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RESUMEN PARTE I: 
 
CHOLESTEROL MODULATES THE MEMBRANE BINDING AND 
INTRACELLULAR DISTRIBUTION OF ANNEXIN 6 
 

Antecedentes 

 

La función de la anexina 6 en el sistema endocítico ha sido ampliamente descrita y 

del mismo modo se ha demostrado su funcionalidad en este compartimento. Por 

ejemplo, la anexina 6 (o A6) participa en la formación de vesículas de clatrina, y en 

el tráfico entre el compartimento endocítico tardío y los lisosomas.  

De forma previa al presente trabajo se describió la redistribución, dentro del 

compartimento endocítico tardío, de anexina 6. Esta redistribución acontecía en 

paralelo a la internalización, mediada por receptor, de las lipoproteínas LDL, uno de 

cuyos componentes mayoritarios es el colesterol.  

Si bien la principal característica de las anexinas es la unión a las bicapas lipídicas 

de forma dependiente de un incremento del calcio, ha sido descrita in vitro la 

capacidad de varias anexinas, entre ellas la A6, de unirse a las membranas de 

forma independiente de calcio y dependiente de colesterol. No obstante, no había 

sido descrita hasta la fecha la unión calcio independiente de anexina A6 a las 

membranas biológicas in-vivo. 

 

Objetivos 

 

1. Determinar si existe una población de anexina A6 unida a las membranas 

biológicas in-vivo de forma independiente de calcio. 

2. Esclarecer la posible influencia del contenido de colesterol en dicha unión. 

3. Estudiar los cambios de distribución de la anexina A6 en el compartimento 

endocítico debidos a la modificación del contenido de colesterol. 
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Resultados 

Si bien la ausencia de calcio libera la mayor parte de anexina A6 unida a las 

membranas, se demuestra, en células CHO que sobreexpresan la anexina A6, que 

existe una subpoblación (20-30 %) de anexina A6 unida a las membranas en estas 

condiciones. La repetida incubación del extracto de membranas con agentes 

quelantes del calcio se muestra incapaz de solubilizar por completo esta anexina 

remanente. Por el contrario, el pretratamiento de estas membranas con agentes 

que alteran el contenido de colesterol solubiliza dicha subpoblación de anexina A6, 

indicando que el lípido contribuye a la unión a membranas de la anexina de forma 

significativa.  

 

Al analizar dicho comportamiento en membranas aisladas del compartimento 

endosomal, se observa de modo similar como, tanto en membranas de endosomas 

tempranos como tardíos, la extracción del colesterol conlleva la disociación de una 

parte significativa de la anexina 6, cuya unión es además resistente a EDTA. 

 

Mediante una estrategia alternativa consistente en la acumulación de colesterol en 

el compartimento endocítico tardío, al pretratar las células con U18666A, se 

observa que el incremento de colesterol en estas fracciones induce un 

reclutamiento de anexina A6.  

 

El análisis de la distribución subcelular por immunomicroscopía de fluorescencia 

confirma la acumulación de colesterol y anexina en los endosomas tardíos de 

células CHO-AnxA6 tratadas con U18666A.  

Además, idéntico comportamiento se observa para la anexina A6 endógena 

expresada por las células NRK, descartando la existencia de artefactos derivados 

de la sobreexpresión. 

 

Finalmente, la incubación de membranas de endosomas, aisladas a partir de 

células pretratadas o no con U18666A, con anexina A6 añadida exógenamente, 

revela que las membranas de endosomas tardíos enriquecidas en colesterol 

reclutan mayor cantidad de anexina, comparado con las membranas de endosomas  

tardíos control, y descarta así que el efecto observado se deba a una interferencia 

de la droga en el tráfico intracelular de la anexina A6.    




