La requlacion del transportador

de colina de alta afinidad dependiente de
AMPc/PKA no es mediada por dopamina

en neuronas de retina

cAMP/PKA - dependent regulation of the high affinity choline transporter
is not mediated by dopamine in retinal neurons

José L. Garay* *; William J. Lépez H.*; Elis A. Mosquera F.¥; José D. Subiela H.*; Nelson E. Loureiro D S.* +*
*Laboratorio de Fisiologia Celular. Unidad de Investigaciones de Fisiologia. Decanato de Ciencias de la Salud. Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”.

Barquisimeto-Venezuela.
*M.Sc  **PhD
Correspondencia: Dr. José Garay, Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”

Decanato de Ciencias de la Salud. Laboratorio de Fisiologia Celular. Unidad de Investigaciones de Fisiologia. Av. Libertador junto al HCUAMP. CP: 3002.

Barquisimeto-Venezuela.
Email: jgaray@ucla.edu.ve

Recibido: 09/07/2010 Aceptado: 15/09/2010

Resumen

La actividad del transportador de colina de alta afinidad (HA-
ChT) es considerado el paso limitante en la sintesis de ace-
tilcolina (ACh) en el terminal colinérgico. Estudios recientes
muestran que el HAChT contiene residuos de serina y treo-
nina consensuales para la fosforilacién por proteina kinasa
A (PKA). Usando neuronas de retina de embrion de pollo se
evalué el efecto del segundo mensajero AMPc sobre la acti-
vidad del HAChT. El aumento de los niveles intracelulares de
AMPc a través de la inhibicion de la fosfodiesterasa, activa-
cion de la adenilato ciclasa 0 usando un analogo de AMPc re-
sistente a la fosfodiesterasa disminuyé la actividad del HAChT
entre 29y 69%. Por otra parte, la activacion de receptores de
dopamina tipo-D, aumenta los niveles de AMPc intracelular y
activa PKA, sin embargo, el tratamiento con dopamina o con
antagonistas de los receptores dopaminergicos D, 0 D, no
induce cambios en la actividad del transportador.

Palabras claves: Transportador de colina de alta afinidad,
proteina kinasa A, dopamina.

Abstract

The high affinity choline transporter (HAChT) activity is con-
sidered to be the rate-limiting step in acetylcholine (ACh) syn-
thesis in the cholinergic terminal. Recent studies show that
HAChT contains consensus serine and threonine residues for
protein kinase A (PKA) phosphorylation. Using chick retinal
neurons evaluated the effects of the second messenger cAMP
on the HAChT activity. The increase of the intracellular cAMP
levels through phosphodiesterase inhibition, adenilatecyclase
activation or using a phosphodiesterase-resistant cAMP ana-
log decreased HAChT activity between 29 and 69%. More-
over, the activation of dopamine D -type receptors increase
the intracellular cAMP levels and activates PKA, however, the
treatment with dopamine D, or D, receptor antagonists does
not induce changes on transporter activity.

Key words: High affinity choline transporter, protein kinase
A, dopamine.

Introduccion

El sistema colinérgico regula una gran variedad de mecanis-
mos fisiolégicos como memoria, aprendizaje, control motor,
estados emocionales y el suefio. Sin embargo, también esté
involucrado en alteraciones del sistema nervioso central como

la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson.
Las interacciones del sistema colinérgico con otros sistemas
de neurotransmisores parecen estar relacionadas con estos
eventos fisiolégicos y fisiopatoldgicos, y su estudio
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puede estar vinculado al descubrimiento de nuevos blancos
farmacolégicos y aplicaciones terapéuticas (Hans C. Fibiger,
1991; S. A. Talanov, 2005).

La sintesis de ACh depende directamente de la disponibili-
dad de colina (Yammamura y Snyder, 1978; Jope, 1979; Jope
y Jenden, 1980; Blustajn y Wurtman, 1983). En las neuronas
colinérgicas, la colina es captada por el HAChT, el cual esta
localizado en los terminales presinapticos. La captacién de
colina a través del HAChT es dependiente de los iones Na*y
CI, sensible a hemicolinio-3 (HC-3), y es considerada el paso
limitante en la sintesis de ACh (Okuda T. y Haga T. 2000; Oku-
daT., etal. 2000; Okuda T. y Haga T. 2003; Ferguson S M., y
Blakely R D. 2004).

El clonaje molecular del HAChT (Apparsundarams, et al.
2000, Apparsundarams, et al. 2001) permitié identificar la
presencia de sitios consensuales para su fosforilacion por
PKA, sugiriendo la posibilidad que la fosforilacion inducida
por PKA esté involucrada en la regulacion de la actividad del
HACHT (Riveiro F M., et al., 2006). Recientemente, se ha de-
mostrado que el HAChT es una fosfoproteina que sufre una
rapida distribucion entre el compartimiento endosémico y la
membrana plasmatica en respuesta a los cambios en la ac-
tividad de PKC y proteinas fosfatasas 1/2A (Gates J., et al.
2004). Otras evidencias confirman que el HAChT se localiza
en diferentes grupos de vesiculas y que su densidad en la
membrana plasmatica aumenta por estimulos que desenca-
denan la liberacion de ACh (Ferguson SM., et al. 2003). Estos
hallazgos han supuesto la consideracién de un nuevo rol de
las vesiculas sinapticas en la homeostasis del neurotransmi-
sor (Ferguson SM., et al. 2004).

En la actualidad no existen evidencias de la regulacién de
la dopamina sobre el terminal colinérgico, sin embargo, la
dopamina es capaz de activar la adenilato ciclasa a través de
los receptores dopaminérgicos tipo-D, y de inhibirla a través
de los receptores tipo-D, en retina de embrién de pollo a par-
tir del séptimo dia del periodo embrionario (E7) (De Mello F
G. 1978; DeMello Mc., et al. 1982; DeMello Mc y DeMello F
G. 1985; Marques V ALy DeMello F G. 1990; Guimaraes M
Z., etal. 2001).

En el presente trabajo, se utilizaron cultivos celulares de re-
tina de embrion de pollo (tipo monocapa densa) como mo-
delo biolégico ya que bajo condiciones apropiadas pueden
desarrollar muchas de las propiedades de retinas intactas in-
cluyendo la presencia de diversos marcadores colinérgicos y
dopaminérgicos de relevancia para este estudio (Baugman R
y Bader C. 1977; Torrdo Ay Britto L. 2002). En estos cultivos
celulares se procedié a cuantificar la actividad del HAChT en
presencia de dopamina y otras sustancias (neurotransmiso-
res 0 no) para evaluar la influencia de la via de sefalizacion
AMPc/PKA sobre la actividad del transportador.

Materiales y métodos

Reactivos: [*H]-Colina (75 Ci/mmol) New England Nuclear,
Boston, MA, USA. Dopamina, forskolina, IBMX (3-isobutil-1-
metilxanthina), pargilina, minimal essential medium (MEM),
raclopride, (+)-SCH-23390 (R-(+)-7-cloro-8-hidroxi-3-metil-
-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-  H-3-benzazepina hidrocloruro),
Sp-AMPc (Sp-adenosina 3°, 57, hidrogenofosforotioato trie-
tilamonio) y eserina; Sigma (St. Louis, MO, USA). Tripsina
(Gibco, Paisley UK), suero fetal bovino (Santa Cruz Biotech-
nologies, Santa Cruz, CA, USA), Hemicolinio-3 (HC-3) (ICN,
Aurora, USA).

Cultivos celulares: Se disecaron retinas de embriones de po-
llo de 8 dias (E8) (raza Isa Brown) bajo condiciones de este-
rilidad, siguiendo la metodologia previamente descrita por De
Mello, et al. 1990, y posteriormente sometidas a digestion en-
zimatica con tripsina (0.05% en solucion isotdnica de Hanks
libre de calcio y magnesio, 10 minutos, 37°C), seguidamente
el tejido se centrifugé a 500g por 60 segundos, el sobrena-
dante se descartd y las células fueron resuspendidas en el
medio de cultivo (10-15*10° células por ml de medio). La di-
sociacion final se realizé mecanicamente pipeteando la sus-
pension diez veces. Las células se emplataron en capsulas
de Petri de 35 mm en medio de cultivo. Los cultivos celulares
se mantuvieron en incubador a 37°C al 5% CO, y saturado
de vapor de agua. El primer cambio de medio se llevé a cabo
24 horas después de la realizacion del cultivo, sucesivamen-
te se procedio a sustituirlo cada 48 horas hasta el momento
de su empleo en los experimentos.

Captacion de [*H]-Colina: Las células se incubaron en MEM
con 50 yM de eserina a 37°C, el volumen final fue en todos
los casos de 1 mly la concentracion final de colina en el me-
dio es de 7,16 yM. Independientemente del tratamiento dado
alas células, se procedi6 a ahadir 0.1 pCi de [*H]-Colina por
30 minutos en presencia y en ausencia de 50 yM de HC-3.
Seguidamente se procedi6 a lavar las placas 5 veces con 2
ml de solucién isoténica de Hanks libre de calcio y magnesio
con 50 pyM de eserina a pH y osmolaridad fisiolégicos para
eliminar cualquier excedente de radiactividad extracelular. Se
cosecharon las células en agua pentadestilada induciendo
la ruptura de las células mediante shock osmético y se so-
metieron a tres ciclos de congelamiento/descongelamiento.
Finalmente el lisado celular fue centrifugado y la radioactivi-
dad en el sobrenadante se determind mediante un contador
de liquido de centelleo. La captacion especifica de colina se
calcul6 como el total de colina captada menos la colina cap-
tada en presencia de HC-3. Las proteinas en el pellet fueron
determinadas usando el método de Lowry, et al. 1951, y los
resultados se expresaron en pmol de colina captada por mili-
gramo de proteina por minuto (pmol/mg/min).

Analisis de datos: Los resultados estan expresados como la
media + error estandar, en algunos casos se presentan como
porcentaje con respecto al control. Valores de 5 experimen-
tos independientes fueron analizados mediante la prueba t



de student o ANOVA de una via (utilizando la prueba de Bon-
ferroni como test post hoc). La significancia estadistica se
establecié con un valor de P<0.05.

Resultados

Efecto del aumento de AMPc intracelular sobre la actividad
del HAChT: Con la finalidad de evaluar el efecto de la via
de sefalizacion mediada por AMPc/PKA sobre la actividad
del HAChT, se trataron los cultivos celulares con varios com-
puestos capaces de modularla. Primeramente los cultivos se
trataron con 500 yM de IBMX por 10 minutos antes de medir
la actividad del HAChT lo que produjo una reduccion signifi-
cativa de la captacion de colina (Fig. 1), (aproximadamente
32%, P<0.0005). Seguidamente se procedio6 a evaluar la ac-
tividad del HAChT en cultivos celulares tratados con 100 yM
de Sp-AMPc (analogo de AMPc resistente a la accién de la
fosfodiesterasa) por 45 minutos segun lo descrito previamen-
te por Gallo G., et al. 2002, evidenciandose una reduccion
de la captacion de colina del 29% con respecto al control
(P<0.005) (Fig. 2). Finalmente los cultivos fueron tratados
con 40 uM de forskolina (Lankford L., et al. 1988), y 500 yM
de IBMX por 30 minutos obteniéndose un porcentaje de inhi-
bicion de 69% con respecto al control (P<0.0005) y duplican-
do el efecto observado anteriormente con el IBMX 500 yM
(Fig. 3). Estos resultados en conjunto sugieren entonces que
el incremento de los niveles intracelulares de AMPc reduce
la captacion de colina mediada por el HAChT en cultivos ce-
lulares de retina de embrién de pollo, hallazgo nunca antes
reportado en la literatura.

La dopamina no esté involucrada en la regulacion de la activi-
dad del HAChT: Para determinar la influencia de la dopamina
sobre la actividad del HAChT, dada su demostrada impor-
tancia como factor tréfico, control del ciclo circadiano, super-
vivencia celular, adaptacién a la luz y uno de los sistemas
de neurotransmisién presentes en retina capaz de modificar
los niveles intracelulares de AMPc (DeMello M.C. F, et al.
1982, Nowak JZ., et al. 1991; Nir I, et al. 2001; Doyle SE.,
et al. 2002; Witkosky P. 2004) los cultivos celulares fueron
incubados con 100 yM de dopamina y 500 yM de IBMX por
60 minutos (Lankford K., et al. 1988; DeMello M.C. F., et al.
1982). Con la finalidad de descartar la posible degradacion
enzimatica o la inactivacion oxidativa de la dopamina, todos
los experimentos se llevaron a cabo en presencia de 100
UM de pargilina 'y 100 M de &cido ascorbico. La actividad
del HAChHT en los cultivos tratados con IBMX y dopamina
se redujo significativamente con respecto al control (Fig. 4)
(aproximadamente 34%, P<0.0001).

actividad del HAChT. Los
20+ o cultivos celulares fueron
incubados con 100 yM de
IBMX evidenciandose una
disminucion significativa de
la actividad del HAChT. La
actividad del HAChT se ex-
presa en pmol de colina/mg
proteina/min. Los datos se
presentan como la media +
error estandar, valores de
cinco experimentos eva-
luados por ftriplicado. (**):
P<0.0005.

20+

HACHT (pmol /mg / min)

IBMX

Control

Efecto del analogo de
AMPc resistente a la ac-

cion de la fosfodiesterasa
sobre la actividad del HA-| &
ChT. Los cultivos celulares | E
fueron incubados con 100 | 5 *
UM Sp-AMPc evidencian- E
dose una disminucion sig- | 5 40
nificativa de la actividad del E_
HAChT. La actividad del HA- | =
ChT se expresa en pmol de g
colina/mg proteina/min. Los ;
datos se presentan como la 0-
media + error estandar, va- Control cAMP
lores de cinco experimentos
evaluados por triplicado. (*):
P<0.005.
s Efecto de IBMX y fors-
kolina sobre la actividad
20+ del HAChT. Los cultivos
z celulares fueron incubados
= I con 40 yM de forskolina y
> 500 uM de IBMX eviden-
E ciandose una disminucién
:o 104 significativa de la actividad
§, e del HAChT. La actividad del
- HAChHT se expresa en pmol
S de colina/mg proteina/min.
§ Los datos se presentan
P como la media + error es-
2 1BMX Forskolin + IBMX | tndar, valores de cinco ex-

perimentos evaluados por
triplicado. (**): P<0.0005.

IBMX sobre la actividad

del HAChT. Los cultivos 25+
celulares fueron incubados
con 100 yM de dopamina
y 500 yM de IBMX eviden-
ciandose una disminucion
significativa de la actividad
del HAChT. La actividad del
HAChT se expresa en pmol
de colina/mg proteina/min.
Los datos se presentan
como la media + error es-
tandar, valores de cinco ex-
perimentos evaluados por
triplicado. (*): P<0.0001.

HAChAT (pmol/mg/min)

Control

Dopamina+IBMX

Posteriormente se procedié a evaluar la posible dosis depen-
dencia de dicho efecto, para lo cual, los cultivos celulares
se trataron con concentraciones crecientes de dopamina (10,
20,50y 100 yM) y 500 yM de IBMX en todos los casos. Estos
experimentos confirmaron el efecto inhibidor de la dopami-
nay el IBMX pero no revelaron respuesta dosis-dependiente
para este efecto inhibidor (Fig. 5). En vista de la ausencia de
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dosis dependencia, dado que se ha descrito que el aumento
de los niveles intracelulares de AMPc en respuesta a la do-
pamina ocurre de manera dosis-dependiente en retinas de
embrion de pollo (DeMello M. C. F. et al. 1982), se procedid
a determinar la actividad del HAChT en cultivos tratados con
100 yM de dopamina y 500 yM de IBMX en presencia de un
antagonista de los receptores dopaminérgicos tipo-D, (1 yM
de (+)-SCH23390, 30 minutos) como descrito previamente
por DoNascimento J., et al. 1998.

3& *
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Debido a que el bloqueo del receptor dopaminérgico tipo-D,
fallé al modificar el efecto inhibitorio del tratamiento con do-
pamina e IBMX (ni potenciandolo ni revirtiéndolo) (Fig. 6), se
procedi6 a evaluar el posible efecto de la dopamina enddge-
na sobre la actividad basal del HAChT, a través de los recep-
tores dopaminérgicos tipo-D, y D,. Para tal proposito se midio
la actividad del HAChT en cultivos tratados solamente con
antagonistas dopaminérgicos D, (1 yM de (+)-SCH23390) o
D, (2 uM de Raclopride, Guimaraes M. Z. P., et al. 2001), en-
contrandose que estos tratamientos no modificaron de modo
alguno la actividad del transportador (Fig. 7).
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En conjunto, estos resultados sugieren que la dopamina no
tiene ningun efecto sobre la captacion de colina mediada por
el HAChT en retinas de embrién de pollo, ni es responsable
de una regulacion tonica o basal del mismo, siendo el efec-
to inhibidor evidenciado debido al tratamiento concomitante
con IBMX.

Discusion

Varios grupos de investigadores han propuesto diversos me-
canismos de regulacion del transportador de colina de alta
afinidad (Guyenet et al., 1973; Barker, 1976; Murrin y Kuhar,
1976; Roskoski 1978; Sherman et al., 1978; o'Regan y co-
llier, 1981; Lowestein y Coyle, 1986; Cancela et al., 1995;
Issa et al., 1996; Cooke Rylett, 1997; Ferguson et al., 2003
Gates J., et al., 2004), sin embargo, se conoce poco acerca
de la regulacién del transportador por parte de la via de se-
fializacion AMPc/PKA. En el presente trabajo se demostro
que el aumento de los niveles intracelulares de AMPc dis-
minuye de manera significativa la actividad del HAChT en
retinas de embridn de pollo, en contraste con los resultados
contradictorios de otros investigadores usando otros mode-
los biologicos (Issa et al., 1996; Volgelsberg, et al., 1997). De
particular interés resulta el hallazgo que el tratamiento con
dopamina no es capaz de disminuir la actividad del HAChT.
El hecho que la dopamina puede aumentar los niveles de
AMPc intracelular desde momentos tempranos del periodo
embrionario en retinas de embrién de pollo, a través de re-
ceptores dopaminérgicos tipo-D, (Marques A y Garcia De-
Mello F.1990) y dado que en este modelo bioldgico las célu-
las amécrinas son las neuronas colinérgicas (Baughman R.
y Bader C., 1977), queda demostrado que las mismas, en
cuanto a la actividad del HAChT no pueden ser reguladas
por neuronas dopaminérgicas.

Por otra parte, un hallazgo relevante en este estudio es la
magnitud de la reduccién de la actividad del HAChT en com-
paracién con la obtenida por Gates J., et al. 2004, donde en-
contraron una reduccion del 30% a través de la activacion
de PKC mediante ésteres de forbol. En el presente estudio
utilizando forskolina e IBMX se obtuvo una reduccion de la
actividad del HAChT cercana al 70%, sin evidencia alguna
de dafno o muerte celular, esta diferencia notable en cuanto



a la capacidad de inhibir mediante la induccién de proteinas
serina-treonina kinasas con respecto a lo obtenido por Ga-
tes J., et al. 2004 no puede atribuirse a la diferencia en el
modelo biolégico empleado pues segun lo descrito previa-
mente por Garay et al. 2006 se obtuvo una disminucion de
la actividad del HAChT cercana al 30% usando ésteres de
forbol en retinas de embrién de pollo. Esto permite plantear
una regulacion conjunta de la actividad del HAChT tanto por
la fosforilacion mediada por PKA como por PKC, esta hipote-
sis se ve reforzada por el hecho que Gates J., et al. 2004 al
emplear en su modelo biolégico Staurosporina (inhibidor de
PKC) no obtuvieron cambios en la Vmax y la densidad en la
membrana del HAChT, por otra parte usando acido okadaico
y calyculin A (inhibidores de PP1/PP2A) obtuvieron reduc-
ciones de dichos parametros similares a los obtenidos con
ésteres de forbol. Estos hallazgos en conjunto refieren la pre-
sencia de un mecanismo de regulacién ténica de fosforilaciéon
independiente de PKC.

Un estudio reciente reveld que la via de sefalizacion me-
diada por AMPc induce una “Downregulation” del ARNm del
HAChAT en la linea celular colinérgica NSC-19 (Brock et al.
2007), sin embargo, los autores no evaluaron la actividad del
transportador, por lo que sus resultados no permiten deducir
la regulacion sobre la captacion de colina, pudiendo interpre-
tarse estos hallazgos, como efectos “a largo plazo” del AMPc
sobre la regulacién del terminal colinérgico. Ademas, en el
presente trabajo se establece que el AMPc es capaz de regu-
lar de manera inmediata la actividad del terminal colinérgico
y mas especificamente la sintesis de acetilcolina mediante
la disminucion de la actividad del HAChT, posiblemente por
endocitosis clatrina-dependiente (Ribeiro, F M. et al. 2003,
Ribeiro, F M et al. 2005)

En conclusion, estos resultados sugieren la regulacion de la
actividad del HAChT por la via de sefalizacion AMPc/PKA.
Por su parte, el hallazgo que los cultivos celulares tratados
con dopamina no mostraron ningun efecto sobre la actividad
del HAChT, no excluye la posibilidad que esta pueda actuar
como una sustancia reguladora en otras regiones del sistema
nervioso central. Se considera que deben ser evaluados otros
sistemas de neurotransmision para obtener informacion adi-
cional sobre la regulacién heteréloga del terminal colinérgico.
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