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RESUMEN

Apolipoproteina D (ApoD) es una proteina perteneciente familia de las
lipocalinas. Esta presente en una gran variedad tipos celulares, principalmente
células gliales del SNC, en fibroblastos perivasculares y en plasma se encuentra
unida a proteinas de alta densidad (HDL). Se le postula una gran
multifuncionalidad derivada de su capacidad de unir numerosos ligandos,
destacando entre ellos el acido retinoico. Se encuentra elevada en procesos
neurodegenerativos incluyendo el envejecimiento, asi como en situaciones de
estrés oxidativo y se relaciona con la longevidad. Asi mismo, numerosos estudios
demuestran que ApoD aumenta su expresion a nivel de &cido ribonucleico
mensajero (ARNm) en situaciones de detencién del crecimiento como pueden
ser tumores bien diferenciados y es la proteina mayoritaria en los quistes
benignos de mama. Hemos querido estudiar este cambio en su expresion
relacionado con la proliferacion a nivel proteico mediante un estudio
inmunocitoquimico de ApoD y marcadores de la proliferacion. El resultado es
congruente con la literatura demostrando una disminucién en su expresion a

nivel proteico en aquellas células que se encuentran en proliferacion.
ABSTRACT

Apolipoprotein D (ApoD) is a protein belonging to the lipocalin’s. It is present in a
large variety of cell types highlighting glial cells of the CNS, perivascular
fibroblasts and in plasma, where it is bound to high-density lipoproteins (HDL). It
is postulated a great multifunctionality derived from its ability to bind numerous
ligands, highlighting among them retinoic acid. It is elevated in neurodegenerative
processes including ageing, as well as in situations of oxidative stress and is
related to longevity. In addition, numerous studies show that ApoD increases its
expression at mRNA’s level in growth arrest situations such as highly
differentiated tumors and it is the major protein in benign breast cysts. We want
to study this change of expression related to proliferation at the protein level by
an immunocytochemical study of ApoD and proliferation markers. The result is
congruent with the literature demonstrating a decrease in its expression at the

protein level in those cells undergoing proliferation process.



INTRODUCCION

La apolipoproteina D (ApoD) es una glicoproteina de 24-29 kDa (169
aminoacidos). Fue detectada por primera vez en el plasma, asociada a
lipoproteinas de alta densidad (HDL) por Ayrault-Jarrier et al. en 1963. Mas tarde
en 1973 fue aislada por McConathy y Alaupovic. Tras el andlisis de las diferentes
apolipoproteinas unidas a las diferentes lipoproteinas del plasma, se determind

gue ApoD forma parte de una familia diferente, las lipocalinas.

La principal funcién descrita de las lipocalinas es la unién de pequefias moléculas
hidrofébicas y de su transporte. Esta funcion se realiza gracias a la presencia de
un bolsillo hidrofébico conformado por 8 cadenas antiparalelas con estructura de
barril B, junto con la presencia de 3 motivos altamente conservados llamados

regiones cortas de conservacion (short conserved regions — SCRS).

Figura 1. Estructura secundaria de ApoD y su interaccion con la Progesterona. Ay C.
Modelos tipo “Cartoon”. B y D. Modelos de superficie. Se muestran dos orientaciones
ortogonales, con la entrada al bolsillo de union visible en A y B. Imagenes obtenidas de
Protein Data Bank.

Para comprender la amplia distribucion de ApoD y algunas de sus funciones

debemos analizar su estructura (Figura 1). Asi ApoD esta formada por:



e 8 cadenas antiparalelas que conforman la estructura de barril 3. Siendo el
principal lugar de union a ligandos hidrofobicos. Algunos de los ligandos

conocidos se representan en la (Tabla 1).

& El OQ-loop (lazo de unién entre dos cadenas beta), el cual presenta alto
contenido en cisteina con un grupo sulfuro (-SH) libre que puede unirse a
otros residuos de cisteina formando dimeros y trimeros y complejos con

otras moléculas.
e Elresiduo N-terminal 310-a-hélice, presente en proteinas relacionadas con

el trafico endosomal, sirviendo como “dispositivo de anclaje” a las

membranas intracelulares.

Ligandos Posibles Ligandos
1. Acido araquidénico 1. Colesterol
2. Acido retinoico todo trans 2. p-Estradiol
3. Progesterona y Pregnenolona 3. Bilirrubina
4. Acido Palmitico
5. Retinol
6. Anandamida
7.

Palmitoil esfingomielina
8. Odorante axilar E-3M2H

Tabla 1. Ligandos y posibles ligandos de ApoD. Ordenados en funcién de su afinidad (Kd)
por ApoD.

Tras la descripcién estructural observamos la presencia de elementos comunes
con las lipocalinas, demostrandose recientemente que ApoD es una de las

proteinas mas conservada a lo largo de la evolucion dentro de este grupo (1).

La presencia de ApoD es tanto extracelular como intracelular. A nivel extracelular
se encuentra unida en plasma a las HDL. Sin embargo, respecto a otras
apolipoproteinas del plasma, observamos que es una apolipoproteina atipica.
Las principales apolipoproteinas tienen una alta expresion en higado e intestino,
pero ApoD se expresa ampliamente en una gran variedad de érganos y tejidos

(cerebro, nervios periféricos, tejido adiposo, testiculos, glandulas mamarias...).



A nivel intracelular recientemente se ha descubierto su localizacion en el interior
de los lisosomas cercanos a la membrana celular exterior (2) y en vesiculas
alrededor de la membrana perinuclear. El paso de ApoD a través de la
membrana celular aun es desconocido, pero algunos autores han sugerido la
presencia de un receptor de ApoD a este nivel. La funcion de este supuesto
receptor realizaria la internalizaciéon de ApoD desde el plasma hacia el interior
de las células (3). Estos estudios aun estan en duda pues los receptores
propuestos no parecen demasiado especificos para esta molécula. Debido a las
diferentes localizaciones de ApoD, tanto extracelular como intracelular, la

mayoria de sus funciones estan aun por determinar.

Actualmente sabemos que ApoD tiene relevancia directa con la funcién
saludable del cerebro, asi como su implicacibn en enfermedades
neurodegenerativas o cardiovasculares (4,5). Ademéas, se han demostrado
grandes niveles de ApoD en células sometidas a estrés oxidativo y en células
senescentes (6). Este aumento de expresion de ApoD en relacion al
envejecimiento celular es un fenémeno conservado en los mamiferos. En cuanto
a su funcion, actualmente se considera a ApoD una proteina multiligando y
multifuncional, teniendo una funcién transportadora de pequefias moléculas
hidrofébicas gracias a su estructura y siendo su principal ligando el &cido
araquidénico (AA), ademas de realizar pequefias modificaciones durante su

transporte.

Por otra parte, presenta una funcién protectora frente al estrés oxidativo.
Recientemente se ha demostrado que ejerce dicha funcion a través de la
estabilizacion de la membrana lisosomal (2) mediante reduccién de los
hidroxiperoxidos de AA a hidréxidos lipidicos a través del residuo de metionina

93 (elemento muy conservado en la familia de las Lipocalinas) (1).

ApoD interviene en rutas de inflamacion, inhibiendo la disponibilidad de AA,
mediante la regulacion de la fosfolipasa A2 (PLA2). Esta accion es muy relevante
pues el AA es el mayor precursor de prostaglandinas y leucotrienos, que

intervienen en la mayoria de los procesos inflamatorios.

El gen de la apolipoproteina humana (hAPOD) esté localizado en el cromosoma

3, localizacién 3929 y esta formado por una regién promotora y 5 exones. La
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multitud de sustancias que interviene en su regulacién transcripcional queda

resumida en la (Figura 2).
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Figura 2. Regulacion transcripcional de hAPOD. Los factores en el lado izquierdo de la imagen
(verdes) aumentan la transcripcion. Los factores en el lado derecho (rojo) disminuyen
transcripcion. La progesterona (azul) aumenta o disminuye, y a veces no tiene influencia en la
transcripcion. EI mecanismo de actuacion del tamoxifeno y de la goserelina es a través de la
inhibicién de los estrégenos aumentando asi la transcripcion. Adaptado de (7).

Con la informacion disponible podemos decir que ApoD es una glicoproteina que
interviene en el mantenimiento de la homeostasis celular, asi como su
preservacion frente al paso del tiempo. En estudios recientes se ha descrito que
ApoD se encuentra elevada en tumores bien diferenciados en relacion con
tumores menos diferenciados (anaplasicos) (8,9). Esto nos lleva a pensar que
podria existir una posible relacion entre ApoD vy la proliferacién y diferenciacion
celulary que es razonable preguntarse si ApoD tiene algun papel en la regulacion
del ciclo celular.

Por tanto, decidimos realizar por un lado una revision sistematica, con el objetivo
de esclarecer los antecedentes acerca de si ApoD interviene en la proliferacion
celular y, por otro lado, probar experimentalmente si existe una relacién entre la
expresion y la localizacion celular de ApoD y el ciclo celular a través de una
medida directa.



OBJETIVOS

Primer objetivo:

Revisar la bibliografia disponible hasta el momento usando como objeto de la

basqueda, ApoD y su funcion en la division celular y proliferacion.

Segundo objetivo:

Realizar un estudio inmunocitoquimico para observar la distribucién celular de

ApoD durante el ciclo, asi como valorar su expresion a nivel proteico.
MATERIALES Y METODOS

Primer objetivo:

Para revisar la informacion disponible acerca de ApoD y su papel en la
proliferacion, se realiz6 una revisidn sistematica utilizando la plataforma
“PubMed”y las palabras clave “ApoD”, “Apolipoprotein D”, “Cellular division” “Cell

division” “Cell cycle”, “Growth arrest”, y “Proliferation”.

El resultado fue de 320 articulos, de los cuales se descartaron los articulos

repetidos dando un resultado de 93 en total (Tabla 2).

Cell Cellular . . Cell Growth Total
S S Proliferation Total
Division Division Cycle Arrest por grupos
ApoD 33 39 35 37 11 155
320
Apolipoprotein D 38 42 38 38 9 165

Tabla 2. Namero de articulos segun las palabras claves seleccionadas.
Se procedi6 a la lectura de los resumenes de los 93 articulos seleccionando para

su lectura completa segun los siguientes criterios de inclusion:

e ApoD se encontrara como palabra clave.

e ApoD apareciera como uno de los objetivos principales del estudio.




e En caso de cumplir los dos criterios anteriores, se ampliaba la lectura a
las conclusiones y ApoD debia aparecer en al menos una de las

conclusiones.

Bdsqueda con las Articulos: 93
palabras clave

s N
[ ¢Aparece ApoD en el ] NO

Resumen? =P | Descartes: 49

p J

)

¢Aparece ApoD en
P Y Descartes: 20

alguna conclusion?

—

Articulos para su lectura
completa: 25

Figura 3. Diagramade flujo que muestra el proceso de seleccién de articulos en larevision
sistematica.

Tras esta busqueda exhaustiva se seleccionaron como validos 25 articulos, que

han sido empleados para la realizacion de este trabajo.

Sequndo objetivo:

Se decidio realizar un estudio inmunocitoquimico que permitiera valorar tanto la
distribucién como la expresion de ApoD a nivel proteico en la célula durante el
ciclo celular del fibroblasto.

1. Cultivo celular

Se eligid la linea celular de fibroblastos humanos. El motivo principal de
seleccionar los fibroblastos para el estudio inmunocitoquimico se debié a varias
razones. Por un lado, el ciclo celular normal de fibroblastos de 24-72 horas nos
permitia garantizar que podriamos encontrar las células en diferentes fases del

ciclo celular.

Por otro lado, numerosos estudios realizados en esta estirpe celular han
demostrado a traves de la cuantificacion de ARNm de ApoD, un aumento de su
expresion en fibroblastos en fase quiescente en comparacion con fibroblastos en

fase proliferativa.



El proceso se inicié con la descongelacién de fibroblastos humanos primarios de
la linea F72 pase 2 (temprano), pertenecientes a un varén sano de 34 afos,
realizandose la extraccion del 17.12.1992. Los fibroblastos se cultivaron con el
medio 199 + glutamina, con 20% de suero fetal bovino y 1% de

penicilina/estreptomicina.
2. Fijacion de las células en cubres de polilisina

A los 8 dias de cultivo, los fibroblastos alcanzaron la confluencia y se procedi6 a
realizar un pase celular. A los tres dias del pase celular, procedimos a la fijacion

de las células en cubres de polilisina que previamente habiamos fabricado.

Para la fijacién, contamos las células con la camara de Neubauer y calculamos
los mililitros necesarios del cultivo para tener un numero aproximado de 75.000
células por pocillo y el resultado fue de 750 ml por pocillo. Dejamos que se

completara la fijacion durante 24h.

Elegimos un total de cuatro pocillos, uno como control de ApoD, otro como
control de EdU, y finalmente dos destinados al experimento de los cuales uno de

ellos recibiria tratamiento con EdU durante 6 horas, y el otro durante 24 horas.
3. Tratamiento con EdU

Medir la capacidad de las células de proliferar era imprescindible para el objetivo
gue deseabamos demostrar. Para ello, las técnicas de eleccion son aquellas que
miden directamente la sintesis de DNA, el protocolo Clik-iT® con EdU (Invitrogen)
(10).

EdU (5-etilin-2-dexosyuridina) es un nucledsido analogo de la timidina y que se
incorpora al acido desoxirribonucleico (ADN) durante la sintesis de ADN. Su
deteccion esta basada en una reaccion Click-iT. Una reaccion Click-iIT es una
reaccion covalente catalizada por un cooperador entre un acido y una base. En
el protocolo que utilizamos, el EdU contiene la base y el Alexa Fluor 594 nm

contiene el 4cido (Figura 4).
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Figura 4. Imagen ilustrativa del funcionamiento del EdU.

4. Inmunocitoquimica

Para la caracterizacion de la localizacion intracelular de ApoD se fijaron las
células con 4% de formaldehido en PBS. Tras varios lavados con PBS con 0,1%
Tween-20 (BioRad) se procedié al bloqueo con suero de cabra durante treinta
minutos. Nuevamente, tras tres lavados con PBS las células fueron incubadas
durante dos horas con el anticuerpo primario anti-ApoD humana (dilucion de
trabajo 1:1000) y posteriormente con el anticuerpo secundario conjugado con
Alexa-488 (Jackson Labs; dilucién de trabajo 1:1000). Por ultimo, se lavaron de
nuevo con PBS y fueron montadas con Vectashield-DAPI (Vector Labs) para el
marcaje de los nucleos y se sellaron con CoverGripTM Coverslip Sealant
(Biotium).

5. Microscopio de Fluorescencia

Las células se visualizaron y fotografiaron con un equipo de microscopia
fluorescente Eclipse 90i (Nikon) con una camara digital DS-Ril (Nikon). Las
imagenes fueron adquiridas y procesadas con el software NIS-Elements BR 3.0
(Nikon).



RESULTADOS

Primer objetivo:

Dada la poca informacion del papel de ApoD en la regulacién del ciclo celular,
pero existiendo algunos indicios de una posible implicacion, decidimos realizar
una revision sistematica, con el objetivo de esclarecer si ApoD interviene en la

proliferacion celular y responder la pregunta:
¢ Participa ApoD en la proliferacion y/o diferenciacion celular?

Tras la lectura y andlisis de los 25 articulos seleccionados, la gran mayoria (23
de 25) coincide en que existe un cambio en la expresion de ApoD, a nivel de
ARNmM en relacién con la proliferacién celular. De tal forma que ApoD aumenta
su expresion en condiciones de detencion del crecimiento y diferenciacion
celular, y, por el contrario, su expresion desciende en condiciones de mayor tasa
proliferativa. El resto de articulos (3 de 25) estudian otros aspectos de ApoD que

no tienen relacién con la proliferacion celular

El primer estudio (11) que afirma la implicacion de ApoD, data de 1993 y
demuestra un aumento en la expresion de ApoD en fibroblastos perivasculares
en fase quiescente o senescente. A partir de ahi, numerosos estudios lo
demostraron en otros tipos celulares como osteoblastos (12), musculo liso

perivascular (13) y, especialmente en numerosos tipos de cancer.

El cancer es un tema ampliamente estudiado y, muchos articulos sefialan que
ApoD se expresa en altas concentraciones en aquellos canceres bien
diferenciados y su expresion desciende medida que el tumor progresa y pierde
su diferenciacién. Es por ello que ApoD ha sido propuesta en varias ocasiones
como un posible marcador de benignidad en algunos tipos de cancer. Este
cambio de expresion queda demostrado en muchos modelos de cancer como el
neurofobroma y neuroblastoma (8), el cancer de préstata (14), cancer colorrectal

(15) y el cancer de mama (16,17).

El cancer de mama es el modelo de cancer mas estudiado ya que ApoD es la
proteina mas abundante en los quistes benignos de mama (18). Las células de

cancer de mama expresan ApoD en una relacion directamente proporcional con
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la benignidad, sin embargo, esto solo es asi en aquellas células con receptores

de estrégenos positivos.

No todos los estudios se dedican a constatar la variacion de la expresion de
ApoD con la proliferacion, algunos de ellos intentan descubrir las vias a través

de las cuales varia esta expresion.

Numerosas moléculas pueden dar lugar a la activacion de la expresion de ApoD
y lo hacen a través de su promotor. Mas concretamente se ha demostrado que
la zona implicada en el aumento de expresion de ApoD durante la detencion del
crecimiento es la region 558-179 del promotor y, dentro de esta region existen
varias zonas reguladoras a las que se unen diferentes proteinas y permiten la
activacion del gen. Entre estas zonas reguladoras, las mas destacadas son SER
(region de respuesta al suero) y una zona que alterna purinas y piridiminas. A
través de estas regiones, tanto p73 (19) como otras proteinas conocidas como
reguladoras de la transcripcion (Parpl, APEX1 y ERK1/2) pueden activar el
promotor del gen hAPOD (20,21).

Sin embargo, en estos estudios, para conseguir la detencion del crecimiento
utilizan la deprivacion de suero por lo que es dificil asignar de forma no ambigua
estos resultados a un papel de ApoD en la proliferacion. Dado que no es una
detencion del crecimiento fisiolégica, sino que responde a un estrés exégeno, la
elevacion de ApoD podria deberse a una respuesta a dicho estrés y no podria
asegurarse que la region 588-179 sea la responsable del aumento de expresién
en detencioén del crecimiento. Los propios autores de dichos articulos debaten

sobre esta cuestion, asegurando que se necesitan mas estudios al respecto.

Por ultimo, a uno de los ligandos de ApoD méas estudiados, el 4cido retinoico se
le conocen funciones como potenciador de la diferenciacion celular. Pues bien,
el &cido retinoico, es capaz de elevar los niveles de ApoD en situaciones de
detencion del crecimiento y diferenciacion celular. El acido retinoico actia a
través de un mecanismo de activacién en el que los retinoides se unen a un
receptor especifico, el RARa, que es un receptor intracelular no unido a las
membranas. Asi, este receptor una vez unido a acido retinoico, se transloca al

nacleo y actta como factor de transcriptor activando al promotor de ApoD (8,9).
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Sin embargo, aunque estos estudios demuestran un cambio en la expresion de
ApoD segun el estado proliferativo de la célula, la mayoria de los estudios se
refieren a ARNm. Pocos mencionan la expresion de la proteina que, al fin y al
cabo, es la parte funcional, y los que lo hacen refieren que no es un aumento tan

significativo.

Segundo objetivo:

Dado que nuestro objetivo era determinar si existia una variacion significativa de
la expresion proteica de ApoD segun el estado proliferativo de la célula,
realizamos una deteccion inmunocitoquimica de ApoD en fibroblastos humanos,
a los cuales se les habia sometido a tratamiento con EdU. EI EdU se incorpora
al ADN celular en el momento de la divisién lo cual nos permite diferenciar a las
células que se han dividido durante el periodo de tratamiento (Edu positivas) y

las que no lo han hecho (EdU negativas)

El analisis consistid6 en determinar la densidad integrada de cada célula, y
comparar dicho parametro en las células Edu positivas (EdU (+)) con las Edu
negativas (EdU (-)), tanto a las 6 horas como a las 24 horas. La densidad
integrada (DI) representa la suma de intensidades de todos los pixeles del area
seleccionada (en este caso, se selecciond el area de cada célula). Es un sistema

de 8 bits en el que la intensidad tiene niveles que van de 0 a 255.

Tras la toma de fotografias con el equipo de microscopia de fluorescencia,

procedimos a su analisis a través del programa FIJI (Figura 5).

Figura 5. Imagenes representativas de epifluorescencia de células en proliferacion (EdU)
marcadas con anticuerpo anti-ApoD. A. Tras 6 horas de tratamiento con EdU. B. Tras 24 horas
de tratamiento con EdU. Barras de calibracion: 50 micrometros.
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En el cultivo de 6 horas con EdU, se analizaron un total de 142 células y en el

cultivo de 24 horas, un total de 70 células, obteniendo los resultados que se

muestran en la (Tabla 3).

6h 24h
Densidad Edu (+) Edu (-) EdU (+) EdU (-)
Integrada 77 células 65 células 46 células 24 células
(UA)
Promedio 558940 624258 358366 578022
Mediana 451293 471726 325751 499957
SD 354746 407155 168414 452693

Tabla 3.Valores estadisticos de las células alas 6h y a las 24h de tratamiento con EdU.

Los resultados muestran que, a las 6 horas, no hay diferencias estadisticamente

significativas (p=0.29) entra las medianas de la densidad integrada, al comparar

las células EdU positivas con las células EdU negativas.

Los resultados (Figura 6) muestran que, a las 24 horas, hay diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entra las medianas de la densidad

integrada, al comparar las células EdU positivas con las células EdU negativas.

A Tiempo de cultivo: 6h B Tiempo de cultivo: 24h
600 - 600 -
<500 - <500 A ]
2 2
0 400 A 0 400 -
§_ §_ % sk
<300 | <300 -
o o
5 200 A 5 200 -
o 100 A 2100 -
x x
L Ll
0 | ) 0 - | |
EdU (+) EdU (-) EdU (+) EdU (-)

Figura 6. Gréficas comparativas sobre las medianas de las densidades integradas de las células
Edu (+) y EAU(-). A. Resultados a las 6 horas de tratamiento con EdU. No hay diferencias significativas
entre células EdU (+) y EJU(-). B. Resultados a las 24 horas de tratamiento con EdU. Hay diferencias
significativas entre células EdU (+) y EdU (-).
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DISCUSION

La division celular siempre ha sido un proceso de gran importancia biologica y
complejidad. Muchos de sus mecanismos estan lejos aun de ser completamente
comprendidos, pero parecen ser la clave en el abordaje de muchas

enfermedades, entre ellas el cancer.

En células no cancerosas, conservar la capacidad de proliferacion acorde al tipo
celular correspondiente parece ser un signo de salud celular. De esta forma,
diversas situaciones pueden llevar a un descenso en la proliferacion celular como
por ejemplo en respuesta al estrés oxidativo o bien a restriccion de suero en
cultivos celulares. Asi mismo otras situaciones pueden desembocar en un
aumento patoldgico de la proliferacién. Por ejemplo, durante la transformacién
maligna de las células se pierden los mecanismos de control de la division celular
dando lugar a una proliferacion incontrolada y anarquica que lleva a la

destruccion del tejido donde asienta dicha célula.

Entre todas las proteinas que se encuentran implicada en la regulacién de la
proliferacion celular podria encontrarse ApoD. Los resultados de la revision
sistematica que hemos realizado, parecen apuntar a que existe un cambio en la
expresion de ApoD dependiente del estado proliferativo de las células. Asi, en
condiciones en que la tasa de proliferacion es baja, especialmente en células
confluyentes o senescentes, se activa la transcripcion de ApoD y aumentan
significativamente los niveles de ARNm. Lo contrario ocurre en casos de alta tasa
proliferativa en los que los niveles de ARNm de ApoD se encuentran

severamente disminuidos.

Sin embargo, aunque todos los estudios parecen estar de acuerdo en este
cambio en la expresion de ApoD, pocos se aventuran a intentar descifrar el como

y el porqué de esta variacion.

La clave del como podria encontrarse en el promotor de ApoD. Varios estudios
apuntan a que el aumento de transcripcion relacionada con la detencion del
crecimiento se encuentra en una zona concreta del promotor (de la posicion 588
a la 179) que, a su vez, tienen zonas de unién a las que se unirian diversas

proteinas que, activan al gen de ApoD. Sin embargo, las condiciones del estudio
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en las que usan la privacion de suero para detener el crecimiento no permiten
identificar si la elevacion en la expresion de ApoD se debe realmente a esta
parada en la proliferacién o bien es una respuesta al estrés que sufre la célula
ante la falta de suero en el medio de cultivo. Son necesarios por tanto mas
estudios para acabar de comprender cdmo se comporta el promotor de ApoD
ante variaciones especificas en la proliferaciéon y qué zonas y proteinas estan

implicadas en su activacion.

En cuanto al porqué es aun si cabe mas incierto. Podria ser que el aumento de
ApoD en respuesta a la detencion del crecimiento se debiera a su papel protector
ante el estrés oxidativo y una posible implicacion en la respuesta antiinflamatoria.
De tal forma, la elevacion de ApoD tendria como objetivo reparar la causa que
produce la detencién del crecimiento. Sin embargo, la adiccion exégena de ApoD
conlleva un descenso en la tasa proliferativa y un aumento de la diferenciacion
celular. De hecho, en el caso de diversos modelos del cancer, los niveles de
ApoD aumentan proporcionalmente al grado de diferenciacion del cancer, de
manera que canceres mas diferenciados y, por tanto, mas benignos tenian altos
niveles de ApoD. Asi mismo el &cido retinoico, conocido ligando de ApoD, ejerce
su papel en la diferenciacion neuronal a través de la activacion del promotor de
ApoD por factores de transcripcion especificos. La diferenciacion a su vez,
implica una detencién de la proliferacion celular y podria ser este el mecanismo

por el cual ApoD tiene un papel en la diferenciacion celular.

Los estudios analizados, hacen referencia a la expresiéon de ApoD a nivel de
ARNmM, sin embargo, pocos analizan cuanto de ese ARNm llega a traducirse en
proteinay, los que lo hacen, no obtienen resultados tan significativos. Los niveles
proteina aumentan con la detencion del crecimiento, pero no de una forma
proporcional al aumento de la transcripcion. El por qué no esta muy claro, pero,
a la hora de intentar determinar la funcion de ApoD, debemos analizar la
proteina. Es por ello que decidimos realizar una inmunocitoquimica de ApoD
para comparar la expresion a nivel proteico en células en division con células en

reposo.

Los resultados muestran que, a las 24 horas hay un descenso de la cantidad de

ApoD en aquellas células que o bien se estan dividiendo o bien lo han hecho en
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las Ultimas 24 horas y por tanto son EdU (+). No existen diferencias significativas

en la cantidad de ApoD a las 6 horas.

Esto nos sugiere varias posibles explicaciones. Por un lado, es posible que este
descenso de ApoD se deba a la distribucion equitativa durante la division celular,

que deje a la célula con la mitad de proteinas al completar el ciclo.

También es posible que se deba a que las células EdU (-), sean células
senescentes o que han entrado en fase GO y por tanto mantengan altos niveles
de expresion de ApoD mientras que las células Edu (+), estén en fase

proliferativa y, como sugiere la literatura, expresen por ello menos ApoD.

En experimentos preliminares que habiamos realizado anteriormente en células
1321N1, de astrocitoma, comprobamos que era necesario que parte de las
células entraran en GO para poder apreciar los cambios en la expresién de ApoD
en relacion con la proliferacion. Las células de astrocitoma humano, al ser una
linea inmortalizada con una elevada tasa de proliferacion, no entraban nunca en

fase GO y nos impedia apreciar diferencias.

En cualquier caso, aunque los cambios de expresion de ApoD segun el estado
de proliferacién parezcan claros, tanto a nivel de ARNm, como a nivel proteico,
son necesarios estudios en profundidad para llegar a comprender el porqué de
este mecanismo. Dado que ApoD cada vez mas estd demostrando ser una
proteina multifuncional y multiligando su posible implicacion en la proliferacién
celular podria estar en relacién con un papel homeostéatico en el metabolismo de
la célula con funciones protectoras a distintos niveles y también en relacion con

la respuesta antioxidante y antiinflamatoria.
CONCLUSIONES

e La revision sistematica sugiere que ApoD sufre cambios segun el estado
proliferativo de la célula en numerosos tipos celulares.

e La mayoria de los estudios se centran en la cuantificacion de ARNm de
ApoD, pero no evalGan su expresién proteica y localizacion en la célula.

e La mayoria de los estudios (23 de 25) sugieren que la expresion de ApoD
es mayor en fases de senescencia y quiescencia que durante las fases

proliferativas.
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e Nuestros resultados experimentales muestran un descenso de ApoD
estadisticamente significativo en las células EdU (+) (aquellas que se han
dividido durante el tratamiento) a las 24 horas. A las 6h de tratamiento con
EdU, no se muestran resultados estadisticamente significativos.

e Los resultados apoyan la literatura demostrando un descenso en la
expresion de ApoD en las células en proliferacion.

e Es necesario realizar mas estudios para determinar el papel de ApoD en

la proliferacion y diferenciacion celular.
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Introduccion

Apolipoproteina D (ApoD) es una proteina perteneciente familia de las lipocalinas. Esta presente en una gran variedad de tipos celulares, principalmente en células gliales del SNC,
fibroblastos perivasculares y en plasma, donde se encuentra unida a proteinas de alta densidad (HDL). ApoD es una apolipoproteina atipica, sobre la que se postula una gran
multifuncionalidad. Esto se debe a su capacidad de unir numerosos ligandos, destacando entre ellos el acido retinoico. Respecto a su expresion, se encuentra elevada en procesos
neurodegenerativos incluyendo el envejecimiento, asi como en situaciones de estrés oxidativo y su sobreexpresion se relaciona con un aumento de la longevidad. Asi mismo, numerosos

estudios demuestran que ApoD aumenta su expresion a nivel de ARNm en situaciones con baja tasa de proliferacion como pueden ser tumores bien diferenciados y es la proteina

mayoritaria en los quistes benignos de mama.
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Conclusiones

1. La revision sistematica sugiere que ApoD sufre cambios segln el estado proliferativo de la
célula en numerosos tipos celulares. La mayoria de los estudios se centran en la
cuantificacion de ARNm de ApoD, pero no evalian su expresion proteica y localizacion en la
célula.

. La mayoria de los estudios (23 de 25) sugieren que la expresion de ApoD es mayor en fases
de senescencia y quiescencia que durante las fases proliferativas.

. Nuestros resultados experimentales muestran un descenso de ApoD estadisticamente
significativo en las células EdU (+) (aquellas que se han dividido durante el tratamiento) a
las 24 horas. A las 6h de tratamiento con EdU, no se muestran resultados estadisticamente
significativos.

4. Los resultados apoyan la literatura demostrando un descenso en la expresion de ApoD en las

células en proliferacion.

5. Es necesario realizar mas estudios para determinar el papel de ApoD en la proliferacion y

diferenciacion celular.
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