que la PMCA2
marcé completamente la arborizacién dendritica de estas neuronas, incluyendo troncos y
espinas dendriticas (Fig. 53H). En el nacimiento (P0), el marcaje de estos anticuerpos fue
muy similar a E18, pero mucho mas definido, de acuerdo con el mayor grado de
maduracion de la corteza cerebelosa (Fig. 53]-L). Ademas, las PMCAs 1 y 3 también se
localizaron en el soma de interneuronas de la capa molecular (células estrelladas y de los
cestos, Fig. 53],L). El marcaje en la capa granular con todos los anticuerpos fue de mayor
intensidad que en estadios mas tempranos, como ocurtia con el anticuerpo a-cb.

El estadio PO se utiliz6 para analizar la expresion de isoformas en la capa granular.
Mediante ensayos de inmunofluorescencia y tincion con DAPI, para localizar los nucleos
celulares, se observé que el anticuerpo a-cb marcaba estructuras concretas en los
glomérulos cerebelosos (Fig. 54A) y que las 3 isoformas PMCA se localizaban también en
los glomérulos, pero de forma menos definida (Fig. 54B). La isoforma PMCA2 aparecia

ademas en la membrana plasmatica del soma de las células de los granos.
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Fig. 53 Inmunodeteccién de las isoformas PMCA1, PMCA2 y PMCA3 en secciones de
cerebelo de pollo en desarrollo. En el estadio E10, los anticuerpos frente a PMCA1 (A), 2 (B) y 3
(C) marcaron débilmente la capa celular cortical interna (ccci) y con mayor intensidad los plexos
coroideos (plc). En E15, el marcaje de anti-PMCA1 y anti-PMCA3 se detecté en el soma de los
precursores de Purkinje (flechas en D y F), mientras que el de anti-PMCAZ2 se localiz6 en fibras en
torno a estos precursores (flechas en E). En E18, las PMCAT y 3 se localizaron en el soma y troncos
dendriticos de las células de Purkinje (flechas largas y cortas, respectivamente, en G-1), mientras que el
anti-PMCA2 también matcé las espinas dendriticas (cabeza de flecha aguda en H). En PO, el marcaje
de PMCA1 y 3 se observé ademas en el soma de interneuronas de la capa molecular (cm, cabezas de
flecha en J y L). Todas estas isoformas se expresaron también en la capa granular (cg, asteriscos en J-
L). Los insertos en D-L muestran a bajos aumentos la evolucién de la localizacién de las isoformas
PMCA en el desarrollo de la corteza cerebelosa. cge: capa granular externa; np: nucleos profundos; cgi:
capa granular interna. Barras de escala: E10, 500 pm; E15, 50 um; E18, 58 wm; PO 62 pum.
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anti-PMCA1

Fig. 54 Localizacion de proteinas PMCA en la capa granular de cerebelo de pollo en PO
mediante ensayos de inmunofluorescencia. Secciones para-sagitales de cerebelo se tifieron con
DAPI tras el inmunoensayo, para localizar los nucleos de las células de los granos (azul en B, D, F, H).
Los anticuerpos a-cb (A-B), anti-PMCA1 (C-D), anti-PMCA2 (E-F) y anti-PMCA3 (G-H) marcaron
los glomérulos cerebelosos (flechas). La PMCAZ2 también se localizé en la periferia de los somas de las
células granulares (cabezas de flecha en E-F). Barra de escala: 12 pm.

La expresion de proteinas PMCA en los nucleos profundos del cerebelo se observé
desde los primeros estadios analizados (Figs. 52a y 53A-C), incrementandose su expresion
en estadios mas avanzados (Fig. 55). En E15, el anticuerpo a-cb marcé el pericarion de las
células de los nuicleos profundos, mientras que en PO la inmunorreaccion se detect6 en las
prolongaciones nerviosas entre estas células (Fig. 55A,B). Las isoformas PMCA1 y PMCA3
se detectaron en el soma de las células de los nucleos profundos, reduciéndose su marcaje
en PO (Fig. 55C,D,G,H). La inmunorreacciéon correspondiente a PMCA2 se localizé en la
periferia del soma de estas células y en prolongaciones nerviosas entre ellas en todos los

estadios analizados (Fig. 55E,F).
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Fig. 55 Localizacion de isoformas PMCA en los nucleos profundos del cerebelo de pollo
durante el desarrollo. El anticuerpo a-cb marcé el soma de células de los nucleos profundos en E15
(flechas en A) y prolongaciones nerviosas entre ellas en PO (asteriscos en B). La expresion de PMCA1
y PMCAS3 se detect6 en el soma de neuronas de estos nucleos en E15 y PO (flechas en C, D, G y H),
mientras que la proteina PMCA2 se observo en la periferia del soma de estas neuronas y en
prolongaciones entre ellas (flechas y asteriscos en E y F, respectivamente). Barras de escala: E15, 38

pm; PO, 42 pm.

En los plexos coroideos del IV ventriculo, todos los anticuerpos mostraron un

fuerte y definido marcaje desde el primer estadio de pollo analizado (Figs. 52a y 53A-C). Al

realizar un analisis mas detallado (Fig. 56), se observo que en el estadio embrionario E10 el

marcaje se localizaba en las células epiteliales de los plexos coroideos. El marcaje disminufa

en PO respecto a los estadios de desarrollo mas tempranos y se concentraba en el polo

apical de estas células.
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a-cb

anti-PMCA2 anti-PMCA1

anti-PMCA3

Fig. 56 Inmunodeteccion de PMCAs en los plexos coroideos del IV ventriculo en pollos de
los estadios E10 y P0. Los anticuerpos indicados marcaron los plexos coroideos (plc) desde el
estadio E10, localizandose el marcaje intensamente en la membrana plasmatica de las células epiteliales
(detalle en insertos). En PO, el marcaje general fue menor, y se concentraba en la membrana apical de
estas células (detalle en insertos). cb: cetebelo. Barras de escala: E10, 110 um; PO, 280 um.
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Expresion funcional de PMCA en vesiculas de membrana de cerebelo de ratén en el

desarrollo post-natal

El analisis de las isoformas PMCA durante el desarrollo en raton se ha realizado en
cerebelos obtenidos al final de la gestacion, en el nacimiento, post-natales y adultos. En

primer lugar, se ha realizado un analisis funcional en vesiculas de membranas.
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Fig. 57 Actividad Ca?*-ATPasa y transporte de Ca?* de PMCA a diferentes estadios de
desarrollo del cerebelo de raton. (A) La actividad ATPasa de PMCA en ausencia (O) y presencia de
saponina al 0,01% (@) se midi6 en VM a los estadios de desarrollo indicados. (B) El transpotte de
Ca?* cotrespondiente a PMCA se midi6 en presencia de KH2PO4 20 mM a los 30 min en los estadios
indicados. Los datos son media = D.E. (batras) de los valores obtenidos en cuatro experimentos,
realizados por duplicado y de tres preparaciones distintas.

La figura 57 muestra los valores de la actividad Ca’*-ATPasa y del transporte de
Ca®" correspondiente a la PMCA, obtenidos en presencia de tapsigargina 0,1 uM y azida 5
mM, para inhibir la SERCA y otras ATPasas, respectivamente (como se describe en
“Métodos generales™). La actividad Ca**-ATPasa de PMCA (Fig. 57A) se midi6 en ausencia

y presencia de saponina al 0,01%, como en los ensayos realizados en cerebelo de pollo
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(capitulo 2). En ausencia del detergente, la actividad PMCA se incrementaba desde E18
hasta P12. A partir de este estadio, disminuy6 y se estabilizd, alcanzando valores de
0,0940,01 umoles . min"' . mg" en el adulto. En presencia de saponina, la actividad PMCA
también aumentaba con el desarrollo, siendo este incremento unas dos veces mayor en
presencia que en ausencia del detergente, indicando la existencia de moléculas de PMCA
orientadas intracelularmente en estas preparaciones de membranas.

La acumulacién de Ca** debida a PMCA, dentro de las VM de cerebelo de ratén, se
midi6 tras 30 min de transporte y en presencia de KH,PO, 20 mM (Fig. 57B). El transporte
de Ca*" aumenté con el desarrollo, alcanzando un méaximo en P12, a partir del cual
disminuy6 y se estabiliz6. El transporte de Ca®* en las VM de cerebelo de ratén adulto fue

de 24,143 nmoles de Ca®"/mg de proteina.

Distribucion de isoformas PMCA en fracciones de cerebelo de raton en desarrollo

Ensayos de Western blot con los anticuerpos especificos ya utilizados permitieron
analizar la presencia de las distintas isoformas PMCA en VM de cerebelo de ratones de
distintos estadios de desarrollo. La figura 58 muestra la presencia de las cuatro isoformas
PMCA en el cerebelo de ratén, aunque con distinta distribuciéon durante el desarrollo. El
anticuerpo anti-PMCA1 se unié a dos proteinas que podrian corresponder con las
isoformas PMCA1b (~134 KDa) y PMCAla (~130 kDa) segun Filoteo ez /. (1997), y que
se iban incrementando durante el desarrollo hasta el estadio P30, a partir del cual disminufa
levemente su expresion. El anticuerpo anti-PMCA2 reconocié un grupo de proteinas
alrededor del peso molecular esperado para la PMCA y correspondiente a distintas
variantes de esta isoforma generadas por procesamiento alternativo. La intensidad de estas
proteinas iba incrementandose desde el primer estadio analizado hasta P12, para después
mantenerse constante. El anti-PMCA3 reconocié 3 proteinas mayoritarias, cuya
inmunorreaccion aumentaba con el desarrollo, con un maximo en P15, para después
mantenerse. El anticuerpo anti-PMCA4 se uni6 a dos proteinas, posiblemente las PMCA4a
(~129 kDa) y PMCA4b (~133 kDa) segun Filoteo ez al. (1997), cuya expresiéon aumentd
suavemente hasta P30. Se utiliz6 un anticuerpo frente a [B-tubulina en cada blot para
confirmar que las diferencias en las intensidades de banda eran debidas a cambios en la

expresion de esa proteina y no a diferencias en su contenido durante el desarrollo.
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Fig. 58 Inmunodetecciéon de isoformas PMCA en VM de cerebelo de ratéon en desarrollo.
Veinte pg de proteina se separaron mediante electroforesis en un gel al 6,5%, se transfirieron a
membranas de PVDF y se incubaron con los anticuerpos anti-PMCA1, anti-PMCA2, anti-PMCA3 y
anti-PMCA4 (dilucién 1/1.000). La incubacién con un anti--tubulina (dil. 1.000) se utiliz6 como
control del contenido de proteina en todas las calles. La deteccién se realizé6 mediante 4-metoxi-1-
naftol.

Analisis de la expresion génica de isoformas PMCA en cerebelo de ratéon en

desarrollo

Para estudiar si las diferencias en la expresion de las isoformas PMCA durante el
desarrollo, observadas por Western blot, se producian también a nivel de RNA mensajero,
se analiz6 la expresion de PMCA1 y PMCA2, dos de las isoformas que mostraron en
Western blots distintos patrones de expresion (tras P12-P15: disminucién de la expresion

de proteina en el caso de la PMCAT1, o permanencia constante para la PMCA2). Para ello,
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se extrajo el RNA total de los cerebelos con Trizol (ver “Métodos generales”),
obteniéndose siempre un RNA de alta pureza (A,;,/A,5=2). Al someter el RNA extraido a
electroforesis, se observaron las bandas del RNA ribosomal de 28S y 188, sin evidencias de

degradacion (Fig. 59A).

A RNA B PO P8 P12 P15 P30 P90

PMCA1
(359 pb)

28 S
PMCAZ2

(575 pb)

18 S

B-actina
(100 pb)

Fig. 59 Analisis de expresion de transcritos de las isoformas PMCA1 y 2 en cerebelo de
raton en desarrollo. (A) Gel de RNA (15 pg) extraido con Trizol de cerebelo de ratén adulto (P90),
mostrando los RNA ribosomal de 28S y 18S. (B) Gel de agarosa al 2% mostrando los productos de la
RT-PCR con cebadores especificos de las isoformas PMCA1 y 2 y de B-actina, a partit de RNA
extraido de cerebelos de ratén de los estadios de desatrollo indicados.

A partir del RNA extraido se sintetizaron los cDNA correspondientes a los RNA
mensajeros mediante transcripcion reversa y se realizaron PCRs con cebadores especificos
para las isoformas PMCA1 y PMCA2. Los cebadores utilizados se diseflaron para
amplificar regiones no traducidas de las secuencias génicas de las PMCAs, por ser las que
presentan una mayor diferenciacion entre isoformas (ver “Métodos generales” para la
descripcion de los cebadores). La prediccion del tamafio de los fragmentos amplificados,
incluida la longitud de los cebadores, a partir de las secuencias de cada isoforma
corresponde a 359 pares de bases (pb) para la PMCAL1 y 575 pb para la PMCA2. La figura
59B muestra un gel con los productos de PCR resultantes. Mientras que no parecen existir
grandes cambios en los niveles de expresion de RNA mensajero de la PMCAI1 en el
desarrollo del cerebelo de ratéon, la PMCAZ si incrementa su expresion con el desarrollo. Se
realiz6 una PCR con cebadores para B-actina para indicar que se utiliz6 igual cantidad de

cDNA molde en todos los ensayos.
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Localizacion de isoformas PMCA en cultivos primarios de cerebelo de ratéon

La distribucion espacial especifica de las distintas isoformas PMCA en secciones de
cerebelo mostrada en los ensayos inmunohistoquimicos, realizados en distintas especies,
sugiere un patréon predeterminado de localizacion en cada tipo celular que evoluciona con
el desarrollo de la célula en el tejido. Para ver si existe una distribucién similar en células
aisladas, se realizaron cultivos neuronales primarios a partir de cerebelo de ratén en el
estadio E18. En estos cultivos todas las células pasan por distintos estados de
diferenciaciéon, presentando un aspecto redondeado en el momento de la siembra.
Posteriormente emiten pequefios lamelipodios y neuritas, y por dltimo proyectan largos
axones y establecen sinapsis. Este ultimo estado se consigui6 tras 48 h de cultivo en las
condiciones indicadas en la secciéon de “Métodos generales™.

Se realizaron ensayos de doble inmunofluorescencia en estos cultivos con los
anticuerpos anti-PMCA especificos de isoformas y un anticuerpo frente a -tubulina, que
permitian visualizar completamente la fisionomia de la célula (Fig. 60). Las células presentes
en estos cultivos primarios mostraron la presencia de las cuatro isoformas PMCA. La
mayoria de las células del cultivo correspondian con células de los granos, mayoritarias en
el cerebelo, e identificadas por el aspecto que tienen en cultivo, con un soma pequefio y la
emision de dos axones opuestos. Las PMCAs 1, 2 y 3 se expresaron principalmente en el
soma de estas células (Fig. 60a,b,c), mientras que la PMCA4 se localizaba ademas en las
prolongaciones nerviosas (Fig. 60d). En los cultivos se encontraron también otros tipos
celulares, aunque de forma minoritaria, que también presentaron inmunorreacciéon con los
anticuerpos anti-PMCA (Fig. 60a’, b’, ¢, d”). Es interesante sefialar que la PMCAZ2 estaba
presente en células gliales y que las PMCAs 3 y 4 se localizaban en el soma y las
prolongaciones nerviosas de otras células distintas a las de los granos. Por otra parte,
ensayos con un anticuerpo frente a calbindina (marcador de células de Purkinje) no daban
ninguna inmunorreaccion, descartando la existencia de células de Purkinje, dada su dificil

supervivencia en cultivo (resultados no mostrados).
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anti-PMCA3 anti-p tubulina Fusion

-

Fig. 60 Inmunodeteccion de isoformas PMCA en cultivos primarios de cerebelo de ratén.
Dobles inmunocitoquimicas tras 48 h de cultivo con los distintos anticuerpos anti-PMCA1, anti-
PMCAZ2, anti-PMCA3 y anti-PMCA4 (dilucién 1/500), y los anticuetpos B-tubulina (dil. 1/1.000) o
334 (dil. 1/500), usando estos dltimos como matcadores del citoesqueleto celular. Los paneles de la
tercera columna (Fusién) corresponden a la superposicion de las figuras precedentes. Barra de escala,
14 um.
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DISCUSION

En este capitulo se ha analizado la expresion de las isoformas PMCA durante el
desarrollo del cerebelo en dos especies con distinto patréon de desarrollo, revelando una
distribucién temporal y espacial que varia entre isoformas.

Los ensayos de Western blot reflejan una amplia expresiéon de isoformas PMCA y
variantes, tanto en pollo como en ratén, con distintos patrones de expresion entre si (Figs.
51 y 58). Se observé que la PMCAT1 era poco abundante en los cerebelos de ambas especies
en relacién a otras isoformas, como también ocurre en el cerebelo de rata adulta (Filoteo e#
al., 1997; Stahl et al., 1992; Burette e al., 2003). En el pollo, la expresion de proteina se
incrementaba con los estadios de desarrollo, aunque habia diferencia entre las distintas
variantes identificadas, con una expresion mas temprana de la PMCA1b con respecto a la
PMCAT1a, que estarfa de acuerdo con resultados obtenidos por Brandt y Neve (1992) en el
desarrollo de rata. Estos autores sugieren que la PMCAla es una isoforma que inicia su
expresion en relacion a la maduracién sinaptica. Un fenémeno similar parece darse en
pollo, ya que como se mencioné en el capitulo anterior, los primeros contactos sinapticos
no se inician hasta el estadio E12 en el desarrollo de pollo y, a diferencia de la rata, en PO ya
estan casi todas las conexiones sinapticas formadas. Respecto a la PMCAZ2, el incremento
en la expresiéon observado desde E10 a PO en cerebelo de pollo coincide con un
incremento observado para esta isoforma desde P2 a P30 en el desarrollo del cerebelo de
rata (Brandt y Neve, 1992), mientras que en ratoén parece mantenerse constante tras P12. El
alto contenido en la isoforma PMCA2 y en variantes adicionales en los estadios finales del
desarrollo para pollo y ratén, coincide con la alta expresiéon observada en el cerebelo de rata
adulta para esta isoforma (Stahl ez a/, 1992; Stauffer ez al., 1997; Filoteo et al., 1997). En
pollo, las isoformas PMCA3a y 3b, aunque variaban en su contenido, no parecfan sufrir
cambios en su expresion durante el desarrollo, mientras que en ratén tenfan un patrén
similar a l]a PMCAZ2. Por otro lado, el hecho de que en pollo el anticuerpo anti-PMCA4 no
diese ninguna inmunorreaccién en los ensayos de Western blot ni en los
inmunohistoquimicos, no permiten afirmar la inexistencia de esta isoforma en el cerebelo
de pollo. Podria deberse a que la isoforma de pollo no presente el epitopo para este
anticuerpo, ya que si reconoce a la PMCA4 en cerebelo de ratén, y también de rata (Filoteo

et al., 1997).
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Los patrones de expresion observados en los distintos momentos del desarrollo del
cerebelo de pollo para las isoformas PMCAI1, 2 y 3 se vieron también reflejados en su
distribucién en el tejido, como se resume en la figura 61, mostrando una especifica
localizacion en tipos celulares y estructuras. La alta cantidad de PMCA2 y su distribucion
en el soma y en la arborizaciéon dendritica de toda la célula de Purkinje ha sido mostrada
también en rata adulta (Stahl ez @/, 1992; Stauffer ef al., 1997; Burette et al., 2003). Estas
células son neuronas GABAérgicas, de tipo inhibidor, que poseen el unico punto de salida
de informacién del cerebelo y que ademas estan enriquecidas en numerosas proteinas,
distribuidas por toda la célula, que intervienen en la regulaciéon del Ca®" intracelular como
son la calbindina y la SERCA2, mostrado en capitulos anteriores. En cambio, la
distribucién de las isoformas PMCA1 y 3 fue mas restringida en las células de Purkinje,
asociandose practicamente a los cuerpos neuronales de estas células desde los momentos
mas iniciales de su desarrollo. De esta forma, se puede deducir que la fuerte
inmunorreacciéon observada en la capa molecular con los anticuerpos 5F10 (vease el
capitulo 2) y a-cb, que reconocian distintas isoformas PMCA, era debida en mayor grado a
la presencia de la isoforma PMCAZ2, ya que las isoformas 1 y 3 se expresan débilmente en la
arborizacion dendritica de Purkinje. Asi, la PMCAZ2 se convierte en practicamente la tnica
isoforma PMCA presente en las espinas dendriticas de las células de Purkinje,
compartimentos donde la regulacién del Ca®* es practicamente independiente del resto de
la célula (Johnson et al, 1993), influyendo de forma determinante en la funcién celular
mediante la generacién y transporte de sefiales excitatorias o inhibitorias al soma y en la
plasticidad sinaptica (Berridge, 1993).

La expresion de las proteinas PMCA1L y 3 en los somas de las células estrelladas y
de los cestos, s6lo en momentos proximos al nacimiento del pollo, se ha mostrado también
en rata adulta para la PMCA1 (Stauffer ef al., 1997) y para la PMCA3 (Burette ¢# al., 2003),
utilizando distintos anticuerpos. Estas interneuronas establecen sinapsis de tipo inhibidor a
distintas alturas de la célula de Purkinje, pudiendo jugar diversos papeles en la regulacion
del Ca®*, que repercutan en la integracién final de la informacion que sale del cerebelo via
célula de Purkinje. La carencia de PMCAZ2 en estas neuronas sugiere que cada tipo celular
podtia utilizar una unica combinacién de proteinas reguladoras para mantener el control
intracelular de Ca®" Esto mismo se refleja en la distribucion de las distintas isoformas en la
capa granular. Todas se expresaban en los glomérulos cerebelosos, regiones muy

enriquecidas en sinapsis, y donde el tamafio del marcaje nos impide localizar claramente la
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estructura a la que se asocia cada isoforma dentro del glomérulo. Sin embargo, la isoforma
PMCAZ2 fue la tnica que se identificé en las células de los granos de cerebelo de pollo,
aunque otros autores si localizaron PMCA1 y 3, e incluso PMCA4, en las células granulares
de rata (Stahl e al., 1992; Stauffer ez al., 1997; Burette ¢t al., 2003).

Estudios previos han mostraban una mayor abundancia de la PMCA3 en los plexos
coroideos respecto a las otras isoformas en el cerebelo de rata adulta (Stahl e a/, 1992;
Stauffer ez al., 1997). Sin embargo, en los plexos de pollo no se observaron diferencias en la
expresion de proteina entre isoformas (Fig. 56). Pero lo mas interesante, es que se observo
una disminucién en el marcaje conforme progresaba el desarrollo del cerebelo, como se

describié en el capitulo anterior para PMCA con el anticuerpo 5F10.
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Fig. 61 Representacion de los patrones de expresion temporal y espacial de las isoformas
PMCA en el desarrollo de la corteza cerebelosa de pollo. cge: capa granular externa; ccci: capa
celular cortical interna; cm: capa molecular; ccp: capa de las células de Purkinje; cgi: capa granular
interna; cg: capa granular; O: células de los granos; F: glomérulo cerebeloso.
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Los ensayos funcionales en vesiculas de membrana de cerebelo de ratéon en
desarrollo han puesto de manifiesto un incremento en los valores de actividad y transporte
de la PMCA a partir del estadio PO (Fig. 57), como ocurria con el cerebelo de pollo a partir
de E12. Ensayos de Southern blot y de hibridacion zz sitn en el cerebelo de roedores han
mostrado que el inicio de la expresion de PMCA ocurre préoximo al nacimiento (Brandt y
Neve, 1992; Zacharias y Kappen, 1999), pero no existen evidencias anteriores de cuando
comienza a tener actividad esta bomba de Ca*". Teniendo en cuenta que los estadios
embrionarios de pollo desde E7 a E12 corresponden a estadios embrionarios en roedores
desde E15 a P2 (Millen ¢# al., 1995), se puede sugerir que el tiempo para la expresion inicial
y funcional de PMCA es similar en estos animales, y que estos estadios podrian constituir
un periodo critico en el desarrollo del cerebelo.

El incremento funcional de la PMCA en pollo es gradual. Sin embargo, en raton se
pueden observar de forma general dos fases separadas por el estadio P12: una primera
desde un estadio proximo al nacimiento hasta P12 (donde se producen los wvalores
maximos de actividad y transporte con respecto al resto de estadios) y una segunda fase a
partir de P12 y hasta el estado adulto (en la que se mantienen los valores cinéticos). Este
comportamiento se ve reflejado también en los resultados de Western blot. Diversos
estudios han mostrado la importancia del estadio P12 en el desarrollo del sistema nervioso
de ratén, momento en que se han observado cambios en la expresion de diferentes
proteinas. Asi, Seifert ez al. (1997) observaron un incremento en la funcionalidad de los
receptores AMPA hasta P12, para después mantenerse constante. de Bilbao ¢# 4/ (1999)
mostraron un cambio en la expresion de la caspasa 3 tras el estadio post-natal P12,
asociado a una disminucién de la muerte celular en el desarrollo embrionario tras este
estadio, debido a una menor neurogenesis. Durante el desarrollo del sistema endocrino de
raton, en P12 se producen cambios en la expresion génica de reguladores de la funcion
hipotalamica-pituitaria-adrenal (Schmidt ez @/, 2003). Todas estas observaciones sugieren
que este estadio constituye un momento muy critico en el desarrollo del ratén, con un
cambio importante en la actividad PMCA debido probablemente a cambios en la
homeostasis de Ca®" en ese estadio. Sin embargo, los productos de RT-PCR de la PMCA1
en el cerebelo de raton durante el desarrollo no mostraron ningin cambio significativo en
P12 (Fig. 59), por lo que deben existir mecanismos reguladores a nivel de traducciéon que

repercutan en los niveles finales de isoformas.
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Con respecto a los ensayos en cultivos primarios de ratén, todas las isoformas
PMCA presentaron una localizaciéon bastante similar en las células de los granos, salvo la
PMCA4 que se localizaba ademas en sus prolongaciones nerviosas (Fig. 60). Es interesante
sefialar que la PMCAZ2 estaba también presente en células gliales. Fresu e a/ (1999) fueron
los primeros en mostrar en cultivos de células gliales que la bomba PMCA no sélo se
localizaba en neuronas. La distribuciéon general y poco especifica de las isoformas PMCA
observada en células en cultivo (a diferencia de lo observado en tejido cerebeloso),
implicarfa una redundancia funcional de las distintas isoformas. Sin embargo, estudios
recientes comienzan a mostrar una especializacion funcional que trasciende de la regulacion
de los niveles intracelulares de Ca®". Asi, en ratones knockout de la PMCA2 se ha
observado que, aunque eran viables, la deficiencia en esta isoforma ocasionaba la pérdida
de audicion y de equilibrio (Kozel ef al., 1998; Ueno et al, 2002). El resto de isoformas
PMCA, aparentemente, eran incapaces de compensar la pérdida en la expresion de la
PMCAZ2 en la céclea del ratén knockout. Ademas, la reduccion en la expresion de PMCA2
(en animales heterocigotos) resultaba en una pérdida importante de la funcién auditiva.
Estos resultados constituyen los soportes mas definitivos de la idea de que diferentes
isoformas PMCA realizan funciones especificas y especializadas en diferentes células. Asi,
la existencia de patrones de localizaciéon mas especificos en tejidos diferenciados, sugiere
que la expresion de las isoformas PMCA se va haciendo mas restringida conforme progresa
la diferenciacion celular. Asi, serian otros factores intrinsecos a la matriz cerebelosa, como
sustancias moduladoras secretadas al medio extracelular por células vecinas, o propias de la
maduracién de un concreto tipo celular, los que hacen que en el tejido cerebeloso
observemos una localizacion mucho mas especifica de isoformas PMCA que en cultivo,
asociada a tipos celulares concretos y areas especificas de las células.

Por otro lado, aunque algunos de estos patrones se solapan, sin embargo podria
existir una diferente distribuciéon subcelular dentro de la membrana plasmatica que les
permita interactuar con distintas proteinas y moléculas para desempefiar una funcién

mucho mas especifica, lo cual se analizara en el proximo capitulo.
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Capitulo 4

ASOCIACION DE ISOFORMAS DE LA Ca®"-ATPasa
DE MEMBRANA PLASMATICA EN DOMINIOS
LIPIDICOS DE MEMBRANAS DE CEREBELO

Resumen

La isoforma PMCA4 de cerebelo de cerdo se localizd en microdominios lipidicos de
membranas o “rafls”, extraidos con Brij 961 frio y aislados por flotacion en gradientes de densidad de
Nycodenz. Su co-localizacion con colesterol, el ganglidsido GMT1 y la proteina PrP°, que se asocian
tipicamente a estos dominios, confirman su distribucion en rafts. Las otras isoformas PMCA se situaron en
las fracciones solubles en detergente, junto a la mayoria de las proteinas de membranas. Medidas de
actividad enzimadtica confirman la distribucion bimodal de las isoformas PMCA en el gradiente de
densidad. Ademds, la PMCA aislada en rafts presenta caracteristicas cinéticas tipicas de la isoforma 4
(menor actividad A'TPasa y mayor estimulacion por calmodulina). Los rafts lipidicos podrian contribuir a
la interaccion de la PMCA4 con proteinas implicadas en la seializacion por Ca'* en dreas funcionales

discretas de las terminales nerviosas sindpticas.
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INTRODUCCION

El estudio de la organizacion de las membranas biolégicas en subdominios
especializados, conocidos como “raffs” o balsas lipidicas, es una fuente emergente de
investigacion, dada su implicacién en procesos esenciales en la célula entre los que se
incluye la transduccién de sefiales (Brown y London, 2000; Simons y Toomre, 2000; Pike,
2003). Los rafts lipidicos se caracterizan por su alto contenido en colesterol y esfingolipidos
y parecen servir como plataformas para la asociacién espacial de complejos de proteinas
implicados en vias de sefalizacién (Simons y Toomre, 2000). En las neuronas, se han
encontrado estos microdominios lipidicos en las dendritas, donde sostienen a numerosos
complejos de proteinas post-sinapticas. De hecho, su desintegracion lleva a la reduccion de
sinapsis excitatorias e inhibitorias y a la pérdida de espinas dendriticas, entre otros procesos
(Hering et al., 2003). Por otro lado, existen numerosas evidencias de proteinas implicadas en
enfermedades neurodegenerativas y que estan asociadas a raffs, como son las causadas por
priones y la ataxia cerebelosa (Vey, ez al., 1996; Legname, e al., 2002), y las proteinas beta-
amiloide y presenilinas (Lee e a/, 1998; Parkin e al., 1999; Mahfoud, ef a/., 2002; Molander-
Melin et al., 2005) y la parkina (Fallon e# a/., 2002) involucradas en Alzheimer y Parkinson.

Dentro de los dominios rafts, existen subtipos como las denominadas “caveolas”,
caracterizadas por la presencia de caveolina-1, que pueden compartir 0 no una respuesta
similar a la solubilidad en detergente que los rafts (Brown y London, 2000; Sowa, ef al.,
2001; Balbis, ez al., 2004). En este sentido, estudios inmunocitoquimicos en cultivos de
fibroblastos humanos (Fujimoto, 1993) y Western blots de caveolas aisladas de la superficie
endotelial de células de pulmon de rata (Schnitzer, ef al.,, 1995) han mostrado la presencia de
PMCA en caveolas. Sin embargo, no se han observado caveolas en células nerviosas.

En este capitulo, se ha investigado la asociaciéon de las isoformas PMCA de
membrana plasmatica sinaptosomal (MPS) de cerebelo de cerdo con rafts lipidicos. Las
diferencias observadas en la distribucién especifica de isoformas en dominios de membrana
permiten relacionar la isoforma PMCA4 con una posible funcién mas especifica en la

sefializacion celular y en otros procesos moleculares.
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RESULTADOS

Distribucién de lipidos y proteinas caracteristicos de rafts en el gradiente de

densidad

Los microdominios lipidicos 7affs se aislaron a partir de la fraccion MPS de cerebelo
de cerdo (Fig. 62) por extraccion con Brij 96V en frio y posterior fraccionamiento
utilizando un gradiente de Nycodenz. El detergente Brij 96V se utiliz6 con preferencia al
Triton X-100, muy utilizado para la extraccién en frio de los raffs, en base a la mejor
conservacion por Brij 96V de los complejos de proteina en estos dominios (Naslavsky ez a/.,
1997; Radeva y Sharom, 2004). El gradiente de densidad para el fraccionamiento por
flotacion se ha realizado con Nycodenz en lugar de sacarosa para asi reducir
considerablemente el tiempo de centrifugacién necesario para alcanzar el equilibrio de
densidad, y favorecer la preservaciéon de la integridad funcional de las proteinas de

membrana.

Fig. 62 Micrografia de vesiculas de membrana plasmatica sinaptosomal de cerebelo de
cerdo. Las MPS (5 pg) se visualizaron por tincién negativa y microscopia electrénica de transmision,
como se describe en la seccion de “Métodos generales”. Barra: 0,2 um.

En primer lugar se determiné el contenido del esfingolipido GM1 y de colesterol,
como marcadores de raffs lipidicos, en las fracciones de MPS extraidas con Brij 96V (Fig.
63). Los niveles mas altos de GM1 (Fig. 63A) se observaron en la parte superior del
gradiente (fracciones 1-4), indicando un enriquecimiento en raffs similar al descrito por
otros autores (Naslavsky, ez al., 1997; Madore, ¢z al., 1999). De forma similar, el colesterol se
encontr6 principalmente en las fracciones de baja densidad 2-4 de la parte superior del

gradiente, con muy bajos niveles en las fracciones restantes (Fig. 63B).
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Fig. 63 Distribucion del gangliésido GM1 y de colesterol en las fracciones de MPS extraidas
con Brij 96V y sometidas a ultracentrifugacion en gradiente de densidad de Nycodenz. El
gangliésido GM1 (A) se determiné por Dot blot (0,5 ul de cada fraccion, ver “Métodos generales”)
usando la toxina del célera B-HRP (dilucién 1/20.000) y visualizado pot quimioluminiscencia.
Vesiculas de MPS no tratadas se usaron como control. El panel A muestra un blot representativo de
experimentos independientes con resultados similares. El contenido en proteina total cargado en cada
calle se observé con la tinciéon de proteinas Ponceau S. La intensidad de la reaccién de GMT1 se
cuantifico y represent6 en porcentaje de la intensidad de GM1 en cada fraccion relativa a la intensidad
total de GM1. El colesterol (B) se cuantific en las fracciones obtenidas del gradiente (10 ul) mediante
un ensayo colorimétrico (ver “Métodos generales”). Los datos son media = D.E. (barras) de los
valores obtenidos de tres experimentos con tres preparaciones diferentes.

Otro marcador de rafis utilizado como control ha sido la Proteina Prién Celular (PrP)
(Taraboulos ez al., 1995). La figura 64A muestra que el mayor contenido de PrP“ apareci6
en las fracciones de baja densidad 2-6, separadas de la mayoria de las protefnas de
membrana (Fig. 64C). Esta distribucion de marcadores se preservé en las extracciones
realizadas con detergente frio de las MPS para concentraciones de proteina comprendidas

entre 9y 14 mg/ml.
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Fig. 64 Distribucion de la proteina marcadora de rafis PrPC (A,B) y contenido total de
proteinas (C) a lo largo del gradiente de densidad. (A) Once pl de cada una de las 13 fracciones y
30 ug proteina de MPS no fraccionada se sometieron a electroforesis en un gel al 13,5% de
poliacrilamida en SDS y se incubaron con el anticuetpo anti-PtP 6H4 (dilucién 1/3.000). Se muestra
un blot representativo de tres experimentos independientes. (B) Porcentaje del contenido en PrP¢ a lo
largo de las fracciones del gradiente, referido al contenido total de la proteina marcadora de raffs. (C)
Un gel similar, con las fracciones indicadas, se tifié con azul Coomassie.

Distribucion de isoformas PMCA en el gradiente de densidad

La presencia de PMCA en las distintas fracciones del gradiente se analizé con el
anticuerpo 5F10, que reconoce todas las isoformas PMCA, y que reacciono con la proteina
en las fracciones 2-13 (resultados no mostrados). La distribucién de las cuatro isoformas
PMCA a lo largo del gradiente se analiz6 mediante anticuerpos especificos de estas
isoformas (Fig. 65A). Las PMCAs 1, 2 y 3 se detectaron en las fracciones de alta densidad
que no contienen los microdominios raffs, siendo la inmunorreacciéon para las PMCAs 1y 3
mayor que para la PMCAZ2. De forma interesante, el anticuerpo anti-PMCA4 reconocié dos
bandas de proteinas alrededor de las fracciones 2-4, en la parte superior del gradiente. Para
evaluar si las proteinas detectadas corresponden a las variantes PMCA4a y PMCA4Db, se
realizaron ensayos de Western blots de MPS con los anticuerpos especificos anti-PMCA4a
(CR4a) y anti-PMCA4b (JA3) (Filoteo et al., 1997; Caride et al., 1996; Fig. 65B). Se observé
que cada anticuerpo reconocia una unica banda correspondiente a cada variante, mientras

que el anticuerpo anti-PMCA4 reconocia ambas variantes en las MPS.
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Fig. 65 Distribucion de las isoformas PMCA en las fracciones obtenidas del gradiente de
densidad de Nycodenz. (A) Cada una de las trece fracciones (11 pl) y MPS no tratadas (30 ug) se
sometieron a electroforesis en geles al 6,5% de poliacrilamida en SDS y Western blot con los
anticuerpos anti-PMCA1 (dilucién 1/500), anti-PMCA2 (dil. 1/1.000), anti-PMCA3 (dil. 1/500) y anti-
PMCA4 (dil. 1/1.000). Los blots son tepresentativos de seis expetimentos independientes de
diferentes preparaciones. (B) Cuarenta pg de MPS se incubaron con los anticuerpos anti-PMCA4a
(CR4a), anti-PMCA4Db (JA3) y el anti-PMCA4(a/b). (C) Cuantificacién de las bandas de PMCAL, 2, 3
y 4 en cada fraccion relativa al total de la cuantificacién de bandas.

La cuantificacion de las bandas correspondientes a las cuatro isoformas PMCA (Fig.
65C) permitié precisar la distribucién bimodal de las isoformas PMCA a lo largo del
gradiente. Se obtuvo un maximo de sefial para la PMCA4 en la fraccion 3 de baja densidad
(rafts) y otro maximo para las tres isoformas restantes en la fraccion 9 de alta densidad (no
rafts). Ademas, se obtuvo una distribucion bimodal similar, si no idéntica, para MPS aisladas
de cerebro de cerdo (resultados no mostrados).

Se realizaron medidas de la actividad Ca>*-ATPasa en todas las fracciones (Fig. 66)
obteniéndose dos maximos de actividad PMCA que solapaban con los encontrados
mediante inmunorreaccion. Las membranas de cada fraccion, previamente incubadas con
calmodulina 0,32 pg/ml, mostraron una estimulacién de la actividad ATPasa solamente

alrededor de la fraccién 3.
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Fig. 66 Actividad Ca?*-ATPasa de PMCA en fracciones del gradiente de densidad. La
actividad se midi6 en la ausencia (@) y presencia (O) de calmodulina 0,32 ug/ml mediante un ensayo
acoplado a 37 °C usando 7,5 pl de cada fraccion. Los datos son media D.E. (barras) de los valores
obtenidos de tres experimentos independientes en diferentes preparaciones.

Analisis de la asociacion PMCA-rafts

La capacidad preferente de la PMCA4, con respecto a las otras isoformas, de
asociarse a rafts lipidicos podria ser resultado de una propiedad intrinseca de la proteina o
de la existencia de moduladores que indirectamente podrian promover esta asociacion, en
el caso de la PMCA4, y excluitlo en el caso de las restantes isoformas. En este sentido, el
hecho de que la PMCA4b se una a varias proteinas PDZ (PSD-95/Dig/Z0O-1) de la familia
MAGUK  (Membrane-Associated Guanylate Kinase) (Kim et al., 1998, DeMarco y Strehler,
2001), algunas de las cuales se asocian a rafts (Perez et al., 1998; Bruckner ef al., 1999; Fallon
et al., 2002; Gaide ez al., 2002; Ma e# al., 2003) podria apoyar una asociacion indirecta de esta
isoforma a los dominios raffs. Las MAGUKSs son proteinas de andamiaje implicadas en
procesos de senalizacion (Kim, 1995; Anderson, 1996), que se unen a la regién terminal
citoplasmica de diversas proteinas de membrana (Gaide ez a/., 2002) a través de la secuencia
de aminoacidos ETSX (para la unién a PDZ de la clase I), siendo X un aminoacido
cualquiera. Asi, un cambio en la secuencia de ETSV (existente en PMCA4b) a ETSL (en
PMCAT1b, 2b y 3b) podria explicar la distinta distribucién en raffs de las variantes PMCA b
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Kim ez al., 1998; Hung y Sheng, 2002). Sin embargo, la asociacion de PMCA4 con rafts
lipidicos no puede explicarse solamente a través del dominio PDZ, ya que en este caso no
se podria entender la capacidad de asociaciéon de la variante PMCA4a, ni la falta de
asociacion de la PMCAZ2b. De hecho, la PMCA4a tiene un extremo C-terminal mas corto
que no contiene la secuencia de unién a PDZ (Enyedi ez al, 1994). Por otra parte, se ha
descrito que la PMCAZ2b interacciona con proteinas MAGUK (DeMarco y Strehler, 2001)
y, en cambio, no aparece en este estudio como una proteina asociada a rafs.

Para explicar esta controversia, se ha considerado la posibilidad de la asociacién a
rafts como una propiedad intrinseca de la isoforma PMCA4. Si este fuese el caso, entonces
la PMCA4 deberia contener diferencias en su secuencia de aminoacidos en relacion al resto
de las isoformas PMCA. La figura 67 muestra el alineamiento de las secuencias de las
distintas isoformas PMCA para un analisis comparativo. Las secuencias de las cuatro
isoformas manifiestan una gran homologia en los dominios transmembrana (TM). Sin
embargo, la PMCA4 difiere de las otras isoformas en un 10% del total de residuos
implicados en el TM2, un 16% en el TM3, un 6% en el TM4 y un 14% en el TM9 (Tabla
8). Otra posible diana de interaccién con rafts son los dominios exoplasmicos pequefios de
la proteina que también contienen diversos residuos comunes para las PMCAs 1, 2 y 3,
pero no para la PMCA4. Segun Scheiffele ez al. (1997), los mejores candidatos para la
interaccion proteina-rafts son los residuos hidrofébicos localizados en la mitad exoplasmica
de los dominios TM de la proteina y también los aminoacidos en contacto con la cara
exoplasmica de la membrana. Sin embargo, los pequefios dominios citoplasmicos C4 y C5 'y
la region C6 (C-terminal) de PMCAA4 difieren de los de las PMCAs 1, 2 y 3 en un nimero
significativo de residuos (10,5%, 17% y 13,5% de sus residuos, respectivamente), mientras
que el mayor dominio citoplasmatico C3 (el dominio catalitico) de las tres isoformas s6lo

difieren en un 3,4% de sus residuos.

Fig. 67 Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las cuatro isoformas PMCA. Las
secuencias de las isoformas PMCA (Swiss-Prot: P20020, Q01814, P16720 y P23634 de hPMCA1, 2, 3
y 4, respectivamente) se analizaron mediante Blast. Se introdujeron huecos en las secuencias para
mantener el alineamiento. Los aminoacidos conservados en las PMCAs 1, 2 y 3, pero no en la
PMCA4, se sefialaron en negrita y en sombreado gris. Los dominios transmembrana (TM) son
subrayados y los dominios citosélicos (C) y extracelulares (E) se limitan con flechas. La regién C-
terminal de hPMCA4a se detalla en cursiva y es sefialada con un asterisco. El motivo de unién a PDZ
y las Cys potencialmente palmitoiladas (A) también se indican. El cuadro inserto representa
esquematicamente los dominios de la PMCA.
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4. Asociacion de PMCA con rafts lipidicos

Alternativamente, también se ha descrito que la asociacién a raffs puede ocurrir a

través de los aminoacidos de la cara citosolica de la membrana plasmatica (DeMarco y

Strehler, 2001; Ma ez al., 2003).

NO Aminoéacidos diferentes en la PMCA4
Dominio S, con respecto alas PMCAs 1,2y 3
aminoacidos N %
T™1 20 1 5
T™M2 20 2 10
T™M3 19 3 16
T™4 17 1 6
TM5 19 0 0
TM6 20 0 0
T™7 22 1 4,5
T™8 21 1 4,8
T™M9 21 3 14
TM10 21 0 0
El 36 5 13,8
E2 32 3 9,4
E3 9 0 0
E4 17 2 11,8
E5 9 1 11,1
C1 92 4 4,3
C2 184 16 8,7
C3 412 14 3.4
C4 19 2 10,5
C5 18 3 17
C6 193 26 13,5

Tabla 8 Comparacion de secuencias de isoformas PMCA: residuos diferentes en la PMCA4
y comunes para las PMCAs 1, 2 y 3. Para el cilculo se utilizaron las secuencias de la Fig. 64.

Sensibilidad a hidroxilamina de las isoformas PMCA

Ademas de las diferencias encontradas en las secuencias, se pueden identificar dos

regiones en las cuales la PMCA4 contiene diferencialmente un residuo de Cys

(GLQCRIEQ en el dominio C2 de PMCA4a/b y VDCNQ en el dominio C6 de PMCA4b;

Fig. 67) comparado con una Ser en las restantes isoformas. Estos residuos de Cys podrian

ser susceptibles de una modificacién covalente como la palmitoilacion, que parece ser

esencial para la localizacién de diversas proteinas de membrana en dominios rafts (Zhang et

al., 1998; Arni et al., 1998; Fragoso et al., 2003). Para analizar esta posibilidad, se estudi6 la

sensibilidad de la flotaciéon de la PMCA4 a hidroxilamina 1M, que rompe la interaccion
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Cys-palmitico (Gubitosi-Klug e al, 2005). La figura 68 muestra la presencia de las
isoformas en las fracciones 3 y 9 de baja y alta densidad, respectivamente, obtenidas al
solubilizar MPS previamente incubadas con hidroxilamina 1M, respecto a un control con
Tris 1M. Se observa como, tras el tratamiento, la intensidad de las bandas correspondientes
a PMCA4 disminuye notablemente en la fraccién 3 y aumenta en la fraccion 9, indicando
la destruccion de una posible interaccion de acido palmitico con esta isoforma en la
fraccion de rafts y consecuentemente su migracion a las fracciones de alta densidad. Las

otras isoformas permanecen inalteradas.
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Fig. 68 Sensibilidad a hidroxilamina de las isoformas PMCA. (A) Inmunoblots de las
fracciones 3 y 9 (11 ul) de MPS pre-tratadas con Tris 1M o hidroxilamina 1M, incubados con los
diferentes anticuerpos anti-PMCA especificos de isoformas. (B) Abundancia relativa de las isoformas
PMCAL1, 2, 3 y 4 en las fracciones 3 y 9. Las barras vacias y grises corresponden con los pre-
tratamientos con Tris 1M e hidroxilamina 1M, respectivamente.
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DISCUSION

Este estudio muestra por primera vez que la isoforma PMCA4 de cerebelo, pero no
las otras isoformas PMCA, se asocia especificamente con los dominios de membrana de
baja densidad de las MPS, los cuales exhiben un alto contenido en colesterol y GM1, y
propiedades similares de flotacién a la proteina PrP® asociada a rafls. Ademas, esta
asociacion es sensible a hidroxilamina, indicando que la palmitoilacién de la proteina actta
como una fuerza de interaccion (el-Husseini Ael y Bredt, 2002).

Los microdominios de membrana denominados raffs lipidicos, se encuentran
mayoritariamente en la membrana plasmatica y funcionan como plataformas para
concentrar diferentes moléculas y reunirlas en eficientes maquinarias de transducciéon de
seflales (Simons e Ikonen, 1997; Brown y London, 2000; Zajchowski y Robbins, 2002). Un
alto y creciente nimero de quinasas y otras proteinas parecen utilizar esta estrategia para
aumentar la eficacia de la cascada de sefiales (Foster ¢ /., 2003). En las neuronas, se penso
en primer lugar que los raffs lipidicos estaban restringidos al compartimento axonal
(Ledesma ez al, 1998), aunque posteriormente se observé que varias proteinas post-
sinapticas localizadas en dendritas también se asociaban a raffs (Hering et al., 2003). Como
se describi6 en el capitulo 1, la PMCA de cerebelo de cerdo esta presente en la membrana
plasmatica del soma de las células de Purkinje asi como en areas que engloban numerosas
sinapsis, como los glomérulos cerebelosos y las espinas dendriticas de la arborizacion de las
células de Purkinje. Sin embargo, este patron no discriminaba entre isoformas, ya que el
analisis estaba realizado con un anticuerpo que reconocia todas las isoformas.

La presencia de rafs lipidicos en MPS de cerebelo de cerdo se puso de manifiesto al
solubilizar MPS con Brij 96V frio y someter las membranas a un gradiente y
ultracentrifugacién. Se basé en el alto contenido en las fracciones de baja densidad de
marcadores lipidicos, como el colesterol y el esfingolipido GM1, y de la proteina marcadora
de rafts PrP© (Madore et al, 1999; Radeva y Sharom, 2004). La inmunodetecciéon de
proteinas PMCA usando anticuerpos especificos mostré que soélo la isoforma PMCA4 se
asocia a raffs. En cambio, las isoformas PMCA1, 2 y 3 aparecfan en las fracciones de alta
densidad, localizadas cerca de la parte inferior del gradiente (carentes de raffs), donde se
encuentran la mayorfa de las proteinas. La distribucion de isoformas PMCA en dos
porciones diferentes del gradiente se corroboré con los ensayos funcionales. L.a menor

actividad PMCA encontrada en la fraccion 3 con respecto a la fracciéon 9 y su mayor
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estimulacién por calmodulina apoya la presencia de PMCA4 en esa fraccidn, ya que esta
isoforma tiene la menor actividad basal y la mayor estimulacion por calmodulina entre las
isoformas (Elwess et al, 1997; Padanyi e al, 2003). La baja, o incluso la falta de
estimulacién por calmodulina encontrada en las fracciones 3 y 9, respectivamente, podria
deberse a que las isoformas PMCA estan ya activadas por la presencia de un alto contenido
en fosfatidilserina en las MPS de cerebelo, como ya se ha mostrado en cerebro (Salvador y
Mata, 19906). Estudios recientes sefialan que la actividad de la PMCA sinaptosomal de
cerebro de cerdo es dependiente de ganglidsidos (Zhao ez al., 2004) y que disminuye por
GM1 y en mayor extensiéon por GM2 y GM3. Asi, el alto contenido de gangliésidos en la
misma fraccion que PMCA4 (Figs. 63 y 65) puede también contribuir a la menor actividad
encontrada en la fraccién 3 con respecto a la fraccion 9. Por otra parte, Pang ez a/. (2005)
han mostrado que la actividlad PMCA disminuye al aumentar el contenido de
esfingomielina y colesterol en ensayos con PMCA reconstituida de cerebro de cerdo. El
patréon de distribucion de las isoformas PMCA se observé en MPS no sélo preparadas de
cerebelo si no también de cerebro, dando una vision mas general que regional en el
proceso.

La busqueda de determinantes moleculares responsables de la asociacion PMCA4-
rafts revelo la presencia de residuos especificos de Cys en los dominios citosélios C2 y Co,
que podrian ser, en principio, susceptibles de palmitoilarse. El papel clave de esta
modificacién covalente se puso de manifiesto en la reduccion de la flotacion de la PMCA4
tras el pre-tratamiento con hidroxilamina 1M. Sin embargo, ademas de la palmitoilacién,
habria que tener en cuenta otros mecanismos ain no identificados y que requieren una
experimentacion adicional.

La relevancia fisiologica de la localizacion de la PMCA4 en raffs aun no se ha
establecido. Considerando que la PMCA4b presenta la menor actividad basal y mayor
estimulacién por calmodulina que las otras isoformas (Caride e a/., 2001), se ha sugerido
que podria estar activamente implicada en el desarrollo, formacién y duracion de la sefial de
Ca’" (Padanyi e al., 2003). La localizacién preferencial de esta isoforma en dominios rafls de
membranas (ver Figura 69) podria indicar su participacion en eventos de sefalizacién por

- ) .,
Ca™ con un gran ajuste en su regulacion.
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Fig. 69 Distribucién de isoformas PMCA en la membrana plasmatica sinaptosomal. El
esquema representa la asociacion de la PMCA4 con microdominios de membrana ricos en colesterol y
esfingomielina, a través de posibles interacciones con proteinas MAGUK (para PMCA4b) y/o
palmitoilacién de residuos de Cys (para PMCA4a/b en C2 y para PMCA4b en C6). Las restantes
isoformas PMCA se localizan en otros dominios de la membrana.
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Capitulo 5

IDENTIFICACION Y DISTRIBUCION DE SPCA1
EN CEREBELO DE CERDO

Resumen

En este capitulo se ha identificado nna isoforma de la tercera familia de bombas de Ca’”,
la Ca**-ATPasa de vias secretoras (SPCAT1), en cerebelo de cerdo adulto. 1.a SPCAT se ha observado en
las distintas fracciones subcelulares aisladas de cerebelo. En secciones para-sagitales del tejido, la SPCAT se
localiza en el soma de las células de Purkinge, estrelladas y cestos, asi como en el soma de las células de los
granos y en estructuras de los glomeérnlos cerebelosos de la capa granular. Esta distribucion en tipos celulares
especificos implica un mecanismo adicional en la homeostasis intracelular de Ca’* al de las otras bombas de

caleio presentes en el cerebelo, asociado a requerimientos especificos en determinadas dreas.
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INTRODUCCION

La Ca**-ATPasa de vias secretoras (SPCA) constituye la tercera clase de bombas de
calcio. Se localiza en el complejo de Golgi y en vias de secrecion de las células de
mamiferos, y transporta Ca*" como las otras familias de Ca*"-ATPasas, SERCA y PMCA,
pero ademas puede transportar Mn*" con una afinidad semejante al Ca** (Van Baelen ¢z 4/,
2001).

Se han identificado dos genes que codifican para las isoformas SPCA1 y SPCA2
(Wuytack ez al., 2002). La SPCAT1 se localiza en muchos tipos celulares y su papel funcional
tiene una especial relevancia debido a que mutaciones en el gen de esta isoforma en
humanos se asocia con una enfermedad de la piel denominada de Hailey-Hailey (Hu ez a/.,
2000). La isoforma SPCA2 parece tener una distribucion mas restringida que la SPCA1 y
ain no existen evidencias claras de su funcién biolégica (Vanoevelen ez a/., 2005).

Recientemente, se ha mostrado la presencia de SPCA1 en homogencizados de
cerebro (Wootton ez al., 2004), pero no existen estudios previos sobre su distribucién
asociada a especificos tipos celulares en el tejido neuronal. En este capitulo se muestra por
primera vez la presencia y la localizaciéon de la isoforma SPCA1 en cerebelo de cerdo. Los
resultados obtenidos permitiran investigar la relaciéon entre su distribuciéon y su posible

. . 2 2 . .
papel en la homeostasis intracelular de Ca®" y Mn®" en el sistema nervioso.

RESULTADOS

Identificacion de SPCA1 en fracciones subcelulares de cerebelo de cerdo

La presencia de la proteina SPCA1 en cerebelo de cerdo adulto se detecté mediante
Western blots en diferentes fracciones subcelulares de membrana (Fig. 70A). El anticuerpo
especifico de SPCA1 reaccion6 con una banda de proteina de unos 100 kDa en todas las
fracciones aisladas y con similar intensidad. Estas fracciones contenfan también y-adaptina,
un marcador de las ultimas cisternas del Golgi y de la ruta trans-Golgi. La inmunorreaccioén
de un anticuerpo frente a B-tubulina mostré un contenido similar de proteina total en cada

calle. Las proteinas y-adaptina y SPCA1 también se observaron mediante el sistema
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“Odyssey” (Fig. 70B) de Western blot que permite identificar dos proteinas

simultaneamente, usando dos anticuerpos secundarios fluorescentes diferentes.

A PM MIC SIN MPS SPCA1 SPCA2

00 | G . <« SPCAf

anti-SPCA1

100 |=#™L . s |- v-adaptina

anti-y-adaptina

55 | 4 s . |-« (-tubulina

anti-B-tubulina

B SIN MPS SPCA1

-a SPCA1

el <« -adaptina

L N <« FUSION

Fig. 70 Inmunoreacciéon con los anticuerpos anti-SPCA1 y anti-y-adaptina en fracciones
subcelulares de cerebelo de cerdo. (A) Cuarenta pg de microsomas (MIC), sinaptosomas (SIN) y
vesiculas de membrana plasmatica sinaptosomal (MPS) y 5 pug de microsomas de células COS sobre-
expresando SPCA1 6 SPCA2. Las membranas de PVDF se incubaron con los anticuerpos anti-SPCA1
(dilucién 1/1.000), anti-y adaptina (1/100) y anti-B tubulina (1/1.000) y se revelaron con 4-metoxi-1-
naftol. (B) Inmunoreaccién similar usando el sistema Odyssey pata la visualizacién simultinea de
ambas proteinas usando inmunofluorescencia.
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Localizacion de SPCA1 en secciones de cerebelo. Comparacion con la distribucion

de otras bombas de calcio

La distribucion de SPCA1 en cerebelo de cerdo se analizé mediante ensayos

inmunohistoquimicos en secciones para-sagitales de criostato (Fig. 71).

Fig. 71 Localizacion de SPCAl en secciones para-sagitales de cerebelo de cerdo. La
inmunodeteccién con el anticuerpo anti-SPCA1 (dilucién 1/250) se extiende por las tres capas de la
corteza cetebelosa (A), en los somas de las células de Purkinje (B, flecha larga) y de interneuronas
localizadas a todos los niveles de la capa molecular (B, flechas cortas y cabezas de flecha), y en la capa
granular (cg). Una ampliacién de la parte superior de la capa molecular muestra el marcaje de SPCA1
en las células estrelladas (C-D, flechas), en acimulos definidos del citoplasma de estas células (D). La
mitad inferior de la capa molecular (E) presenta un marcaje similar en el soma de las células de los
cestos (cabezas de flecha) y en el de las células de Purkinje (flechas). La SPCA1 también se localiza en
algunas células de los granos (F, cabezas de flecha) y en numerosas fibras de la capa granular (F,
flechas). cm, capa molecular; ccp, capa de las células de Purkinje; sb, sustancia blanca. Barras de escala:
A, 140 um; B, 40 pm; C, 20 um; D, 4,5 um; E, 9 um; F, 25 um.
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El anticuerpo anti-SPCA1 dio sefial en las tres capas de la corteza cerebelosa (Fig.
71A), principalmente en los somas de las células de Purkinje y de interneuronas situadas a
distintos niveles de la capa molecular, y en la capa granular (Fig. 71B). Un analisis de la
parte mas superficial de la capa molecular muestra el marcaje de SPCA1 en las células
estrelladas (Fig. 71C-D), concretamente en acumulos definidos del citoplasma de estas
células. En la mitad inferior de la capa molecular (Fig. 71E) se observé una
inmunorreaccion similar en el soma de las células de los cestos y de Purkinje. La
arborizacion dendritica, el ax6n y el nucleo de todas estas células fueron inmunonegativos.
En la capa granular (Fig. 71F), también se observé expresion de SPCA1 en algunas células
de los granos y en numerosas fibras de la capa granular que proceden o se dirigen a la
sustancia blanca.

Para analizar con mas detalle la localizaciéon especifica de SPCA1 en las capas
molecular y de Purkinje se utilizaron ensayos de doble inmunofluorescencia. La figura 72
muestra el marcaje del anticuerpo anti-SPCA1 en acimulos definidos en el citoplasma de
los somas de las células de Purkinje y de los cestos y su co-localizacion en estas areas con el
marcador de Golgi anti-y-adaptina (Fig. 72A). Aunque el marcaje con anti-y-adaptina fue
mas homogéneo, también se restringfa sélo a los cuerpos celulares. Este anticuerpo anti-y-
adaptina reconoce una proteina de la red de trans-Golgi, presente en vesiculas generadas en
el aparato de Golgi y que esta probablemente distribuida por todo el citoplasma del soma
de estas neuronas. Ademas, la doble incubacién de secciones similares con el anticuerpo
anti-SPCA1 y DAPI para la tincién de nucleos (Fig. 72B) muestra que la SPCA1 se expresa
solamente en las células de Purkinje y las interneuronas, pero no en otras células como la
glia.

Un aspecto interesante a considerar es la distribuciéon de SPCA1 en relacién con las
otras bombas de Ca** SERCA y PMCA que, como se ha mostrado en el capitulo 1, estin
presentes en altas cantidades y con una distribucion especifica en cerebelo de cerdo. Asi, la
proteina SERCA2, que inmunorreacciona con el anticuerpo 1ID8 (Fig. 72C), present6 co-
localizaciéon con SPCA1 sélo en el cuerpo celular, de forma similar a la y-adaptina. La
proteina PMCA, marcada con el anticuerpo 5F10 (Fig. 72D), no mostré una clara co-
localizaciéon con SPCA1 en ningun lugar de las células de Purkinje. El marcador de sinapsis
anti-sinaptofisina, presente en las tres capas de la corteza cerebelosa, no co-localizé con

SPCAT1 ni en las células de Purkinje ni en las de los cestos (Fig. 72E).
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Fig. 72 Doble inmunolocalizacion de SPCA1 con y-adaptina, otras bombas de Ca?' y
sinaptofisina, en las capas de Purkinje y molecular. El anticuerpo anti-SPCA1 (rojo en A-E,
dilucién 1/250) reacciona en acimulos del citoplasma de los somas de las células de Putkinje (flechas
largas) y de los cestos (cabezas de flecha). I.a doble inmunorreacciéon con anti-SPCA1 (rojo en A) y
anti-y-adaptina (verde en A, dil. 1/200) muestra co-localizacién de ambas proteinas (Fusién). La
tincién de nicleos con DAPI 10 uM (azul en B) permite observar que sélo las células de Purkinje y las
interneuronas eran SPCA1 positivas. El anticuerpo anti-SERCA2 1ID8 (verde en C, dil. 1/500) marca
homogéneamente el citoplasma del soma y la arborizacién dendritica (flecha corta) de las células de
Purkinje, mostrando co-localizacién con SPCA1 sélo en el soma (Fusién). El anticuerpo anti-PMCA
5F10 (vetde en D, dil. 1/500) reacciona en la petiferia del soma y en espinas dendtiticas de la
arborizacién de Purkinje, sin co-localizar con SPCA1. El anticuerpo anti-sinaptofisina (verde en E, dil.
1/250) no co-localiza con SPCA1, ni en las células de Purkinje ni de los cestos. Barra de escala: 27 pum.
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Fig. 73 Doble inmunolocalizacion de SPCA1 con y-adaptina, otras bombas de calcio y
sinaptofisina en la capa granular. La inmunorreaccién de anti-SPCA1 (rojo en A-D, dilucion
1/250) se localiza por toda la capa granular. El soma de las células de los granos (cabezas de flecha en
A-C) es positivo para anti-y-adaptina (verde en A, dil. 1/200), IID8 (vetde en C, dil. 1/500) y 5F10
(vetde en D, dil. 1/500), peto s6lo algunas células de los granos matcadas con el anti-y-adaptina son
SPCAT1 positivas (cabezas de flecha en fusion de A). Secciones tefiidas con DAPI 10 uM (azul en B)
mostrando que no todas las células de los granos son SPCA1 positivas (Fusion en B). Los glomérulos
cerebelosos (flechas en A-E) se marcan con los anticuerpos anti-y-adaptina (A), IID8 (C), 5F10 (D) y
anti-sinaptofisina (E, dil. 1/250), mientras que SPCA1 se localiza en algunas 4reas dentro y alrededor
de los glomérulos (Fusion en A-E). Barra de escala: 10 um.
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De forma similar, se realizaron ensayos de doble inmunofluorescencia para analizar
con mayor precision la distribucion de SPCA1 por toda la capa granular (Fig. 73). Los
anticuerpos anti-y-adaptina, IID8 y 5F10 (Fig. 73A,C yD) marcaron el soma de las células
de los granos, pero sélo algunas células granulares marcadas con el marcador de trans-
Golgi anti-y-adaptina fueron SPCA1 positivas. Ademas, la tincion con DAPI (Fig. 73B)
mostré que no todas las células cuyo nucleo se tenifa con DAPI eran SPCA1 positivas. Los
glomérulos cerebelosos se marcaron claramente con los anticuerpos anti-y-adaptina, IIDS§,
5F10 y anti-sinaptofisina (Fig. 73A,C,D y E, respectivamente), indicando la presencia de
Golgi, de las bombas de Ca’* SERCA y PMCA, y de sinapsis en estas estructuras. La
SPCAI1, en cambio, se localiz6 sélo en algunas areas de los glomérulos cerebelosos y

alrededor de esta estructura (Fusion en Fig. 73A-E).

La Tabla 9 resume la distribucién de la SPCAT1 en cerebelo de cerdo, asi como la del

marcador y-adaptina y los otros tipos de bombas de Ca*".

SPCA1 y -adaptina SERCA PMCA
Células de so.ma. ~ = = X X
Purkinje arborizacién < <
dendpritica
Interneuronas de m so.ma. — = = X
la capa molecular ar O“Z??“’n
dendritica
Células de los granos X X X X
Glomérulos cerebelosos X X X X

Tabla 9 Resumen de la distribucion de SPCA1, y-adaptina y otras bombas de calcio en la
corteza cerebelosa de cerdo.
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DISCUSION

Los ensayos de Western blot y las inmunohistoquimicas presentadas en este
capitulo muestran por primera vez la distribuciéon de SPCA1 en el cerebelo de cerdo,
asociada a tipos neuronales y estructuras especificos.

La identificacién de SPCA1 en todas las fracciones subcelulares analizadas por
Western blot, indica una distribucién subcelular diferencial de esta bomba en neuronas
(Fig. 70). De esta forma, su localizacion en los microsomas estarfa relacionada con la
presencia de SPCA1 en las membranas de las cisternas del aparato de Golgi. Estudios de
inmunolocalizacion en células en cultivo de tipo epitelial (Van Baelen ez a/., 2003), de Sertoli
y de musculo liso (Wootton et al., 2004), o de tipo neural como las PC12 (Reinhardt ¢ al.,
2004), han mostrado una localizacién subcelular de SPCA1 alrededor del nucleo,
consistente con la disposiciéon del aparato de Golgi en estas células. Sin embargo, esta
distribucién no coincide con la observada en el cerebelo de cerdo, en forma de acumulos
definidos y dispersos por el citoplasma del soma de las células de Purkinje e interneuronas
(Figs. 71 y 72), que concretamente se corresponde con su localizaciéon en los
compartimentos mayores del aparato de Golgi en estas neuronas del cerebelo (Palay y
Chan-Palay, 1974). Esta distribucién permitirfa a la SPCA transportar Ca** o Mn*" al
interior de estos compartimentos, donde el Ca*" es critico para la regulacién del transporte
vesicular entre las diferentes cisternas de Golgi (Porat y Elazar, 2000) y donde ademas se ha
sugerido que la SPCA desempefia un papel importante en el plegamiento y la glicosilacion
de proteinas de secrecion (Durr ez al., 1998).

La distribuciéon de SPCA1 en los sinaptosomas y MPS estarfa relacionada con su
presencia en componentes mas distales de las vias de secrecion. En lineas derivadas de
células B pancreaticas de roedores también se ha mostrado una expresion de SPCA1 mas
distal en las vias de secrecion (Mitchell e /., 2004). La inmunorreaccion homogénea de la
proteina y-adaptina observada en los somas neuronales de cerebelo, pone de manifiesto la
existencia de una gran cantidad de vesiculas procedentes del Golgi por todo el citoplasma.
Ademas, la presencia de SPCA1 en los glomérulos cerebelosos (Fig. 73), donde confluyen
terminales sinapticas carentes de complejos de cisternas de Golgi, sugiere que la SPCA1 se
encuentra en vesiculas procedentes del Golgi. Aunque los resultados de las
inmunofluorescencias de la capa granular no han permitido asignar una localizacién

concreta a la SPCA1 dentro de los glomérulos, su presencia junto con las otras bombas de
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Ca’" SERCA y PMCA sugiere su contribucién en la regulacién de Ca®* en estas regiones de
alta concentracion de sinapsis.

La expresion abundante de SPCA1 en el sistema nervioso, mostrada previamente
en rata (Wootton ¢ al., 2004) y ahora en cerebelo de cerdo, y su co-localizacién con otras
bombas de Ca** dentro de estas células, sugiere que SPCA1 actia como un mecanismo
adicional de regulacién de Ca®" asociado a requerimientos elevados del i6n en éreas
especificas del cerebelo. Por otra parte, su papel en el tejido nervioso podria no limitarse
s6lo a la regulacién de los niveles de Ca*" para la transmisién nerviosa. Asf, se ha observado
que proteinas como convertasas de pro-proteinas (Steiner, 1998) y secretasas (LaFerla,
2002) encontradas en el Golgi o en vesiculas de secrecion, y que resultan desencadenantes
de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, son dependientes de Ca*, por lo
que alteraciones de la regulacién del Ca** en estos compartimentos podrfan contribuir al
desarrollo de este tipo de enfermedades.

Por otro lado, la funcién de la SPCA transportando Mn*" es poco conocida.
Diversos estudios muestran que altas concentraciones de Mn®* citoslico interfieren con
los sitios de unién de Mg*" de muchas proteinas, influyendo en su actividad. Es el caso de
la DNA polimerasa I de Escherichia coli (Beckman e al., 1985) y de proteinas que unen las
membranas de los organulos con el citoesqueleto (Towler ez a/., 2000), en las que el exceso
de Mn*" afecta a su correcta funcionalidad. También se ha relacionado con la apoptosis en
células PC12 (Hirata, 2002) e incluso con la enfermedad de Parkinson, pues el exceso de
Mn*" inhibe la hidroxilacién de tirosina, afectando asf a la sintesis de dopamina (Hirata e
al, 2001). El hecho de que en levaduras la eliminacién del Mn** téxico del medio se
produzca por accién de la Pmrl (la proteina homéloga de la SPCA), acumulandose el Mn**
en compartimentos de Golgi para después eliminarse por exocitosis de la célula, nos sugiere
un importante papel de la SPCA transportando Mn®" en distintos tejidos, incluido el neural,

que todavia no ha sido dilucidado.
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CONCLUSIONES

Los resultados de esta Tesis Doctoral permiten obtener las siguientes conclusiones:

1.

Las Ca**-ATPasas de reticulo sarco(endo)plismico (SERCA) y de membrana
plasmatica (PMCA) presentan una diferente distribucién subcelular en el
cerebelo de cerdo. Su localizacién conjunta o independiente segun el tipo
neuronal y 4rea siniptica, podria relacionarlas con requerimientos de Ca**

concretos en especificas regiones celulares.

Las proteinas SERCA y PMCA tienen una expresion especifica durante el
desarrollo del cerebelo de pollo. La SERCA va aumentando su actividad
funcional hasta el nacimiento segin se incrementa su contenido en proteina.
La actividad de la PMCA también aumenta con el desarrollo debido
probablemente a la co-expresiéon con distintos moduladores de esta bomba
durante el desarrollo del cerebelo. En cambio, el contenido en proteina
PMCA permanece constante durante el desarrollo, debido a cambios en la

expresion de sus distintas isoformas.

Las bombas de Ca®* SERCA y PMCA presentan diferentes patrones de
localizacion que van ligados a la maduracion de neuronas y al establecimiento
de conexiones sinapticas en el desarrollo del cerebelo de pollo. Ademas, la
expresion de ambas proteinas en los plexos coroideos sugiere su implicacion
en los mecanismos de produccién y secrecion del liquido cefalorraquideo,

con una especial relevancia en estadios tempranos del desarrollo.
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Conclusiones

Las isoformas 1, 2 y 3 de PMCA estan presentes en las células de Purkinje en
desarrollo de pollo, aunque muestran una diferente distribucion regional en la
membrana plasmatica. Sin embargo, otros tipos neuronales sélo expresan
alguna(s) de las isoformas cuando han terminado su maduracién. La distinta
combinacién de isoformas presentes en neuronas inhibitorias y excitatorias,
con una especifica compartimentacioén celular, parece sugerir una diferencia
funcional en la regulacién de Ca®" que repercuta en la integracion final de la

informacién que sale del cerebelo.

Durante el desarrollo postnatal del cerebelo de ratén, se producen cambios
importantes para la bomba PMCA en el estadio P12, tanto a nivel funcional
como en la expresion de isoformas, que podrian vincularse a la maduracién

neuronal final del cerebelo.

La PMCA4 es la tnica isoforma de la Ca®*-ATPasa de membrana plasmatica
sinaptosomal que se localiza en microdominios lipidicos “7af#s” en cerebelo de
cerdo. Su asociacion especifica a raffs podria estar relacionada con diferencias
en su secuencia de aminoacidos respecto a las otras isoformas, a su
interacciéon con proteinas MAGUK a través de dominios PDZ y/o la
palmitoilacion de residuos de cisteina. Ia diferente distribucion de isoformas
en dominios de membrana permite relacionar a la isoforma PMCA4 con una
funcion mas especifica en la sefalizacion celular u otros procesos

moleculares.

Hemos identificado un tercer tipo de bomba de calcio, la Ca**-ATPasa de
vias secretoras, y concretamente, la isoforma 1 (SPCA1) en cerebelo de cerdo,
mostrando una amplia distribucién subcelular asociada al complejo de Golgi.
Su localizaciéon en el soma y areas sinapticas de ciertos tipos neuronales
implica un mecanismo adicional en la homeostasis de Ca’" al de las otras

bombas de Ca** presentes en el cerebelo.
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