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SUMMARY/RESUMEN

Apolipoprotein D (ApoD) is a Lipocalin secreted mainly by glialcells whose expression increases
with aging and neurodegeneration. Glial Lazarillo (GLaz) and Neural Lazarillo (NLaz) are
Drosophila homologues of ApoD. ApoD protects against oxidative stress and promotes axon
regeneration after injury, but its mechanism of action is unknown. ApoD stands among a small
set of genes whose over-expression upon nervous system aging is conserved throughout
evolution, and its over-expression is extensively correlated with a wide spectrum of nervous
system damage, like stroke, psychiatric disorders, and neurodegenerative diseases like
Alzheimer, Parkinson, Huntington or Niemann Pick. These neuroprotective functions are
proposed to be mediated by counteracting lipid peroxidation.

In this Thesis it is hypothesized that GLaz/NLaz/ApoD modulates membrane composition,
dynamics and oxidation. To contrast this hypothesis the effects of these lipocalins on different
processes in which the membrane plays an important role have been studied.

Physiological aging and neurodegeneration share their two major causal factors (1) reactive
oxygen species (ROS)-mediated damage and (2) deterioration of protein and organelle quality
control systems. GLaz is able to counteract some of the neurodegenerative effects of a
primarily mitochondrial dysfunction disease with a redox imbalance, Friedreich ataxia,
reducing the level of lipid peroxidation and free fatty acids. The first objective of this work is to
study the effect of these Lipocalins on the second factor, the impairment of the protein and
organelle quality control systems. A Drosophila retinal degeneration model based on a poly-Q
triggered disease, the Type | Spinocerebellar Ataxia (SCA1), combined with various forms of
over-expressing NLaz and GLazwas used. Until now, no Lipocalin has been tested for its ability
to modify poly-Q-based neurodegeneration. Both Lipocalins have proved to be part of the
endogenous transcriptional protective response against poly-Q-based neurodegeneration.GLaz
and NLaz overexpression rescues neurodegeneration and their beneficial effects persist
throughout aging and take place in an autocrine and paracrine manner. GLaz gain-of-function
in this model promotes clearance of ubiquitinated proteins, reduces the accumulation of the
autophagy cargo receptor p62 and thereby reduces apoptotic cell death. GLaz achieves this
protection by promotingflow of the last steps of autophagy, not its induction, even when
combining SCA1-dependent with pharmacological inductions of autophagy. In addition, GLaz
decreases the SCAl-dependent induction of Gsts1, a SCA1 genetic modifier contributing to the
clearance of lipid peroxides, whereby the beneficial effects of GLaz are linked to lipid peroxide
clearance.

These results suggest that GLaz enters the degenerating neurons by endocytosis and promotes
the resolution of autophagy, increasing its flow and helping to clear poly-Q-induced protein
aggregates. The study of the internalization of ApoD in cultured astrocytes has revealed that
ApoD is endocytosed and localized in lysosomes where it can act on processes occurring inside
the cell like autophagy flow.

Since there is an ApoD homolog bound to the membrane through a GPI membrane binding
domain, the grasshopper Lazarillo, whose loss causes a defect in axon growth, the



conservation of this phenotype in the secreted homologues was the next target of this work.
The analysis of axonal growth in Drosophila primary neuronal cultures in the absence of NLaz
and Glaz has revealed a decrease in the length of axons compared to control cultures, and a
decrease in the number of established synapses and their area. This result confirms the
existence of a conserved mechanism of action strongly associated with membranes.

Given the conserved phenotype of GPl-membrane bound Lazarillo and its secreted
homologues, lysosomal membranes are rich in lipid rafts, and the GPl-proteins are usually
found attached to these domains suggests that ApoD and its secreted homologues may be
linked specifically to the membrane lipids rafts. The last part of this work was focused in the
possible ApoD-membranes interaction and the effect of the lipocalin on them.

Despite being a secreted protein, ApoD has a strong interaction with membranes. ApoD
behaves as a peripheral membrane protein associated to detergent-resistant membrane
domains in a stable and independent of species manner. Specifically ApoD appears linked to
membrane domains extracted by Triton X-114 characterized as cellular membrane domains
rich in gangliosides. No differences were observed in the amounts of cholesterol or
sphingomyelin when comparing lipid rafts of WT and ApoD-KO membranes. Similarly, no
notable differences exist in the protein profile from the lipid raft fractions in the absence of
ApoD. However, the analysis of raft fractions with Raman spectroscopy shows conformational
changes in their molecular structures and molecular disorder due to lack of ApoD. A lipidomic
study with UPLC-mass spectrometry shows significant changes in lipid composition between
WT and ApoD-KO raft fractions of mouse hippocampi treated with the pro-oxidant drug
paraquat. ApoD specifically modified ganglioside metabolism in response to oxidative stress
resulting in modifications of the composition of monohexosilceramides, sphingomyelin and
ceramides that constitute lipid rafts. These results confirm a direct relationship between a
secreted protein, ApoD, and membrane composition, and specifically link ApoD function to
lipid rafts, a membrane domain involved in a vast number of signalling processes conditioning
cell fate.

This new location of ApoD and its amazing interaction with membranes opens new research
lines approaching the mechanism of action of ApoD to both the plasma and intracellular
membranes. It also points to the processes where these structures are involved, conferring
ApoD a broad spectrum of possibilities to exert its protective function and converting ApoD in
a versatile research tool.
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INTRODUCCION

1. APOLIPOPROTEINA D

Apolipoproteina D (ApoD) fue presentada al mundo cientifico en 1991 como una
apolipoproteina atipica. Inicialmente fue denominada apolipoproteina por ser la cuarta
proteina descubierta unida a las lipoproteinas de alta densidad (HDL)* del plasma sanguineo
(Ver Anexo Lipoproteinas) [2]. Sin embargo, tras el estudio de su secuencia y estructura, ApoD
se clasificd como un miembro de una familia de proteinas llamadas Lipocalinas, debido a sus
similitudes con la a 1-microglobulina y a su homologia estructural con la proteina RBP (Retinol/
Binding Protein®) [4, 5]. Las Lipocalinas son pequefias proteinas extracelulares (160-180
residuos) que comparten una estructura de barril B que conforma un bolsillo generalmente
hidrofdbico y ciertas propiedades comunes: la unidn a pequefios ligandos hidrofébicos, la
unién a receptores especificos de la superficie celular y la formacién de complejos covalentes y
no covalentes con otras macromoléculas solubles. Han sido clasificadas como proteinas
transportadoras aunque actualmente se conocen una amplia variedad de funciones diferentes
para muchos de sus miembros [6, 7]. ApoD comparte esta misma estructura aunque no se
conoce ni ligando ni receptor especifico para ella. La proteina a 1-microglobulina, uno de los
tres miembros originales de la familia de las Lipocalinas, posee una cisteina libre a la entrada
del bolsillo con actividad reductasa y recolectora de radicales que también estd presente en la
estructura de ApoD [8, 9].

En las HDL del plasma sanguineo, ApoD se encontré asociada a la enzima LCAT (Lecitin
Colesterol Acil Transferasa) [2]. LCAT es una enzima secretada por el higado y el cerebro que
cataliza una reaccidn reversible de tras-esterificacion. Transfiere undacido graso de la
fosfatidilcolina a una molécula de colesterol libre, generando asi un éster de colesterol y
lisofosfatidilcolina. Ademas, el bolsillo de ApoD mostré afinidad de unién por la progesterona
y otros esteroles. Estos hechos llevaron a proponer a ApoD bien como un vehiculo presentador
de los sustratos de LCAT: colesterol o fosfatidilcolina, o bien como un transportador de los
productos finales de dicha reaccidn: lisofosfolipidos o colesteril ésteres [2, 10].

Ylas lipoproteinas son complejos macromoleculares esféricos cuya funcidn es el transporte de lipidos. Estan
formadas por un nucleo de lipidos apolares (colesterol esterificado y triglicéridos) rodeados de una capa de
fosfolipidos y colesterol libre (polares) que se orientan segln su caracter anfipatico y que, a su vez, se recubren de
proteinas con los dominios polares hacia el exterior para aislarse del medio acuoso y hacerse solubles en el. Sus
componentes estan unidos por interacciones fisicoquimicas débiles, lo que permite el intercambio de los mas
superficiales con las membranas. Cada tipo de lipoproteina tiene una composicion y una proporcién caracteristica
de las proteinas denominadas apolipoproteinas o apoproteinas. Las lipoproteinas se clasifican en funcion de su
densidad (a mayor densidad, mayor contenido en proteinasy, a mayor didametro, mayor contenido de lipidos):
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja
densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL) (1. Arai, H., Oxidative modification of lipoproteins. Subcell
Biochem, 2014. 77: p. 103-14.)

%E| retinol es una molécula liposoluble de estructura plana que contiene un anillo ciclico hexénico y una cadena
hidrocarbonada con cuatro dobles enlaces en posicidn trans. Es uno de los posibles isémeros de la vitamina A con
poder antioxidante (3. O'Byrne, S.M. and W.S. Blaner, Retinol and retinyl esters: biochemistry and physiology.)
Lipid Res. 54(7): p. 1731-43.).
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Los primeros estudios sobre su expresion determinaron que la sintesis de ApoD estaba
restringida a unos pocos tipos celulares (fundamentalmente fibroblastos del endoneuro® o
células gliales dispersas). Sin embargo, la proteina aparecia en gran cantidad de tipos celulares
y, especialmente, en los que menos expresidon génica mostraban. Por lo tanto, se sugirié que
ApoD podria estar siendo endocitada y acumulada en células que no la producen [5].

1.1.ESTRUCTURA
ESTRUCTURA PRIMARIA

El cromosoma 3 del genoma humano (el 16 del ratén y el 2 en sus homélogos en Drosophila;
ver seccion 1.5) contiene una secuencia de 20 kpb divididas en 5 exones, de las cuales 855pb
codifican para la proteina ApoD. Tanto la organizacion exdnica como la estructura secundaria y
terciaria fruto de su secuencia de 189 aminoacidos, definen a ApoD como miembro de la
familia de las Lipocalinas [4, 12]. En esos 189 aminodcidos, ApoD posee un péptido sefial
(secuencia peptidica de secrecion), que se pierde tras ser incorporada al lumen del reticulo
endoplasmico, resultando una proteina madura soluble de 169 aminoacidos que puede ser
secretada al medio extracelular [13].

El peso molecular de ApoD varia entre 19 y 32 kDa en funcién del grado de glicosilacién de sus
dos asparaginas (Asn). Al menos una de las dos cadenas glicosiladas termina con un acido
sidlico. Esta glicosilacion variable es dependiente del tejido donde se exprese [14, 15].

La ApoD humana contiene cinco cisteinas (Cys), de las cuales cuatro forman dos puentes
disulfuro intramoleculares mientras que la quinta permanece libre. Esta cisteina libre, también
presente en o 1-microglobulina, estd localizada en un bucle flexible de la estructura haciéndola
especialmente accesible [16]. El grupo tiol de la cisteina posee la capacidad de reducir y
atrapar (@ pH menores de 7,5) radicales organicos. Esta cisteina, ademas, le permitiria
establecer enlaces por puentes disulfuro con otras moléculas, como por ejemplo: el resto de
apolipoproteinas presentes en las HDL [14]. Sin embargo, en el ratén, este residuo no esta
conservado. En el lugar de la cisteina se encuentra una treonina, que posee un grupo hidroxilo
en vez de tiol, que le permitiria unirse a moléculas con grupos fosfato o con cadenas de
oligosacdridos a través de enlaces de hidrégeno [13].

Por ultimo, ApoD posee tres metioninas (Met), conservadas en el ratén pero no en los
homalogos de Drosophila melanogaster (ver seccidn 1.5), también poseedoras de un atomo de
azufre, al igual que las cisteinas. El entorno estructural de una de ellas, la Met93 localizada a la
entrada del bolsillo, le confiere la capacidad de reducir lipidos peroxidados, oxidandose a su
vez a MetSO [17].

ESTRUCTURA TERCIARIA

La estructura terciaria de ApoD en forma de barril-B es una caracteristica comun a todas las
Lipocalinas. Esta formada por ocho ldminas 3 antiparalelas conectadas por siete bucles y

*Endoneuro: una de las tres capas de los nervios periféricos formada por finos fasciculos de fibras de coldgeno
dispuestas longitudinalmente que junto con algunos fibroblastos rodean a cada fibra nerviosa. 11. Dubovy,
P., Schwann cells and endoneurial extracellular matrix molecules as potential cues for sorting of regenerated axons:
a review.Anat Sci Int, 2004. 79(4): p. 198-208.
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estabilizadas por una a-hélice en la regidon C-terminal y los dos puentes disulfuro establecidos
entre cuatro de las cinco cisteinas ya mencionadas. Estos elementos generan una cavidad
estructural en forma de cdliz que delimita, debido a la naturaleza apolar de los aminoacidos de
su interior, una region hidrofébica que podria albergar pequefios ligandos (Fig.1) [13]. Esta
estructura altamente conservada y tan caracteristica ha dirigido las hipétesis sobre la funcién
de las Lipocalinas, y por tanto de ApoD, hacia el transporte de lipidos [6].

Sin embargo, la caracteristica que define a ApoD como una lipocalina, es decir, su estructura,
es también la que le confiere una identidad especial. La regién de los bucles presenta ciertas
diferencias, especialmente a la entrada del bolsillo. Por un lado, los bucles estan orientados
hacia el exterior de la estructura, haciendo la entrada mds amplia. Por otro lado, tres de los
cuatro bucles situados a la entrada del bolsillo poseen cadenas hidrofébicas. Estas
peculiaridades generan en la estructura de ApoD una regidon o parche de un alto caracter
hidrofébico inusual para una proteina soluble. Este parche hidrofdbico podria insertarse en la
region lipidica de las HDL antes de que la cisteina libre pudiera establecer un puente disulfuro
con alguna molécula vecina [13]. Destacable es, ademas, el hecho de que la metionina con
actividad reductora (Met93) se encuentre inmersa en este entorno hidrofdbico, justamente a
la entrada del barril [18].

Unas mutaciones en la secuencia que afectarian a la estructura de ApoD, detectadas en
variantes alélicas presentes en algunas poblaciones africanas, son la causa de varias
enfermedades cardiovasculares. Ninguna de ellas afecta al interior del bolsillo y, en principio,
tampoco a su capacidad de unién a ligandos. Por el contrario, si afectarian al parche
hidrofdbico de la boca del barril, por lo que podrian estar modificando su acoplamiento a las
HDL. Estas mutaciones también modificarian la cadena que contiene la cisteina libre y una de
las cisteinas que genera los puentes disulfuros intramoleculares. Esta alteracién estructural
podria impedir las posibles interacciones intramoleculares de la cisteina libre o suscitar la
generacion de puentes disulfuro intermoleculares no fisiolégicos que implicarian un
plegamiento andmalo y una pérdida de funcién. Por ultimo, algunas de estas mutaciones
también alteran la regidon C-terminal que envuelve parte del barril [19, 20].

Por otra parte, mutaciones experimentales realizadas sobre los aminoacidos del bolsillo de los
homadlogos de ApoD en Drosophila melanogaster mostraron varios fenotipos similares a los
observados ante la falta de la proteina como la regulacion de la longevidad, la respuesta al
estrés, respuestas comportamentales como la escalada o el cortejo y el almacenamiento de
triglicéridos; otros mecanismos como la homeostasis de glucosa permanecieron inalterados
[21].

Existen otros polimorfismos de nucleétidos Unicos (single nucleotide polymorphism) asociados
a la enfermedad de Alzheimer o esquizofrenia que afectarian al péptido sefal [13].
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Figura 1. Estructura terciaria de ApoD. (A) Visidon ortogonal de ApoD unida a progesterona. Las metioninas
estan representadas en rojo y los barriles 3 en amarillo. En turquesa se representa un posible ligando. (B)
Misma estructura representada como superficie accesible al solvente [17].

1.2.LIGANDOS

El bolsillo hidrofébico de la estructura de ApoD tiene una abertura de entre 10y 15 A de ancho
y una profundidad de 15 A [13]. Varias moléculas hidrofébicas muestran alta afinidad in vitro
por este bolsillo. La progesterona fue el primer ligando atribuido a ApoD [22, 23]. Sin embargo,
el acido araquidonico (AA) es uno de los ligandos estudiados in vitro que ha mostrado mayor
afinidad [24]. El bolsillo permanece practicamente inalterado al albergar en su interior tanto a
la progesterona como al acido araquiddnico, mostrando puntos de unién comunes a ambos
ligandos [13]. ApoD también muestra afinidad in vitro por el retinol; aunque seria un ligando
no especifico dado que dicha afinidad es comun a la mayoria de las Lipocalinas. A pesar de que
el colesterol y la bilirrubina se han considerado durante afios posibles candidatos fisioldgicos
dada la relacién entre ApoD y LCAT y la a 1-microgloulina® [2, 5, 10, 25], varios estudios in vitro
han descartado ambas opciones [21, 24, 26]. Recientemente se ha comparado in vitro la
capacidad de unién que presentan ApoD y algunos de sus homdlogos en otras especies frente
a diferentes ligandos, encontrdndose uniones de alta afinidad con el cannabinoide
anandamida’ o la esfingomielina y confirmando la unién a &cido retinoico, mas especifica que
la del retinol [21], en contraposicidn a los estudios que defendian una mayor afinidad de ApoD
por el retinol que por el acido retinoico [28]. Los ultimos estudios in vitro realizados en el
laboratorio han ampliado la lista de ligandos al encontrar unién a acido docosahexaenoico
(DHA) vy la lisofosfatidilcolina con acido palmitico (16:0), acido estearico (18:0) o acido oleico
(18:1) (Lépez Arias y Ganfornina, resultados no publicados).

*Bilirrubina: es un producto de la degradacion de la hemoglobina que, hasta ser conjugada con el acido glucurénico
para formar parte de la bilis,se mantiene unido a la albumina. al-microglobulina se une al grupo hemo, grupo
prostético (componente no aminoacidico) que forma parte de la hemoglobina. Algunas globulinas y lipoproteinas
también unen albumina.
>Anandamida: endocanabinoide neuromodulador implicado en procesos de memoria y metabolismo lipidico que se
sintetiza transfiriendo acido araquiddnico de una fosfatidilcolina a la amina libre de una fosfatdil etanolamina
gracias a una enzima aciltransferasa y posterior accién de enzimas con actividad fosfolipasa (PLA2, PLC) (27.
Blankman, J.L. and B.F. Cravatt, Chemical probes of endocannabinoid metabolism.Pharmacol Rev. 65(2): p.
849-71.).
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El Unico ligando unido a ApoD en condiciones fisiolégicas encontrado hasta el momento,
ademas de la progesterona, es el odorante E-3-metil-2-dcido hexenoico presente en la piel de
la axila humana (Fig.2) [29].

OH ESFINGOMIELINA

ACIDO ARAQUIDONICO ANANDAMIDA DHA

H,C CH,  CH, GH,
H
NN T T |
SOL
CH RETINOL HO' COLESTEROL
0
CH; O wH
A~ A I i ]
HaC OH T
2 F Silaa H
E-3-METIL-2-ACIDOHEXENOICO P ‘e PROGESTERONA

Figura.2. Algunos posibles ligandos de ApoD.

1.3.EXPRESION
PROMOTOR

Tanto la regién del promotor como el exdn 1 no codificante de ApoD poseen una gran variedad
de secuencias de regulacidn en respuesta a: estrés(STRE, stress response element), a hormonas
tiroideas (TRE, thyroid-hormone response element) y esteroideas (PRE, progesterone-
responsive element; ERE, estrogen-responsive elements; RORAI1, steroid hormone
nuclearreceptor [retinoic acid] alphal; GRE, glucocorticoid-responsive element), esteroles (SDR,
sterol-dependent repressor) o a NFkB®(NFKB, nuclear factor kappa B) [31]. Dos isoformas de la
apolipoproteina E (ApoE) humana, ApoE3 y ApoE4, relacionadas con el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer se unen al promotor de ApoD estableciendo una correlacidon inversa
entre la expresién de ApoD y ApoE [32]. p73 y p63, dos miembros de la familia p53
responsable de la regulacion de genes involucrados en el desarrollo y homeostasis, activan la

SNFkBes un complejo proteico que controla la transcripcion del DNA (regulador transcripcional) localizado
preferentemente en el cerebro. Es activado por factores de crecimiento (BDNF, NGF) utilizando el glutamato como
neurotransmisor. Estd implicado en la modulacién de la plasticidad, funcion sinaptica (comunicacion sinapsis-
nucleo), asi como el crecimiento de las dendritas y de las espinas dendriticas y en la respuesta al estrés, ROS,
citoquinas, LDL oxidadas, etc. (30.  Salles, A., A. Romano, and R. Freudenthal, Synaptic NF-kappa B pathway in
neuronal plasticity and memory.J Physiol Paris.)
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transcripcion de ApoD [33]. Este complejo y variado sistema de regulacion refleja una compleja
expresion de ApoD intimamente relacionada con el estrés (inflamacion, dafio, muerte celular)
o el metabolismo del colesterol entre otros procesos.

DISTRIBUCION TISULAR

En humanos, ApoD presenta una amplia y variada distribucién de su expresién en el
organismo. Se ha detectado RNA mensajero en las glandulas adrenales y rinones. También en
bazo, pancreas, pulmones, placenta, ovarios y testiculos (reflejando su relacion con los
esteroides), cerebro, nervios periféricos y liquido cefalorraquideo [4]. Por el contrario, esta
pobremente expresado en higado e intestino, a pesar de ser los mayores centros productores
de otras apolipoproteinas [15]. Como ya se ha comentado, ApoD estd unido a las HDL que
circulan por el plasma sanguineo, por lo que la proteina secretada se distribuye ampliamente
por todo el organismo.

Muchos estudios sobre ApoD se han centrado en el sistema nervioso, ya que es una de las
regiones donde su expresién parece estar evolutivamente mas conservada. En el cerebro de
mono, ApoD se expresa en el cértex, hipotdlamo y cerebelo. En el cerebro de ratén postnatal
se ha encontrado expresién en la médula espinal, cerebro y cerebelo [15, 34, 35]. Un patrén de
expresion similar se ha encontrado en el embridn de pollo. ApoD también se expresa durante
el desarrollo de las plumas de pollo [35]. Sus homdlogos de insectos (mosca, saltamontes) se
expresan en neuronas y glia [36, 37]. ApoD también se expresa en el sistema nervioso
periférico (SNP) de rata y raton.

TIPO CELULAR

A nivel celular, ApoD se expresa en los fibroblastos proximos a vasos sanguineos [5]. En el SNC
los centros de expresién de ApoD son las células gliales, concretamente los astrocitos y
oligodendrocitos [35, 38]. En el raton se expresa también en los pericitos que rodean los
capilares del cerebro y la médula espinal. Se ha encontrado expresién de ApoD en neuronas
durante el desarrollo del SNC tras el cual permanece exclusivamente la expresién en glia. Un
tipo celular especial son las células de Purkinje que no muestran expresion de mRNA pero si
contienen ApoD en su interior lo que indica un mecanismo de endocitosis paracrino [35].

Los primeros estudios sobre la expresién de ApoD en el SNP de la rata defendian la
produccion de ApoD en los fibroblastos del endoneuro [39, 40]. Sin embargo, posteriormente
se demostrd su sintesis mayoritaria en las células de Schwann [41]. Estudios recientes en el
SNP de ratdn muestran a ApoD Unicamente expresada, de forma intermitente o transitoria,
por células de Schwann mielinizantes y no mielinizantes sugiriendo una regulacién espacio-
temporal dinamica dependiente del estado funcional de las células productoras [42].

TEMPORALIDAD Y REGULACION POR DANO O DEGENERACION

La sintesis de ApoD por parte de las células gliales ocurre desde el desarrollo embrionario
hasta el envejecimiento [35, 43]. En el nervio cidtico de ratén la expresion de ApoD aumenta
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durante el desarrollo postnatal principalmente en el endoneuro [44]. Como ya se ha
comentado, las células de Schwann expresan ApoD de manera intermitente en base a su
estado funcional. La expresidon de ApoD se altera con la vejez. De hecho, ApoD es uno de los
genes que mas consistentemente aumentan su expresion en diferentes especies durante el
envejecimiento no patoldgico [45]. El envejecimiento se caracteriza por un aumento del estrés
oxidativo y los procesos de inflamacién [46].

Ademds de ante el envejecimiento, la expresion de ApoD aumenta ante situaciones
patoldgicas del sistema nervioso como muchas enfermedades neurodegenerativas, estando
regulada por la via de JNK (c-Jun N-terminal kinases) [47, 48]

Muchas neuropatologias como el Parkinson [49], la esquizofrenia [50], la esclerosis multiple
[51], meningoencefalitis [52] o la enfermedad de Niemann-Pick (en ratén) [53] comparten
elevadas concentraciones de ApoD.

En pacientes con Alzheimer (AD), ApoD presenta elevados niveles de expresion tanto en el
liguido cefalorraquideo como en el hipocampo. Se han encontrado asociaciones genéticas
entre pacientes con Alzheimer y polimorfismos de ApoD en poblaciones de Finlandia, América
y norte de China [52, 54, 55]. En los pacientes de esta enfermedad, la expresiéon de ApoD
parece no estar influida por la presencia del alelo E4 de ApoE [52]. Las dos apolipoproteinas
aumentan con la edad y en situaciones neurodegenerativas. Ante la falta de ApoE, la
concentracion de ApoD aumenta en el cerebro [56]. La falta de ApoD, sin embargo, no provoca
aumento alguno de ApoE ante una situacidn de dafio en el sistema nervioso periférico de ratén
[57]. ApoD se localiza en las placas AB compactas [58]. AB25-35 induce la expresidon de ApoD
en células hipocampales en respuesta a estrés [59]. La enfermedad de Alzheimer se caracteriza
por la degeneracidn de neuronas hipocampales y corticales. El péptido B-amiloide, principal
causante de la enfermedad, se genera como un producto del corte de la Proteina
transmembrana Precursora del Amiloide (APP) por accidon de enzimas secretasas (proteasas
integrales de membrana). El colesterol es un importante factor en la regulacion de la
produccion de este péptido. Altos niveles de colesterol aumentan la generacion y deposicion
de estos péptidos. Estudios recientes indican que el procesamiento de APP ocurre
preferentemente en las balsas lipidicas [60]. Otro tipo de patologias que también conllevan
dafos en el sistema nervioso como las enfermedades infecciosas ola excitotoxicidad presentan
la misma alteracién en la expresion de ApoD [54].

Todas estas patologias neurodegenerativas presentan como caracteristica comun un
importante aumento del estrés oxidativo.

ApoD se sobre-expresa en el hipocampo de modelos murinos de Alzheimer [61].
En un modelo de ictus en rata, las células gliales sobre-expresan ApoD en el area periinfartada.
Varios dias después de la lesidon, se detecta proteina ApoD en las neuronas piramidales de la

zona del infarto. Por lo tanto, las neuronas podrian captar y acumular la ApoD expresada por
las células gliales [62].
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Las enfermedades cardiovasculares y metabdlicas, muchas de ellas asociadas a la edad,
también han sido relacionadas con ApoD dada su conexién con las HDL [63]. Varios
polimorfismos de ApoD estdn relacionados con la resistencia a la insulina, la hiperinsulinemia,
obesidad, y diabetes mellitus tipo 2 [64].

Por ultimo, la relacidn entre ApoD vy el cancer se ha determinado practicamente desde su
descubrimiento [5] estableciéndose una correlacion entre el aumento de la concentracién de
ApoD vy la disminucién del crecimiento del tumor, por lo que se le asume una potencial
capacidad antiproliferativa. ApoD induce apoptosis en una linea celular de carcinoma de colon
y una reduccién de su proliferacion [65].

1.4.HOMOLOGOS DE ApoD. LA FAMILIA DE LAS LIPOCALINAS.

ApoD forma parte de una gran familia de pequefas proteinas globulares con una estructura
altamente conservada, las Lipocalinas. Evolutivamente las proteinas mads cercanas a ApoD
serian las Lipocalinas de insectos [12].

El hecho de que todas las lipocalinas compartan, como motivo central de su estructura, un
dominio con conformacion de barril-B muy conservado hace pensar en un posible mecanismo
de accién comun, aunque, como se ha comentado anteriormente, ApoD de vertebrados
presenta ciertas diferencias con el resto de miembros de su familia. A pesar de ello, el estudio
de cada lipocalina podria arrojar luz al entendimiento de las demas (Fig.3).

Unién y transporte
de ligandos lipéfilos

Union a . ) Formacion de
N S e

[Actividad enziméticaJ

biosintesis de GPD2

Figura 3. Posibles funciones de las Lipocalinas: unién y transporte de
ligandos lipdfilos, unién a receptores, formacién de macrocomplejos y
actividad  enzimatica (biosintesis de GPD2’ [glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa2]) [66].

’GPD2 (glicerol-3-fosfato deshidrogenasa) enzima localizada en la cara interna de la membrana
mitocondrial y cataliza la oxidacion de glicerol-3-fosfato a dihidroxiacetona-fosfato.
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Algunas de las Lipocalinas mas estudiadas son:

a;-microglobulina (a;M): es uno de los tres miembros originales de la familia de las
Lipocalinas (junto con retinol binding protein y B-lactoglobulina). Se ha encontrado en
mamiferos, pajaros, anfibios y peces, distribuida a través del plasma a todos los drganos.
Posee una cisteina libre localizada en un lazo flexible a la entrada del bolsillo que le
confiere propiedades reductasa y deshidrogenasa. Presenta también tres residuos de lisina
alrededor de la entrada del bolsillo con posibilidad de unién y degradacién del grupo hemo
y la quinurenina. También es capaz de unir retinol. a;M esta implicada en la defensa
contra la oxidacién por hemo, quinurenina y especies reactivas de oxigeno (ROS) y en la
regulacién de la respuesta inmune.

Apolipoproteina M (ApoM): es una lipocalina expresada por el higado y los rifiones y
secretada al plasma sanguineo formando parte de las HDL. Presenta como caracteristica
inusual el hecho de que la proteina madura mantiene el péptido sefal, que actida como
anclaje hidrofébico al unirse a un fosfolipido de las lipoproteinas. ApoM de ratdén no esta
glicosilada y tiene capacidad de unién a retinol y acido retinoico. Sin embargo, no muestra
afinidad por otros potenciales ligandos como el colesterol y prostaglandinas. ApoM
humana posee tres cisteinas y contiene en su estructura un parche hidrofébico
involucrado en interacciones intermoleculares. Se ha propuesto que ApoM podria unir
fosfolipidos oxidados incrementando el efecto antioxidante de las HDL contra la oxidacién
de las LDL. ApoM también podria actuar como chaperona de la esfingomielina 1 fosfato
(S1P), un lipido bioactivo con efectos en angiogénesis, trafico de linfocitos, migracién de
células endoteliales e inflamacion a través de la activacion de cinco receptores diferentes
acoplados a proteinas G. El complejo ApoM-S1P es capaz de activar el receptor-S1P-1.
ApoM también es capaz de promover la movilizacién del colesterol celular al plasma vy
aumentar la secrecién de insulina [67-70]

Componente de complemento C8y es una lipocalina que se expresa en higado y rifidn y se
encuentra en el plasma unido a C8a por un enlace disulfuro través de su cisteina libre. El
complejo C8a-C8y junto con C8B (unién no covalente) forma el complejo activo C8,
penultimo miembro del complejo de ataque a la membrana (MAC)®. Al menos tres de sus
cuatro bucles a la entrada del bolsillo estan también involucrados en su unién aC8a
mientras que un area hidrofébica le permite insertarse en la membrana. Ademas posee
dos tirosinas que actuan como compuertas que controlan la entrada de ligandos a su
bolsillo hidrofébico, cuyo bloqueo no altera la influencia de C8y sobre la actividad de C8
[71].

Prostaglandina D sintetasa es el primer miembro de la familia de las Lipocalinas
reconocido como una enzima. Presenta una doble funcién ya que actia como enzima en la
sintesis de la proteina prostaglandina D2 (PGD2) (neuromodulador de acciones centrales
como la regulacion del ciclo suefio-vigilia, modulador nociceptivo y mediador alergénico) y

8 . . . . .

El complejo de ataque a membrana (MAC) es un complejo multiproteico formado por cuatro proteinas
del complemento que se une a la superficie exterior de la membrana plasmatica formando un canal que
le permite el paso libre de moléculas a ambos lados de la membrana provocando la muerte celular.
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como una proteina transportadora extracelular de pequefias moléculas lipofilicas. Una
cisteina libre de su estructura juega un papel importante en su actividad catalitica. Es una
proteina altamente glicosilada con dos sitios de N-glicosilacion que se localiza
principalmente en el sistema nervioso central y en los drganos genitales de varios
mamiferos y en el corazén humano. En el cerebro se localiza en el reticulo endopldsmico
rugoso y en la membrana nuclear externa de los oligodendrocitos acoplada a la
ciclooxigenasa para producir PGD2 que se secreta al liquido cefalorraquideo donde es una
proteina mayoritaria. Se sobre-expresa en los oligodendrocitos de ratén ante las
enfermedades por depdsito lisosomal. Se ha determinado la unidn de esta lipocalina a los
ganglidsidos GM1 y GM2, lipidos que se acumulan en las neuronas en estas patologias.
También es capaz de unir biliverdina, bilirrubina, acido retinoico y retinal [72].

- oy-glicoproteina acida (AGP) es una de las proteinas del plasma humano mas acidas
debido a sus cinco sitios de N-glicosilacidn. Los glicanos cubren la mayoria de la superficie
de la proteina. Presenta variantes en dicha glicosilacién ante situaciones como procesos
inflamatorios crénicos. Esas variaciones en la glicosilacion influyen en las propiedades
inmunomoduladoras y los efectos anti-inflamatorios que presenta esta lipocalina. AGP
ejerce efectos beneficiosos durante el crecimiento del nervio periférico tras un dafio.
También puede unir y transportar ciertas drogas terapéuticas y componentes enddgenos e
influir en sus concentraciones en plasma. En humanos la isoforma AGP-1 contiene cuatro
cisteinas que forman dos enlaces disulfuro intermoleculares mientras que la variante AGP-
2 contiene cinco cisteinas, aunque se desconoce la funcién de la cisteina libre. AGP1 se
considera una molécula sefializadora implicada en el mantenimiento de la homeostasis y
remodelacion de los tejidos, capaz de inhibir la activacidn de neutrdfilos y la actividad del
complemento promoviendo la secrecién de ILIRA por macréfagos murinos y de modular la
produccidn de citoquinas inflamatorias de monocitos humanos [73].

Como se ha comentado, las lipocalinas filogenéticamente mds cercanas a ApoD son la

lipocalina de saltamontes Lazarillo y dos lipocalinas de Drosophila melanogaster: Lazarillo
Neural y Lazarillo Glial (Fig.4).
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Figura 4. Arbol filogenético de la familia de las Lipocalinas. En el clado | se agrupan, cerca de ApoD,
las Lipocalinas relacionadas con Lazarillo: Lazarillo de saltamontes y Lazarillo Neural y Lazarillo Glial

de Drosophila melanogaster [12, 74, 75].

26



1.4.1. LAZARILLO (Laz) Y OTRAS LIPOCALINAS CON SISTEMAS DE ANCLAJE A MEMBRANAS

Lazarillo (Laz) es una proteina de saltamontes de 170 residuos altamente glicosilada. Presenta
la estructura en barril B propia de las Lipocalinas, con cuatro cisteinas que generan dos
puentes disulfuro internos. Carece de la quinta cisteina (que permitiria a ApoD unirse a otras
moléculas), sin embargo, posee una caracteristica especial: un motivo glicosilfosfatidilinositol
(GPI) que lo ancla a la membrana plasmatica. Se expresa en las neuronas del sistema nervioso
del saltamontes aunque también se expresa en los tubos de Malpighio y en el ganglio
subesofagico®. Laz estd implicada en el mecanismo de crecimiento y la guia de axones [36].
Como buena lipocalina, in vitro une acido retinoico y también esfingomielina [21] pero no se le
conoce ningun ligando especifico biolégico.

Lazarillo podria no ser la uUnica lipocalina GPI. En el genoma de Drosophila melanogaster, han
sido detectados 8 genes correspondientes a lipocalinas que aln no han sido estudiados en
profundidad. Uno de estos genes, CG5399, muestra en su secuencia (de alta similitud con Laz)
una potencial cola GPI. Karl, otra de las lipocalinas de Drosophila posee una secuencia N-
terminal extremadamente larga [74]. A su vez, existe una lipocalina en plantas, AtTIL
(Arabidopsis thaliana Temperature-induced lipocalin) que podria contener una secuencia
similar de unién a membrana [77, 78]. ApoM es una nueva apolipoproteina presente en las
HDL que mantiene el péptido sefial en su forma madura sirviéndole de anclaje hidrofébico al
establecer uniones con los fosfolipidos de las monocapas de las lipoproteinas [79].

1.4.2. LAZARILLO GLIAL (GLaz)

Lazarillo Glial (GLaz) es una proteina de 192 aminodcidos y un uUnico punto de glicosilacién. Se
expresa en la glia longitudinal de la cuerda nerviosa ventral del sistema nervioso central y en
ciertos precursores gliales durante la embriogénesis. No se ha descrito expresion alguna en
larva pero si en el sistema nervioso de la pupa y el adulto. También estd presente en el
intestino y las glandulas salivares y en hemocitos adultos [37, 75].

Glaz se sobre-expresa ante diferentes tipos de estrés generados por hiperoxia, PQ, dieta rica
en azUcares o altas temperaturas [37, 75, 80, 81].

° Ganglio subesofagico: parte de sistema nervioso central de insectos que se extiende a ambos lados del
esofago y que inerva las mandibulas, maxilas, labio y conducto salival. Hay neuronas receptoras
gustativas que tienen como diana diferentes areas de esta estructura. 76. Colomb, J., et al.,
Architecture of the primary taste center of Drosophila melanogaster larvae.) Comp Neurol, 2007. 502(5):
p. 834-47.
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1.4.3. LAZARILLO NEURAL (NLaz)

Lazarillo Neural (NLaz) es una proteina de 199 aminoacidos con 4 sitios potenciales de
glicosilacién. Su region C-terminal es mas larga de lo habitual en comparacién con otras
lipocalinas. NLaz se expresa en neuroblastos y neuronas ademas de en el cuerpo graso vy el
intestino [37]. Su expresidén se relaciona con el ritmo circadiano, esta regulada por la via de
JNK™ e interviene en el mecanismo de respuesta ante el estrés [83, 84]. NLaz al igual que
ApoD y Laz, une in vitro acido retinoico y esfingomielina. También presenta especificidad por la
feromona 7 (Z)-Trioseno [21].

La expresion de NLaz disminuye ante la falta de la proteina Lola, un factor de transcripcion
relacionado con el crecimiento axdnico, y aumenta en ausencia tanto de Gp93 (proteina
implicada en el metabolismo), como del receptor hormonal Hr39 o del factor de transcripcion
3 (que presenta sobrecarga en el cuerpo graso) [85-87]. La transcripcidn de NLaz esta regulada
por JNK y reprime la actividad de la via de la insulina participando en el sistema de control de
la homeostasis metabdlica [83].

1.5.MODELOS DE PERDIDA Y GANANCIA DE FUNCION

Los diferentes estudios realizados en ratdn, rata, Drosophila melanogaster y lineas celulares
han aportado gran cantidad de informacién sobre la posible funciéon de ApoD.

PERDIDA DE FUNCION

Los ratones nulos para ApoD de la cepa C57BL/6J generados mediante recombinacion
homdéloga sustituyendo el alelo silvestre por uno nulo debido a la insercion del gen de la
fosfotransferasa de neomicina (Neo) en el exdn 6 del gen ApoD, muestran un aumento de los
lipidos peroxidados en el cerebro, una menor resistencia a Paraquat™ (PQ), y un mayor fracaso
en pruebas comportamentales; presentan disminucion en la actividad locomotora y
exploratoria y déficit de memoria [89]. La falta de ApoD genera un estrés oxidativo basal que
provoca un aumento de la expresion de genes relacionados con la respuesta el estrés oxidativo
(GFAP, HO-1 y SOD2) y una expresion andmala de los mismos en respuesta a la oxidacion
inducida por PQ [48]. También muestran alteraciones en varios receptores de
neurotransmisores, en concreto receptores de somatostatina que disminuyen su transcripcion
en el cértex y el hipocampo y aumentan en el estriado y la amigdala [90] o receptores de
glutamato que disminuyen su expresién en el hipocampo [91]. Por otro lado, la composicidn

1955 proteinas c-Jun N-terminal (JNKs) son quinasas activadas por mitégenos (MAPK) que se unen y fosforilan a
la proteina c-Jun. Responden a estimulos de estrés y estdn implicadas tanto en procesos de
apoptosis,neurodegeneracion, diferenciacién y proliferacidn celular o procesos inflamatorios. (82.

Oltmanns, U., et al., Role of c-jun N-terminal kinase in the induced release of GM-CSF, RANTES and IL-8
from human airway smooth muscle cells.Br J Pharmacol, 2003. 139(6): p. 1228-34.
11Paraquat es el nombre comercial del Dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo usado inicialmente como herbicida y
actualmente utilizado en investigacién como generador de ROS y como inductor de Parkinson en modelos
experimentales (88. Berry, C., C. La Vecchia, and P. Nicotera, Paraquat and Parkinson's disease.Cell Death
Differ, 2010. 17(7): p. 1115-25.).
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de 4cidos grasos en el cerebro de estos ratones sin ApoD esta alterada. En concreto, presentan
un aumento de acido palmitico (16:00) y de acido estedrico (18:00) y también de acidos grasos
poliinsaturados como el 4cido linoléico (18:2), acido eicosadienoico (20:2) y DHA (22:6) [50]. La
falta de ApoD esta asociada a una disminucién de la actividad de la lipoproteinlipasa (LPL), a un
aumento de triglicéridos y a hiperinsulinemia [92].

Un modelo de dafio en el nervio periférico de ratén revela que la falta de ApoD aumenta la
duracién y magnitud de la respuesta inflamatoria retrasando la regeneracién. Asimismo, la
ausencia de ApoD altera el grosor de la banda de mielina disminuyendo la velocidad de
conduccién eléctrica de las neuronas [57]. La falta de ApoD también modifica la sefalizacion
entre células de Schwann y los macréfagos, el activador de fagocitosis Galectina-3 y los niveles
de lisofosfatidilcolina y acido araquidénico tras el dafio indicando que ApoD favorece la
iniciacion de la fagocitosis y promueve la degradacion de mielina (Garcia-Mateo, et al., datos
no publicados)

El tratamiento con clozapina en ratones sin ApoD produce cambios en los lipidos de membrana
relacionados con el metabolismo del dcido araquiddnico [50].

La falta de GlLaz en Drosophila melanogaster produce un aumento en la cantidad de
triglicéridos, una disminucién en la longevidad y una menor resistencia al ayuno y al estrés
oxidativo provocado por H,0, o PQ. En concreto, el mutante nulo, ante el tratamiento con PQ,
presenta altos niveles de peroxidacion lipidica y un incremento de las células apoptéticas
ademas de defectos en el comportamiento [75].

La pérdida de funcidn de NLaz en Drosophila melanogaster provoca una disminucién de la
cantidad de triglicéridos, glucosa y glicdgeno. A su vez, provoca una disminucién en la
resistencia al ayuno y al estrés oxidativo y una reduccidn de la longevidad.

La sobreexpresion de NLaz tiene el efecto contrario, incrementa la resistencia al ayuno, al
estrés oxidativo y alarga su supervivencia [37, 83, 93].

GANANCIA DE FUNCION

La sobreexpresién de ApoD humana (hApoD) tanto en Drosophila como en ratén induce una
mayor resistencia al estrés oxidativo, un aumento de la longevidad, una disminucién de lipidos
peroxidados y resistencia al tratamiento con PQ o a la infeccidon con coronavirus OC43. Esto
indicaria una capacidad protectora conservada [57, 81, 94].

La sobreexpresion de ApoD en el higado de ratdn reduce la concentracion de triglicéridos en
plasma. La sobreexpresion de ApoD en el sistema nervioso provoca resistencia a la insulina
[95].

Recientemente se ha identificado a ApoD como el mayor cardioprotector en un modelo de
infarto de miocardio de ratén. La sobreexpresion de ApoD reduce la tasa de infarto de
miocardio y protege a los cardiomiocitos de la hipoxia y el estrés relacionado con Ia
reperfusion [96].
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La sobreexpresion del homdlogo de ApoD expresado por neuronas en Drosophila
melanogaster, NLaz, aumenta la concentracion corporal de glucosa, y su pérdida un aumento
de grasas neutras (triglicéridos), glucosa y glucégeno [83, 93].

La sobreexpresién del homdlogo GlLaz en Drosophila produce aumento de la longevidad y
mayor resistencia al ayuno y la hiperoxia [75].

La sobreexpresion de GLaz en un modelo de ataxia de Friedreich en Drosophila melanogaster
(que supone una disfuncién de la cadena respiratoria mitocondrial y por consiguiente estrés
oxidativo y degeneracidn) consigue rebajar el nivel de lipidos peroxidados y recuperar los
valores de longevidad [97].

MANIPULACION DE APOD EN LINEAS CELULARES

Los estudios en lineas celulares demuestran que ApoD es necesaria para la protecciéon contra
el dafio oxidativo, influyendo en el perfil transcripcional de la respuesta temprana al estrés.
ApoD es secretada por los astrocitos tratados con PQ y modula su reactividad (efecto
autocrino) a la vez que mejora (in vivo) la viabilidad de las neuronas (efecto paracrino). Este
efecto podria ejercerlo a través de la via de ERK* . Su mecanismo de accidn protector estaria
conservado en otras especies ya que ApoD humana también promueve la supervivencia de los
astrocitos de ratén. Ademas, se ha observado una internalizacién de ApoD humana en cultivos
celulares que no la expresan como la linea celular humana procedente de cancer cérvico-
uterino Hela [47, 48, 65].

Varios estudios celulares también relacionan ApoD con los lipidos y las membranas. La
expresion de ApoD se altera ante el tratamiento con esteroides y con 4cido retinoico [99, 100].
El estudio en células humanas embrionarias de rifién (HEK293) transfectadas con ApoD
relaciona la funcién de ApoD con la incorporacidn de acido araquidénico a las membranas o la
inhibicién de su liberacién y por tanto su reduccién en estado libre. ApoD atenua la adhesion
celular entre células endoteliales y murales reduciendo los puntos de contacto [101].

IN VITRO

Por ultimo, estudios in vitro han demostrado que ApoD es capaz de participar en reacciones
redox, como la reduccion de HpETEs (acido hidroperoxieicosatetraenoico) a sus
correspondientes HETEs (acido hidroieicosatetraenoico) a través de su metionina Met93 [17,
18, 102].

12 5 via de las MAP quinasas o via MAPK/ERK (Mitogen-Activated Protein Kinases) es una ruta de transduccién de
sefiales que se sitUa por debajo de los receptores tirosin-quinasay receptores citoquina. La sefial se transporta hasta
la activacion de Ras, una proteina G monomérica, que estimula a tres proteinas quinasas que actuan de forma
secuencial activando la serin-treonin-quinasa MAP (también denominada «ERK») que se transloca al nucleo
regulando la actividad de varios factores de transcripcion y modulando la expresién de distintos genes (98.Sabio, G.
and R.J. Davis, TNF and MAP kinase signalling pathways.Semin Immunol.).
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En resumen, ApoD es una proteina sintetizada y secretada fundamentalmente por astrocitos
y oligodendrocitos en el SNC y células de Schwann en el SNP y posiblemente endocitada por
otros tipos celulares. Posee una estructura en forma de bolsillo con capacidad para unir
pequeiios ligandos y una regién hidrofébica andmala para una proteina extracelular soluble
que podria permitirle interaccionar con las regiones lipidicas de las HDL. Presenta una
compleja regulacion sensible al estrés oxidativo y la neurodegeneracion. Ejerce una funcién
protectora frente al estrés oxidativo tanto en las células que la producen como a las de su
entorno y su mecanismo de accion podria estar relacionado con lipidos o moléculas
relacionadas con lipidos como el acido araquiddnico, esteroides y sus procesos de oxidacion.

Los multiples efectos de la funcién de ApoD evidencian su pleiotropia. Sin embargo, el
mecanismo a través del cual se producen estos efectos atin no se ha esclarecido totalmente.
Tantos variados e importantes efectos ante tan diversas situaciones y condiciones para una
pequeia proteina de estructura sencilla deben tener un punto de interseccién, un punto que
esté presente en todas las situaciones pero que a la vez pueda ser diferente y caracteristico
de cada una de ellas y cuya modulaciéon pueda ejercer una amplia influencia celular.
Encontrar ese punto y su relacion con la proteina y con ello avanzar un paso mas hacia la
comprension del mecanismo de accion y funcion de ApoD, ha sido el motor que ha
impulsado la realizacion de esta Tesis.
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2. LAS MEMBRANAS BIOLOGICAS

Las membranas bioldgicas son barreras de permeabilidad selectiva que permiten una
comunicacién controlada entre los ambientes que delimitan. Estan formadas por lipidos de
diferentes clases entre los que se embeben, heterogéneamente distribuidas, ciertas proteinas.
Los lipidos, debido a sus propiedades fisicas, tienden a la auto-agregacidon en medios acuosos.
Las leyes de la termodinamica les ordenan siguiendo el cardcter anfipatico de su estructura
generando una doble capa enfrentada en la que la parte apolar queda aislada entre dos
mantos de cabezas polares en contacto con los medios acuosos. Esta estructura se conoce
como bicapa lipidica. Para proteger sus extremos, la bicapa, de unos 30 A de grosor, tiende a
cerrarse sobre si misma formando esferas que aislan compartimentos acuosos en su interior,
delimitando, de esta manera, tanto los diferentes compartimentos intracelulares como a la
propia célula en su conjunto. Las membranas dan forma y estabilidad mecanica a la célula.
Crean, dentro de ella, ambientes de condiciones especificas necesarias para las diversas
reacciones quimicas que tienen lugar y controlan el paso de sustancias dirigiendo, por
consiguiente, la comunicacién entre compartimentos y la respuesta especifica a los estimulos
externos. Las membranas generan la polaridad celular y mantienen una constante interaccién
con otras estructuras mientras controlan el continuo recambio de sus componentes [103-108].

2.1. MODELO DE MOSAICO FLUIDO

Desde el siglo XIX es conocida la existencia de un recubrimiento celular, pero no fue hasta
1935 cuando Danielli y Davson propusieron por primera vez un modelo para explicar la
estructura de las biomembranas. Estos dos investigadores defendian una estructura en la que
una bicapa lipidica (estructura basica defendida desde 1925 por Gorter y Grendel) se extendia
entre dos capas de proteinas globulares. Esta teoria fue ampliamente criticada, hasta que en
1972, ante la evoluciéon de la microscopia y los estudios quimico-fisicos moleculares, se
propuso, aunando todos los resultados obtenidos hasta ese momento, un modelo que
explicaba la estructura y propiedades de la membrana plasmatica: el modelo de mosaico fluido
de S. J. Singer y G. Nicholson. Este modelo presentaba como novedad el hecho de que las
proteinas no solo podian estar unidas a ambas caras de la membrana, sino que podian estar
embebidas en ella como teselas dentro de un mosaico romano. Al contrario que en los
estaticos mosaicos, Singer y Nicholson describen un mosaico fluido, donde tanto los lipidos
como las proteinas estdn en un constante y estocastico movimiento. Este movimiento
aleatorio tiene dos componentes: rotacional, sobre su propio eje, y lateral, en el plano de la
membrana. Como consecuencia de estos dos Unicos movimientos (no consideraban el
movimiento de un lado a otro de la membrana) defendian una estructura altamente asimétrica
tanto en lipidos como en proteinas que explicaba la diferente entrada y salida de particulas
[103, 109].
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Figura 5. Evolucion de los modelos de la estructura de las biomembranas. (A) Gorter y Grendel (1925). (B) Danielli-
Davson (1935). (C) Singer-Nicholson (1972). (D) Modelo actual. (Modificado de [109-112]

2.1.1. MODIFICACIONES AL MODELO

Sin embargo, y a pesar de ser un modelo que ha resistido los envites del tiempo con bastante
buena fortuna, el desarrollo exponencial de nuevas técnicas y, por consiguiente, el interés y
fascinacién creciente hacia campos relacionados con él como la lipiddmica, han permitido
ampliarlo y completarlo (Fig.5) [113-115].

FLUIDEZ

Actualmente se acepta que la cantidad de proteinas asociadas a la membrana es mucho mayor
de lo que se habia descrito inicialmente (algunas de las cuales poseen, ademas, abultados
dominios extra-membrana) aumentando, por tanto, las probabilidades de interaccidon entre
ellas, ejerciendo mayores perturbaciones sobre los lipidos, y generando irregularidades en el
grosor de la bicapa (también debidas a diferentes estructuras de los lipidos). Este complejo
entramado de interacciones determina una difusion de las proteinas y lipidos de membrana
mucho mas restringida de lo que defendieron en su momento Singer y Nicholson; idea que
subrayé en 2005 D.M. Engelman: es un modelo mds mosaico que fluido [103, 116].

UNION A PROTEINAS

Por otro lado se ha difuminado la catalogacidn clasica de las proteinas en funcién de su unién a
la membrana o su solubilidad en el citosol, ante el descubrimiento de proteinas que pueden
unirse y separarse de la bicapa segun las circunstancias. Ademas, esta interaccidon puede tener
un cardacter reversible, como en el caso de algunas proteinas transportadoras de lipidos
(proteinas transportadoras de fosfatidilinositol), o irreversible. Asimismo, entre las proteinas
de unidn reversible, pueden distinguirse las de unién fuerte pero sin modificacién covalente de
los lipidos (como ocurre con las fosfolipasas y otras enzimas del metabolismo lipidico) y las que
implican una modificacion covalente [106, 117].

CURVATURA

El estudio de la geometria y propiedades mecdnicas de los diferentes lipidos y proteinas que
forman las membranas, también ha redirigido la concepcion aplanada de la bicapa hacia una
estructura con cierta curvatura. Esta curvatura es dindmica, requiere de la asimetria de las dos
capas de la membrana y de los medios que las rodean, y es dependiente de la geometria de los
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componentes lipidicos (cuanto menos cilindricos —es decir, mas cénicos- mayor curvatura) y de
la composicidn proteica (como la presencia de ciertas proteinas que provocan una curvatura
en la membrana: clatrina, dinamina, o el dominio BAR [Bin/amfifisina/Rvs]). La curvatura es
esencial para procesos en los que se requiere un cambio en la forma de la célula tales como el
crecimiento, la division, el desplazamiento celular, la exocitosis y endocitosis, etc. [105, 107,
118, 119].

ASIMETRIA. MOVIMIENTO “FLIP-FLOP”

Otra de las ampliaciones al modelo es la confirmacion de la existencia, bajo ciertas
condiciones, de una migracién de los componentes de una a otra cara de la bicapa
(movimiento “flip-flop”). Sin embargo, esta migracién es reducida y altamente controlada ya
que la célula necesita mantener la asimetria a ambos lados de su membrana. Las
modificaciones en la asimetria se asocian con una activacién celular (adhesion, apoptosis,
fagocitosis, generacidon de vesiculas...) o con una situaciéon patolégica (ver seccion 4.4.1.2).
Como se ha mencionado anteriormente, la asimetria también es necesaria para generar la
curvatura intrinseca de la membrana. La velocidad de este movimiento “flip-flop” es, respecto
a los otros dos movimientos ya mencionados, lento y dependiente de la naturaleza, la carga, y
la polaridad de la cabeza del lipido; de horas a dias para fosfatidilcolina, dias para
glucoesfingolipidos complejos, y segundos para la ceramida, el diacilglicerol y los esteroles. Sin
embargo, pueden mantenerse especificamente en una cara si son atrapados en ciertos
dominios, como le ocurre al colesterol que se enriquece en la cara externa gracias a su afinidad
por los esfingolipidos, que a su vez, dada la voluminosidad de su cabeza polar, tienden a
colocarse en la cara externa. Lipidos cargados negativamente, como d4cidos grasos,
fosfoglicéridos y acido fosfatidico, pueden migrar de cara a cara rapidamente si se neutraliza
su carga a bajo pH o pueden acumularse en un lado seglin un gradiente de pH. La existencia de
un gran numero de proteinas transportadoras de lipidos, flipasas (dependientes de ATP),
flopasas, y escramblasas, confirma la importancia funcional de la asimetria lipidica.

La asimetria de las proteinas integrales de membrana, por el contrario, se controla desde la
propia sintesis de las cadenas polipetidicas que se insertan en porciones de membrana con una
determinada topologia. Este control tan prematuro se debe a que el paso de proteinas
globulares de una capa a otra de la membrana supondria un enorme gasto energético [120,
121].

FASES DE LA BICAPA

Por ultimo, los estudios sobre procesos celulares en los que las membranas juegan un
importante papel, como la fusién o fisidn (interacciones membrana-membrana), han revelado
la capacidad de las membranas para adquirir una estructura diferente a una bicapa. De hecho,
el estudio fisico-quimico de las disoluciones acuosas de lipidos determina nuevas fases
estables (fases mesomorficas'®) con relevancia funcional, caracterizadas por la disposicién
espacial de cada lipido y sus grados de libertad de movimiento. La principal fase que adoptan

13 - . . . - . . .

Fase mesomorfica: Estado de la materia en donde las particulas anisométricas (particulas no superponibles ni
superponibles por reflexién especular) estan ordenadas en una o dos direcciones pero dispuestas al azar en las
otras direcciones (diccionario de quimica fisica J M Costa. Ediciones Diaz de Santos, 2005).
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las membranas lipidicas puras es la fase lamelar (L): dos capas lipidicas con sus partes apolares
en contacto y aisladas del medio acuoso; la adoptan la mayoria de los fosfolipidos y glicolipidos
(ver seccion 4). Sin embargo, ciertos lipidos pueden generar otras estructuras: micelar,
hexagonal invertida o cubo invertido. Los ganglidsidos y lisofosfolipidos, debido a su geometria
coOnica, pueden adoptar una fase micelar (M), es decir, esferas de lipidos con los grupos polares
hacia fuera y un centro formado por las cadenas apolares. La fosfatidiletanolamina, en ciertas
condiciones, adquiere una conformacidon hexagonal invertida (H,) generando unos tubos
lipidicos que forman un entrecruzado hexagonal. Por ultimo, se habla de la fase de cubo
invertido (Q) cuando se forma un entramado cubico. Esta capacidad de los lipidos para
organizarse en diferentes estructuras se denomina polimorfismo lipidico.

Asi mismo, la fase lamelar puede verse modificada por la temperatura y las caracteristicas de
los lipidos que la forman adquiriendo dos subfases o estados: un estado de gel (sélido) (Lg),
propio de lipidos saturados a bajas temperaturas, y un estado fluido (también llamado liquido
cristalino o desordenado) (L, o Ly) en la que los lipidos tienen movimiento rotacional y
traslacional (desorden de las cadenas acilo). Por otro lado, las fosfatidilcolinas saturadas
adoptan un estado lamelar ondulado (Pg) en el que estos lipidos adquieren cierta inclinacion.
Por ultimo, se ha descubierto la existencia de una fase liquida ordenada (L,) en la que esta
restringido el movimiento rotacional de las cadenas carbonadas pero no la difusion lateral.
Esta fase es consecuencia de las propiedades fisicoquimicas de algunos fosfolipidos saturados
como la esfingomielina (ver seccién 3.6.1.2) y su interaccién con el colesterol. La fase
ordenada posee mayor grosor que el resto de la membrana y un ralentizado movimiento
lateral fruto de la alta estabilidad de las interacciones que la mantienen. Ciertas proteinas
presentan una mayor afinidad por esta zona y un mayor tiempo de residencia, condicionando
su configuracién, favoreciendo su interaccidon con otras proteinas o lipidos y modulando su
funcién. Por consiguiente, la bicapa presenta heterogeneidades de consecuencias no sélo
estructurales sino especialmente funcionales. Estas heterogeneidades han sido nombradas de
varias maneras. De forma general se denominan dominios (ver seccion 2.4) (Fig.6) [105, 106,
108].

Todas estas nuevas ideas han transformado la vision de los lipidos de meros soportes
estructurales a sutiles', eficaces y muy especificos sistemas de regulacién celular. A su vez,
las propiedades que poseen las membranas debidas a su composicion lipidica condicionan la
funcionalidad de las proteinas que interaccionan con ella.

14 - , . ~ . . .
En su segunda acepcidn segun la Real Academia Espafiola: agudo, perspicaz, ingenioso.
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Figura 6. Estructuras lipidicas. (A) Fases de las disoluciones lipidicas. (B) Estados de la fase lamelar.
(C) Balsa lipidica (Modificado de [108, 122, 123]).

2.2.PROTEINAS DE MEMBRANA

Las proteinas de membrana son un conjunto heterogéneo de moléculas que pueden unirse™ o
incrustarse en la matriz lipidica segun sus propiedades fisico-quimicas. Sobre ellas recae una
gran parte de la funcién de las membranas. Pueden desarrollar funciones conectoras,
receptoras, transportadoras o enzimaticas. Asimismo, pueden clasificarse, en base a su forma
de unién a la membrana, en proteinas intrinsecas o integrales de membrana y proteinas
periféricas o extrinsecas.

PROTEINAS INTEGRALES

Las proteinas integrales de membrana contienen regiones incrustadas en la bicapa. Para su
separacion de la membrana se hace necesaria la ruptura de la estructura lipidica. Las proteinas
integrales pueden dividirse en proteinas transmembrana y proteinas ancladas a lipidos. Las
proteinas transmembrana cruzan la membrana una o varias veces (unipaso o multipaso) y
poseen, por tanto, 3 dominios: citosdlico, transmembrana y extracelular (o intraluminal en el
caso de membranas de organelas). Las proteinas ancladas a lipidos pueden encontrarse a
ambos lados de la membrana. Los anclajes lipidicos del lado citosélico (restos palmitilo,
miristilo, farnesilo y geranilgeranilo) definen las llamadas proteinas preniladas (p. ej. Ras, Rab,

15 T . ., . .

Se habla de la posibilidad de unirse y no del hecho en si de estar unidas ya que no solo pueden ser consideradas
proteinas de membranas las que estan permanentemente unidas sino aquellas que, en algin momento y en
determinadas circunstancias, se unen a la membrana (ver modificaciones al modelo mosaico).
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flotilina) [124-126]. Los anclajes del lado extracelular suponen la unién covalente a un resto
fosfatidilinositol dando lugar a las proteinas GPI. Estas ultimas, como ya se ha comentado,
pueden separarse de la membrana por accién de algunas fosfolipasas (PLC) (Fig.7) [117, 127,
128].

PROTEINAS PERIFERICAS

Las proteinas periféricas son solubles en agua pero estdn débilmente unidas a la membrana
por cualquiera de sus lados. Su unién se produce a través de enlaces de hidrégeno y fuerzas
electrostaticas entre algunas de sus regiones y las cabezas polares de los lipidos constitutivos
de la bicapa o de proteinas transmembrana. Existen motivos especificos para la unién a ciertos
lipidos. Los motivos PH (Pleckstrin Homology domain) permiten la unién a los fosfoinositidos
(PIP, o PIP3) y los motivos C2, presentes en enzimas como la proteina quinasa C, que fosforila
proteinas activando o desactivando su funcién, o las fosfolipasas, que hidrolizan los enlaces
éster de los fosfolipidos. Muchas proteinas periféricas internas median entre el citoesqueleto y
la membrana confiriendo polaridad a la célula [129]. Las proteinas periféricas proporcionan
actividad enzimatica, sitios de anclaje para proteinas o moléculas sefalizadoras, generan
curvatura en las membranas provocando la generacidn de vesiculas, etc. [130-132].

Como se ha comentado anteriormente, la membrana presenta diferentes fases que dependen
de su composicién lipidica. La estructura peptidica helicoidal mas simple introducida en la
membrana provoca la formacién de fases en la bicapa. Las proteinas muestran preferencia por
ciertas fases de la membrana. Esta preferencia estd basada en la longitud de las cadenas, su
grado de saturacion o el grupo de la cabeza de los lipidos que la forman. Una proteina que se
ancle a la membrana por una a-hélicelo hara preferentemente en una zona en fase liquida (L).
Ante las dos sub-fases, L, y Ly, una gran parte de los péptidos unidos a la membrana se
situardn en la fase Ly. Sin embargo, en los ultimos afos estdn apareciendo un creciente
conjunto de péptidos, como la familia de las caveolinas o las proteinas ancladas por GPI, que
muestran una afinidad preferente por la fase L,. Asimismo, los motivos proteicos de unién a
colesterol presentan alta afinidad por las regiones ricas en colesterol. Sin embargo, aun no
esta claro si la afinidad se da sobre un dominio de membrana preexistente o si es la propia
proteina la que induce la formacién de una fase concreta. La influencia de las proteinas en la
membrana podria repercutir en el comportamiento de la membrana en procesos como la
formacidn de poros, el mantenimiento de la curvatura, la vesiculacion y la tubulacidn mientras
que la influencia de los lipidos sobre las proteinas de membrana podria repercutir en su
localizacién, su conformacién, sus interacciones y su funcién [133-137].
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Figura 7. (A) Proteinas integrales de membrana. (B) Proteinas ancladas a lipidos (modificado de [138, 139][138,
139])

2.3.LIPIDOS DE MEMBRANA

Los lipidos son moléculas organicas compuestas principalmente de carbono e hidrégeno y, en
menor medida, oxigeno, fésforo, nitrégeno y azufre. Como ya se ha mencionado, se
caracterizan principalmente por poseer una parte hidrofdbica y otra hidrofilica que les confiere
un comportamiento anfipatico. La regidon hidrofdobica estd formada por cadenas alifaticas
(carbonos e hidrégenos) saturadas o insaturadas. Estas partes apolares, en solucién acuosa,
tienden a agregarse expulsando las moléculas de agua y generando un espeso
empaquetamiento estabilizado por interacciones de Van der Walls. Por el contrario, la region
hidrofilica o polar estd compuesta por grupos funcionales cargados eléctricamente que
constituyen una superficie compacta en contacto con el medio acuoso [140].

Su composiciéon quimica y estructura les confieren unas propiedades fisico-quimicas
responsables, a su vez, del comportamiento y propiedades de las membranas que conforman:

Caracter anfipatico responsable de su insolubilidad en agua y por tanto de la estabilidad
de las bicapas.

Punto de fusion proporcional a la longitud de la cadena e inversamente proporcional al
numero de insaturaciones que confiere a las membranas mas insaturadas una menor
energia de fusion.

Auto-oxidacién de los acidos grasos insaturados que genera aldehidos en el lugar de los
dobles enlaces covalentes [140-143].

2.3.1. CLASIFICACION
ACIDOS GRASOS
Un 4cido graso es una molécula de naturaleza lipidica formada por una cadena

hidrocarbonada lineal de nimero par de atomos de carbono en cuyo extremo hay un
grupo carboxilo de caracter acido (R-COOH)™. Se clasifican segtin el nimero de carbonos

16 - - . . ( .
La nomenclatura oficial de los acidos grasos consiste en el nimero de atomos de carbono seguido por dos puntos
y el numero de dobles enlaces (entre paréntesis puede ir la localizacidn del doble enlace a partir del grupo
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(de cadena larga o corta), el nimero de insaturaciones (saturados o insaturados) y la
posicién y configuracién de dichas insaturaciones (cis o trans). Los dobles enlaces o
insaturaciones aportan rigidez a la estructura impidiendo la rotacién sobre si mismos. Los
dobles enlaces cis son biolégicamente mas comunes; se generan por desaturacion en el
reticulo endoplasmatico y provocan un codo en la geometria de la molécula que dificulta
su empaqguetamiento con otras cadenas hidrocarbonadas. Por el contrario, los dobles
enlaces trans son rectilineos aunque igualmente rigidos. Asimismo, a nivel bioldgico, los
acidos grasos pueden clasificarse en esenciales, si el organismo no los puede sintetizar y
deben obtenerse por la dieta, y no esenciales, si pueden ser sintetizados. El cuerpo
humano es capaz de sintetizar casi todos los acidos grasos necesarios a partir del acido
palmitico (16:0), mediante su oxidacién y elongacion. Sin embargo, necesita incluir en su
dieta alacido linoleico (18:2(6)) y acido linolénico (18:3(3)) como precursores de muchos
otros: la serie w-6 y la serie w-3 respectivamente [144].

TABLA 1.A.Acidos grasos saturados
Nombre Nombre IUPAC Estructura Numero lipidico
Acido caprico Acido decanoico CH5(CH,)sCOOH C10:0
Acido laurico Acido dodecanoico CH3(CH,);0COOH C12:0
Acido miristico Acido tetradecanoico CH3(CH,);,COOH C14:0
Acido palmitico Acido hexadecanoico CH5(CH,)14,COOH C16:0
Acido estearico Acido octadecanoico CH3(CH,);COOH C18:0
Acido nonadecilico Acido nonadecanoico CH3(CH,);,COOH C19:0
Acido araquidico Acido eicosanoico CH3(CH,);3COOH €20:0
Acido lignocérico Acido tetracosanoico CH5(CH,),,COOH C24:0

TABLA 1.A. Ejemplos de acidos grasos saturados. Nomenclatura tradicional, nomenclatura oficial (IUPAC:
International Union of Pure and Applied Chemistry), estructura quimica y ndmero lipidico (C n2 de
carbonos : n2 de insaturaciones).

carboxilo) (144.  Fahy, E., et al., A comprehensive classification system for lipids.) Lipid Res, 2005. 46(5): p. 839-

61.)

39



Segln posean en su estructura acidos grasos o no, los lipidos pueden clasificarse en dos

TABLA 1.B.Acidos grasos insaturados

Nombre trivial |Estructura quimica Configuracién |C:D |n-x
Acido miristoleico | CH3(CH,);CH=CH(CH,),COOH Cis 14:1 |n-5
Acido palmitoleico | CHs(CH,)sCH=CH(CH,),COOH Cis 16:1 |n-7
Acido sapiénico CH3(CH,)sCH=CH(CH,),COOH Cis 16:1 |n-10
Acido oleico CH;(CH,),CH=CH(CH,),COOH Cis 18:1 |n-9
Acido elaidico CH3(CH,);,CH=CH(CH,),COOH Trans 18:1 [n-9
Acido vaccénico CH3(CH,)sCH=CH(CH,),COOH Trans 18:1 |n-7
Acido linoleico CH3(CH,)4CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH Cis 18:2 |n-6
Acido linoeldidico | CH3(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH Trans 18:2 |n-6
Acido a-Linolénico CH;CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH |Cis 18:3 |[n-3
Acido CH3(CH,)4CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH | _
.17 Cis 20:4 n-6
araquiddnico (CH,);COOH
Acido CH;CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH | __
. . Cis 20:5 |n-3
eicosapentenoico |,CH=CH(CH,);COOH
Acido erucico CH3(CH,),CH=CH(CH,),;COOH Cis 22:1 |n-9
Acido CH3CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH | .
Cis 22:6 |n-3

docosahexaenoico

,CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH

segln la posicion delos dobles enlaces respecto al carbono w (el extremo CH;—).

grandes grupos: lipidos saponificables y lipidos insaponificables.

LIPIDOS SAPONIFICABLES

varios acidos grasos (R’-COOH (acido)) mediante un enlace éster (R’-COOR), solo

simples (si sélo poseen atomos de carbono, oxigeno e hidrogeno) y complejos (si ademas

g 4cido araquidoénico es un segundo mensajero que forma parte de varias rutas de sefializacion. Se genera a partir
de fosfolipidos de la membrana por accidn de la fosfolipasa A2 (PLA2) (unida a la membrana y activada por

TABLA 1.B. Ejemplos de acidos grasos insaturados. Nomenclatura tradicional, estructura quimica,
configuracién de los dobles enlaces , nimero lipidico (C n2 de carbonos : n2 de insaturaciones), designacion

Los lipidos saponificables estan compuestos por un alcohol (R-OH (basico)) unido a uno o

hidrolizable en medio basico (saponificacion alcalina). A su vez, pueden dividirse en

proteinas G) o por accién de la DAGlipasa sobre el DAG. Puede actuar como segundo mensajero por si mismo o
convertirse en otros mensajeros (eicosanoides). Por otro lado pueden actuar sobre rutas del interior de la célula
que lo ha producido o traspasar la membrana y activar receptores de la superficie celular tanto de su propia célula
como de otras vecinas (mensajero retrogrado). El 30% de los lipidos que forman las balsas lipidicas contienen AA

[145.

Pike, L.J., et al., Lipid rafts are enriched in arachidonic acid and plasmenylethanolamine and their

composition is independent of caveolin-1 expression: a quantitative electrospray ionization/mass spectrometric
analysis.Biochemistry, 2002. 41(6): p. 2075-88.].
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de carbono, hidrégeno y oxigeno, contienen nitrégeno, fosforo, azufre o incluso un
glicido) (Fig.8).

Los lipidos saponificables simples se clasifican segin el peso molecular de su alcohol en
acilglicéridos (bajo peso molecular) y céridos (alto peso molecular). Los acilglicéridos son
ésteres de acidos grasos con glicerol. Dado que el glicerol posee tres grupos hidroxilo (-OH)
pueden ser monoacilglicéridos, diacilglicéridos o triacilglicéridos (triglicéridos) segun
reaccionen con uno, dos o tres acidos grasos. Los triglicéridos constituyen la principal
reserva energética del organismo y actuan como aislantes térmicos y fuentes de calor
metabolico [146].

Los lipidos saponificables complejos seglin posean un grupo fosfato (que proporciona gran
polaridad), una esfingosina o ambos se clasifican en fosfolipidos, esfingolipidos o
fosfoesfingolipidos.
+» Los fosfolipidos que contengan glicerol (ademas de grupo fosfato) se denominan
fosfoglicéridos, y segun el alcohol unido al grupo fosfato se clasifican en:

e Fosfatidilcolina (PC): es el fosfolipido mayoritario de las membranas celulares.
Tiene preferencia por la cara externa de la membrana. Se sintetiza a partir del
diacilglicerol y es fuente de 4acido araquiddnico y colina (precursor de
acetilcolina: neurotransmisor involucrado en la memoria) También es fuente
de acido fosfatidico (por accidn de la fosfolipasa D) implicado en la formacion
de vesiculas transportadoras [147].

o Fosfatidiletanolamina (PE): posee fundamentalmente acido palmitico, acido
estearico o acido oléico unidos a un 4cido graso poliinsaturado de cadena
larga, como el AA. Es, junto con la fosfatidilcolina, uno de los fosfolipidos mas
frecuentes en las bicapas lipidicas celulares.

o Fosfatidilserina (PS): es el principal fosfolipido anidnico de los tejidos neurales.
Se sintetiza a partir de PC o PE gracias a la accion de la fosfatidilserinasintasa-1
y -2 localizadas en el RE. La PS del cerebro posee un alto contenido en acido
docosahexaenoico. Normalmente una flipasa la mantiene en la cara citosélica
de las membranas celulares. Sin embargo, durante la apoptosis, pasa a la parte
exterior de la membrana como una sefial superficial de muerte celular para
que la célula sea degradada por macréfagos. Es uno de los componentes
mayoritarios de la mielina [148].

e Fosfatidilinositol (Pl1): al igual que la fosfatidilcolina, es fuente de &cido
araquiddnico y participa en la transducciéon de sefiales de procesos como el
crecimiento celular, el transporte de glucosa o la exocitosis. Se nombran segun
la posicion de los grupos fosfato. Su fosforilacion en la cara interna de la
membrana genera fosfatidilinositol 3-P (Ptdins3P) que regula procesos de
distribucion de proteinas y de sefializacién celular [149, 150].

e Fosfatidilglicerol (glicerol) (PG): es el precursor de la cardiolipina, lipido
caracteristico de la membrana interna mitocondrial de las células cardiacas
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qgue se une y regula de varias enzimas implicadas en la fosforilaciéon oxidativa
[151].

Los esfingolipidos derivan de la esfingosina, que se une a un acido graso mediante
un enlace amida formando la ceramida (unidad estructural). Se encuentran
fundamentalmente en el tejido nervioso, especialmente en los organismos mas
complejos. Desempefian un papel importante en la sefalizacion intra- y
extracelular, en muchos casos a través de la formacién de dominios de membrana.
A este grupo pertenecen los glucoesfingolipidos. Los diferentes glicoesfingolipidos
se forman como combinaciéon de unas pocas unidades conectadas en diferentes
combinaciones. Esto permite la generacién de una gran variedad de productos sin
la necesidad de un gran numero de enzimas diferentes (esfingomielinasas, SM
sintasas, glicosiltransferasas). En la superficie de las membranas, los esfingolipidos
establecen interacciones entre proteinas de la misma célula, de células vecinas
(glicosinapsis) o de la matriz celular. Participan en procesos de fagocitosis,
inhibicién de apoptosis, activacion de mTOR (mammalian target of Rapamycin),
activacion de fosfolipasa A, o sintesis de eicosanoides entre otras funciones [152].

= En los glucoesfingolipidos (GSLs) (o glucolipidos) el grupo hidroxilo de la
ceramida se une, mediante un enlace glucosidico, a un monosacarido™® o
aun oligosacdrido (glucosa, galactosa, manosa, fructosa, N-
acetilgalactosamina, acido sialico...). La cadena glucidica puede contener
entre uno y quince monémeros de monosacarido. En las membranas, esta
parte glucidica se orienta hacia el exterior (la curvatura de la membrana
favorece la presencia de grupos voluminosos en la cara externa) formando
parte del glicocidlix, donde interviene en procesos intercelulares.
A su vez, se dividen en cerebrdsidos, gangliésidos, y globdsidos.

- Los cerebrésidos tienen un Unico azucar unido a la ceramida. Si el
azucar es glucosa se denominan glucocerebrésidos, si es galactosa se
denominan galactocerebrésidos(caracteristicos de las membranas del
tejido  nervioso). La  galactosilceramida es el principal
glucoesfingolipido en el cerebro (23% de los lipidos de la mielina).
Forma balsas lipidicas en el ER y juega un papel importante en la
diferenciacidn de oligodendrocitos. Si la galactosa esta esterificada con
sulfato se denominan sulfatidos. Varias proteinas como la esfingosina
quinasa 2 se unen a sulfatidos regulando funciones intracelulares
(Alfred H. Merrill, Jr. 2011). Los sulfatidos estan involucrados en la

'8 | os monosacaridos son los glucidos mas sencillos: (CH,0),n = 3. Son azlcares reductores y no se hidrolizan
(no se descomponen en compuestos mas simples). Su cadena carbonada no esta ramificada y todos los
atomos de carbono menos uno contienen un grupo alcohol (-OH). El atomo de carbono restante tiene unido
un grupo carbonilo (C=0). Se dividen en aldosas (grupo carbonilo en el extremo, es decir, un aldehido (-CHO)) y
cetosas (grupo carbonilo en otra posicion, es decir, una cetona (-CO-)
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unién axon-glia en los nodos de Ranvier a través de su interaccién con
la glicoproteina asociada a la mielina (MAG) (Dupree JL, 1999) [153]

- Los gangliésidos son los glucoesfingolipidos mas complejos. Poseen
grandes cabezas polares cargadas negativamente formadas por, al
menos, una molécula de 4cido sidlico. El acido siadlico regula
interacciones célula-célula, modula la actividad de las glicoproteinas y
otras proteinas de la superficie celular y actia como receptor de
proteinas unidoras de gangliésidos, patégenos y toxinas. Los
ganglidsidos se concentran en las terminaciones nerviosas de las
células ganglionares (de ahi su nombre). Representan un 6% de los
lipidos de la sustancia gris del cerebro humano. Por la voluminosidad
de su cabeza, se orientan hacia la parte externa de la membrana
actuando como receptores de membrana o generando sitios de unién
célula-célula (gliosinapsis). Estan implicados en las interacciones axdn-
mielina, en la estabilidad y regeneracién axonal y en la excitabilidad de
las células nerviosas. Los ganglidsidos forman parte de algunos
dominios de membrana (ver seccién 2.4.1) [154]. La secuenciacion del
genoma de Drosophila ha revelado secuencias similares a los genes
implicados en la biosintesis de sialoglicanos como la sialiltransferasa
(DsiaT) que se expresa Unicamente en un conjunto de neuronas
diferenciadas del SNC involucradas en la unidén neuromuscular y en el
transporte de calcio, hechos que podrian indicar la funcién ancestral
del acido sialico especifica del sistema nervioso [155].

- Los globésidos tienen, unidos a la ceramida, oligosacaridos neutros (no
tienen carga a pH 7 ni grupos amino libres). Estan implicados en
procesos de reconocimiento en la superficie de membranas como la
infeccidn viral y en la iniciacidn y el mantenimiento del crecimiento de
neuritas [156].

Una mencién especial merece la unidad estructural de los esfingolipidos, la
ceramida, por la importancia bioldgica que posee por si misma. Es un lipido
altamente hidrofébico formado por dos acidos grasos de longitud variable (2-28) y
una esfingosina. Actla como una molécula sefializadora de la via de Ia
esfingomielina implicada en la activacién de proteinas quinasas, fosfatasas (SAPK,
KSR (inhibidor de Ras), JNK, PKC, PP1 y PP2A). Modula muchos procesos celulares
como la apoptosis, la proliferacién, la diferenciacion, y la detencidn de crecimiento.
La ceramida se produce a través de dos vias: la sintesis de novo en el ER o la via de
la SMasa. Existe un equilibrio entre la ceramida y la esfingosina-1-fosfato de gran
importancia para el control de la muerte y la supervivencia de la célula. La ceramida
es el punto de decisién en la respuesta apoptdética. Cuando surge como resultado
de la accion de la esfingomielinasa (SMasa) sobre la esfingomielina, actua como
segundo mensajero induciendo apoptosis. Si la ceramida es degradada por
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ceramidasas se obtiene esfingosina cuya fosforilacion es necesaria para la
proliferacién y la mitosis celular [157].

¢ Los fosfoesfingolipidos o esfingomielinas son lipidos saponificables complejos que
poseen un grupo fosfato y una esfingosina. Las esfingomielinas forman parte de las
membranas plasmaticas, y de manera especial de las membranas del tejido adiposo
y de la mielina que recubre los axones de las neuronas. Aunque comparten con la
fosfatidilcolina la misma cabeza hidrofilica (fosforilcolina) y dos largas cadenas
hidrocarbonadas, son quimicamente muy diferentes ya que no derivan del glicerol.
La esfingomielina se une a la cadena acilo por una amida, mientras que la
fosfatidilcolina lo hace mediante un enlace éster haciendo a la primera mas polar.
Ademas la esfingomielina posee tanto grupos donadores como aceptores de
enlaces de hidrégeno mientras que la fosfatidilcolina contiene Unicamente grupos
aceptores. Por ultimo, la cadena acilo esterificada de las fosfatidilcolinas contiene
de uno a seis dobles enlaces en configuracidn cis, mientras que las esfingomielinas
bioldgicas tienen las dos cadenas saturadas y de diferente longitud (20-24 carbonos
la unida por amida). Esta asimetria les proporciona una geometria que afecta a la
curvatura de la membrana y la posibilidad de interdigitacion entre las capas de la
membrana. Todas estas caracteristicas hacen a las uniones entre esfingomielinas
mas abundantes y estables, y resistentes a detergentes como el Triton X-100 (ver
seccion 2.4.3.). Esta estabilidad y su afinidad por el colesterol en la membrana hace
a la esfingomielina un componente esencial de los dominios de membrana (balsas
lipidicas) y, por consiguiente, un elemento regulador de los sistemas de sefalizacién
implicado en funciones como la migraciéon celular, apoptosis, autofagia vy
supervivencia celular [158-161].

LIPIDOS INSAPONIFICABLES

Los lipidos insaponificables no presentan acidos grasos unidos a alcoholes y por tanto no se
pueden hidrolizar por saponificacidon. Son los terpenos, esteroides y eicosanoides. Los
esteroides derivan del esterano. Su estructura es rigida y plana. Un grupo hidroxilo en el
carbono 3 define a los esteroles, de los cuales el mas importante es el colesterol
(Co7H2o0H). Los esteroles son, junto con los fosfolipidos y los esfingolipidos, componentes
esenciales de las membranas, si bien la casi exclusividad del colesterol como unico esterol
de membrana contrasta con la variedad de lipidos de las otras familias. El colesterol no
puede formar estructuras lamelares por si mismo pero puede rellenar los espacios entre
cadenas acilo gracias a su geometria plana. El grupo hidroxilo le permite formar enlaces de
hidrégeno con otros lipidos. Se sintetiza en el reticulo endopldsmico, pasa al Golgi donde se
combina con esfingolipidos formando complejos que son transportados a la membrana
plasmatica. El colesterol de la membrana también es controlado por las lipoproteinas que
lo aportan o retiran en funcién de la concentracién requerida [162]. La interaccién del
colesterol con los fosfolipidos y los esfingolipidos de la membrana modifica su
comportamiento (ver seccion 2.4). El colesterol también puede afectar a las funciones de
las proteinas, bien por interaccién directa (caveolina) o bien a través de los cambios que
provoca en las membranas. El colesterol es un componente esencial de los dominios de
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membrana y por tanto, de alguna manera, un regulador de toda la sefializacion que dichos
dominios controlan. Por otro lado, el colesterol es el precursor de la sintesis de las
hormonas esteroideas que modulan la transcripcion de genes en el nucleo [158, 163].
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Figura 8. Esquema de los lipidos de membrana (Inspirado en[164][164])

2.3.2. LiIPIDOS DE MEMBRANA EN DROSOPHILA

Drosophila expresa la mayoria de las principales enzimas necesarias para la biosintesis y
procesamiento de los esfingolipidos incluyendo las involucradas en la sintesis y degradacion de
esfingosina y ceramida. La longitud de la base esfingoide de los esfingolipidos de Drosophila es
mucho mas corta (12 en lugar de los 16 de mamiferos) lo que les permite permanecer en fase
liguida a la temperatura corporal de la mosca (252C). A pesar de contener bajas
concentraciones de  esfingomielina  (fosfocolina-ceramida), = Drosophila  expresa
esfingomielinasintasas (SMSs) responsables de la sintesis de fosfoetanolamina-ceramidas (PE-
ceramida) principal esfingolipido de la membrana de Drosophila [165]. Otra enzima que actua
sobre los esfingolipidos y presenta ortélogo en Drosophila es la proteina de transferencia de
ceramida que transporta ceramida desde el reticulo endopldsmico, donde se sintetiza, hasta el
aparato de Golgi, donde se procesa, para dar glicoesfingolipidos y cuya mutacion genera
fenotipos de aumento de sensibilidad al estrés oxidativo y envejecimiento prematuro. Esto es
debido a variaciones en la fluidez de la membrana provocadas por las propiedades gelificantes
de la ceramida [166]. Los niveles de expresién de ceramidas y monohexosilceramidas
aumentan drasticamente al final de la etapa embrionaria y en la fase de pupa temprana. Una
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de las primeras enzimas del metabolismo de esfingolipidos descritas en Drosophila, es la serina
palmitoil transferasa (SPT) responsable de la etapa limitante de la biosintesis de novo de los
esfingolipidos. El bloqueo de la sintesis de esfingolipidos ha demostrado su implicacion en la
homeostasis energética, fototransduccién, desarrollo del cerebro y comportamiento. Aun no
se ha conseguido demostrar la relacion que presentan los mamiferos entre la via de los
esfingolipidos y la de la insulina pero si que se han encontrado cambios transcripcionales en
genes del metabolismo de los esfingolipidos (como la esfingomielinasa 4cida) tras una dieta
alta en glucosa [165].

Los glicoesfingolipidos en Drosophila son ligeramente diferentes a los mamiferos (Man®'-
4GIcP-Cer [mandsido] en vez de GalP’-4GIc*-Cer [galactésido]). Sin embargo, las moscas
transgénicas para la enzima galactosiltransferasa humana que genera galactoesfingolipidos
propios de mamiferos muestran un comportamiento normal. Existen 12 especies de
glicoesfingolipidos que, al contrario que en mamiferos, no estdn sializadas aunque si pueden
ser muy largos llegando a contener hasta 10 residuos en una cadena lineal (GIcNAc, GalNAc,
galactosa o acido glucurdnico terminal). Estan implicados en procesos como la polaridad y la
adhesion, relacionados con el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R).
Mutaciones en enzimas que catalizan la formacién de glicoesfingolipidos complejos muestran
deficiencias en la inervacién neuromuscular y defectos de coordinacidn. Las concentraciones
de glicoesfingolipidos se alteran drasticamente durante los cambios de estadios (embridn-
larva-pupa-mosca adulta) [167].

Las moscas son auxoétrofas para los esteroles, es decir, no sintetizan esteroles por si mismas
sino que extraen ergoesterol de la levadura. Las membranas de las moscas contienen menor
proporcién de esterol que las de mamiferos (18 % frente a 30 % respectivamente). Sin
embargo, células de Drosophila en cultivo pueden sobrevivir y dividirse después de la
eliminacion de esterol. Se ha propuesto que las fosfatidiletanolaminas puedan ejercer parte de
las funciones que el colesterol realiza en las membranas de mamiferos [165].

Se han encontrado microdominios ricos en esfingolipidos y esteroles que contienen proteinas
asociadas a las balsas propias de mamiferos (flotilinas, moléculas de adhesion celular [Fasll y
neuroglian]) en las membranas de varios tejidos de Drosophila [168-173]. Estos dominios de
membrana presentan los mismos comportamientos que los dominios de mamiferos ante el
tratamiento con detergentes o con compuestos que provocan la eliminacion de esteroles
como la metil-B-ciclodextrina [165, 174].

2.3.3.  FUNCION DE LOS LiPIDOS
Los lipidos tienen fundamentalmente tres funciones bioldgicas:

-Actuar como almacenes de energia y como reservas de los componentes de las
membranas gracias a su estado relativamente reducido.

-Constituir los componentes basicos de las biomembranas (caracter anfipatico)
convirtiéndose en las sefias de identidad de cada tipo de membrana en cada una de
sus circunstancias.
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- Y por ultimo, actuar como segundos mensajeros (lipidos bioactivos) muchos de ellos
degraddndose, ante ciertas circunstancias, en varias moléculas, apolares y polares,
capaces de difundir por la membrana o por el citosol respectivamente [175].

LOS LIPIDOS COMO UNIDADES ESTRUCTURALES DE LAS MEMBRANAS

Los lipidos saponificables complejos, es decir, los fosfolipidos (fosfoglicéridos) y los
esfingolipidos (esfingomielinas y glucoesfingolipidos) son también llamados lipidos de
membrana ya que, junto con el colesterol, son los componentes principales de las membranas
bioldgicas.

Aunque es posible formar con un Unico componente una membrana que actle como una
barrera fisica, las células invierten gran esfuerzo en la combinacién de una gran variedad de
grupos funcionales y de cadenas alifaticas que resultan en mas de 1000 especies lipidicas
diferentes presentes en cualquiera de las membranas de las células eucariotas [140, 176, 177].
Es mas, la composicidn lipidica de las membranas es especifica y caracteristica de cada tipo
celular, tejido, especie o tipo de membrana. Esto hace pensar en una gran especificidad y
funcionalidad donde cada tipo de lipido podria tener un papel esencial en las funciones de las
membranas. De hecho existe una correlaciéon entre la complejidad funcional celular y su
diversidad lipidica [178].

Los lipidos predominantes en las membranas eucariotas son los glicerofosfolipidos que, como
se ha comentado con anterioridad, contienen diacilglicerol (DAG) y acidos grasos insaturados
de diferente longitud. El glicerofosfolipido mds comun es la PC que posee: una geometria
cilindrica que genera espontaneamente una bicapa plana, e insaturaciones en sus cadenas
hidrocarbonadas que la hacen fluida a temperatura ambiente. Por el contrario, la PE presenta
una geometria conica que al insertarse entre las moléculas de fosfatidilcolina provoca cierta
curvatura (ver seccion 2.1.1.). Los otros glicerofosfolipidos como PS, Pl, y acido fosfatidico
(PA), de funcidon menos estructural, ayudan a acoplar proteinas de membrana y modular su
actividad (Fig.9) [179].

La otra clase de lipidos que conforman la estructura de las membranas son los esfingolipidos,
gue poseen ceramida (Cer) como parte hidrofébica y cadenas saturadas (o trans insaturadas).
Su geometria también es cilindrica pero, al no tener insaturaciones, consiguen un mejor
empaquetamiento generando una estructura en estado de gel sélido. Los mas comunes son la
esfingomielina (SM) y los glucoesfingolipidos de entre los cuales cabe destacar los gangliésidos
[157)].

Por ultimo, los esteroles, fundamentalmente el colesterol, se intercalan preferentemente
entre los esfingolipidos. Se piensa que evolutivamente el colesterol entré a formar parte de las
membranas mucho mas tarde que el resto de componentes coincidiendo con un aumento en
la cantidad de oxigeno propia de las células eucariotas, ya que uno de los pasos de su sintesis
es dependiente de oxigeno [180]. El hecho de que para la sintesis de esta molécula, que en
ciertas condiciones puede resultar tdxica, se necesiten unas 30 enzimas diferentes y se
requiera un gran gasto energético indica una especial importancia bioldgica y por ello esta
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altamente regulado [181]. En las membranas, su grupo hidroxilo polar se orienta hacia el
medio acuoso, cerca de los grupos de las cabezas polares de los otros lipidos, y el anillo
inmoviliza las cadenas hidrocarbonadas. El colesterol ejerce un efecto dual en funcién de la
composicion de la seccion de membrana en donde se haya incrustado. En la fase liquido
cristalina favorece el empaquetamiento entre cadenas hidrocarbonadas al restringir el
movimiento de las cabezas polares. Por el contrario rompe las interacciones de las cadenas
hidrocarbonadas al insertarse en zonas de la membrana en fase gel. De tal manera que, a
concentraciones determinadas, mantiene la fluidez de la membrana en situaciones de un alto
orden (fase liquido ordenada) formando dominios ordenados pero fluidos dentro de fases
desordenadas (fases liquido desordenadas) (Fig.6) [182].

Se piensa que tanto los esfingolipidos como los esteroles, exclusivos de células eucariotas,
podrian estar detrds de los procesos de trafico de membranas, también inherentes a los
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Figura 9. Esquema de la distribucion de los lipidos de membrana en la
bicapa lipidica. (Basado en [183])

LOS LIPIDOS COMO SEGUNDOS MENSAJEROS

Existe una gran variedad de lipidos mediadores en la seiializaciéon y reconocimiento celular
(procesos tanto intra- como intercelulares). Se liberan en respuesta a estimulos concretos y
actuan a través de interacciones lipido-proteina especificas.

Ciertas situaciones inducen la hidrdlisis de glicerolipidos y esfingolipidos, dando lugar a una
serie de lisofosfolipidos, con funcién transmisora de informacidn. La hidrdlisis de los
glicerolipidos por accién de las fosfolipasas (PLA) genera lisofosfatidilcolina (LPC), acido
lisofosfatidico (LPA), acido fosfatidico o DAG. Los mensajeros hidrofébicos permaneceran en la
membrana mientras que los hidrofilicos se liberaran al citosol. Por ejemplo, la hidrdlisis de
fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP,) por la enzima unida a la membrana fosfolipasa C produce
inositoltrifosfato (IPs) que se libera al citosol donde estimula la liberacién de Ca®* del RE y
diacilglicerol que permanece en la membrana desde donde activa a la proteinas quinasa C
(PKC) al facilitar su translocacién del citosol a la membrana plasmatica. Las diferentes
fosfolipasas pueden eliminar uno (PLA1 y PLA2) o los dos acidos grasos (PLB); o eliminar la
cabeza polar con el fosfato (PLC); o el alcohol (PLD) [184-189]. El LPA inhibe la diferenciacién a
neuronas en favor de los oligodendrocitos [163]. El AA o el DHA liberados de los fosfolipidos de
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membrana por la PLA2 son importantes segundos mensajeros implicados en Ia
neurotransmisién [190, 191].

A su vez, la hidrélisis de los esfingolipidos por esfingomielinasas resulta en
esfingosilfosforilcolina (SPC), esfingosina (Sph), esfingosina-1-fosfato (S1P), ceramida-1-fosfato
(C1P), y Cer, las cuales permanecen en la membrana ayudando a ciertas proteinas citosdlicas a
interaccionar con ella. Cuando aumenta la cantidad de ceramida, desplaza el colesterol ya que
también tiende a interaccionar con lipidos saturados de cabeza grande, provocando la
esterificacion del colesterol [192].

Los derivados fosforilados de fosfatidilinositidos también son importantes sefales y
componentes de membrana mediadores en la interaccion entre la bicapa y algunas proteinas

solubles (Fig.10) [193].
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Figura 10. Los lipidos como segundos mensajeros (Inspirado en [194]).

2.4.DOMINIOS DE MEMBRANA

Como se ha comentado anteriormente, los lipidos han sido considerados durante afios, meros
componentes estructurales de membranas cuya Unica funcidn era la de atrapar proteinas en la
bicapa (“icebergs” flotando en un mar de lipidos). En los afios posteriores a la aparicion del
modelo de mosaico fluido, muchos estudios sobre el trdfico de membranas sugerian la
existencia de subdominios [195, 196]. Pero no fue hasta 1997 cuando Simons e lkonen
propusieron el modelo de balsas lipidicas (“Lipid Rafts Model”) basado en la unién preferencial
de ciertos esfingolipidos y colesterol [197]. Desde entonces, el concepto de balsa lipidica ha
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estado rodeado de polémica. Su pequefio tamafio, su naturaleza fuertemente dinamica y la
falta de técnicas que permitan su observacién directa en células vivas han dividido a la
comunidad cientifica [198]. El continuo debate tanto sobre su existencia como sobre su
naturaleza y funciones ha redefinido y renombrado estas estructuras en numerosas ocasiones.
Balsas lipidicas, dominios de membrana (MD), microdominios, membranas resistentes a
detergente (DRM), dominios ricos en glicolipidos insolubles en detergentes (DIGs), membranas
enriquecidas en glicolipidos (GEMs), o complejos de baja densidad insolubles en detergente
tipo Triton (LDTI) son algunos de los nombres que han recibido.

Originariamente, Simons and lIkonen definen las balsas lipidicas como estructuras dinamicas
enriquecidas en colesterol y esfingolipidos en las que proteinas especificas interaccionan con la
membrana. Estos autores otorgan a estas estructuras un importante papel en diferentes
procesos celulares como el trafico vesicular o la transmision de sefiales [197, 199, 200].

Los experimentos y resultados obtenidos en los afios sucesivos han completado y afinado esta
definicidn.

2.4.1. TIPOS DE DOMINIOS LIPIDICOS

En 2001 tuvo lugar en Espafia la EURESCO Conference sobre “Microdominios, Balsas lipidicas y
Caveolas” donde se expuso la existencia de diferentes clases de dominios especificos de
tejido/célula. No solo se afirmo la existencia de dominios diferentes para cada tipo celular sino
también diferentes tipos de dominio dentro de una misma célula [201, 202]. Aunque
mayoritariamente se localizan en la membrana plasmatica, también existen dominios en las
membranas de otros subcompartimentos como el aparato de Golgi, o el nicleo [203]. Cada
dominio estard definido por su composicion lipidica y sus proteinas estructurales, lo que
determinard su morfologia y/o su funcion.
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CLASIFICACION POR SUS PROTEINAS CONSTITUYENTES

La clasificacion mas amplia de los tipos de dominio implica dividirlos en dos grandes grupos: las
balsas lipidicas (sin caveolina) y las caveolas. Cada tipo estaria implicado en la sefializacion de
procesos diferentes. Por ejemplo, las balsas lipidicas estan relacionadas con el receptor EGF,
mientras que las caveolas controlarian el receptor de la insulina. Sin embargo, cuando ambas
estan en un mismo tipo celular, si se elimina uno de los dos tipos de balsas las proteinas
especificas del tipo eliminado se reorganizan e integran en la balsa restante.

Dominios ricos en caveolina

Cuando las caveolinas se integran en una balsa lipidica, el dominio adquiere curvatura y se
invagina formando las caveolas. Las caveolas tienen una composicion lipidica muy especifica,
con alto contenido en esfingomielina, colesterol y GM1 [204, 205]. La expresién de caveolina
estda controlada por los niveles de colesterol, al que se une fuertemente con una
estequiometria 1:1 [206, 207]. Las caveolinas participan en el trafico vesicular y en procesos de
transduccion actuando como proteinas “andamio” que organizan y concentran moléculas
sefializadoras como Src-quinasas, eNOS o proteinas G [208, 209]. La funcién de las caveolas
mas estudiada es su papel como plataforma para la accion de eNOS y la sintesis de NO como
reguladores de la dilatacidon vascular. La uniéon de eNOS a las caveolinas inhibe su actividad.
SOD1 también aparece mayoritariamente en los dominios de membrana ricos en caveolina a
través de su dominio de unidn a heparina (HBD) generando H,0, extracelular que afecta tanto
funciones celulares como la comunicacidn intercelular [210]. También desempefian un papel
importante en el transporte transmembrana (endocitosis o exocitosis). La endocitosis caveolar
participa en la regulacién de la composicion lipidica de la membrana, en la sefalizacién redox y
en la via inflamatoria asociada a ella dependiente de IL1B [210]. La incorporacién de las
caveolinas a las balsas ocurre en el aparato de Golgi (donde también existen microdominios).
Por lo tanto, las balsas serian los precursores de las caveolas al facilitar la insercion
dependiente de colesterol de las caveolinas en las membranas. A pesar de que no existen
caveolas en las neuronas, la eliminacidn genética de la caveolina si que afecta a la proliferacion
de los progenitores neurales, lo que indica un papel de la proteina con independencia de la
formacién de caveolas o bien la existencia de caveolas en el SNC antes de la diferenciacién
neuronal [211].

Dominios ricos en flotilina (non-caveolar)

El otro importante tipo de dominio es el que contiene flotilina. Flotilina-1 y -2(FLot 1 FLot2),
son dos proteinas unidas a la membrana por palmitoilaciéon y miristoilacién. Se encontraron
durante la busqueda de nuevos marcadores de dominios [212, 213]. Flotilina aparece en los
axones, conos de crecimiento y filopodios de las neuronas [213]. También se encuentra en las
membranas de los astrocitos y oligodendrocitos, fuera de las caveolas, y junto a las proteinas
GPl y Thy-1 [170]. Por lo tanto, la flotilina seria un componente especifico de un tipo de balsas
de neuronas, células gliales y linfocitos T. Como ya se ha comentado, las balsas lipidicas
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controlan la sefalizacién de los factores neurotréficos en el sistema nervioso, es decir, la
actividad de muchos receptores de factores de crecimiento estan regulados por estos
dominios. Estos receptores se clasifican segun sus diferentes comportamientos frente a las
balsas: receptores componentes intrinsecos y constantes de las balsas, receptores con poca
afinidad por las balsas que entran en ellos al unirse a un ligando, receptores que se inactivan
con su salida de la balsa o receptores no afines a balsas pero que generan mensajeros que si lo
son [214].

Las caveolas y las balsas lipidicas controlan diferentes vias de sefializacién incluso en el mismo
tipo de células. Se cree que la formacién de caveolas es constitutiva y presente incluso en
condiciones de reposo mientras que las balsas lipidicas se forman en respuesta a diferentes
estimulos, entre ellos, la liberacion de ROS. Las balsas lipidicas podrian actuar como
amplificadores de sefales asegurando una transduccidn eficaz [210].

Otras proteinas de las balsas

Hasta el momento han sido detectadas 241 proteinas propias de las balsas lipidicas. Un
numero significativo de estas proteinas tienen funciones sefalizadoras (quinasas y fosfatasas o
subunidades G) confiriendo a las balsas un importante papel en la coordinacién de la
sefializacion [215]. Muchas de las proteinas de las balsas presentan modificaciones
postranscripcionales que aumentan su afinidad por los esfingolipidos (GPI, palmitoilacién,
miristoilacién). La mayoria de estas modificaciones son irreversibles, sin embargo, la S-
palmitoilacién (tioacilacién), via uniones tioester entre acidos grasos saturados y residuos de
cisteina, puede revertirse [216-218].

Las proteinas GPI son una de las familias de proteinas mds importante en el campo de los
dominios de membranas. Muchas de estas proteinas tienen funcién sefializadora que depende
de su presencia en las balsas. Thy-1 y la proteina priénica (PrP‘) son dos proteinas GPI
presentes en las balsas de las membranas de neuronas [219, 220]. Thy-1 es un versatil
modulador de la sefializaciéon implicado procesos como el crecimiento de neuritas, apoptosis,
adhesién celular, o regeneracién axonal [221]. La proteina pridnica PrPc esta implicada en
numerosas vias de sefializacion. Puede adquirir una conformacion patoldgica (PrP>) causante
de las enfermedades neurodegenerativas pridnicas. La union GPIl y su localizacion en los
dominios de membrana por su interaccién a través de su dominio N-terminal con HSPGs
(heparan sulfato proteoglicanos, glicoproteinas unidas a la membrana que actian como
moduladores de la sefializacion intercelular) juegan un papel importante en su patoldgica
conversion conformacional, su neurotoxicidad y su propagacién célula-célula [222, 223].

Se han descubierto otras proteinas también caracteristicas de las balsas. En los eritrocitos
humanos, la estomatina se encuentra en balsas diferentes a las de flotilina colocalizando con
proteinas del citoesqueleto como espectrina y actina [224]. MAL/BENE es una proteina que se
encuentra exclusivamente en las balsas de las células epiteliales lo que indica que podria
mediar en el transporte apical. Cuando se produce la oxidacién del colesterol de la membrana
plasmatica tanto BENE como caveolin-1 se van a los mismos compartimentos internos [225].
Por otro lado, la superfamilia de las dinaminas comparte la misma funcién moduladora de
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membrana y tubulacién pero en diferentes compartimentos celulares. Son el primer nexo
encontrado entre la maquinaria de endocitosis y las proteinas unidas a actina [226]. La sinapsis
neuronal es un ejemplo de balsa rica en colesterol y en la proteina sinaptofisina pero con baja
concentracién de esfingolipidos [227].

Por lo tanto, las proteinas de membrana podrian clasificarse en funcién de su localizacién
respecto a las balsas en: (1) Proteinas presentes en las balsas: como proteinas GPI, algunas
proteinas transmembranas, las proteinas Hedgehog, proteinas doble-acetiladas como
proteinas Src tirosina quinasas (nonreceptor tirosine kinase Src), subunidades Ga de proteinas
G y transportadores idnicos como el canal Kv2.1, canales de Na“, Ca® y CI', Kir2.1, HCN4 o TRP
[228]. (2) Proteinas presentes fuera de las balsas. (3) Proteinas que entran y salen de las
balsas. Estas Ultimas presentan baja afinidad por las balsas, sin embargo, bajo ciertas
condiciones forman complejos con otras proteinas que son transferidos a las balsas desde
donde activan vias de sefalizacion [210].

CLASIFICACION POR SUS LIPIDOS CONSTITUYENTES
Algunos tipos de dominios pueden definirse en funcién de su composicidn lipidica.
Dominios ricos en ceramida

Las ceramidas poseen propiedades quimico-fisicas equivalentes a las esfingomielinas, que les
permiten interaccionar entre ellas de manera estable formando dominios. La ceramida se
genera en las membranas bioldgicas por hidrélisis de esfingomielina catalizada por SMasa o de
novo por accién de la ceramida sintasa. Ambos procesos estan involucrados en la sefializacién
celular. La esfingomielinasa acida (ASMasa) es la principal enzima responsable de la formacion
de estos dominios. Pertenece a la familia de la PLC. Se libera al espacio extracelular
hidrolizando de manera autocrina o paracrina la esfingomielina de la superficie celular. Puede
incorporarse a las balsas lipidicas y generar plataformas enriquecidas en ceramida con funcién
sefializadora redox. Cataliza la hidrélisis del enlace fosfodiester de la esfingomielina
produciendo ceramida y fosfato de colina. Se encuentra en vesiculas secretoras (lisosomas)
que se fusionan con la membrana en respuesta a ciertos estimulos. La liberacion de ROS es un
prerrequisito para su activacidon. Un posible mecanismo sugiere que los ROS modificarian o
eliminarian la cisteina libre C-terminal de la ASMase provocando su activacién o inhibicion
interruptor de cisteina” propuesto para las metaloproteasas). La alteracion
funcional de los lisosomas bloquea la formacién de dominios ricos en ceramida [210, 229].
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El colesterol en estas balsas realiza las mismas funciones que en las balsas clasicas de
esfingomielina, espaciando las cadenas hidrocarbonadas de las ceramidas mientras estabiliza
la balsa en su conjunto. De hecho, la ASMase hidroliza esfingomielina liberando colina sin
afectar la cadena unida a la ceramida por lo que su unién a colesterol se mantiene. La
eliminacion de colesterol conduce a una disociacion de las proteinas de las balsas suprimiendo
su funcionalidad [210].

Dominios ricos en glucoesfingolipidos

Los dominios enriquecidos en glucoesfingolipidos (GSL) se denominan GEMs (GSL-enriched
microdomains) o glicosinapsis. Son importantes en procesos de adhesion celular y respuesta
inmunolégica [230]. También afectan a la diferenciacion del SNC y modulan el receptor de
factor de crecimiento y el receptor de la insulina. El globdsido Gb5, gangliésido mas simple, y
su derivado GM1 son caracteristicos de este tipo de dominios. Como ya se comentd, los
ganglidsidos son abundantes en muchos compartimentos subcelulares y regulan la activacion
de las proteinas presentes en las balsas de sus membranas. Existen dominios ricos en GM1len
la_ membrana nuclear, donde se asocia con el intercambiador Na*/Ca** potenciando su
capacidad para introducir Ca** en el nucleo (Tabla 2) [163]. Se han encontrado balsas lipidicas
en membranas intracelulares del reticulo endopldsmico, aparato de Golgi, endosomas,
lisosomas e incluso, aunque de manera mas controvertida, en mitocondrias. Los esfingolipidos
y esteroles aumentan a lo largo de la ruta biosintética. En el aparato de Golgi desempefian una
importante funcién en la clasificacion de moléculas. Las proteinas GPl se asocian a las
membranas resistentes a detergente durante su paso por el aparato de Golgi. También existen
proteinas GPI unidas a los dominios del ER: desequilibrios en los dominios de ER afectan al
plegamiento de la proteina pridnica causante de las enfermedades neurodegenerativas
pridnicas. Las balsas lipidicas en los endosomas y los lisosomas juegan papeles importantes en
la formacidn, internalizacién y reciclaje endosomal. Las balsas aumentan en los lisosomas en
los pacientes con enfermedades lisosomales. En las mitocondrias, ciertas sefales de muerte
activan movimientos intracelulares de componentes de las balsas lipidicas tales como
gangliésidos que podrian determinar la supervivencia o muerte celular [210, 231-233].
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TABLA 2. Lipidos y componentes proteicos de las balsas lipidicas y caveolas

Lipidos

Colesterol

Esfingomielina

Glicoesfingolipidos (M1, GM3)

Acido araquidénico

Ceramida

Fosfatidilserina

Proteinas

Integral/Estructural

Caveolina (Cav 1,2y 3)

Flotilina (FLO-1, 2)

LAT/PAG

MAL/BENE

Estomatinas

VIP36

Aciladas

Exoplasmicas

Proteinas GPI

Citoplasmicas

Proteinas G

familia proteinas quinasa-Src

e-NOS

H-Ras
Receptores-adamio
CD36
SRBI
RAGE
Otros receptores
Receptores tirosina quinasa | EGF-R
PDGF-R
Insulina-R

Receptores hepta-

helicoidales

Receptor endotelial

Modificado de ([219, 234, 235]

TABLA 2. Lipidos y proteinas componentes de las balsas lipidicas y caveolas

2.4.2. LA POLEMICA

En los afios posteriores a la presentacion de las balsas, aparecieron dos corrientes enfrentadas
sobre el papel de los lipidos en la formacién de estos dominios [210]. Una de las corrientes
defiende que los dominios se forman a partir de las interacciones proteina-proteina [236]. Las
proteinas serian atrapadas por microdominios interconectados generados por interacciones
proteina-proteina y probablemente estabilizados por proteinas andamio. La corriente
contraria defiende la importancia de las interacciones lipido-lipido como germen de los
subdominios, dentro de los cuales podrian acomodarse las proteinas a través de interacciones
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con los lipidos [237]. Finalmente aparece una corriente basada en “The Induced-Fit Model of
Raft Heterogeneity” que acepta que la asociacién de proteinas en las balsas puede afectar a su
contenido lipidico y viceversa [238, 239]. Es por esto que, en el simposio de Keystone “Lipid
rafts and cell function”de 2006, las balsas lipidicas se rebautizaron como balsas de
membrana®® (evitando asi el protagonismo de los lipidos) [240]. Las balsas de membrana se
definieron como: pequenos dominios, altamente dindmicos, ricos en esteroles y esfingolipidos
que compartimentan los procesos celulares. Esta revisada definicién también considera y
agrupa las heterogeneidades de membrana que no corresponden con las caracteristicas de las
balsas como un tipo de dominio no-raft. Estas heterogeneidades poseen diferente
composicion, origen y funciones, como por ejemplo los microdominios del ER formados por
fosfolipidos insaturados y colesterol. Una proteina unida a este tipo de dominio no-raft es la
fosfolipasa A2 (PLA2) que, modulada por fosfolipidos de dominios no-raft, convierte el acido
araquidodnico (poliinsaturado) en lipidos mediadores de inflamacién (eicosanoides) [241].

Por ultimo, se debe sefialar que las balsas de membrana (raft) y los dominios no-raft podrian
estar de alguna manera interconectados. Asi, la formacidn de uno de ellos podria deberse a la
exclusién de material (p. ej. colesterol) por parte del otro y, por lo tanto, el estudio y
entendimiento de los dominios no-rafts podrian arrojar informaciéon sobre los dominios
"rafts".

Con la aceptacién de estos nuevos dominios se hace necesaria una estratificacion de la
informacion colocando por encima a los microdominios como definicion general y a las balsas
lipidicas o balsas de membrana como un tipo de microdominio. Contreras y sus colaboradores
definen los microdominios como compartimentos de membrana de diferente composicion
gue modulan las funciones enzimaticas de las proteinas de membrana. Y a las balsas como los
microdominios dependientes de esterol y esfingomielina que forman una red de interacciones
lipido-lipido, lipido-proteina y proteina-proteina implicados en la compartimentalizacidon de
procesos en las membranas bioldgicas [242].

En esos afios, y por si no era suficiente el caos provocado por la gran cantidad de nueva
informacion y el cambiante debate sobre su denominacion, la seccidn cientifica mas critica
cuestiona la existencia de los dominios en su totalidad, considerdandolos artefactos de las
técnicas utilizadas, debido a la imposibilidad de estudiarlos en células vivas, o a la obtencidn de
diferentes resultados segun la técnica utilizada. Es por esto que en los Ultimos afos se ha
luchado por aportar, con las técnicas disponibles, el maximo numero de evidencias de su
existencia a la espera de una confirmacién directa con las técnicas en desarrollo [243-245].

2.4.3. TECNICAS DE ANALISIS.EVIDENCIAS DE SU EXISTENCIA

En 1998 se observaron por primera vez, gracias a la microscopia electrénica, microdominios
ricos en proteinas GPl. Desde entonces las proteinas GPI se han relacionado ampliamente con
las balsas. Su estudio ha aportado mucha informacién sobre ellas [246, 247].

19¢: ™ . . .. . .y AT
Sin embargo, actualmente se utiliza indistintamente la denominacion de balsas lipidicas, balsas de
membrana o dominios de membrana segun el criterio o interés del autor.
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Una de las primeras técnicas, ampliamente utilizada y a la vez controvertida, en el estudio de
las balsas es el aislamiento de dominios de membrana con detergentes no idnicos. Esta técnica
se aplicd en los afios 70 al aislarse por primera vez unas regiones de membrana ricas en
colesterol, esfingomielina y ganglidsidos. La técnica se basa en la alta estabilidad de las
interacciones que se forman entre el colesterol, la esfingomielina y los glucoesfingolipidos de
la cara externa de las membranas, junto con las que se dan entre el colesterol y los fosfolipidos
saturados de la cara interna. Como se comentd en secciones anteriores, la posibilidad de
formar enlaces de hidrégeno y el caracter insaturado, longitud y asimetria de las cadenas de
esfingomielina permiten la formacion de fases liquido-ordenadas (ver Fig.6) y una
interdigitacion entre las cadenas de ambas capas que las conecta y estabiliza aun mas. En
consecuencia, esta region se hace resistente a su disolucion por ciertos detergentes no idnicos
y le confiere una caracteristica flotabilidad ante gradientes de densidad (Fig.11) [248].

El escepticismo ante esta técnica se debe a que la resistencia a la disolucién es dependiente
del tipo de detergente y de la temperatura, obteniéndose diferentes resultados segun las
caracteristicas del detergente y la temperatura utilizadas en la extraccidon [249]. En algunas
ocasiones se han obtenido mezclas de resultados propios de regiones solubles e insolubles a
detergentes. Esta variabilidad de resultados podria deberse a la disolucidon especifica de
diferentes tipos de balsas, o mezclas de ellas por parte de cada detergente y a la necesidad de
condiciones muy especificas y controladas para que la extraccién sea correcta. Otra teoria
sugiere que las balsas no estan estrictamente definidas en sus bordes [250], sino que existe
cierto gradiente no tan resistente al detergente, de tal manera que las proteinas que se
encuentran en esta zona no seran igualmente extraidas. Por otro lado, se ha acusado al propio
detergente de ser el generador de dominios artefactuales no existentes en la realidad
biolégica. La confirmacion de los resultados obtenidos por esta técnica con los obtenidos por
otras (extraccion de regiones insolubles en modelos de membranas sintéticas de lipidos puros,
o el estudio de proteinas GPI) y la repetitividad obtenida bajo condiciones estrictas de
concentracién de detergente y temperatura [239, 251-253] han hecho que la extracciéon con
detergentes sea una técnica actualmente aceptada y ampliamente utilizada, aunque siempre
con la precaucion de denominar a los dominios en funcidon de las condiciones de su
aislamiento, es decir, membranas resistentes a detergentes o DRM [254].

La extraccidn con detergentes ha permitido el analisis de los lipidos y proteinas asociados a las
balsas. Sin embargo, no permite conocer ni el tamafio, ni la localizacién, ni la cantidad de
dominios [255].

El detergente tradicionalmente utilizado es el Triton X-100 a 42C, aunque en los ultimos afios
se ha ampliado la lista de detergentes capaces de extraer balsas lipidicas (Triton X-114, CHAPS,
Lubrol WX, Brij96, and Brij98) [256, 257]. La diferente solubilidad de las membranas ha
subclasificado a los dominios en base al detergente que permite su extraccion. En la mayoria
de los casos la extraccion se hace a 49C, excepto en el caso del Brij98, que debido a su alto
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punto de turbidez?®se puede utilizar a 372C.Esto confirma la existencia de dominios a la
temperatura a la que se encuentran realmente las membranas en la célula [249].
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Figura 11.Dominios de membrana resistentes a la disolucion por detergente.

Esquema de la preparacion de dominios de membranas resistentes a detergente. El detergerte en agua,
a una determinada concentracién (concentracion micelar critica), forma pequefias micelas. Los
mondmeros de detergente en solucidn penetran en las regiones de la membrana de fase fluida y las
disuelven formando pequefias micelas mixtas ricas en detergente y proteinas, dejando inalterada la
bicapa de las regiones menos fluidas ricas en esfingolipidos y colesterol. Esta diferente composicién
permite separar ambas secciones segun su densidad por centrifugacién en gradiente [258].

Desde un punto de vista constructivo, la diferencia en los resultados obtenidos con los
diferentes detergentes podria ser una gran fuente de informacidon ademds de una herramienta
de mayor especificidad para el aislamiento y estudio de los diferentes dominios de membrana.
S. Schuck y sus cols. analizaron la composicién lipidica de los dominios aislados con los
diferentes detergentes [259]. Este estudio revelé que los dominios insolubles en Triton X-100
estdn enriquecidos en esfingolipidos y colesterol respecto a la cantidad de glicerofosfolipidos
(coincidiendo con la definicion tradicional de balsa). Por el contrario, los dominios extraidos
por Brij 98 tienen un enriquecimiento menor en estos componentes, mientras que los
extraidos con Lubrol son de composicién similar al resto de la membrana. Sin embargo, otro
estudio similar independiente muestra un enriquecimiento en fosfatidilcolina insaturada de los
dominios extraidos con este ultimo detergente por lo que el Lubrol podria estar aislando algun
tipo de dominio no-raft [260].

20 . . . L

El punto de turbidez(cloud point) es la temperatura a la cual una solucion de detergente cerca de su concentracién
micelar critica se separa en dos fases cuando sus cabezas polares excluyen las moléculas de agua que lo mantienen
en disolucion.
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Existen otros métodos de extraccién de dominios en los que se sustituye el detergente como
agente solubilizador por sonicacién o cambios de pH, a los que también son resistentes
algunos tipos de dominios [219, 261)]. Sin embargo, estas técnicas alternativas no son
adecuadas para todos los tipos de tejidos. La sonicacién, por ejemplo, no estd recomendada
para aislar dominios en el cerebro por la gran cantidad de fracciones de membrana de baja
densidad como la mielina o las vesiculas sindpticas [262].

Otra técnica utilizada para la confirmacién de la existencia de las balsas y su funcion, es el
estudio de la respuesta celular que provoca la ruptura de las balsas al utilizar diferentes
compuestos como: metil-B-ciclodextrina (MBCD), filipina Ill, colesterol oxidasa (CHOX) vy
mevastatina. La alta afinidad de unién de MBCD al colesterol induce la salida del lipido de Ia
membrana plasmatica destruyendo la estructura de las balsas [263, 264]. La filipina Il forma
complejos con colesterol en las membranas, con similares consecuencias [264]. A su vez, la
mevastatina es una reductasa que interfiere en la sintesis de colesterol [264, 265]. La ruptura
de las balsas lipidicas con estos reactivos tiene efectos pro- y anti-apoptdticos (segun los
factores pro- o anti-apoptdticos presentes en las balsas) indicando que una funcién de control
de la homeostasis celular es importante y exclusivamente debida a la estabilidad y ruptura de
las balsas, independientemente del tratamiento utilizado para ello [265-268].

Por otro lado, ante la imposibilidad de visualizar directamente los dominios en las membranas
de las células vivas dado su reducido tamafio y dinamismo, se ha recurrido a técnicas
alternativas que aportan informacién parcial sobre las balsas. Para estudiar las interacciones
lipido-lipido en las balsas se han utilizando simulaciones de dindmica molecular [269-275] y
membranas artificiales, formadas por un niumero controlado de especies lipidicas [158, 276,
277]. Gracias a estos estudios se ha confirmado y caracterizado la existencia de interacciones
especificas entre varias clases de lipidos y especies moleculares, que apoyan la teoria de
regiones de membrana de especifica composicidén y fase. En estos modelos de membrana, la
esfingomielina y el colesterol son componentes criticos para la formacion de fases liquidas
ordenadas (Lo). Sin embargo, estos estudios resultan demasiado simplistas para zanjar
definitivamente el debate sobre la existencia bioldgica de las balsas, al no considerar el resto
de especies lipidicas ni las proteinas presentes en las membranas.

Varias son también las técnicas y métodos utilizados para el estudio de las interacciones lipido-
proteina de las balsas como la cristalografia de rayos X, cristalizacién electrdnica,
espectroscopia NMR, microscopia de fuerza atomica (AFM) espectroscopia de IR (Fourier
Transform-Infrared spectroscopy), resonancia de spin electrénico (ESR), escaner calorimétrico
diferencial, simuladores de dinamica moleculares, o transferencia de energia de resonancia de
Forster (FRET) [278-281]. Con estas técnicas se ha caracterizado la estructura de las proteinas,
su entorno lipidico, las configuraciones de las cadenas acilo, el nimero de uniones a lipidos
(tiempo de residencia), la fuerza de las interacciones, su dinamismo, etc.

En los ultimos afios se ha utilizado el marcaje de lipidos con especies fluorescentes (como la
toxina colérica que se une al gangliésido GM1), fotoactivables (microscopia de localizacién por
fotoactivacion fluorescente (FPALM)) o radiactivas junto a las mds avanzadas técnicas en
microscopia(microscopia de doble fotdon) para estimar el tamafio de los dominios (de 50 a 200
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nm de didmetro), la cantidad de proteinas que puede contener (entre 10 y 30 proteinas) [282]
el porcentaje en el que se encuentran frente a la totalidad de la membrana [283] o las regiones
mas enriquecidas en balsas lipidicas (tales como la membrana de los filopodios de los
macrdfagos, los puntos de adhesidn celular o de contacto célula-célula).

El desarrollo de nuevas tecnologias tanto en microscopia como en espectroscopia®’ estd
aportando cada vez mas resultados que permiten confirmar la existencia de las balsas en
células vivas [284]. En los ultimos afios se han desarrollado técnicas para el andlisis cualitativo
y cuantitativo de lipidos [176, 285] como la espectrometria de masas cuyos resultados resultan
esenciales para la completa caracterizacion y entendimiento de estas controvertidas
estructuras (Fig. 12).

Sin embargo, el mayor obstaculo continda siendo la falta de herramientas (bioldgicas vy
moleculares) que confirmen las interacciones a nivel especifico de especies moleculares
lipidicas. Tampoco existen métodos equivalentes a la generacion de mutantes nulos, o a la
introduccién de mutaciones para manipular las especies lipidicas de forma individual en células
vivas. Extrapolando la velocidad de crecimiento de este campo de la biologia en los ultimos
afios, es légico pensar en una pronta aparicién de estas técnicas y por consiguiente la aparicion
de un nuevo y muy amplio campo de estudio.

lecanning probe microscopy (SPM), atomic force microscopy, single-particle tracking (SPT), fluorescence
correlation spectroscopy (FCS), fluorescence resonance energy transfer (FRET), and fluorescence photoactivation
localization microscopy (FPALM)
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Figura 12. Ventajas e inconvenientes de los métodos mds comunes para la
caracterizacion de las balsas lipidicas: membranas resistentes a detergente, microscopia
de fluorescencia, espectrometria de masas, microscopia de fuerza atdomica y resonancia
magnética nuclear [286].

2.4.4. FUNCION

Se han sugerido multiples funciones de los dominios de membrana, especialmente la
generacion y mantenimiento de la polaridad, el trafico de membranas y la transmision de
sefales [287, 288].

POLARIDAD CELULAR

En lo que respecta al control de la polaridad de las membranas, los dominios mantienen un
orden y un transporte de lipidos y proteinas hacia y por las membranas. Esta polaridad es muy
importante en las neuronas, las células epiteliales y los neutréfilos. En las neuronas generan
diferentes dreas donde se agrupan, por un lado, las proteinas encargadas de la exocitosis de
neurotransmisores y por otro, los receptores. Ademas controlan la plasticidad sinaptica al
estabilizar los puntos de contacto entre las neuronas y sus dianas. Igualmente controlan la
polaridad de las células epiteliales dirigiendo las diferentes trayectorias de los productos que
salen del Golgi [289]. En los neutrdfilos, controlan su polarizaciéon durante la migracién. En
ellos, la regién delantera de la membrana (insoluble en Triton X100) es una gran balsa lipidica
que contiene CD44, a través del cual se une a la F-actina del citoesqueleto estimulando la
polimerizacidn necesaria para la extensién de lamelas [290].
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TRAFICO DE MEMBRANAS

En cuanto al trafico de membranas, muchos agentes patogénicos como bacterias y virus
utilizan las balsas para su internalizacion en la célula. Esto sugiere un papel importante en las
vias de endocitosis [291]. También intervienen en el procesado y clasificacién de endosomas
[292] y en la fusidn vesicular.

TRANSMISION DE SENALES

Son muchas las vias de transmision de sefiales en las que las balsas lipidicas estan involucradas
y muchos los procesos que modulan.

En general, las balsas agrupan y/o separan diferentes proteinas sefializadoras o componentes
de la maquinaria de activacion de muchos procesos, favoreciendo o impidiendo su interaccion,
coordinando su organizacion espacio-temporal, generando complejos activos (“signalosomas”)
y, por tanto, controlando la activacién o inactivacién de la via que ponen en marcha [293].

Son importantes para la sefializacién de factores de crecimiento, la adhesién celular, la guia de
axones, el trafico de vesiculas o la funcién neuronal en general. Su presencia tanto en
neuronas como en glia es critica para el normal funcionamiento del cerebro, uno de los
drganos con mayor componente lipidico [294-296]. Controlan el proceso de apoptosis, la
activacion de muchas quinasas, como SRC, JNK... [297], y forman plataformas de sefializacién
redox que favorecen la unién de las subunidades NADPH oxidasa y su activacion [210].
Conectan a las células con el metabolismo de las lipoproteinas, promueven una fusidn
eficiente entre membranas [298] y conectan la membrana al citoesqueleto. Modifican la
conformacién de algunas proteinas controlando asi su funcién. Controlan la neurotransmision
(al contener receptores y transportadores de neurotransmisores) y la posterior sefializacion a
través de receptores acoplados a proteinas G [299]. También intervienen en la sefializacién en
células hematopoiéticas, especialmente en linfocitos y mastocitos, y regulan la protedlisis
intramembranal de proteinas transmembrana (precursor [ amiloide ErbB4, Deltal, Jagged?2,
cancer colorectal, p75 neurotrofin receptor) [300, 301].

Una teoria emergente sugiere que la formacién o estabilizacién de las balsas ocurre en
respuesta a una estimulacion; las balsas actuarian entonces como un gran receptor. Las balsas
en condiciones basales (células no estimuladas), si existieran, serian muy pequefas
(nanoescala). La aparicidn, en respuesta a un estimulo, de receptores de superficie y otras
moléculas con gran afinidad a las balsas incrementarian el tamafio y la estabilidad de estas
balsas o incluso las generarian [302]. Segun esta teoria, la membrana en situacion basal
poseeria una composicion muy cercana a la necesaria para que se diera una separacién de
fases, pero sin llegar a producirse hasta la aparicion de algin estimulo. Esta situacion limite
otorgaria a la membrana una alta sensibilidad y velocidad de respuesta dado que pequefias
variaciones (en proteinas o lipidos) conllevarian grandes efectos en la organizacidon de
dominios [254].

Sea como fuere, la participacién de las balsas lipidicas en tan variados e importantes procesos
requiere de una estricta regulacién, una alta especificidad y una gran sensibilidad,
convirtiéndoles en uno de los mas apasionantes procesos de la homeostasis celular.
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3. LA AUTOFAGIA

3.1.DEFINICION. TIPOS

La autofagia es un proceso altamente regulado por el entorno celular, que controla el reciclado
de proteinas y organelas a través de su degradacién en el lisosoma, manteniendo asi la
homeostasis celular [303]. Junto al proteasoma son los dos grandes sistemas de degradacion
macromolecular. El proteasoma es responsable de la degradacién de proteinas marcadas con
ubiquitina tanto en el citosol como en el nucleo. Sin embargo su capacidad degradativa es
limitada debido a sus caracteristicas estructurales. La autofagia, por el contrario, permite la
degradacién de grandes componentes celulares incluyendo organelas completas. El material
deteriorado, sobrante o potencialmente reciclable se aisla en vesiculas de doble membrana
(autofagosomas) de unos 300 a 900nm de didmetro que se fusionan con los lisosomas
(autofagolisosoma) donde sera degradado y reciclado. La autofagia ocurre en todas las células
eucariotas y forma parte de sus procesos naturales como un sistema de control. Sin embargo,
también se activa en respuesta a ciertas situaciones de estrés. La autofagia participa en el
metabolismo energético, contribuye a la degradacion de las proteinas de larga vida y al
reciclado de organelas [304]. Esto le convierte en un sistema de supervivencia en caso de falta
de nutrientes. También participa en la regulacién del crecimiento y desarrollo embrionario, por
lo que los desajustes en su funcionamiento y regulacidén tendrian consecuencias perjudiciales
como la muerte celular, crecimiento desmesurado (cancer), envejecimiento prematuro, etc. La
autofagia ha sido objeto de estudio desde 1960, siendo los trabajos con levaduras los que han
aportado mayor cantidad de informacién molecular sobre el proceso. A partir de su
implicacién en el desarrollo embrionario ha pasado de ser un mero proceso degradativo a
convertirse en un campo de gran interés y evolucién. Drosophila melanogaster también ha
resultado ser una eficiente herramienta en el estudio de la autofagia dada la alta conservacién
de los genes involucrados [305]. Inicialmente los estudios se centraron en los primeros
estadios de la autofagia desentrafiando los mecanismos moleculares implicados en la
formacion del autofagosoma. Sin embargo, actualmente son los pasos finales y en concreto el
papel de los lisosomas, como ultima estacién del proceso autofagico, los que focalizan la
atencién cientifica [306]. La autofagia se ve alterada en muchas enfermedades
neurodegenerativas y en el envejecimiento ademas de jugar un importante papel en la muerte
celular programada siendo, en muchos casos, esencial para una eficiente apoptosis [307].
Segun la via de llegada del material a degradar al lisosoma se han definido varios tipos de
autofagia (Fig.13).

En la microautofagia la membrana del lisosoma rodea al material citoplasmatico formando
pequefias invaginaciones que se internalizaran en el lumen del lisosoma, donde sera
degradado [308].

En la autofagia mediada por chaperonas (CMA: Chaperone Mediated Autofagy) las proteinas
citosélicas a digerir entran en el lisosoma a través de un transportador de membrana,
LAMP2, tras ser reconocidas y desplegadas por un complejo de chaperonas citosdlicas que
reconocen el motivo KFERQ. Este tipo de autofagia es altamente selectiva [309].

63



En la macroautofagia el material citoplasmatico a degradar se envuelve con una doble
membrana formandose un compartimento denominado autofagosoma. Posteriormente se
fusionara con un lisosoma donde el material sera degradado, junto con la membrana interna
del autofagosoma. El autofagosoma también podria fusionarse con un endosoma, cargado de
material extracelular, formandose un anfisoma que igualmente terminara fusiondndose con
el lisosoma. La formacion del autofagosoma se induce por la conjugacion de la fosfoinositol
3-quinasa (PI3K) y el gen beclina-1. La macroautofagia en respuesta a un dafo puede
inducirse por varias vias. Sin embargo, el paso comun es la conjugaciéon covalente de Atg8
(LC3-1) a una fosfatidiletanolamina que lo anclard a la membrana en formacién. La
macroautofagia (o simplemente autofagia) estd implicada en la degradacién de sustratos
tanto de forma selectiva como no selectiva [304, 310, 311].
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Figura 13. Tipos de autofagia. Diferentes tipos de autofagia y otros procesos de degradacion [312].
Este ultimo tipo de autofagia ha sido objeto de estudio en este trabajo.
3.2.MACROAUTOFAGIA

La macroautofagia es un complejo proceso altamente regulado en el que intervienen una gran
variedad de participantes (mas de 30 proteinas), entre ellos, la familia de las autofaginas (Atg
1-16). Estas proteinas forman diferentes complejos que controlaran las etapas de la
macroautofagia: Induccién, nucleacién, elongacién de membrana, reconocimiento de carga y
fusion con el lisosoma (Fig. 14).
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3.2.1. PROCESO

La macroautofagia comienza con la liberacién de beclina-1 (Atg6) del complejo que forma con
Beclina-2. Posteriormente Beclina-1 se unird a un grupo de proteinas (complejo PI3klll) para
formar una estructura pre-autofagosémica (PAS) que se dirigira hacia el lugar de formacion de
la membrana (nucleacion) [314-316].
El origen de la membrana que secuestra los sustratos a degradar es uno de los puntos
controvertidos del proceso de autofagia que aun debe ser estudiado en profundidad [317].
Una posibilidad seria su formacion de novo. Otra posibilidad es que fuera una modificacion de
una estructura preexistente procedente de la membrana plasmatica [318], del ER o del Golgi
[319]. O incluso que fuera una region de la membrana mitocondrial en condiciones de ayuno
[320] o una seccién del RER libre de ribosomas [321]. Esta variabilidad podria indicar un origen
dependiente del estado de la célula, de las condiciones que inicien la autofagia e incluso del
tipo celular.
La formacién de la membrana autofagica y su elongacién requieren dos eventos en paralelo:
a) La conjugacion de Atg5 y Atgl2, (similar a la conjugacién entre ubiquitinas) que
involucra ligasas para la activacion y conjugacién enzimatica de sustratos [322, 323]. El
complejo Atg5-Atgl2 es critico para el otro evento necesario.

b) La lipidacién de la proteina citosdlica Atg8 (LC3-I, Microtubule-assoiated protein 1A/1B-
light chain 3)con una PE para formar Atg8-PE (LC3-Il) [322, 324, 325]. Esta conjugacién
covalente con un lipido permite a Atg8 unirse a la membrana del futuro autofagosoma
regulando su crecimiento y tamano [326]. La lipidacién de Atg8 es un proceso
dependiente de la curvatura de la membrana [327]. Atg8 permanecerd unido al
autofagosoma hasta su degradacién, por lo que se utiliza como el marcador por
excelencia de activacién de la autofagia [328].

Se formara, entonces, una cisterna membranosa llamada fagéforo, al que se unira el material a
degradar (marcado con ubiquitina) reclutado y dirigido por la proteina p62 a través de su union

a Atg8-PE. Este fagdforo crecerd en longitud hasta cerrarse por sus extremos generando el
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autofagosoma. El proceso de sellado dependera de otras proteinas Atg, de proteinas SNARE y
Rab. p62 serd atrapado dentro del autofagosoma donde se degradard. Es por ello que la
monitorizacién de los niveles de esta proteina permite estudiar el desarrollo de los pasos
finales del proceso de degradacion [329].

Inicialmente se pensé en la autofagia como un mecanismo de degradacién poco o nada
especifico. Sin embargo, los constantes avances en este campo indican un alto grado de
selectividad. Se considera la existencia de una autofagia no selectiva activada en situacién de
hambruna que ayudaria a la célula a sobrevivir temporalmente proporcionando energia por la
degradacién de parte del citosol. Por el contrario, la autofagia selectiva (o especifica de
sustrato) seria el mayor sistema de control de calidad de la célula. La autofagia especifica de
sustrato es un importante mecanismo de eliminacién de agregados proteicos y organelas
dafiadas, productos de muchas enfermedades. Estda mediada por el marcaje con ubiquitina del
sustrato a degradar. El material marcado sera reconocido por adaptadores proteicos que
contienen un dominio de reconocimiento y unidn a Atg8que lo dirigirdn hacia el
autofagosoma. p62 (también Illamado Sequestosomel, SQSTM1), NBR1, NDP52, Nix,
optineurin y Stbd1 son los seis receptores encontrados en mamiferos hasta el momento de los
cuales Unicamente se ha encontrado homodlogo en Drosophila para p62 [305]. p62 se une a la
proteina Atg8 que se encuentra en el autofagosoma en formaciéon conectando el sustrato
especifico a degradar con la via de la autofagia [330]. La acumulacién de proteinas
ubiquitinadas por deficiencias del proteasoma provoca la agregacién de proteinas aberrantes
junto a proteinas de unién a ubiquitinas como p62. Esta acumulacion de p62 promueve un
incremento de la sintesis de dicha proteinas a través de la modulacidn de factores de
transcripcion como NRF2. p62 se degrada mediante la autofagia selectiva. El bloqueo del flujo
de la autofagia conlleva una acumulacidn de p62. La inhibicién de la autofagia también causa la
acumulacién de proteinas ubiquitinadas. Por tanto, se considera a p62 como un nexo entre la
protedlisis mediada por proteasoma y la autofagia [331]. Los niveles de p62 retroalimentan
inversamente la autofagia. Bajas cantidades de p62 incrementan la autofagia, lo que reduciria
aun mas la expresidn de p62 manteniendo una activacion constante (autofagia basal) [332].
Altas concentraciones de p62 reducen la autofagia, lo que provoca un incremento de su
expresion [333]. A su vez, tanto la disminucién como la acumulacion de p62 dificultan la
degradacion de sustratos por el proteasoma. Niveles elevados de p62 bloquean el proteasoma
redirigiendo la carga hacia los lisosomas. De la misma manera, grandes acimulos de proteinas
defectuosas también podrian impedir la correcta actividad del proteasoma. Por lo tanto, p62
promueve la autofagia selectiva de proteinas, agregados proteicos, organelas y bacterias (Fig.
15) [334-336]. Las células con autofagia deficiente presentan inclusiones que son positivas
para ubiquitina y p62 [337, 338]. Este tipo de autofagia juega un importante papel en las
enfermedades neurodegenerativas, cadncer y otras patologias asociadas a la edad [336, 339-
344].
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El bloqueo del proteasoma provoca la acumulacidn de conjugados ubiquitinados que retienen
la proteina p62. El aumento de los niveles de p62 activa la sintesis de nuevo p62. P62 conduce
los agregados proteicos ubiquitinados a los autofagosomas incrementando la autofagia
selectiva. De la misma manera la inhibicion o el bloqueo de la autofagia provocan la
acumulacién de p62, sustrato de dicho proceso. La acumulaciéon de p62 puede favorecer su
unién a proteinas ubiquitinadas cuyo destino habria sido la degradacion en el proteasoma por
lo que defectos en la autofagia generan indirectamente situaciones homdlogas al bloqueo del
proteasoma (Modificado de [331]).

Una vez formado, el autofagosoma serd dirigido a través de los microtibulos hasta un
lisosoma con el que se fusionara. Este proceso estd controlado por elementos del
citoesqueleto, por proteinas de membrana del lisosoma y del autofagosoma y por la
composicion lipidica de sus membranas [345].

El encuentro entre las enzimas hidroliticas con el material del autofagosoma derivara en la
degradacién de este Ultimo y su posterior reciclaje. Esta ultima parte del proceso aun no esta
caracterizada en profundidad.

3.2.2. REGULACION

La macroautofagia estd regulada por la serina/treonina quinasa mTOR (target of rapamycin)
que a su vez regula la actividad de proteinas fosfatasas que actlan sobre activadores
transcripcionales que modulan la autofagia. La falta de alimentos o el tratamiento con
rapamicina (antibidtico macrdlido antifungico e inmunosupresor) inhiben la via de TOR que
activa unas quinasas que favorecen la afinidad deAtgl3 por Atgl poniendo en marcha el
proceso autofagico [346]. Por el contrario, la activacién de TOR ante el exceso de nutrientes
(aminodcidos, insulina) mantiene hiperfosforilada a Atgl3 debilitando su unién a Atgl,
inhibiendo con ello la autofagia. La quinasa c-Jun N-terminal (JNK) es otro regulador de
autofagia que regula la fosforilacién de Beclina-2 liberando Beclina-1 ante la falta de nutrientes
o el estrés oxidativo [347-349]. La proteina quinasa A (PKA) también puede inhibir la autofagia
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a través de la fosforilacion de Atgl y Atgl3 [350]. Algunas hormonas especificas también
consiguen modular la actividad autofdgica celular [351]. El tamafio y la cantidad de
autofagosomas formados estan controlados, al menos en parte, por los genes Atg8 y Atg9
respectivamente. Atg8 podria estar sensando el tamafio del material a degradar y controlando
la curvatura de la membrana a través de sus interacciones con p62 y PE. Atg9 (Unica Atg
transmembrana) se localiza en el extremo del fagéforo controlando el transporte de
membrana y su cierre [352].

3.3.LOS LISOSOMAS

Los lisosomas constituyen un elemento clave y fundamental del proceso autofagico dado que
se encuentran en el Ultimo paso de mecanismo y son el vehiculo de las enzimas responsables
de la degradacion. Es por esto que merecen un apartado dentro de este capitulo.

Los lisosomas son vesiculas rodeadas por una membrana simple, y situadas en el citoplasma,
que contienen enzimas que degradan los materiales que entran en el lisosoma. Su
descubrimiento, junto al de otros organulos celulares, le otorgé al bidlogo belga Christian de
Duve el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1974 [353]. Los lisosomas son estructuras
comunes a todas las células animales (salvo glébulos rojos), si bien su contenido, sus enzimas y
su tamano (entre 0,1-1,2 um) varian entre tipos celulares y entre lisosomas de una misma
célula. Se han identificado mas de 40 enzimas lisosomales con actividad hidrolitica a pH &cido.
La membrana lisosomal mantiene a estas destructivas enzimas separadas del resto de la célula
ademas de generar y controlar las condiciones éptimas para su maxima efectividad. Una
proteina transmembrana, la bomba de protones vacuolar [V-ATPasa], transporta protones del
citosol al interior del lisosoma hasta establecer un pH de 4,8 [354]. A este pH, las enzimas
lisosomales pueden degradar proteinas, lipidos, y otras moléculas provenientes de la autofagia
o directamente del citosol transportadas al interior del lisosoma por proteinas
transmembranas, y digerir bacterias y otras macromoléculas que entran en la célula
por fagocitosis u otros procesos de endocitosis. Las proteinas de la membrana del lisosoma
estan altamente glicosiladas haciéndolas resistentes a la degradacion. Los residuos resultantes
de la hidrdlisis lisosomal se liberan al citosol, por difusidn directa a través de la membrana o
por medio de proteinas transportadoras, permitiendo el reciclaje de material organico y la
continua renovacion de los organulos celulares [355, 356]. EI material que ya no puede
continuar degradandose ni tampoco volver al citosol forma los denominados cuerpos
residuales; si no son exocitados, se van acumulando en los lisosomas convirtiéndose en
marcadores de envejecimiento celular. Un ejemplo de estos cuerpos residuales son los
acumulos de lipofuscina: agregados fluorescentes de proteinas, lipidos y metales oxidados
[357].

Recientemente se han definido tres tipos (o tres estados) de lisosomas: Los lisosomas
convencionales que mantienen la clasica funcién digestiva intracelular; un tipo de lisosoma
que se fusiona con la membrana plasmatica y secreta su contenido al medio extracelular; y un
tercer tipo de lisosomas que ejerceria ambas funciones, fusionandose con la membrana
plasmatica y reparando sus areas dafiadas. El estudio de los lisosomas ha ampliado su
definicion pasando de ser Unicamente vesiculas digestivas a parte importante de la
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homeostasis celular dada su implicacién en multiples procesos como la secrecién, la
reparacion de membranas, la seializacion celular o el metabolismo energético [210, 358-361]

3.3.1. FORMACION

Los lisosomas pueden originarse a través de la biogénesis de novo o de la reformacion
autofagica de lisosomas. La biogénesis de novo requiere de la conjuncion de componentes de
la via endosomal, de la autofagica y de hidrolasas sintetizadas en el reticulo endoplasmico. La
reformacidn autofagica recicla lisosomas ya existentes a través de la via de mTOR activada por
induccion de la autofagia en situaciones de ayuno [362]. El factor de transcripcién TFEB
(Transcription factor EB) activado en situaciones de ayuno, es un elemento regulador
fundamental comun a la autofagia y a la formacién de lisosomas [363-365].

La formacidn de novo del lisosoma comienza con la salida, desde el aparato de Golgi, de una
vesicula cargada de enzimas hidroliticas a la espera de fusionarse con otras vesiculas y
degradar su carga. Esta vesicula se denomina lisosoma primario. La fusion de los lisosomas
primarios con otras vesiculas genera el lisosoma secundario en donde confluyen los sustratos a
degradar y las enzimas capaces de ello [366].

Segun el origen de la vesicula con la que se fusionan los lisosomas se denominaran:

e Fagolisosomas: fruto de la fusién de un lisosoma primario con una vesicula procedente
de la fagocitosis (fagosoma) cargada de material extracelular de gran tamaiio.

e Endosomas tardios: resultado de la maduracidon de endosomas tempranos (descenso
del pH a 5,5) y su posterior unién al lisosoma. Contienen macromoléculas que entran
en la célula a través de un receptor (endocitosis mediada por receptor) o de forma
inespecifica.

e Autofagolisosomas: producto de la fusidon de un lisosoma primario con una vesicula
autofagica (autofagosoma) cargada con material citoplasmatico que requiere ser
reciclado.

Por lo tanto, la maduracién del lisosoma es el punto de interseccion entre la via de secrecion,

donde se procesan las proteinas lisosomales, y la via endocitica y autofagica, por la cual se
internaliza, se sefializa y se recicla material extra e intracelular (Fig.16).
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Figura 16. Esquema de la convergencia de los procesos de endocitosis y
exocitosis en la formacién de lisosomas secundarios. (Modificado de [367]).

3.3.2. FUNCION

Los lisosomas estan implicados en gran variedad de procesos celulares, muchos de los cuales
estan relacionados con la digestion de materiales. Son elementos clave en el reciclado de
componentes celulares por autofagia ya que son los responsables del correcto desenlace del
proceso autofagico. Asimismo, son centros de obtencién de materiales esenciales bien por
digestion intracelular de material ingerido por endocitosis (como la extraccion de colesterol de
las LDL) o bien por fagocitosis [368]. Resultan una herramienta esencial en la reparacion de
membrana dafiada y en la eliminacién de mielina y detritus intra- y extracelulares generados
en situacion de dafio. Son responsables de la liberacién de la hormona tiroidea por
degradacién de la tiroglobulina de los endosomas. Por ultimo, participan en muchos otros
procesos en los que es necesaria la accion de sus enzimas hidroliticas, como la remodelacién
del tejido éseo o la fecundacion del espermatozoide [306, 369-372].
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LAS ENZIMAS

Las enzimas lisosomales son secretadas al reticulo endoplasmico rugoso donde se glicosilan,
haciéndose resistentes al ambiente que encontraran dentro del lisosoma. Una vez glicosiladas
alcanzan el aparato de Golgi en donde seran marcadas con un residuo de manosa-6-fosfato
(Man-6-P) que definira su destino lisosomal. En el trans Golgi estos residuos son reconocidos,
capturados por los receptores de membrana M-6-P y transportados al lisosoma mediante
vesiculas cubiertas con clatrina®® [373]. Tras la fusién de estas vesiculas con la membrana
lisosomal, el pH acido del interior del lisosoma rompe la uniéon de las enzimas con sus
receptores. La enzima libre estara preparada para realizar su actividad hidrolitica mientras que
el receptor volverd al Golgi donde se reutilizard. De esta manera los lisosomas se llenan de
lipasas que hidrolizan lipidos a acidos grasos, glucosidasas que digieren carbohidratos,
proteasas que degradan proteinas dando aminoacidos libres o nucleasas que acttan sobre los
acidos nucléicos [374].

Uno de los tipos de enzimas lisosomales mas importantes son las fosfolipasas, gracias a las
cuales los lisosomas juegan un papel crucial en el metabolismo lipidico. La fosfolipasa A
(actividad a pH acido, independiente de Ca*) actla sobre gran variedad de sustratos
fosfolipidicos. Para realizar su funcidon necesita generar interacciones electrostaticas con los
lipidos cargados negativamente presentes en la membrana lisosomal o endosomal [375, 376].
La fosfolipasa C se une a la membrana por sus dominios de unién a lipidos PH y C2 desde
donde hidroliza fosfatidilinositolbifosfato (PIP,) generando IP; y DAG. La fosfolipasa D actua
especificamente sobre la fosfatidilcolina. En respuesta a ciertos estimulos se traslada a la
membrana plasmatica. La fosfolipasa D1 regula el flujo de la autofagia a través de cambios en
los fosfolipidos [187, 377]. Las fosfolipasas también estdn involucradas en la degradacion de
proteinas lipidadas; en concreto, algunas fosfolipasas C y D hidrolizan especificamente la unién
gue ancla a las proteinas GPI con la membrana. Las proteinas ancladas a GPI se encuentran en
dominios de membrana ricos en colesterol y esfingomielinas (Ver seccién 2.4.1)a través de los
cuales pueden endocitarse, ser recicladas y regresar a la membrana mediante la via endosomal
de reciclaje perinuclear® (ERC), o transportadas a endosomas tardios [378]. Las fosfolipasas
qgue liberan de su anclaje a estas proteinas también se han encontrado en los dominios de
membrana [379]. Esto sugiere que el reciclado de las proteinas GPI tiene lugar, al menos en

22 | a clatrina es una proteina con una estructura en forma de trisquelion que genera una vesicula en la membrana.
La clatrina favorece la curvatura hacia dentro de la membrana capturando los receptores unidos a la proteina a
endocitar. La clatrina se une a la membrana a través de las adaptinas. Estas se unen, por una parte, a los
trisqueliones y, por otra, a las colas de los receptores generando selectividad en el proceso. Existen diferentes tipos
de adaptinas, segun el tipo de receptor. Las moléculas de clatrina y adaptina se unen espontaneamente pero para
separarse necesitan ATP y Ca2". Las vesiculas pierden la cubierta de clatrina y se unen a un endosoma temprano. El
pH acido causa la liberacion de la particula del receptor.

2E| endosoma de reciclaje perinuclear (ERC), es un organulo que participa en el reciclaje de material endocitado de
vuelta a la superficie celular. Esta involucrado en el reciclaje de lipidos y proteinas en células no polarizadas. Es un
compartimento de morfologia tubulo-vesicular ligeramente acido (pH 6.4-6.5) que suele encontrarse en torno al
nucleo (Horgan et al., 2007) conectando las rutas endociticas y exociticas y permitiendo el reciclaje de la membrana
plasmatica.
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gran parte, en los lisosomas [380]. Otras dos enzimas lisosomales, la tioesterasa palmitoilada
(PPT1) y la prenilcisteinaliasa (PCL) estan especializadas en la hidrdlisis de proteinas de
membrana palmitoiladas y preniladas (también unidas a dominios de membrana) [381]. Esta
especificidad frente a proteinas altamente relacionadas con los dominios de membrana sefiala
a los lisosomas como posibles puntos de destino de estas estructuras membranales y de las
proteinas que contienen.

De entre las proteasas presentes en el lisosoma, cabe destacar las catepsinas. Pueden cortar
las proteinas por un residuo de cisteina, serina o aspartil y estan implicadas en varias vias de
muerte celular y dafo de la membrana lisosomal [374, 382, 383]. Un incremento de ROS
puede provocar la permeabilizacién de la membrana, la salida de catepsina D al citosol e
inducir apoptosis [384].

Otras proteinas como las GTPasas (Rab 8 o Rab 9), implicadas en el trafico de membranas,
también forman parte de las proteinas lisosomales [374, 385].

OTRAS PROTEINAS

Ademas de las enzimas hidroliticas, y las bombas que mantienen el pH, los lisosomas
contienen otras proteinas, la mayoria glicosiladas, unidas a la membrana y muchas de ellas
relacionadas con el transporte de lipidos [386]. Estas proteinas alcanzan la membrana del
lisosoma por endocitosis de la superficie celular o a través de vesiculas de clatrina procedentes
de trans Golgi [387]. NPC1 (Niemann-Pick disease type C1) es una glicoproteina integral de
membrana ligada a la homeostasis de los gangliésidos. NPC2 juega un papel esencial en el flujo
de colesterol [388]. Ambas estan involucradas en la enfermedad de Niemann-Pick tipo C. La
proteina endosomal MLN64 (Metastatic Lymph Node 64, también llamada StarD3) y ORP1L
(Oxysterol binding protein-Related Protein-1) son dos proteinas de la cara citosdlica de los
endosomas tardios también involucradas en el transporte de esteroles [389]. La Pdro (Proteina
asociada a DRMs y endosomas) ha sido descubierta recientemente en la superficie de
endosomas tardios y lisosomas e influye en la captacién de LDL exdgena y en el contenido de
colesterol libre celular [390]. LAMP-1 y LAMP-2 (lysosomal-associated membrane protein 1 -2)
son las mayores glicoproteinas integrales de membrana de los endosomas tardios y lisosomas.
Su ausencia también provoca la acumulacion de colesterol libre [391].

3.3.3. LA MEMBRANA LISOSOMAL

La cara interna de la membrana de los lisosomas esta intensamente glicosilada protegiéndola
de los enzimas que encierra. Contiene enzimas hidroliticas, proteinas que controlan el pH
interno y proteinas que transportan los productos iniciales o finales de la digestiéon dentro o
fuera del lisosoma. La membrana limitante del lisosoma (y también del endosoma tardio), a
pesar de contener poco colesterol, presenta microdominios resistentes a detergente (ver
seccion 2.4.3). La falta de colesterol modifica las propiedades del lisosoma y disminuye la
resistencia de su membrana [392]. A lo largo de la via de endocitosis, se incrementa la
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concentracién del lipido bis-monoacilglicerofosfato (BMP/LBPA)** y de ceramida, que a su vez
desplaza al colesterol [393] hasta llegar a la mdxima concentracién de ceramida cuando se
alcanza el pH éptimo de la esfingomielinasa acida (pH 5.5). La concentracion de colesterol ser3,
por tanto, inversamente proporcional a la cantidad de ceramida [394]. Este control especifico
de la composicidn lipidica permite una regulacidn precisa de la degradacion lisosomal.

Los lisosomas pueden tener varias membranas intra-lisosomales ricas en colesterol y
BMP/LBPA. Los cuerpos multivesiculares (MVBs) son un tipo de endosoma tardio que contiene
multiples vesiculas en su lumen. La acumulacién de membranas internas comienza en el
endosoma temprano. La membrana limitante se invagina hacia el lumen del endosoma vy
seguidamente se separa [395]. Es necesaria la presencia de PI3P y otros complejos proteicos
que se unen a los dominios de membrana resistentes a detergente para liberar las vesiculas, ya
que catalizan la escisién de los cuellos de las invaginaciones. Por lo tanto las balsas lipidicas
juegan un papel importante en el proceso de invaginacidon. La existencia de diferentes
membranas internas indica diferentes funciones dentro del endosoma/lisosoma [377].

Cuando los MVBs se fusionan con la membrana plasmadtica se liberan al medio extracelular
pequefias vesiculas (40-100nm de didmetro) denominadas exosomas. Sus membranas también
poseen dominios de colesterol, esfingolipidos, ceramida y glicerofosfolipidos con cadenas
largas saturadas. La ceramida podria promover la génesis de exosomas a través de la
formacion de microdominios ya que, debido a su geometria cdnica, induce espontdaneamente
una curvatura negativa en la bicapa [396, 397].

IMPORTANCIA DE LOS LIPIDOS EN LAS FUNCIONES LISOSOMALES

Las modificaciones en la composicidn lipidica de la membrana de los lisosomas afectan a gran
numero de procesos.

Las membranas de los lisosomas pueden fundirse con las membranas de diferentes
compartimentos celulares como los endosomas tardios, autofagosomas, fagosomas o con la
propia membrana plasmatica. El mecanismo de fusidn depende de ciertas proteinas (SNAPs,
SNAREs (presentes en balsas lipidicas), Rab7, sinaptotagmina VII o calmodulina y lipidos
reguladores (ergosterol, diacilglicerol, acido fosfatidico, fosfatidiletanolamina y fosfoinositidos
(P(3)P y PI(4,5)P2) [398]. Los lisosomas se fusionan con la membrana plasmatica
proporcionando membrana extra para su reparacion. Para ello es necesaria la eliminacién de la
membrana lesionada por endocitosis dependiente de dinamina (GTPasa), la cual promueve la
ruptura del citoesqueleto de actina. Durante la fusién con la membrana se libera

24Bis-monoaciIglicerofosfato (BMP/LBPA)es un isémero estructural de fosfatidilglicerol, un fosfolipido con dos
grupos glicerol, cada uno con una cadena acilo. Se sintetiza a partir de fosfatidilglicerol por accién de la fosfolipasa
A2. Posee una configuracién especial que le hace bastante resistente ala degradacion. Sus precursores llegan a los
lisosomas por transporte vesicular, por aproximacién de membranas o por proteinas transportadoras de lipidos.
(Hullin-Matsuda F, 2009). Recientemente se ha localizado en la membrana interna de los endosomas tardios donde
forma dominios lipidicos especializados. Parece estar implicado en el control de la distribucidn celular de proteinas
y lipidos, fundamentalmente el colesterol. También jugaria un papel importante en la via de degradacién lisosomal.
Una peculiaridad es que esta naturalmente enriquecido en acido docosahexaenoico o lo incorpora
preferencialmente adquiriendo propiedades biofisicas y funcionales.
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esfingomielinasa 4acida lisosomal al exterior de la célula. Esto indica que la formacion de
ceramida es necesaria para la internalizacién de la membrana dafiada [377, 399, 400].

En la macroautofagia, el contenido lipidico tanto en el autofagosoma como en el lisosoma
también modula la fusién vesicular. Cambios en el contenido de colesterol, la acumulacién de
lipidos en el lisosoma, o los cambios en el metabolismo lipidico y el contenido lipidico
intracelular modifican la fusién entre autofagosoma y lisosoma teniendo un profundo efecto
sobre la macroautofagia [401].

Es posible que el colesterol participe directamente en la fusién o que indirectamente cambie
las propiedades fisicas de la membrana. El colesterol es importante en los lisosomas y
endosomas ya que controla su movilidad y posicién dentro de la célula. Los endosomas tardios
cargados de colesterol se vuelven inmdviles afectando, por tanto, a sus posibilidades de fusion
con un lisosoma. Ademas, la eliminacion de colesterol estimula la macroautofagia [377].

La destruccidon de los microdominios de membrana lisosomales activa la CMA [392]. La CMA
permite al lisosoma degradar proteinas especificas unidas a chaperonas. LAMP2 las introduce
en el lisosoma. Cuando la CMA es baja, LAMP2 se dirige a los dominios de membrana donde se
produce su protedlisis por catepsina A. De esta manera un aumento de colesterol podria
inhibir la activacion de CMA al favorecer la formacion de microdominios y por tanto la
degradacién de LAMP2. Los cambios en la composicion lipidica de las membranas lisosomales
con el envejecimiento también podrian ser la causa de defectos en CMA por disfuncién de
LAMP2 [377].

3.4.PAPEL DE LA AUTOFAGIA EN LA HOMEOSTASIS CELULAR Y ANTE EL ESTRES

PAPEL DE LA AUTOFAGIA EN LA HOMEOSTASIS CELULAR

En ausencia de estrés, la célula mantiene una autofagia basal permanente que le permite
eliminar estructuras defectuosas o dafiadas. La correcta sintesis y el adecuado procesamiento
de proteinas siguen procedimientos complejos que requieren de la actuacién perfectamente
disefiada y organizada de multiples factores. De hecho, una de cada tres proteinas sintetizadas
tiene algun defecto y debe ser eliminada. Esta demanda de autofagia basal depende del tipo de
tejido, siendo especialmente necesaria en las células que no se dividen como las neuronas. Junto
a la autofagia, el proteasoma también controla el material celular, si bien este ultimo degrada
fundamentalmente moléculas de vida corta y tamafio medio, mientras que la autofagia se
encarga de las de vida larga y gran tamafio pudiendo llegar a degradar organulos enteros como
mitocondrias (mitofagia), peroxisomas (macropexofagia) o RE (Fig.13) [402]. La inhibicidn de
esta autofagia basal produciria la muerte celular [350, 403].

PAPEL DE LA AUTOFAGIA ANTE EL ESTRES

La autofagia se estimula en una gran variedad de situaciones de estrés como la falta de
alimento, la falta de factores de crecimiento, infecciones, estrés de reticulo, estrés oxidativo o
hipoxia [322, 404, 405]. En una situacidn de estrés, la autofagia luchara por la supervivencia
celular. Al degradar el contenido intracelular, disminuye el nimero de elementos que
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consumen energia a la vez que produce moléculas esenciales para la célula, proporcionandole
las herramientas necesarias para responder ante el estrés. Sin embargo, si la autofagia se
prolonga demasiado podria dafar la célula de forma irreversible.

Muchas enfermedades neurodegenerativas presentan alteraciones en los procesos de autofagia
[406]. La degradacién de proteinas mutadas, caracteristicas de muchas enfermedades
neurodegenerativas, depende de la autofagia. En concreto, las proteinas poliglutaminadas
causantes de enfermedades como el Huntington o algunas Ataxias Espinocerebelosas y las formas
de o-sinucleina que causan el Parkinson son degradadas por macroautofagia. La autofagia
mediada por chaperonas también participa en su eliminacién, pero las formas mutadas y sus
agregados, de tamafo considerable, bloquean facilmente el receptor lisosomal inhibiéndola. La
autofagia, dirigida por la proteina p62, eliminaria los agregados de proteinas y cuerpos de
inclusion de una manera directa. La enfermedad de Alzheimer también presenta alteraciones de
la autofagia por acumulacién de autofagosomas que no maduran a autolisosomas debido a
defectos en la fusién con los lisosomas que implicaria alteraciones del flujo autofagico [407, 408].
Ante el estrés causado por una infeccidn, la autofagia no solo es el mecanismo para degradar
microorganismos, sino que supone una fuente de material antigénico para el sistema inmune. Por
lo tanto, autofagia también podria jugar un papel importante en las enfermedades autoinmunes
[409].

Durante el envejecimiento celular se produce la acumulacién de material dafiado o inservible
especialmente dafiino en células diferenciadas como las neuronas. La actividad autofagica
disminuye con la edad y con ella la eficacia en la eliminacién de material deteriorado, por lo que
es un mecanismo clave en el proceso de envejecimiento [410].

La autofagia también es un eficaz sistema de proteccién contra el estrés oxidativo, mas eficaz
incluso, que los antioxidantes. Los antioxidantes que actlan sobre los radicales libres no pueden
revertir los dafios que estos han provocado en las proteinas y los orgdnulos, y por lo tanto
tampoco controlar los efectos que este material en mal estado pueden provocar. Ademas, las
especies antioxidantes son bastante especificas, por lo que sélo seran eficaces cuando coincidan
con su sustrato. Incluso, la eliminaciéon de ciertas especies reactivas con importantes funciones
sefializadoras podria ser contraproducente. Por el contrario, la autofagia es capaz de retirar no
sélo parte de las moléculas oxidantes sino también el material dafiado y los sustratos propensos a
ser oxidados, convirtiéndose en una eficaz respuesta celular ante la oxidacién. Por lo tanto, la
autofagia y sus posibles moduladores podrian emerger como dianas terapéuticas muy
prometedoras contra los efectos oxidativos de muchas patologias [405].

La macroautofagia también juega un papel importante en el metabolismo lipidico y sus
alteraciones. El aumento de las reservas de triglicéridos, en ciertas condiciones, se debe a una
disminucién de la lipolisis de las reservas de lipidos y no a un incremento de su sintesis o una
reduccion de su secrecidn a través de las lipoproteinas (VDL). Este hecho se corresponde con
una disminucion de la cantidad de lipidos que llegan a los lisosomas. En condiciones de
activacion de la autofagia (rapamicina), los lipidos colocalizan con marcadores
autofagosémicos (LC3) y lisosdémicos (LAMP), es decir, sufren autofagia. Dietas extremas (por
ejemplo alta en grasas) no solo muestran defectos en la degradacién de las reservas lipidicas
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por autofagia sino que también alteran la degradacion de otros sustratos. Esto indica que el
defecto recae sobre el proceso de la autofagia y no sobre las reservas de lipidos. En estas
situaciones las etapas iniciales de la autofagia no estan alteradas. El defecto se encuentra en el
paso de fusion del autofagosoma con el lisosoma. Es decir, la composicion lipidica de la
membrana es un factor decisivo en la fusidon autofagosoma-lisosoma. En concreto el colesterol
tiene una importante funcién en la estructura y propiedades de la membrana influyendo, en
este caso, en procesos como la fusién. La macrolipofagia (autofagia de lipidos) también ejerce
el mismo control sobre las reservas lipidicas en las neuronas. La regulacién de la autofagia a
través de la dieta también podria ser una interesante diana terapéutica [377, 411].
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4. EL ESTRES OXIDATIVO. SUS EFECTOS SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO

El estrés oxidativo en los sistemas bioldgicos es un desequilibrio entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno y los mecanismos encargados de eliminarlos o reparar los dafios
que generan. Los ROS (especies reactivas de oxigeno)® y las especies reactivas de nitrégeno
(RNS) (radicales libres y perdxidos) son productos del metabolismo aerdbico altamente
destructivos. Estas especiesson pequefias moléculas muy reactivas debido a la presencia
de electrones desapareados en su capade valencia que les confieren un alto poder
oxidante.De manera basal, se encuentran en concentraciones cuyos danos pueden ser
reparados constantemente. Mantener un entorno reductor supone para las células un
constante aporte energético. Un desbalance en el estado redox resulta téxico para la célula al
producirse dafios tanto en las proteinas como en los lipidos y los acidos nucleicos que podrian
llegar a provocar la muerte celular por apoptosis, si el dafio es moderado, o por necrosis, si es
elevado. La mayoria de los efectos que el estrés oxidativo ejerce sobre los lipidos, proteinas y
acidos nucleicos resultan en cambios estructurales que conllevan a su disfuncion o pérdida de
actividad [412]. La fuente de oxigeno reactivo mds importante en condiciones normales es la
mitocondria a través de la respiracion oxidativa. La respiracién celular es un conjunto de
reacciones que degradan compuestos organicos (hidratos de carbono (glucosa), dcidos grasos,
aminodcidos o cuerpos cetdnicos) por oxidacion utilizdndolos como combustible para la
obtencién de energia (ATP, nucledtido trifosfato). La respiracién permite liberar hasta 2,870k/
a partir de la oxidacion completa de 1 mol de glucosa, mientras que el metabolismo
anaerébico consigue tan sélo 197klJ. Sin embargo, la alta eficiencia del metabolismo aerébico
implica la utilizacion del oxigeno como aceptor final de electrones gracias a su alto potencial
redox.

CeH1206 +6 O, + 6 CO,12 H,0 + 6 CO, = 38 ATP

A pesar de su toxicidad a altas concentraciones, los ROS y RNS a niveles fisioldgicos tienen
funciones sefializadoras (sefializacion redox) que contribuyen a la homeostasis celular por lo
gue es necesaria una intensa regulacion. Pueden actuar como segundos mensajeros de
manera autocrina, paracrina o intracelular implicdndose en muchos procesos sefalizadores
[210]. Algunos ROS y RNS, incluyendo déxido nitrico, pero fundamentalmente el peréxido de
hidrégeno (el menos reactivo), cruzan las membranas y activan procesos fisioldgicos vitales
como la inflamacién a través de la activacion de NFkB y AP1 [413, 414], la vascularizacion,
biogénesis mitocondrial [415-417], o la plasticidad sinaptica [418-421]. Es por esto que
actualmente se les considera “espadas de doble filo” esenciales para el buen funcionamiento
celular [422].

25

Especies reactivas e oxigeno (ROS). Radicales:anidn superodxido (02"), radical hidroxilo (OH’) y radical peroxilo (RO,),
alcoxilo (RO’), hidroperoxilo (HO,).No radicales: oxigeno singlete (Ag0,),perdxido de hidrégeno (H,0,)
RNS: 6xido nitrico (NO), dioxido de nitrogeno (NO,), tridxido de dinitrégeno (N,0s) y peroxinitrito (ONOQ').
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Para protegerse de los efectos de la oxidacidn, las células despliegan una variedad de
mecanismos defensivos que incluyen el recambio lipidico, la degradacién de proteinas y la
reparacion de DNA ademas de la produccion de una amplia bateria de moléculas
antioxidantes. Los antioxidantes celulares controlan los niveles de estas especies toxicas y
mantienen el equilibrio redox. Los mds importantes son las enzimas superéxido dismutasa
(SOD), catalasa, glutation peroxidasa y tioredoxinas y los antioxidantes no encimaticos:
glutation (GSH), tocoferol (vitamina E), acido ascérbico (vitamina C), bilirrubina y la coenzima
Q10. Existen otras proteinas con actividad redox aunque no como funcién principal.SOD
intercepta el O, evitando su posible reaccidn con NO e impidiendo la generaciéon del ONOOQ,
uno de los oxidantes mas potentes. Las catalasas catalizan la conversion del perdxido de
hidrégeno en agua y oxigeno, usando hierro o manganeso como cofactor. La glutation
peroxidasa cataliza la ruptura del perdxido de hidrégeno y de hidroperdxidos organicos. La
proporcién del estado oxidado frente al reducido del glutation es un indicador del estado
redox celular [423, 424] (Fig. 17)

GSH Reductase

GSH GSSG

j
P
Ea &»

—»—»

/o\

GST

g
E
>|

Lipidos detoxificados

Lipidos

peroxidados

GSH
GSSG

()

GSH Reductase

A

HADFH NADP+

(

6 Fosfogluconato G6P

Figura 17. Defensa antioxidante contra la oxidacidn por superéxido. La glutation-S-transferasa (GST)
elimina los lipidos peroxidados mientras el glutation reducido (GSH) se oxida a (GSSG). La superdxido
dismutasa (SOD) cataliza el paso de superdxido a perdxido de hidrégeno que es eliminado por la
glutation peroxidasa (GSP) y la catalasa. (Modificado de [425])
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OXIDACION DE LIPIDOS

El cerebro es un dérgano altamente sensible al estrés oxidativo debido a su elevada tasa
metabdlica y a sus altos niveles de hierro y cobre (que aumentan con el envejecimiento) [426].
Las interacciones de estos metales con el perdxido de hidrégeno, producto de numerosos
procesos cerebrales, generan radicales hidroxilo extremadamente reactivos [427, 428]. El
cerebro es un importante generador tanto de peréxido de hidrégeno como de ROS asociados
al Ca®". Ademas, la activacion e inhibicién neuronal implica la produccién de glutamato que
aumenta los niveles de ROS [429, 430]. A pesar de la proteccion que la barrera
hematoencefalica ofrece al cerebro, algunos agentes oxidantes pueden atravesarla y generar
radicales en él [431]. Sin embargo, la respuesta del cerebro no es uniforme. Existen
poblaciones selectivas de neuronas especialmente vulnerables. Esta diferente vulnerabilidad
hace a ciertas regiones del cerebro ser las primeras en mostrar degeneracion tanto en el
envejecimiento como en las enfermedades neurodegenerativas [432]. La regidén hipocampal
CAly las células de los granos del cerebro son particularmente vulnerables al estrés oxidativo
[433-436] lo que explicaria, entre otras cosas, su alta fragilidad ante condiciones como la
isquemia, estadios tempranos de la enfermedad de Alzheimer o el envejecimiento [437-439].

Por otro lado, el metabolismo lipidico es particularmente importante en el cerebro, ya que es
el érgano que contiene la mayor concentracién de lipidos, con excepcion del tejido adiposo.
Los lipidos son moduladores importantes de la fisiologia del cerebro pero son también objetivo
de los ROS. Las membranas neuronales contienen gran cantidad de fosfolipidos formando
ésteres con acidos grasos poliinsaturados muy sensibles al ataque de ROS como el AA (20:4), el
acido eicosapentaenoico (EPA) (20:5) o el DHA (22:6), que favorecerian, en caso de oxidacion,
reacciones en cadena que generarian radicales de lipidos y un extenso dafo en la membrana.
Los radicales, especialmente hidroxilo, alcoxilo y peroxilo, pueden atraer un atomo de H del
grupo metileno de un dacido graso poliinsaturado generando radicales libres de carbono. La
reaccion inicial del radical hidroxilo con acidos grasos produce un radical lipidico que, tras
reaccionar con el oxigeno, genera un radical peroxilo que puede reaccionar con acidos grasos
para producir hidroperdxidos lipidicos (Fig.18). Comienza entonces una reaccién en cadena
gue provocard alteraciones significativas en la estructura de las membranas, modificando su
fluidez, su permeabilidad y el transporte y por tanto, los procesos metabdlicos relacionados
con dicha membrana. Los perdxidos de 4cidos grasos dan lugar a aldehidos entre los que el 4-
hidroxi-2-nonenal (4HNE) se considera uno de los mas tdxicos, causante de grandes dafios y
activador de la apoptosis [440]. 4HNE puede ser generado a partir del AA o del acido linoleico
pudiendo estar asociado a las membranas. Sin embargo, HNE también puede desintegrar la
membrana y viajar entre los componentes celulares [440, 441]. HNE puede interactuar y
desactivar el proteasoma favoreciendo la acumulacién de proteinas oxidadas. Por lo tanto, las
reacciones en cadena de la peroxidacion de lipidos podrian dafiar los sistemas de degradacion
y causar un aumento excesivo de proteinas alteradas [442].
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Figura 18. Reaccion en cadena de la peroxidacién lipidica. Los ROS arrancan un H generando un
radical que reacciona con el 02 generando un radical peroxilo que reacciona con otro acido graso
[443].

El estrés oxidativo estd estrechamente relacionado con una gran variedad de enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo los trastornos asociados a la edad [444-446]. Este estrés
puede ser debido al aumento de los niveles de ROS o a deficiencias en los sistemas de
reparacion. Los cambios provocados por la oxidacién en los lipidos, proteinas y ADN son
considerados marcadores de dafio oxidativo. Estos marcadores incrementan con el
envejecimiento y en muchos casos son causantes de la progresion de enfermedades [447-449].
En concreto, la peroxidacién lipidica es una fuente de dafio presente en muchas enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo AD y otros tipos de demencia, enfermedad de Parkinson,
accidente cerebrovascular, enfermedad de Huntington, Enfermedades de Niemann-Pick, etc.
[450]. Los niveles de peroxidacién lipidica en varios érganos, incluido el cerebro, aumentan con
el envejecimiento [451].

Los antioxidantes lipidicos, especialmente las vitaminas solubles en lipidos, el glutation o las
glutation S transferasas conforman el mecanismo natural de la célula para contrarrestar la
oxidacion, incluyendo la eliminaciéon de HNE. La albimina y las apolipoproteinas capturan HNE,
desintoxicando el medio celular. La enzima fosfolipasa A2 independiente de Ca®* repara la
oxidacién de la cardiolipina, lipido anidnico componente de la membrana mitocondrial y de las
lipoproteinas [452, 453]. Sin embargo, la mayoria de las enzimas de la familia de la fosfolipasa
A2 son generadoras de estrés oxidativo y peroxidacién de lipidos durante la sintesis de
prostaglandinas a partir AA [450]. La inhibicion de la secrecién de la fosfolipasa A2 podria ser
una herramienta para disminuir la inflamacién asociada a la peroxidacion lipidica [454]. Desde
otro punto de vista, la peroxidacién lipidica catalizada por la fosfolipasa A2 es una reaccién
enzimatica, es decir, regulada, y por tanto, podria tener funciones fisioldgicas [455]. Los
cambios en la membrana fruto de la peroxidacién lipidica podrian afectar a la sefalizacion
celular de los sistemas de degradacién importantes en la remodelacidn de las bicapas. Los ROS
generados en las neuronas de hipocampo durante el envejecimiento provocan una reduccién
en el contenido de colesterol de sus membranas que a su vez activa las vias que promueven la
supervivencia celular [456].

Se ha descrito que la conformacién de ciertos glicerofosfolipidos dentro de la membrana
podria cambiar con la oxidacion, desenterrandose de la membrana el resto de acido graso
oxidado, sobresaliendo hacia el medio acuoso y haciéndose accesible a receptores presentes
en la superficie de otras células proporcionando con ello informacion sobre su estado de
oxidacion. De esta manera, durante el envejecimiento u otros procesos que conlleven
peroxidacion lipidica, las porciones hidrofébicas de ciertos acidos grasos se orientardn hacia el
exterior de la bicapa llenando la membrana de “bigotes” accesibles al reconocimiento de
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receptores. En concreto, se ha estudiado que el receptor de macréfagos CD36 reconoce estos
“bigotes” de la superficie de células senescentes sefializando la posibilidad de fagocitosis
(Fig.19) [457].

Figura 19. Modelo de bigotes lipidicos. Tras la oxidacion, la cadena oxidada
emerge de la membrana sobresaliendo como un “bigote” accesible al
reconocimiento por un receptor [457, 458]

OXIDACION DE PROTEINAS

Las modificaciones que el estrés oxidativo provoca en las proteinas tienen importantes
consecuencias en la homeostasis celular. La oxidacion por ROS de los aminoacidos de las
proteinas podria tener un papel regulador en la homeostasis proteica que explicaria el
relativamente alto grado de cambios conformacionales asociados a ROS [459, 460].

Aunque todos los aminoacidos pueden ser atacados por los ROS, la metionina y la cisteina son
los mas propensos a la oxidacidn por la presencia de azufre en su composicion. Los residuos de
cisteina se convierten en disulfuros por oxidacidon aunque pueden reducirse de nuevo bajo
ciertas condiciones. Los residuos de metionina son altamente hidrofébicos. En las proteinas de
membrana esta metionina se encuentran interaccionando con la bicapa protegida de la
oxidacién. Cuando se oxida, la metionina se transforma en metionina sulféxido (MetSO) de
caracter mas hidrofilico, cambio que puede afectar a la estructura total de la proteina. Este
cambio puede ser revertido por las metioninasulféxidoreductasas (MrsA, MrsB) [461]. La
oxidacién reversible de la metionina sefiala que esta modificacién podria desempenar un papel
en la regulacidn celular. La oxidacidn de las metioninas afecta a la funciéon de proteinas como
IkB que se hace resistente a su eliminacidn favoreciendo la inhibicion de NFkB [462]. Durante
el envejecimiento se acumulan los residuos de metionina oxidada debido a una disminucién en
la actividad de las metioninasulféxidoreductasas [463] por lo que la manipulacion en la
expresion de las metioninasulféxidoreductasas afectaria significativamente a la sensibilidad al
estrés oxidativo convirtiéndose en una buena diana terapéutica [464, 465]. Ademas de las
metioninas y las cisteinas, otros aminodcidos también sufren los efectos del estrés oxidativo.
La tirosina, precursor de neurotransmisores (dopamina, epinefrina y la norepinefrina), se nitra
facilmente produciéndose nitrotirosina que se utiliza como un marcador de estrés [466]. El
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triptéfano, aminoacido aromatico, también es propenso a la oxidacion. La oxidacién directa de
residuos de lisina, arginina, prolina y treonina también se usan como un marcador de estrés
oxidativo [467].

Los niveles elevados de proteinas oxidadas también correlacionan con enfermedades
asociadas a la edad y al progreso de enfermedades [468]. La oxidacion inactiva las enzimas
afectando a gran variedad de procesos bioquimicos mientras que la acumulacién de proteinas
inservibles oxidadas pone en peligro las funciones celulares y la viabilidad [469]. Sin embargo,
la oxidacion de las proteinas aumenta su hidrofobicidad [470], “etiqueta” reconocible para el
sistema del proteasoma, favoreciendo su degradacion (Fig.20) [471, 472]. Durante el
envejecimiento aparecen defectos en los sistemas de degradacidén que aumentarian la vida
media de las proteinas y también la posibilidad de sufrir dafio oxidativo y un deterioro de su
funcién [473, 474]. La actividad del proteasoma es diferente en los diversos tipos de células del
cerebro, siendo menor en las neuronas que en la glia y también menor en el ndcleo que en el
citoplasma. Esto explica la diferente acumulacién de proteinas mal plegadas en diferentes
tipos de células y organulos [475]. La funcidn del sistema de proteasoma es importante, no
solo para la degradacién de las proteinas dafiadas, sino también para la memoria y la
remodelacion después de una lesidn cerebral traumatica [476-478].
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Por otro lado, durante el envejecimiento disminuye la oxidacién de histonas haciendo la
cromatina mas compacta. Esta compactacién conlleva una menor actividad transcripcional y
reparadora del ADN [480]

La acetilacion de residuos de lisina previene la ubiquitinacion y posterior degradacion. Durante
el envejecimiento aumenta significativamente la acetilacién de lisinas en el cerebelo y en el
hipocampo lo que imposibilita la ubiquitinacion aumentando asi la vida Util de las proteinas y
con ello las probabilidades de ser oxidadas [481]. Los tratamientos que pudieran contrarrestar
el deterioro de los sistemas de degradacion como consecuencia de las enfermedades
neurodegenerativas y el envejecimiento podrian ser herramientas importantes para paliar sus
efectos.

OXIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Los aumentos de ROS asociados a la edad también provocan danos oxidativos en el DNA [482].
La guanina es la base mas sensible a la oxidacion. Las regiones de ADN ricas en guanina
sugieren que un cierto nivel de oxidacidon de guanina podria ser necesario para las funciones
fisioldgicas normales. Sin embargo, la acumulacién de dafio en el ADN (presencia de 8-oxoG)
en el cerebro es un factor importante en el envejecimiento y las enfermedades
neurodegenerativas [483, 484]. Las neuronas son especialmente sensibles al dafo oxidativo
sobre su ADN [412] y su capacidad de reparacidn difiere en las distintas regiones del cerebro
segun la naturaleza de sus neuronas [485]. Por otra parte, el fracaso en la reparacién del ADN
mitocondrial acelera el proceso de envejecimiento y la neurodegeneracién.

Los dafios provocados por los ROS en el ADN se acumulan con la edad contribuyendo al
envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas. La induccidén de sistemas de reparacion
del ADN también podria ser una herramienta terapéutica para retrasar el envejecimiento y las
enfermedades neurodegenerativas. En concreto, las sirtuinas se han presentado como
importantes candidatos potentes moduladores de la reparacion del ADN [446, 486].

ESTRES OXIDATIVO EXPERIMENTAL

Para el estudio de los mecanismos involucrados en la oxidacién se utilizan farmacos vy
compuestos que inducen la formacidon de ROS. El paraquat es uno de los compuestos mas
ampliamente utilizados (1,2- dimetil 4-4- bipiridinio). PQ es un herbicida no selectivo
generador de ROS. Los efectos derivados de la exposicidon a PQ se equiparan a los observados
en la enfermedad de Parkinson y se atribuyen a la pérdida selectiva de neuronas
dopaminérgicas [487]. El mecanismo de toxicidad del PQ [488] estaria controlado por SOD
(Fig.21). Las barreras de proteccidn del sistema nervioso hacen necesario un estudio del efecto
de los tratamientos tanto los oxidantes como los antioxidantes en las diferentes regiones del
cerebro especialmente cuando se suministran fuera del sistema nervioso [489]. El hipocampo
es un area clave para el estudio del estrés oxidativo. Las neuronas que lo forman estan
densamente empaquetadas en una sola capa dividida en varias regiones (CA1-CA4). A pesar de
gue tanto CA1 como CA3 poseen neuronas piramidales, responden de manera diferente al
estrés oxidativo siendo CA1 mucho mas sensible [433]. Algunos agentes productores de
superoxido, como el PQ, son capaces de destruir selectivamente las neuronas de la regién CA1
[433, 490].

83



El sulfato ferroso (FeSO4), un generador de radicales hidroxilo o el perdxido de hidrégeno
también producen el mismo efecto [491] coincidiendo con la vulnerabilidad que presentan
estas neuronas frente a otras condiciones adversas como la hipoxia, isquemia o
neurodegeneracion [492, 493]. El PQ también causa la muerte de las neuronas en la capa de
células granulares del cerebelo, pero no en la corteza cerebral (capas IV - VI) [436].
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5. LAS PROTEINOPATIAS

Proteinopatia es un término utilizado para determinar los trastornos neurodegenerativos
debidos a la acumulacion de ciertas proteinas en el interior de las neuronas. En situacion
normal estas proteinas presentan una estructura monomérica mientras que en situacion
patoldgica experimentan un cambio conformacional que les confiere una actividad tdxica o la
pérdida de la funcidon normal y que conduce a la formacion de pequefios oligdmeros que se
agregan en estructuras de orden superior. Dos de las proteinopatias mas abundantes son la
enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson seguidas de muchas otras como la
demencia de cuerpos de Lewy, las enfermedades pridnicas, tauopatias, esclerosis lateral
amiotrofica, degeneracién lobular fronto-temporal o enfermedades por poliglutaminas. Cada
una de estas enfermedades estda asociada a una proteina diferente (tau, a-sinucleina,
huntingtina, superdxido dismutasa 1, ataxina 1) lo que refleja una gran heterogeneidad entre
estas enfermedades. Algunas proteinopatias se caracterizan por un solo tipo de agregado
proteico mientras que otras presentan dos agregados de proteinas diferentes. Las proteinas
mal plegadas exponen las cadenas laterales de aminoacidos hidrofdbicos en sus superficies
que normalmente estdn enterrados en el interior de la estructura nativa por lo que se vuelven
propensos a la auto-asociacion ademas de actuar como nucleos de reclutamiento de otros
monomeros. Los agregados de proteinas pueden adquirir caracteristicas amiloides [494]. El
término amiloide fue introducido por Rudolph Virchow, en 1854, para describir una
anormalidad macroscépica del tejido que mostraba reaccién positiva a la tincién con yodo
(técnica utilizada para la deteccion de almiddén) [495], surgiendo asi el nombre de amiloide:
"como almiddén". Hoy en dia, el término amiloide se utiliza para describir precipitados de AR
amiloide, es decir, placas de Alzheimer. Sin embargo, existe controversia entre si son los
agregados los que provocan graves déficits de aprendizaje y de memoria y la pérdida de
neuronas o si las placas representan un depdsito seguro para las proteinas tdxicas solubles
[496].

Los priones son agentes proteicos infecciosos que causan enfermedades neuroldgicas
hereditarias, esporadicos e infecciosas como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob en humanos
o la encefalopatia espongiforme bovina en el ganado debido a un cambio conformacional de la
proteina pridnica PrPc a PrPSc causante de la enfermedad [497]. La enfermedad pridnica
presenta la peculiaridad de que la proteina pridnica alterada es altamente contagiosa y puede
propagar la tendencia a la autoagregacion. Actualmente se contempla la posibilidad de que
esta misma propagacidon pudiera darse en las proteinas mal plegadas causantes de la
enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson ya que los agregados de proteinas,
pueden pasar del area afectada a areas no afectadas del cerebro. Estas observaciones indican
que los mecanismos no auténomos celulares son importantes para la patogénesis de las
enfermedades neurodegenerativas (Meyer-Luehmann et al., 2008) y PD [498-500].

Todas estas patologias parecen tener un importante componente genético ya que muchos de
los trastornos estan estrechamente vinculados a mutaciones [501]. El factor de riesgo mas
comun, sin embargo es la edad avanzada [502] y, a veces la lesidn cerebral traumatica [503].
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En todos los casos, las proteinas se agregan debido a una disminucion de la eficacia de los
sistemas encargados de su eliminacion.

5.1.LAS ENFERMEDADES POR POLIGLUTAMINAS

Las enfermedades por poliglutaminas son trastornos genéticos dominantes de aparicién tardia
que causan neurodegeneracion debido a la repeticién andmala del aminoacido glutamina
(CAG) en la regidon codificante de genes especificos que provoca el mal plegamiento de la
proteina y la acumulacidon de agregados intracelulares. La estructura de la cromatina y la
regulacién epigenética estan involucradas en la patologia de estas enfermedades [504]. La
longitud de la expansion de poliglutamina correlaciona con la toxicidad y con la temprana
aparicion de la enfermedad. El sistema de ubiquitina-proteasoma y la autofagia son las dos
principales rutas responsables de la eliminacidn de proteinas mal plegadas, por lo que son el
foco de atencion en los estudios terapéuticos [505].

Una de las caracteristicas mds importantes de las enfermedades por poliglutaminas es que, a
pesar de la expresién ubicua de la proteina, en cada una de estas enfermedad degeneran
diferentes poblaciones especificas de neuronas por lo que se consideran enfermedades de
célula-autdnoma. Sin embargo, la toxicidad en las células no neuronales vecinas contribuye al
dafio neuronal. Otro aspecto controvertido en el estudio de estas patologias es si la toxicidad
se debe a una ganancia de funcién o a una nueva funcién adquirida tras el cambio
conformacional [506]. Mas de 100 proteinas celulares humanas contienen repeticiones de
poliglutaminas, sin embargo, muy pocas se asocian a enfermedades [507].

La enfermedad de Huntington (HD) es una enfermedad neurodegenerativa causada por una
expansion de poliglutamina en la proteina huntingtina. HD implica sintomas psiquiatricos,
déficit cognitivo y de memoria y sintomas motores. Diferentes regiones del cerebro,
incluyendo la corteza y el cuerpo estriado estan afectados en HD ademas de un déficit de la
neurogénesis adulta en el hipocampo [508].

Las ataxias cerebelosas autosémicas dominantes (ADCAs) representan un grupo heterogéneo
de enfermedades neurodegenerativas con ataxia progresiva y degeneracién cerebelosa. La
clasificacidn de este grupo de enfermedades se basa en los defectos genéticos, dividiéndose en
ataxias espinocerebelosas (SCA) con un desarrollo progresivo de la enfermedad, y las ataxias
episddicas (EA) con episodios aislados de ataxia. Se conocen 31 tipos de SCAs [509].

La expansidn por repeticién de CAG y pérdida de CAT en la region codificante del gen ataxina-1
se asocia a ataxia espinocerebelosa tipol (SCA1). Se ha delimitado el rango de repeticiones a
partir de las cuales se desencadenan los fenotipos patoldgicos resultando normal la repeticién
de 6-39 unidades de glutamina y patoldgica una expansiéon de 31-81 CAG. Los agregados
proteicos pueden perjudicar el transporte axonal, alterar los factores de transcripcién y
bloquear los sistemas de control de calidad de proteinas. Los mecanismos encargados del
control de calidad de las proteinas, el proteasoma y la autofagia, se ven afectados en estas
enfermedades por ser los responsables de la eliminacion de las proteinas mutantes. Por
consiguiente, se han convertido en los principales candidatos sobre los que focalizar los
tratamientos terapéuticos. En concreto, la autofagia podria jugar un papel fundamental en
estas situaciones ya que es la via de eliminacién de los agregados de tamafio considerable que
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tienden a formar las proteinas poli-Q. Por lo tanto, la autofagia seria la maniobra de defensa
natural de la célula frente a la expresion de estas proteinas mutantes [510]. La induccién de la
autofagia tiene efectos protectores en modelos de enfermedades por poliglutaminas [511]. Sin
embargo, el incremento de los niveles de autofagia no siempre tiene efectos beneficiosos. En
un modelo de neurodegeneracién provocada por la extensidn patoldgica de poliglutaminas en
la proteina atrofina, la induccién de la autofagia no resultd ser suficiente para rescatar el
fenotipo ya que es igualmente necesario que los pasos finales del proceso se resuelvan
adecuadamente [512].

6. CRECIMIENTO AXONICO

El crecimiento de los axones durante el desarrollo neuronal, asi como su regeneracién después
de una lesién del sistema nervioso adulto estd controlado por sefiales especificas
extracelulares unidas a las membranas celulares o presentes en la matriz extracelular.
Actualmente no se conocen de forma exacta los mecanismos moleculares a través de los
cuales estas sefales extracelulares se integran en el axén en crecimiento pero se acepta que la
mayoria de las cascadas de sefializaciéon activadas por estas sefiales convergen en el
citoesqueleto a través de relaciones entre los factores extracelulares y elementos intrinsecos a
la neurona como receptores de membrana y proteinas asociadas al citoesqueleto. Los dos
componentes principales del citoesqueleto del cono de crecimiento, los filamentos de actina y
los microtubulos, juegan un papel importante en este proceso [513].

La mayoria de las proteinas del citoesqueleto necesarias para la elongaciéon axonal se
sintetizan en el cuerpo de la célula, aunque también existe cierta sintesis local tanto durante el
crecimiento como en la regeneracion de los axones. Después de su sintesis, las proteinas del
citoesqueleto deben ser transportadas al sitio de crecimiento axénico. Existe una correlacién
entre la tasa de regeneracion axonal y el transporte de proteinas [514-516].

Durante la elongacion axonal, se pueden distinguir 3 fases. En la fase inicial los lamelipodios y
filopodios se extienden a partir de la punta del axén formando el cono de crecimiento. Esta
fase se rige principalmente por la actina, que a su vez, esta regulada por GTPasas de la familia
Rho y por los microttibulos (MTs). Seguidamente se produce la invasion de los MTs y ciertos
organulos en el cono de crecimiento. Durante la fase final de consolidacién, se detiene la
formacion de abultamientos de actina mientras que los microtubulos se asocian a ella. La
elongacion axonal estd modulada por factores extracelulares que provocan la activacion de
diversas cascadas de sefializacién intracelular controlando el avance del cono de crecimiento
[513,517, 518].

En muchos casos el objetivo del axdn requiere recorrer una larga distancia. Durante el
recorrido los conos de crecimiento 'toman decisiones' sobre la direccién de la trayectoria
guiados por células ubicadas a lo largo de su camino por lo que los conos de crecimiento viajan

|II

de “estacidn en estacidn sin conocer el destino final”. Las células gliales son parte responsable
de la informacién presente en estas estaciones mostrando patrones de reconocimiento de
superficie o generando gradientes moleculares extracelulares al secretar moléculas
importantes para la orientacion del axdon como las netrinas (quimio-atrayente) o Slits (quimio-
repelente). Otros axones (fasciculacion: unién a otros axones de la misma ruta) y algunas

neuronas también participan en la regulaciéon del ambiente necesario para un crecimiento
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correcto. La generacién de un sistema nervioso funcional no sdélo requiere que los conos de
crecimiento alcancen sus objetivos sino que las redes neuronales deben ser funcionales. Tan
pronto como se consolidan, los axones son envueltos por las células gliales para proporcionar
el aislamiento y la homeostasis necesaria para la funcidon neuronal por lo que durante la
orientacién del axdn, las células gliales también deben estar muy controladas [519].

6.1.EL CONO DE CRECIMIENTO

El cono de crecimiento es una estructura extremadamente movil y dindmica que explora el
medio ambiente. Para guiar un axdn hacia el objetivo apropiado, el cono de crecimiento sensa
las senales extracelulares, transmite la sefial y proporciona movilidad. El avance del cono de
crecimiento estd mediado por la polimerizaciéon y depolimerizacién del citoesqueleto y sus
interacciones especificas. El citoesqueleto axonal se compone de tres grandes polimeros
filamentosos: neurofilamentos, microtibulos y microfilamentos de actina. Los microtubulos y
filamentos de actina son los principales componentes del citoesqueleto en el cono de
crecimiento. Su organizacién espacial y posicion relativa en el cono definen diferentes zonas
funcionalmente especificas [520]:

El dominio periférico: parte mas distal del cono de crecimiento, es una estructura altamente
dindmica y rica en actina. Este dominio tiene lamelipodios, protuberancias membranosas a
partir de las cuales se extienden los filopodios. Estas estructuras en forma de dedos muy
delgados contienen haces de filamentos de actina y sufren ciclos de elongacién y retraccion
permanentes en respuesta al entorno.

La zona de transicion: situada en la interfaz entre el dominio periférico (rico en actina) y el
dominio central (rico en MT). La miosina es el motor molecular para contraer la red de actina
limitando la penetracion de MTs en el dominio periférico.

El dominio central: sitio principal de polimerizacién de los neurofilamentos de MTs y de
localizacién de vesiculas de transporte y organelas. Modifica su tamano en relacién al modo de
crecimiento: delgado durante el modo de avance rapido y largo en situacion de pausa del
crecimiento.

6.2.LOS DOMINIOS DE MEMBRANA EN EL CRECIMIENTO AXONAL

Muchos de los componentes moleculares que regulan el citoesqueleto de actina, la movilidad
celular, el trafico vesicular y la adhesion se asocian con los dominios de membrana, incluyendo
Rho GTPasas, Src quinasas y fosfoinositidos [521].

En la migraciéon celular se establecen complejos de adhesién focal, que contienen
componentes de sefializacion y de anclaje del citoesqueleto, y que deben estar sometidos a
una severa regulaciéon dindmica y espacial (se elimina la adhesién de la parte trasera de las
células mientras que la delantera forma nuevos sitios de adhesién). Los dominios de
membrana estan implicados en esta regulacién [522, 523]. En el desarrollo de las neuronas, el
crecimiento axénico depende de la movilidad y la capacidad de busqueda de caminos del cono
de crecimiento. Estas habilidades también dependen del citoesqueleto, de la adhesidn
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selectiva y de la captacidon de sefiales. Las moléculas de adhesion (CAMs) y otras proteinas
implicadas en la adhesidon del cono de crecimiento y la movilidad se asocian también con DRM
[524, 525].

El crecimiento axdnico es uno de los procesos en los que el trafico vesicular juega un papel
fundamental. La expansidn de la membrana plasmatica requiere de la actividad conjunta de los
procesos de endocitosis y exocitosis [526, 527]. Por un lado, el suministro de membrana, a
través de la via secretora, desde el soma hasta las dendritas y los axones es fundamental para
la generacion de polaridad. Por otro lado, la endocitosis de moléculas sefializadoras,
neurotransmisores y factores de crecimiento, es especialmente necesaria para el desarrollo
axonal. Los procesos que estos factores ponen en marcha ejercerian una gran influencia sobre
la proliferacidn, diferenciacion, maduracién de sinapsis y supervivencia neuronal. El transporte
axoénico implicaria uniones entre vesiculas, proteinas transportadoras y citoesqueleto que
requeririan de una regulada composicién y organizacién lipidica. Los dominios de membrana
son esenciales en los procesos de endocitosis y exocitosis y el trafico vesicular [528].

Los axones en desarrollo son guiados a sus objetivos por una variedad de sefiales
extracelulares que atraen o repelen a los conos de crecimiento mediante la unién a sus
receptores en la superficie de la membrana plasmatica activando cascadas de sefializacion. El
entorno lipidico es crucial en la transduccién de sefiales implicadas en la orientacion axonal ya
que la composicién lipidica especifica de la membrana plasmatica contribuye tanto a las
interacciones proteina-proteina como a la sefializacién lipidica en respuesta a estimulos
extracelulares [529]. Ciertas proteinas asociadas a la mielina pueden inhibir el crecimiento
axonal a través de interacciones con ganglidsidos especificos y dominios de membrana [530].
La activacidon de TrkB es un requisito necesario para su localizacién en dominios modulando la
transmisidn sinaptica. La fosfolipasa C, PI3 quinasas, BDNF son elementos implicados en vias
de sefializacion durante el crecimiento axdnico que interaccionan con balsas lipidicas en
respuesta a senales externas [531, 532]. El giro del cono de crecimiento en respuesta a los
gradientes externos también requiere de una sefalizacion asimétrica. Los dominios de
membrana estan involucrados en los mecanismos que controlan la polaridad celular pudiendo
controlar la presencia de receptores especificos y las respuestas a sefiales externas en zonas
diferentes de la membrana. Los dominios de membrana actian como plataformas de
regulacién espacial que conectan las sefales extracelulares con sus receptores y a estos con
los elementos de las vias de sefalizacion que desencadenan hasta llegar al citoesqueleto.

Los dominios de membrana juegan un papel importante en el crecimiento y la guia axonal ya
que proporcionan plataformas que controlan espacial y temporalmente la respuesta celular
a las senales de guia extracelulares, los mecanismos de adhesiéon, la dinamica del
citoesqueleto y la movilidad del cono de crecimiento. Por lo tanto estas estructuras son
elementos cruciales tanto en el desarrollo normal del cerebro como en los mecanismos de
reparacion tras una lesion o la neurodegeneracién [513, 521].
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OBIJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis es esclarecer el mecanismo de accién de ApoD y sus
homalogos (proteinas Lazarillo) a través del estudio de su funcién en diferentes procesos
celulares: una situacion de alteracién de la autofagia, el proceso de crecimiento axdnico vy el
estrés oxidativo, todos ellos procesos en los que las membranas juegan un papel muy
importante. Los estudios previos sobre ApoD o sus homélogos indican que estas lipocalinas
podrian alterar estos procesos y sefialan a las membranas como posibles dianas sobre las que
podria recaer una parte importante de los efectos de la funcién de ApoD bien directa o
indirectamente. Por lo tanto el estudio del efecto de la sobreexpresién o la falta de estas
lipocalinas en procesos bioldgicos relacionados con las membranas prometen ser una
fructifera herramienta para la determinacién y comprension de su mecanismo de accion.

Para ello se han planteado los siguientes objetivos:
1. Estudiar la funcién de GlLaz y NLaz en la enfermedad neurodegenerativa basada en
proteinas poliglutaminadas SCA1. Concretamente:
- Estudiar el efecto protector de GlLaz y NLaz en dicha condicién
degenerativa

- Estudiar sus efectos sobre el mecanismo de la autofagia.

2. Estudiar el efecto de la falta de NLaz y GLaz en el crecimiento axénico y la formacién de
sinapsis en cultivos primarios de neuronas de Drosophila.

3. Estudiar la interaccion de ApoD con las membranas y su efecto sobre la composicién de los
dominios de membrana.
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MATERIALES Y METODOS
1. ANIMALES EXPERIMENTALES
1.1.DROSOPHILA MELANOGASTER

Todas las moscas utilizadas pertenecen a la especie Drosophila melanogaster. Fueron
mantenidas en incubacién a 25 2C, con 60 % de humedad relativa y bajo un ciclo de 12 horas
de luz-oscuridad. Se cuidaron y manipularon siguiendo las condiciones de laboratorio
estandares descritas en [75].

1.1.1. SISTEMA UAS-GAL4

EL sistema Gal4>UAS [533, 534] originario de la levadura, es una herramienta genética que
permite expresar in vivo un gen concreto en un tipo celular especifico. La secuencia del
activador transcripcional Gal4 se inserta detrds del promotor (o secuencias promotoras) del
gen (X) cuyo patrdn de expresion se pretende reproducir. Por otro lado, se inserta la secuencia
UAS en la posicién 5’del gen de la proteina a expresar. Al activarse el promotor en la célula de
interés, se expresara el activador transcripcional Gal4 que, a su vez, activard la transcripcion
del gen (X) al unirse a la secuencia UAS localizada en su posicién 5°. Es decir, el gen X serd
expresado por todas las células que expresen la proteina GAL4.

1.1.2. ESTIRPES DE DROSOPHILA
1.1.2.1. GLaz y NLaz, GANANCIA Y PERDIDA DE FUNCION

La deficiencia para Glaz se generd por delecion de 22 genes alrededor del locus
Glaz,GLazA2,descartando asi la posibilidad de mutaciones deletéreas en otras partes del
genoma que pudieran contribuir al fenotipo observado [75]. EIl mutante nulo para NLaz se
consiguié mediante una mutacién puntual que genera un codén de parada (NLaz""*) [83, 535].
Ambos mutantes nulos se generaron en un fondo w''*%, Para obtener un fondo homogéneo,
las moscas se cruzaron con lineas silvestres Canton-S durante cinco generaciones vy
posteriormente fueron seleccionadas por PCR [75].

Para la sobreexpresion de Glaz se utilizd la construccion(GLaz:GLaz-GFP) que contiene 1,9kb
de la regién del promotor y el gen GLaz completo junto a la secuencia codificante de GFP
produciendo asi una proteina fusionada GLaz-GFP expresada bajo el control de la secuencia
reguladora nativa de Glaz [75]. Se utilizaron dos inserciones independientes de este
constructo, una de ellas localizada en el primer cromosoma, GlLaz:GLaz-GFP[FX], y otra en el
segundo, GLaz:GLaz-GFP[F2]. También se han utilizado construcciones de elementos P, EP3100
y EP2383, que contienen el sitio de unién UAS insertado en una region del genoma préxima y
orientado hacia el gen GLaz controlando su expresion bajo el control del sistema UAS-GALA4.
Ademds se utilizaron las lineas UAS:GLaz1 y UAS:GLaz2.

La expresion de NLaz se caracterizd con dos construcciones reporteras. Una con 3Kb del
promotor nativo de NLaz seguido de la secuencia GFP: NLaz:GFP[R2]. Y otra que combina la
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secuencia de expresién de GFP unido a la membrana (UAS:CD8-GFP) con la construccion de la
misma region del promotor de NLaz bajo el sistema GAL4 (NLaz:GAL4). Por ultimo, para sobre-

expresar NLaz, se utilizaron las linea UAS:NLazC4, UAS:NLazC5 y UAS:NLaz15 (Tabla 3).

Cromosoma
Glaz
Sobreexpresion
Glaz:GlLaz-GFP[FX] | Fusion GFP + Promotor
nativo
Glaz:GLaz-GFP[F2] 1] Fusion GFP + Promotor
nativo
EP3100 1] Elemento P-UAS
EP2383 1] Elemento P-UAS
UAS:Glazl 1] Sistema UAS-GAL4
UAS:Glaz2 1] Sistema UAS-GAL4
Falta de funcion
GLazA2 1] Delecion
NLaz

Sobreexpresion

GFP:NLaz:GFP[R2]

Expresa GFP bajo promotor
nativo de NLaz

NLaz:GAL4 Il Region promotora de NLaz
seguida de la secuencia
codificante del factor de
transcripcién GAL4

UAS:NLazC4 1] Sistema UAS-GAL4

UAS:NLazC5 1] Sistema UAS-GAL4

UAS:NLaz15 11l Sistema UAS-GAL4

Falta de funcion
NLaz""> I Mutacién puntual

TABLA 3. Construcciones utilizadas para la manipulacion de la expresion de GLaz y NLaz.

1.1.2.2. MODELO DE SCA1 EN LA RETINA

El constructo UAS:hAtxn1®%, que controla la expresion de la proteina Ataxina 1 humana
poliglutaminada, se cruzd con la linea gmr:GAL4 (Glass Multimer Reporter ) y para dirigir la
expresion a los fotorreceptores del ojo [536-540] generando un modelo de neurodegeneracion
en los fotorreceptores [541].

Para la sobre-expresion de GLaz y NLaz se utilizaron lineas de moscas con UAS:GLaz y UAS:NLaz
[83, 542] y para dirigir la expresién a los fotorreceptores del ojo también se cruzaron con la

linea gmr:GAL4.

Este modelo degenerativo también se generd en un fondo mutante de pérdida de funcién para
NLaz y Glaz.
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Tratamiento con rapamicina y privacion de comida

Los cruces para el estudio del efecto de GlLaz ante la activacidon de la autofagia fueron
realizados en viales con comida instantanea de moscas (Instant food Carolina Biological Supply
Company) con rapamicina (2 pM) en DMSO (concentracién final de DMSO 0,02 %). Los cruces
control fueron realizados en la misma comida con 0,02 % de DMSO.

El ayuno hidratado se realizé colocando individuos de 3 dias en agar al 1 % en H,0 durante 17
horas.

Unicamente se han utilizado moscas hembras en todos los experimentos.

1.2.RATONES

Todos los ratones fueron criados y estabulados en el animalario de la Universidad de
Valladolid, siendo alimentados ad libitum con dieta estandar para roedores (Harlan) y agua
filtrada e irradiada con luz ultravioleta, en jaulas con ventilacién controlada y un ciclo de 12
horas luz/oscuridad. Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el comité de
cuidado y uso animal de la Universidad de Valladolid en conformidad con las directrices para el
cuidado y uso de mamiferos en la investigacion (Directiva Comision Europea 86/609/CEE vy el
Real Decreto Espafiol 1201/2005).

1.2.1. ESTIRPES DE RATONES

Se han utilizado ratones de la cepa C57BL/6)J silvestres (WT) y mutantes nulo de funcién para
ApoD (ApoD-KO).

Los ratones ApoD-KO se generaron mediante recombinacién homéloga sustituyendo el alelo
silvestre por uno nulo debido a la insercidn del gen de la fosfotransferasa de neomicina (Neo)
en el exdn 6 del gen ApoD que imposibilita la expresion de la proteina ApoD madura. El fondo
genético se homogeneizé mediante el cruce, durante 10 generaciones, con animales C57BL/6J.
Posteriormente se genotiparon y caracterizaron [89].

Para evitar el efecto materno, las derivas genéticas a largo plazo y mantener un fondo genético
homogéneo, las cohortes de animales experimentales se obtuvieron a partir de individuos
homocigotos, obtenidos a su vez como segunda generacion de cruces entre heterocigotos para
cada genotipo.

1.2.2. TRATAMIENTO CRONICO CON PARAQUAT (PQ)

Ratones machos de 6 meses de edad (N=5) de genotipo WT y ApoD-KO fueron inyectados
intraperitonealmente con 10 mg/kg de PQ (grupo experimental) o PBS (tampdn fosfato salino)
(grupo control) en 7 ocasiones, dos veces a la semana durante las dos primeras semanas y una
vez a la semana en las 3 siguientes. Una semana después de la ultima inyeccidn se extrajeron
los hipocampos de los cerebros de cada uno de los individuos y se congelaron a -809C. Este
tratamiento crénico a dosis bajas de PQ genera un leve estrés oxidativo y una lenta
acumulacién de PQ en el cerebro, concentrando con ello los efectos del tratamiento en el
cerebro y evitando el dafio sistémico propio de la exposicidon a altas concentraciones de PQ
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[543].

95



2. CULTIVOS CELULARES

2.1.CULTIVOS PRIMARIOS DE ASTROCITOS DE RATON

Para generar cultivos primarios de glia, primeramente se extrajeron las cortezas cerebrales de
ratones neonatales (Py). Se retiraron las meninges haciendo rodar el tejido sobre un papel de
filtro estéril. El tejido restante fue sumergido en Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS) con 2,4
mg/mL de DNAsa | y 0,2 mg/mL de albiumina de suero bovino donde se disgregdé con una
cuchilla quirurgica. Seguidamente se centrifugd a 200g durante 2 minutos y se incubd con 10
mg/mL de tripsina durante 15 min a 372Ctras los cuales se procedié a su desactivacidon por
adicion de 10% de suero bovino fetal (FBS). Finalmente se realizd una disociacion mecanica
con una pipeta Pasteur, y se centrifugd a 200 g durante 5 minutos. Los ultimos dos pasos se
repitieron y las células resultantes se resuspendieron en medio Eagle-Dulbecco (DMEM) con 10
% de FBS, 1 % L-GIn, 1 % P/S/A (Penicilina (10 U/uL), Estreptomicina (10 U/uL), Anfotericina B
(25 pg/mL)). Las células se incubaron en frascos a 372C en 5 % de CO, con un 90-95 % de
humedad. El medio se reemplazd semanalmente. Tras tres pases, alrededor de 95 % del cultivo
estaba compuesto por astrocitos tipol (corroborado por marcaje con GFAP y criterios
morfoldgicos). Los cultivos presentaron también una pequefia proporcién de células
microgliales (marcaje de Cd11lb). Sin embargo, no fueron detectados oligodendrocitos
(marcaje de pi-GST) [544].

2.2.LINEA CELULAR ASTROCITARIA HUMANA

La linea celular de astrocitoma humano 1321N1 se crecié y mantuvo en DMEM con 5% de FBS,
1% L-GIny 1% de P/S/A a 372C en 5% de CO2 con 90-95% de humedad.

2.3.CULTIVOS PRIMARIOS DE NERONAS DE DROSOPHILA. CRECIMIENTO AXONICO

Para generar los cultivos primarios de Drosophila se siguid el protocolo descrito previamente
por [545, 546]. Brevemente, para la generacidon de triplicados experimentales de cada
genotipo, se recolectaron 30 embriones en el estadio 11 (6-7 horas después de la puesta a
259C) [547]. Los embriones se sumergieron en medio de dispersién [30 mL HBSS (Gibco), 3 mL
de solucion penicilina-estreptomicina (Gibco), 0,01 g feniltiourea (Sigma), 167mLdestilada,
0,5mg/mL Colagenasa (Worthington, Cellsystems), y 2 mg Dispasa Il (Roche)] donde se
prensaron con un émbolo. Tras 3 minutos de incubacién a 379C la digestidon enzimatica se
neutralizé con la adicion demedio de cultivo Schneider (Invitrogen). Las células se
centrifugaron durante 4 minutos a 1200 rpm y seguidamente se retird el sobrenadante.
Finalmente se resuspendieron las células mecanicamente con una pipeta de 100ul en el
volumen final de medio Schneider (5 o 6ul por embrién). Gotas de 30 a 40ul de dicha
suspension se colocaron en camaras especiales de cultivo generados especificamente para
este fin (un portaobjetos con un orificio circular de 15 mm pegado sobre un portaobjetos
intacto generando asi un pocillo circular de fondo plano). Las cadmaras se cubrieron con
cubreobjetos tratados con acetona y se sellaron con vaselina quedando la gota en contacto
con ambas superficies. Las camaras se colocaron giradas sobre los cubres durante 90 minutos

96



en un incubador a 269C tras los cuales volvieron a ser giradas colocandose esta vez sobre los
portaobjetos. Las células permanecieron pegadas al cubreobjetos (boca-abajo) a 262C durante
6horas para el estudio de filopodios y longitud del axén y 2 dias para el estudio de la sinapsis
(Fig. 22).

Para la inmunocitoquimica, las células fueron fijadas durante 30 minutos con 4% de
paraformaldehido en tampdn fosfato 0,05M (pH 7,2), lavadas y permeabilizadas con 0,1%
Triton X-100 en PBS (PBT) e incubadas con el anticuerpo primario durante 2 horas (a-Tubulina
y sinapsina [3ClI(antiSYNORF-1] para el estudio de sinapis y a-Tubulina y Faloidina/TRITC (29)
para el estudio de filopodios). Tras 3 lavados con PBT se incubaron con sus correspondientes
anticuerpos secundarios durante una hora y media. Finalmente se lavaron y montaron con
Vectashield (Vector Labs).

Se cuantificé el numero de filopodios, la longitud del axén, el nUmero de sinapsis, area de cada
sinapsis y cantidad de sinapsina (suma de la intensidad de todas las sinapsis de cada neurona)
para neuronas aisladas de cultivos de densidades similares (1000-2500 células/mm?) (30
neuronas/cultivo).

A
1 v
Decononar

Figura 22. Esquema del proceso de generacion de cultivos primarios de neuronas de Drosophila.

3. ANALISIS MORFOLOGICODE LA SUPERFICIE DEL OJO DE DROSOPHILA

Las moscas fueron anestesiadas con CO, e inmovilizadas con cinta adhesiva. Los ojos de mosca
se fotografiaron con una camara digital Nikon DS-L1 en un equipo estereoscépico Nikon
SMZ1000 con un objetivo Plan Apo 1x WD70. Las imagenes fueron procesadas con Adobe
Photoshop 6.0 usando un filtro de superficie, la maxima local se obtuvo con un software de
Imagel, y las distancias vecinas se calcularon para cada omatidio. Se estimé un indice de
regularidad como la varianza de las distancias y se calculé un % de recuperacién considerando
0% el promedio degenerado y 100% el tipo de ojo silvestre control.

Para las imagenes de microscopia electronica de barrido, las moscas fueron inmovilizadas y
fotografiadas con un microscopio ESEM-FEI-Quanta 200FEG.
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4. INMUNODETECCION DE PROTEINAS
4.1.INMUNOHISTOQUIMICA

Para la deteccidon inmunohistoquimica de proteinas, se fijaron cabezas de mosca con 4%
paraformaldehido y se embebieron en parafina siguiendo los procedimientos estandares.

Se realizaron secciones de tejido de 4 um de grosor con un micrétomo HM 340E (Microm) y se
montaron y secaron en portaobjetos tratados con polilisina (Polysine”) Menzel-Glaser). Las
secciones se desparafinaron en xileno y rehidrataron a través de concentraciones decrecientes
de etanol en un tampon fosfato salino (PBS).

Los discos imaginales o&pticos de la larva fueron diseccionados y fijados en 4% de
paraformaldehido. Posteriormente el tejido fue bloqueado y permeabilizado con Triton X-100
(0,1% en PBS) y 2% de suero de cabra. Seguidamente se incubaron durante toda la noche a 42C
con los siguientes anticuerpos primarios: policlonal de conejo anti-p62 (amablemente cedido
por Dr. Juhasz, Lorand University, Hungary), policlonal de conejo anti-Atxn1 (amablemente
cedido por Dr. J. Botas, Baylor College of Medicine, USA), monoclonal de ratéon P4D1 anti-
Ubiquitina (Cell Signaling), policlonal de conejo anti-GFP (Santa Cruz Biotechnology, Inc),
monoclonal de ratén 4C5 anti-Rhodopsina (DSHB) y monoclonal de raton anti-MAP1B 22C10
(DSHB).

Para inmunohistoquimica con HRP se usaron anticuerpos secundarios HRP conjugados con
anticuerpos de cabra anti IgG de conejo (Abcam) y anti-IgG de ratén (Dako). Para revelar estos
anticuerpos secundarios con HRP las muestras se incubaron con 0,03 % DAB (3,3'-
diaminobencidina tetrahidrocloruro) (Sigma-Aldrich) y 0,002 % H,0, en 50mM Tris (pH 8.0).
Las secciones fueron lavadas con PBS, deshidratadas y montadas en un cubreobjetos en medio
de montaje Eukitt™ (Sigma-Aldrich).

Para la inmunohistoquimica fluorescente, se usaron los anticuerpos secundarios: cabra anti-
ratdn conjugados con FITC y cabra anti-conejo conjugado con Cy3.5 (Abcam). Posteriormente
fueron lavadas con PBS y montadas con Vectashield-DAPI (Vector Labs).

Para la cuantificacién de muerte celular por apoptosis en las secciones de las cabezas de
mosca se utilizé TUNEL FITC labeling kit (Roche) siguiendo su protocolo de uso.

Finalmente las secciones se visualizaron y fotografiaron con un equipo de microscopia
fluorescente Eclipse 90i (Nikon) con una cdmara digital DS-Ri1 (Nikon)

Las imagenes fueron adquiridas y procesadas con el software NIS-Elements BR 3.0 (Nikon).
4.2.INMUNOCITOQUIMICA
Para la caracterizacion de la localizacion intracelular de ApoD tras su endocitosis se sembraron

las células (astrocitos primarios y 1321N1) en cubreobjetos tratados con poli-L-lisina. En
situacidon de bajo suero (0,2% FBS), los astrocitos primarios se trataron con ApoD humana
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purificada de fluido cistico (4mM) durante 24h. Fueron fijadas con 4% de formaldehido en PBS.
Tras varios lavados con PBS fueron bloqueados y permeabilizados (0,25% Triton X-100, 1%
suero de cabra en PBS). Las células fueron incubadas durante dos horas en anticuerpo anti-
LAMP2 (H4B4) y anti-hApoD (generado por C. Lopez-Otin) y posteriormente en anticuerpos
secundarios conjugados con Cy3 y FITC para su deteccion por fluorescencia. Finalmente fueron
lavados con PBS y montados con Vectashield-DAPI (Vector Labs)

Las imagenes de microscopia confocal se obtuvieron con un microscopio DMI 6000B con un
sistema confocal TCS SP5 X y un laser blanco (WLL) (Leica) controlado por el programa LAS AF
(Leica).

4.3.INMUNOBLOT

Las proteinas de las cabezas de mosca se solubilizaron por homogeneizacidn en un tampdn de
lisis y la concentracién de proteina total fue evaluada por el método colorimétrico BCA*® (acido
bicinconinico) (Micro BCA™ Protein Assay Kit (Pierce)). Las proteinas (10 o 20 pg por calle)
diluidas en un tampdn de carga (63mM Tris-HCI, pH 6,8, 10% glicerol, 2% SDS, 100mM DTT y
azul de bromofenol) y desnaturalizadas (5 minutos a 702C) fueron separadas en funcién de su
peso molecular mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico
(SDS-PAGE). La electroforesis se llevé a cabo en una disolucion tampon (25mM Tris-HCl,
190mM de glicina, 0,1% SDS) y a voltaje constante de 80-100 V durante 90 minutos.

Las proteinas se transfirieron a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF)
(immobilonTM-P Transfer Membrane, Millipore) mediante un amperaje constante de 400mA
durante 90 minutos en tampdén de transferencia (25mM Tris-HCI, 190mM glicina, 20%
metanol; pH 8,5).

Finalizada la transferencia, los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie [0,1%p/v Coomassie
Brilliant Blue, 50%v/v metanol, 5% v/v acido acético] y seguidamente destefiidos [25% v/v
etanol puro, 7,5% v/v acido acético en dH,0] y digitalizados (densitdmetro GS800 BioRad) para
la visualizacién de proteinas y comprobacién de la eficiencia de la transferencia. Por otro lado,
las membranas, tras ser bloqueadas durante una hora a temperatura ambiente (5% leche
desnatada en polvo, 0,05% Tween-20, 50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, pH 7,5), fueron expuestas
a los siguientes anticuerpos: policlonal de conejo anti p62 (Dr. Juhasz, Lorand University,
Hungary) y monoclonal de ratén P4D1 anti-Ubiquitin (Cell Signaling). Todos ellos se incubaron
durante toda la noche a 42C. Tras varios lavados (0,05 % Tween-20, 50mM Tris HCI, 150mM
NaCl, pH 7,5) las membranas fueron expuestas a anticuerpos secundarios (cabra anti-conejo o
anti-raton) conjugados con la peroxidasa de rabanillo (HRP) (DAKO). Se usé HRP-conjugado con
anticuerpo anti-p actina (Sigma, St Louis, MO, USA) para normalizar la intensidad de banda
respecto a la cantidad de muestra cargada.

Las membranas fueron reveladas mediante una reaccién quimioluminiscente con ECL
(Millipore, Billerica, MA, USA), y la sefial visualizada con una camara digital (VersaDoc, BioRad).

26 op . , .z . . ;.

La cuantificacion de proteinas se basa en la deteccion colorimétrica resultante de la reaccién del acido
bicinconinico (BCA) con el Cu+ fruto, a su vez, de la reduccién del catién Cu2+ por oxidacion de las
proteinas presentes en la muestra.
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La densidad dptica integrada de las bandas proteicas inmunoreactivas se midié en imagenes
tomadas en el rango lineal de la cdmara, evitando la saturacion de la senal.

5. RT-PCR CUANTITATIVA

Para los estudios de expresion de mRNA las cabezas de mosca se almacenaron a -802C.
Posteriormente se extrajo el RNA usando QIAzol™ Lysis Reagent (Qiagen).

La concentracién de RNA se midié, a partir de la absorbancia a 260nm, con un
espectrofotdmetro Nanodrop ND1000 (Thermo Scientific). Tras un tratamiento con DNAsa |
(Fermentas) para eliminar una posible contaminaciéon con DNA gendmico, se recogieron 500ng
del total de RNA purificado para realizar su retrotranscripcion a DNA complementario (cDNA).
Para ello se utilizd, a 42C durante una hora, el PrimeScriptT'vI Reagent kit (Takara Bio Inc., Otsu,
Japan) junto con cebadores oligo-dT (25 pmol) y hexdmeros aleatorios (50 pmol). El cDNA
resultante se utilizd6 como molde para RT-PCR con SybrGreen (SYBR® Premix Ex Tag™ Kkit,
Takara). El gen Rpll8 se utilizd6 como referencia. Estos experimentos se realizaron por
quintuplicado en un termociclador Rotor-Gene RG-3000 (Corbett Research). Las condiciones
de ciclado fueron 30 segundos a 952 C y 40 ciclos de (5 segundos a 952, 15 segundos a 55°C, 15
segundos a 729C). Se establecieron curvas de fusidon (curvas de Melting) para verificar la
ausencia de amplificaciones inespecificas. Los cebadores usados para la RT-PCR se muestran en
la Tabla 1. Finalmente, los niveles relativos de mRNA se calcularon con el método AAC; [548].
En este método, el ciclo de amplificacién (Ct) en el que aparece el producto del gen de interés
se normaliza frente al gen de referencia: ACr= Ct gen interes —Ct gen referencia- EI Nivel de expresiéon de
cada gen AAC; en las diferentes condiciones es el resultado de: AACr- ACr condicion 1= ACt condicisn 2-
Y la magnitud del cambio en la expresion de un gen se expresa como: 2", Las diferencias
estadisticamente significativas fueron evaluadas con Mann-Whitney U-test [549], usando AC;
de cada réplica. En funcién de la magnitud del cambio los valores fueron expresados como el
valor medio de 2*“ +SD o de Log2™*“ £SD. El nivel de significacion estadistico se fijé6 en P<
0,05.

TABLA 4. Secuencias de los cebadores de las RT-PCR

Gen Orientacién del cebador Secuencia del cebador
Forward 5'-CGAGTACGCAGCCTATCCAT-3'

Nbaz Reverse 5'-CCAGGTAGTTGGCCTTCGT-3'
Forward 5'-GCGAACAATCGAAGTTTTCC-3’

Glaz Reverse 5'-ACAAGATGGCGAAGTTCTCG-3’
Forward 5'-GTGGCCGTGATACAGTTCG-3’

hATXN1 Reverse 5'-AGCCGTTCTTCAGGTTCTTG-3’
Forward 5-AAGGACAACGATGGTCACCTGGC-3’

Gst31 Reverse 5’-CGGTGAACTTAGACCTCGGTGACG-3’

. Forward 5’-GGCCAATCGCACTCCCCAGTTC-3’

vib Reverse 5’-TAACACCTCGATGCCCTCGCC-3’
Forward 5’-CATCGGTGATTTGGACAAGA-3’

Atgsa Reverse 5’-AGTCCTCCTCGTGATGTTCC-3’

L18 Forward 5’-AGAACCGAGCCCAAATCC-3’
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Reverse 5’-CGACCACGATGGTAGACTCC-3’

TABLA 4. Secuencias de los cebadores utilizados en las RT-PCR.

6. AISLAMIENTO DE DOMINIOS DE MEMBRANA RESISTENTES A DETERGENTE

a) Preparacion de membranas

Se homogeneizd un hipocampo de ratén en 2 ml de TNE en un homogeneizador Potter a 245
rpm durantelO toques y en hielo, posteriormente se centrifugd en centrifuga clinica a 42C a
3000 g (4000 rpm Rotanta 460R Hettich) durante 10 minutos. El sobrenadante se volvid a
centrifugar otros 2 minutos a 3000G. El segundo sobrenadante se llevé a un tubo de centrifuga
de sellado (Quick-Seal 13x64 mm) de 6 ml donde se sedimentaron las membranas al
someterlas a ultra-centrifugacién (BECKMAN COULTER Optimal-100XP Ultracentrifugue) con
un rotor 100 Ti a 100.000 g durante 1h 15 min a 49C. Finalmente las membranas se
resuspendieron en 200 ul de TNE. La cantidad de proteina total se cuantificé por andlisis de
BCA (Pierce). Durante todo el proceso la muestra siempre se mantuvo a 42C.

b) Separacion de dominios insolubles en detergente

Se cogieron 300ug de proteina de las preparaciones de membrana anteriormente descritas y
se llevaron a un volumen de 1 ml con 1% Triton X-100 en TNE (Tris HCI 50mM (pH 7,4), NaCl
150 mM y EDTA 5 mM). Se incubaron en detergente durante 40 min a 42C en un agitador
noria. Posteriormente el mililitro se transfirid a 2,25 ml de una disolucién de sacarosa al 80%
en TNE (concentracion final de 45 % de sacarosa). Sobre ella se generdé un gradiente
discontinuo al afiadir muy suavemente 6ml de TNE-sacarosa al 35 % y sobre ellos, 3 ml TNE-
sacarosa al 5%. El gradiente se ultra-centrifugd durante 19 horas a 42C y 102445 g (rotor: SW
40 1b o 3B) (aceleracion y deceleracién maxima). Tras las 19 horas se tomaron fracciones de 1
ml y se congelaron a —802C con 0,01% de butilhidroxitolueno (BHT) como antioxidante. La
fraccion 3 corresponde a los DRM.

c) Precipitacion de proteinas

A cada fraccion del gradiente (1ml) se le afiadid TCA al 40% en H,0 y se incubaron en hielo
durante 20 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 14.000 rpm a 42C durante 30 minutos.
Descartado el sobrenadante, se afiade etanol absoluto frio y se vuelve a centrifugar 14.000
rom a 49C durante 30 minutos. Esta operacion se realizd dos veces mas. Finalmente el
precipitado final se dejé secar y se resuspendid en un tampdn de carga (63mM Tris-HCI, pH
6,8, 10% glicerol, 2% SDS, 100mM DTT y azul de bromofenol) se calenté durante 5 minutos a
709C para su desnaturalizacion y se cargd en un gel de poliacrilamida para la deteccién de
proteinas por inmunoblot.
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7. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

Las proteinas de la suma de dos fracciones de DRM extraidas en experimentos independientes
fueron precipitadas con TCA.

El precipitado proteico se disolvid en un tampdn de hidratacion (o solucidén con surfactantes
multiples) conteniendo 8 M urea, 2 M tiourea, 4 % CHAPS w/v, 0,5% anfolitos, 50mM DTT, y
azul de bromofenol. La disolucidn se cargd en una tira de gradiente de pH inmovilizado (IPG)
(gradiente de pH lineal 3—10, 18 cm de longitud, GE Healthcare).

El isoelectroenfoque se llevd a cabo en un IPGphor (GE Healthcare). Tras la rehidratacién activa
de las tiras a 30—60 V durante 12 horas, comenzé el isoelectroenfoque a 500 V. El voltaje se
fue gradualmente incrementado hasta 8000 V donde se mantuvo constante durante 6 horas.
Inmediatamente después, las tiras de IPG se equilibraron [550] durante 15 minutos con 1 %
DTT w/v en un tampdn de equilibracion (50mM Tris- HCl, pH 8,8, 6M urea, 30 % glicerol v/v, 2
% SDS w/v, 0,01 % azul de bromofenol w/v), seguido de otros 15 minutos en 2,5 %
iodacetamida w/v en el mismo tampdn. La segunda dimensién se realizd mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 % con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE). Las tiras
IPG procedentes de la primera dimensién (IEF) se colocaron directamente sobre los geles (20 x
18 cm) y se corrieron a 40 mA en un aparato SE 600 Ruby (GE Healthcare). Posteriormente, las
proteinas se fijaron en el gel con 50 % de metanol y 10 % de acido acético durante 30 min para
ser finalmente tefidas con plata.

TINCION CON PLATA

La sensibilizacion se realizd con 30% Etanol/ 0,2% Tiosulfato sédico y 6,8% Acetato sddico en
agua MilliQ durante 30 minutos con agitacién. Tras tres lavados con agua MilliQ de 5 minutos,
se incubd en 0,25% de Nitrato de plata (fresco) durante 20 minutos con agitacidn. Tras otros
dos lavados de 1 minuto se reveld con carbonato sédico al 2,5% (p/v) y formaldehido al 0,04%
agitando manualmente durante 2 a 5 minutos hasta la aparicion de las bandas. Finalmente se
detuvo el revelado con EDTA-Na,-2 H,0 al 1,46% (p/v) durante 10 minutos. Tras los lavados
finales los geles se conservaron en agua MilliQ y a 49C. Se digitalizaron usando un escaner de
imagen (GE Healthcare) a una resolucién de 600 puntos por pulgada (dpi) y las imagenes
fueron analizadas con un software Image Master, 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare).

8. CUANTIFICACION DE COLESTEROL Y ESFINGOMIELINA

Se midié la concentracidn de colesterol y esfingomielina en las diferentes fracciones extraidas
del gradiente de sacarosa utilizado para la obtencién de los dominios de membranas.

Para la cuantificacién de colesterol se utilizé el Kit Amplex Red Cholesterol Assay kit de
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones de uso. El colesterol presente en la muestra pasa a
cetona por accion de la enzima colesterol oxidasa transformando en paralelo una molécula de
H,O en H,0,. Cada molécula de H,0, reacciona con el compuesto Amplex Red (10-acetil-3,7-
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dihidroxifenoxazina) en presencia de peroxidasa de rabanillo con una estequiometria 1:1
dando como producto de reaccion una molécula de resorufina altamente fluorescente (A
excitacion= 571nm, Aegmisisn= 585nm). Usando placas de 96 pocillos (NUNC) se midid la
fluorescencia de cada fraccidon (15uL) utilizando un lector de placas TECAN Genios Pro
excitando a 535nm y midiendo a 590nm a 22,8 2C (Fig.23).

-H »H
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Figura 23. Ensayo fluorimétrico para la cuantificacidn de colesterol.

Para la cuantificaciéon de esfingomielina se utilizd un ensayo fluorimétrico modificado de
Hojjati y Jiang (2006) [551] puesto a punto por el laboratorio de la Dra. Ledesma [552] basado
en la transformacion de la esfingomielina presente en la muestra (secada en presencia del
detergente Thesit) en colina y su posterior oxidacion a betaina aldehido por accién de la
enzima esfingomielinasa, la fosfatasa alcalina y la colina oxidasa produciendo H,0,, que a su
vez se hace reaccionar con acido homovanilico (HVA) transformandose en un dimero
fluorescente (A excitacion= 321 NM, Aemision= 420 nm). Para ello se afiadieron a 30 ug de proteina
(10 ul de cada fraccion del gradiente de sacarosa) 4 pul de Thesit 20% en cloroformo. La mezcla
se seco con N,. Seguidamente se resuspendieron en 10 pl de H,0,,q Y se incubaron en un bafio
a 372C durante10 min. Transcurrido este tiempo se afiadieron 30 pl de mezcla de reaccioén (Tris
HCl pH 7,5 50mM, MgCl, 0,5mM, peroxidasa de rabano 10 U/ml, esfingomielinasa C 0,5 U/ml,
fosfatasa alcalina 10 U/ml, colina oxidasa 1 U/ml, HVA 1,2mM) y se incubaron en un bafio a
372C durante una hora protegido de la luz. Finalmente se afadieron 200ml de carbonato
/EDTA para parar la reaccion (Fig. 24).

La fluorescencia se midié a 440nm utilizando un espectrofluorimetro RF-5301 PC SHIMADZU.
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Figura 24. Esquemas de la reaccion y procedimiento del ensayo fluorimétrico
para la cuantificacion de esfingomielina.

Para determinar las concentraciones se generaron curvas patrén para cada compuesto
utilizando el rango lineal.

9. ANALISIS LIPIDOMICO

La espectrometria de masas es una técnica de andlisis cualitativo que aunque se denomina
como una técnica espectroscopica, poco tiene que ver con la espectrofotometria clasica ya que
no proporciona ningln parametro relacionado con la emisiéon o absorcién de una radiacion,
ademas de ser una técnica destructiva en contraposicidn al resto de técnicas espectroscépicas.
Se basa en la obtencion de iones a partir de moléculas organicas que posteriormente seran
separados en funcién de su masa y su carga y finalmente detectados. El espectro de masas
representa, por tanto, un pardmetro relacionado con la presencia de los diferentes iones en
funcion de la relacién masa/carga [553]. La espectrometria de masas (MS) se ha posicionado
en los ultimos afios como la técnica dominante en los analisis lipidomicos. Consta de tres
eventos fundamentales: la ionizacidn, la separacién idnica dependiente de su masa vy la
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detecciéon del i6n. La ionizacién normalmente va precedida de una separaciéon en
cromatografia liquida (LC) o cromatografia de gases (GC). Los principales métodos de
ionizacion son ionizacidon por eletrospray (ESI), ionizacidn por impacto electrénico (El) o
desorcion/ionizacidon laser asistida por matriz (matrix assisted laser desorption/ionisation
(MALDI)). La separacion puede realizarse por varios tipos de analizadores de masas como triple
cuadrupolo, trampa de iones, orbitrap o tiempo de vuelo (TOF), que utilizan campos eléctricos
0 magnéticos para afectar la trayectoria y la velocidad de las particulas en funcién de su
carga/masa (g/m). Finalmente el detector registra la carga del i6n. La MS permite la
determinacidn de especies moleculares lipidicas intactas en pequefas cantidades de muestra
que estd impulsando la caracterizacién lipidomica de los diferentes tejidos y condiciones
biolégicas en multiples especies.

Las muestras a analizar deben ser conservadas a -802C y manipuladas a -202C para evitar su
degradacion, fundamentalmente por oxidacion de los lipidos poliinsaturados. La
determinacidon “semi-cuantitativa” toma como referencia la cantidad de proteinas de la
muestra ademas de la medida de estandares internos introducidos en la muestra. Actualmente
la lipiddmica se considera una técnica cualitativa utilizdndose fundamentalmente para la
determinacion relativa de componentes en diferentes condiciones. La extraccidn de lipidos con
diferentes mezclas de metanol conlleva la precipitacion de las proteinas de la muestra. Las
distintas mezclas de extraccion se utilizan en funcion del tipo de lipido de interés y del método
analitico que se va a utilizar siendo la mas comidn la mezcla cloroformo/metanol (2:1).
Variaciones en dicha mezcla junto a extracciones en fase sdélida o separaciones
cromatograficas permiten la realizacién de extracciones selectivas y el fraccionamiento en
extractos lipidicos para un mejor analisis posterior. Las técnicas lipiddomicas permiten la
obtencion de datos para diferentes subclases lipidicas salvo en el caso del colesterol que
Unicamente permiten obtener la suma de especies que contienen colesterol y colesteril
ésteres y triacilgliceroles ya que muchos de ellos solapan durante la deteccién. La ionizacién
puede estar dirigida hacia la formacién de iones positivos (util para el analisis de fosfolipidos,
esfingolipidos y acilgliceroles) o hacia iones negativos (para fosfatidilinositoles, fosfatidilserina
y acido fosfatidico). La identificacion de cada compuesto requiere de librerias basadas en
patrones de fragmentacién reproducibles  obtenidos para sustancias de
referencia(www.lipidmaps.org). Finalmente los datos crudos deben ser procesados para
convertirlos en listas de moléculas lipidicas. El andlisis y la interpretacion de los datos consiste
en tratamientos estadisticos, analisis multivariantes y aproximaciones bioinformaticas (Fig. 25)
[554, 555].

Los lipidos de los DRM se analizaron como se describe en [556]. Se utilizd una plataforma
basada en cromatografia liquida de ultra-rendimiento (UPLC)-tiempo de vuelo (TOF)-
espectrometria de masas (MS) para analizar los lipidos extraidos con cloroformo/metanol
(glicerolipidos, colesteril ésteres, esfingolipidos, diacilglicerofosfolipidos y acil-eter-
glicerofosfolipidos.
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Figura 25. Proceso de andlisis por espectrometria de masas (modificado de[557, 558])

10. ESPECTROMETRIA RAMAN

La Espectroscopia Raman es una técnica fotdnica de alta resolucién que proporciona
informacién quimica y estructural de compuestos orgdnicos e inorganicos, sin necesidad de
destruir la muestra ni someterla a una preparacién especial, permitiendo analizar materiales
en cualquier estado: sdlido, liquido o gaseoso. El fendbmeno Raman fue descrito por el fisico
indio C.V. Raman en 1928, hecho por el que recibié el premio Nobel de fisica en 1930. Se
produce al incidir un fotdén sobre una molécula e interaccionar con la nube de electrones de
sus enlaces, excitdndola a un estado virtual.

Los enlaces entre iones y d4tomos que conforman las moléculas y estructuras
macromoleculares estdan sometidos a constantes movimientos vibracionales y rotacionales
(modos), que dependen de la masa de las particulas y del comportamiento dindmico de los
enlaces implicados. La vibracién global de la molécula estd compuesta por la suma de los
diferentes modos de vibracién de diferentes frecuencias. Cada modo lleva asociada una
energia que depende de la amplitud del movimiento y es propia de cada molécula, es decir, la
energia de los modos estd cuantizada y cada molécula sélo podra acceder a unos
determinados estados energéticos caracteristicos. En condiciones normales, la mayoria de las
moléculas se encuentran en el estado de menor energia o fundamental. Cuando los fotones,
con energia hvy (h = constante de Plank) chocan con una molécula, la mayor parte la atraviesan
pero una pequefa fraccion se dispersa. La molécula absorbe la energia y pasa a estados

106



energéticos superiores. Inmediatamente la molécula tendera a relajarse y volver a estados de
baja energia. La mayor parte de los fotones dispersados mantendran la misma frecuencia que
los fotones incidentes, lo que indica que la molécula retorna al estado inicial (dispersiéon
Rayleigh, choque elastico). Este hecho no aporta informacién sobre la muestra. Sin embargo,
una pequefia fraccion presenta un cambio de frecuencia (choque ineldstico) como resultado de
un intercambio energético: la dispersién Raman, que es caracteristica de la naturaleza quimica
y el estado fisico de la muestra e independiente de la radiacidn incidente. Si la molécula
regresa a un estado de mayor energia que el de partida, el fotén dispersado habra cedido
parte de su energia produciéndose la dispersion Raman Stokes. Si la molécula termina en un
estado energético de menor energia que el inicial significaria que el estado de partida no era el
estado fundamental y que la molécula le ha transferido energia al fotdn produciendo
dispersion Raman anti-Stokes (Fig. 26A). Las variaciones de frecuencia propias del fendmeno
de dispersion Raman, son equivalentes a variaciones de energia. Cada material presenta un
conjunto de frecuencias caracteristicas que se recogeran en el espectro Raman.

El espectro Raman podria considerarse un tipo de espectro de vibracién y por tanto, cada uno
de sus picos podria asociarse a un modo de vibracién. El espectro representa la intensidad
dptica dispersada en funcién de nimero de ondas normalizado (cm™) (nimero de veces que
vibra una onda en una unidad de distancia; proporcional a la frecuencia e inversamente
proporcional a la longitud de onda; V= v/c= 1/A). Consta de una banda principal o Rayleigh y
dos series de bandas secundarias simétricamente situadas a ambos lados correspondientes a
las bandas Raman Stokes y anti-Stokes (Fig. 26B). Sin embargo, dado que la frecuencia Raman
es independiente de la frecuencia de la radiacion incidente y que la banda Rayleigh es de gran
intensidad (mayor proporcidn de choches elasticos) y no aporta informacién, el origen del eje
suele situarse sobre la banda Rayleigh, siendo el eje de abscisas la diferencia entre la
frecuencia Raman y la de la radiacidn incidente, normalizada respecto a la velocidad de la luz.
Ademas, a temperatura ambiente, el 99% de las moléculas se encuentra en el estado
vibracional de menor energia (ley de distribucion de energias de Maxwell-Boltzman) y por
tanto, la probabilidad de que ocurra dispersién Raman Stokes es mucho mayor que dispersién
Raman anti-Stokes por lo que su intensidad es 100 veces superior y suele ser la Unica que se
representa en la parte positiva del eje.

En la actualidad, la Espectroscopia Raman se utiliza para la determinacion de muestras
bioldgicas. Permite la deteccién de proteinas, acidos nucleicos, lipidos [559],e hidratos de
carbono. Ofrece informacién sobre procesos metabdlicos, sobre la viabilidad celular, o su
estado de diferenciacion [560].
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A. Esquema energético del fendmeno Raman. B. Espectro Raman (Modificado de [561]).

Para realizar el estudio de las balsas lipidicas por espectroscopia Raman las fracciones de DRM
(fraccion 3) de membranas de cerebros WT y ApoD-KO se secaron a 352C durante 24 horas en
un Savant SPD121P Speed Vac. Se realizaron dos tipos de espectros: FT-Raman (transformada
de Furier) que registran areas (0“spots”) de 1 mm de didmetro y permite un analisis promedio

misma muestra.

de la muestra y Micro-Raman que registran spots de 20 um de didmetro asociando el
espectrometro a un microscopio (50X) permitiendo asi estudiar heterogeneidades dentro de la

11. ANALISIS ESTADISTICO

Los test estadisticos fueron realizados con software SigmaPlot (v 11.0). Se definié p-
valor<0,05 como umbral para los cambios significativos. Las medias y medidas de dispersion se

calcularon de un minimo de triplicados experimentales. El test usado en cada experimento se
especifica en la leyenda de cada figura.
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RESULTADOS

1. CAPITULO 1: ESTUDIO DE LA FUNCION DE ApoD EN UNA PROTEINOPATIA: LA ATAXIA
ESPINOCEREBELOSA TIPO | (SCA1)

Los efectos neuroprotectores y la interaccidon con lipidos, son dos constantes de la ecuacién
que definiria la funcién de ApoD y sus homélogos [21, 57, 72, 75, 81, 83, 89, 542-544, 562-568]
La sobreexpresion de ApoD observada durante el envejecimiento y en un amplio espectro de
enfermedades neurodegenerativas parece ser una respuesta del SNC frente al dafio,
especialmente frente al estrés oxidativo [15, 43, 45, 569]. Tanto el envejecimiento como las
enfermedades neurodegenerativas comparten dos mecanismos responsables de sus
devastadoras consecuencias incluso en los casos en los que el origen primario de la
enfermedad fuera de muy diferente naturaleza [570]: el dafo provocado por la generacién
exacerbada de ROS y el deterioro de los sistemas que controlan la calidad y el buen
funcionamiento de las proteinas y organelas. La presencia de estos focos generadores de dafio
comunes hace posible la existencia de agentes protectores, también comunes, que actuarian
sobre dichos procesos independientemente de la causa primaria que los alteré.

La proteccion frente al estrés oxidativo y la sobreexpresion de ApoD como respuesta comun a
muchas enfermedades neurodegenerativas, situarian a ApoD y sus homélogos como parte
activa de la respuesta protectora general frente al primer proceso comun ya mencionado: la
generacion anémala de ROS [97]. Sin embargo, no se ha estudiado el posible efecto de ApoD
sobre el otro importante mecanismo comun a los procesos de neurodegeneracién: el deterioro
de los sistemas de control de la funcionalidad de proteinas y organelas.

Este es, por tanto, el punto de partida de esta Tesis: el estudio de los efectos de los homdlogos
de ApoD, Glaz y NLaz, ante una situacién patoldgica en la que los sistemas de control de
calidad de proteinas se encuentren especialmente alterados. Para ello se selecciond un
modelo de ataxia provocado por la expresiéon de proteinas poliglutaminadas [541], la Ataxia
Espinocerebelosa tipo | (SCA1) en donde tanto el sistema del proteasoma como la autofagia
juegan un papel fundamental.

Ningun estudio ha probado el efecto de una lipocalina sobre la neurodegeneracién provocada
por proteinas poliglutaminadas.
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1.1.GlLaz SE SOBREEXPRESA ANTE LA EXPRESION DE LA PROTEINA ATAXINA 1 HUMANA
POLIGLUTAMINADA EN LA RETINA DE DROSOPHILA (MODELO DE SCA1)

Hasta el momento no se han realizado estudios sobre la expresion de ApoD en los pacientes de
SCAL. Por lo tanto, en primer lugar era necesario comprobar si el efecto que este tipo de
neurodegeneracidn provoca en la expresién de GLaz se corresponde con la sobreexpresion de
ApoD observada en el resto de patologias neurodegenerativas estudiadas.

La expresidon de la versidon patogénica de la proteina humana Ataxina 1 poliglutaminada
(hATXN1%29) en los receptores de la retina de Drosophila (promotor gmr), usando el sistema
GAL4/UAS, construye un modelo de degeneracion en el ojo. Esta degeneracién comienza en el
estadio de pupa tardia (a 252C) con la aparicién de las primeras inclusiones nucleares en los
fotorreceptores [541].

En este modelo, las medidas por PCR cuantitativa de los niveles de mRNA en las cabezas de
moscas de 5 a 6 dias mostraron una expresion de GlLaz tres veces mayor que los controles, lo
que demostréd que la sobreexpresion, como parte de la respuesta natural ante la
neurodegeneracion, estad conservada para el homdlogo de ApoD, Glaz, y que dicha respuesta
es caracteristica de la neurodegeneracion provocada por poliglutaminas (Fig. 27A).

Seguidamente se procedid a la caracterizacion de la sobreexpresion de GLaz para determinar
las células implicadas en esta respuesta a la neurodegeneracién usando una proteina de fusion
reportera: Glaz fusionada con GFP. El estudio de la expresidn de la proteina GlLaz fusionada
con la proteina fluorescente GFP bajo el promotor nativo de Glaz (dos inserciones
independientes: GLaz:GLaz-GFP[FX] y GLaz:GLaz-GFP[F2]) [75] mostrd células GFP positivas en
la retina (Fig. 27B). Estas células no colocalizaron con el marcador neuronal 22C10 (Fig. 27Bb),
por lo que se identificaron como células de soporte (flechas de la Fig. 27B) y glia basal de la
retina (cabezas de flecha en la Fig. 27B).
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Figura 27.Expresion nativa de GLaz en un modelo de neurodegeneracion SCA1 en Drosophila.

A. Niveles de transcriptos de GLaz medidos mediante RT’-PCR en cabezas de moscas de 5-6 dias de
edad. Diferencias estadisticas estudiadas con el test de Mann-Whitney U. * p< 0,05. B.
Sobreexpresion nativa de Glaz usando el transgen reportero GLaz:GLaz-GFP[FX]. Las flechas
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sefalan células de soporte de la retina positivas para GlLaz y las cabezas de flecha sefialan células
de la glia basal positivas para Glaz.

1.2.Glaz REDUCE LA DEGENERACION DE LOS FOTORRECEPTORES PROVOCADA POR ATAXINA-1
HUMANA POLIGLUTAMINADA

Una vez comprobada la influencia de este modelo de degeneracidn sobre la expresién de GlLaz
y la localizacidn de la lipocalina en los alrededores del dafio, se procedid a la comprobacién de
su posible efecto protector.

Para estudiar el efecto de GlLaz ante la neurodegeneracion basada en proteinas
poliglutaminadas, primeramente se expresé GlLaz en los propios fotorreceptores junto a la
proteina poliQ usando el mismo controlador de ia expresion (gmr-GAL4) para ambos genes
(UAS:GLaz y UAS:hATXN1%2%). De esta manera se estudié la capacidad protectora de GlLaz en la
propia célula que la produce.

8Q produjo un rescate significativo de la degeneracién

La co-expresion de GLaz junto a hATXN1
de los receptores (Fig. 28, Fig. 29). Este efecto se repitié utilizando dos inserciones

independientes de UAS:GLaz y dos inserciones EP que también controlan la expresién de Glaz.

Tanto la degeneracién como el rescate de los fotorreceptores se reflejan en la morfologia
externa del ojo (Fig. 28A y B; Fig. 29). La regularidad de la superficie del ojo se cuantifico (Fig.
28B) por estimacion de un indice de regularidad en funcién de la varianza de la distancia entre
maximos de intensidad (Diez-Hermano et al., resultados no publicados)
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Figura 28. Rescate de GLaz en el modelo de neurodegeneracion SCA1 en Drosophila.

A. Morfologia del ojo de Drosophila adulta (5-6 dias). Genotipo control (gmr>+), degenerado
(mr>hATXN1¥?%) y rescatado (gmr>hATXN1®?%+Glaz2). Ejemplos representativos de
microscopia de luz. B. Imagen procesada con un filtro de superficie de la regién central de la
retina. C. Histoquimica hematoxilina/eosina de secciones de parafina. La doble flecha marca el

grosor de la retina en las secciones histoldgicas. D. Inmunohistoquimica de Ataxina 1 en
secciones de parafina. Las flechas sefialan los cuerpos de inclusién de proteina poliQ.

Para estudiar la degeneracién interna del ojo, se realizaron experimentos de histoquimica en
secciones de parafina (Fig. 28C) que mostraron una atrofia severa de las células de la retina

8Q que remitié ante el aumento de expresion de Glaz.

ante la expresion de hATXN1
Para comprobar que el rescate no fuera un efecto artefactual ante la expresion inespecifica de
cualquier proteina en los fotorreceptores, se expresé una proteina control (LacZ) que no
modifico el fenotipo de degeneracion. (Fig. 28B, Fig.29A).

8Q producida en los fotorreceptores no se

También se comprobd que la cantidad de hATXN1
veia alterada por la expresion del transgen de Glaz (UAS:GlLaz) cuantificando la sefial de

inmunomarcaje en los discos imaginales de los ojos en el tercer estadio larvario [571].
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Figura 29. Efecto de diferentes formas de ganancia de funcion de GLaz y NLaz sobre la
degeneracion de los fotorreceptores causada por hATXN1%%, Ejemplos representativos de ojos
adultos de Drosophila de diferentes genotipos. Se muestras en todos los casos la microscopia de luz
(paneles superiores) e imagen de la superficie (paneles inferiores). A. Retinas afectadas por SCAl y
falta de rescate en la sobreexpresién de LacZ. B. La ganancia de funcion de NLaz rescata dos lineas
con transgenes diferentes. C. La ganancia de funcidén de GLaz rescata tanto con un transgen de Glaz
como con dos lineas con inserciones EP.

82Q g6 realizé sobre un fondo

Por otro lado, la misma expresion de la proteina mutadahATXN1
mutante nulo para Glaz. La ausencia total de GlLaz no agravd los efectos deletéreos
provocados por la proteina poliglutaminada lo que indicé un alto grado de degeneracién basal

(Fig. 30).

El efecto observado ante la sobreexpresion de GLaz fue minimo al agravar la degeneracion
realizando los experimentos a 292C (debido a que la expresion del sistema GAL4-UAS aumenta
con la temperatura) o con una mayor expresiéon del genhATXN1%°? en funcidn del sitio de
insercion (insercion en el cromosoma tercero) [571]. Por esto se deduce la existencia de un
grado de degeneracion umbral a partir del cual la funcidn beneficiosa de GLaz no es capaz de
contrarrestar el dafio.
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Figura 30.La pérdida de funcion de GLaz no rescata la degeneracion de los

fotorreceptores con hATXN1%%%,

Ejemplos representativos de ojos de Drosophila adultas. A-B. Microscopia de luz (paneles
superiores) e imagen de superficie (paneles inferiores) para retinas control con pérdida de

funcién de Glaz (A) y para retinas con expresion patogénica de hATXN1%? en fondo

mutante nulo para GlLaz (B).

Por ultimo, el efecto de GlLaz sobre los agregados nucleares caracteristicos de este modelo
[541] se estudid mediante la deteccidn inmunohistoquimica de Ataxina humana en las
secciones de retina (Fig. 28D). La expresion de GLaz no impidié completamente la formacidn
de los agregados nucleares a pesar de mantener la integridad del tejido(flechas en la Fig.
28D).

Por lo tanto, se concluye que GLaz es capaz de aminorar la degeneracion en un modelo de
ataxia espinocerebelosa 1 al sobre-expresarse en la misma célula que sufre el daio, siempre
y cuando la gravedad de la degeneracidn esté por debajo de su poder de rescate. Asi bien, se
deduce que GLaz actuaria sobre las consecuencias patoldgicas que la expresion y agregacion
de la proteina mutada provocan y no sobre la propia proteina.

1.3.GLaz PRODUCIDA EN SU DOMINIO DE EXPRESION NATIVO RESCATA LA DEGENERACION DE
MANERA ESTABLE

Teniendo en cuenta que las lipocalinas son proteinas secretadas y que los fotorreceptores no
expresan Glaz, siendo las células gliales las que responden a la degeneracidon con un aumento
de la expresion, se estudid, en segundo lugar, un posible efecto paracrino. Para ello se sobre-
expreso Glaz en las células que naturalmente la producen mientras se expresaba la proteina
poliglutaminada en los fotorreceptores (gmr-GAL4>UAS-hATXN1%°?). Concretamente se
estudio el efecto de una dosis doble de GLaz, expresando la proteina de fusién GLaz-GFP bajo
el control de su promotor nativo (GLaz:GLaz-GFP) (dos inserciones independientes: GLaz-GFP
[F2] y GLaz-GFP[FX]), sobre la degeneracidon provocada por la expresion de la proteina
poliglutaminada en los receptores (Fig. 29C y Fig.31).
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Con su patréon de expresidon espacio-temporal nativo, GLaz fue capaz de proteger a los
fotorreceptores posiblemente accediendo a la ellos desde el espacio extracelular. El rescate se
manifestd desde los estadios tempranos de la degeneracion en la pupa (5 dias después de la
formacidn de la pupa) hasta las moscas adultas viejas (30 dias de edad) (Fig. 31).

Estos resultados indican que el rescate no requiere de la expresidon de GLaz por parte de la
célula que esta sufriendo el dafio, sino que el efecto protector es posible cuando la fuente de
la lipocalina es una célula diferente a la degenerada. Las células gliales y de soporte en la
retina serian las fuentes naturales de GLaz mas proximas en este caso (Fig. 28B). Este
mecanismo de neuroproteccion paracrino es lo suficientemente estable como para
mantener la morfologia natural de la retina hasta edades avanzadas (Fig. 31).

glaz GLaz-GFPFX]; glaz. GLaz-GFP[F2];
gmr = AT 1829 gmr=hAT 1826 gmr=hATHMN 1826

(p €) ounpy (P L) cunpy {dd¥ p 5) ednd

(P og) ounpy

Figura 31. La expresion de GLaz con su patron espacio-temporal nativo rescata la degeneracion de
los fotorreceptores dependiente de hATXN1%? a lo largo del envejecimiento. A-D. Ejemplos de
ojos de Drosophila degenerados (gmr>hATXN1""") y dos diferentes transgenes de expresion de GlLaz
(GLaz:GLaz-GFP[FX] y GLaz:GLaz-GFP[F2]) A. Pupas (5 dias después de pupacion). B. Moscas de 1 dia.
C. Moscas de 3 dias. D. Moscas de 30 dias.

82Q

La expresion de GLAZ, en moscas-SCA1 de 5-6 dias de edad, se observé claramente en la zona
qgue sufre la degeneracidn (Fig. 32Ca, b). Cuatro dias después de la fase de pupa (APF), las
regiones levemente degeneradas presentaron una sefial de GLaz de diferente distribucion al
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marcador de fotorreceptores 4C5 (Fig. 32Ch). Sin embargo, en retinas mas degeneradas, la
sefial de GLaz aparece en los fotorreceptores marcados con 4C5 (Fig. 32Cd).

Esto sugiere una potencial incorporacion de la lipocalina extracelular a los fotorreceptores
en degeneracion. Esta internalizacion concordaria con la observada en el laboratorio en
cultivos de astrocitos [543].

glaz:GLaz-GFP[FX]; glaz:GLaz-GFP[FZ]; C glaz: GLaz-GFP[FX];
grar=hATHA 1220 grnr>hATHN 1820 gmr>hATHN 1920 grr>hAT=N1322 (5 6d)

glaz:GLaz-GFP[FX];
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Figura 32. Rescate de la degeneracion de los fotorreceptores dependiente de hATXN1%2¢ por la
sobreexpresion de GLaz con su patrén espaciotemporal nativo. A. Ejemplos representativos de microscopia
electrénica de barrido e imagenes magnificadas de degeneracidn (gmr>hATXN182Q) y dos diferentes
transgenes de expresion de Glaz (GlLaz:GLaz-GFP[FX] y GlLaz:GLaz-GFP[F2]). B. Estimacion cuantitativa de
degeneracidn por computarizacion de un indice de regularidad basado en la varianza (o) de las distancias de
maxima intensidad local. Para cada genotipo se indica el porcentaje de recuperaciéon de degeneracion. Se
utilizaron mas de 20 ojos por genotipo para calcular los indices de regularidad. C, a, b: la expresién de GlLaz
revelado por fluorescencia de GFP inmunohistoquimica de secciones de parafina de retinas de moscas que
expresanhATXN182Qy el transgen de GLazGLAZ-GFP [FX]: los nucleos se muestran mediante tincién con
DAPIL. ¢, d: doble inmunohistoquimica de fluorescencia revela GLaz y el marcador de fotorreceptores
rodopsina (4C5). DAPI marca los nucleos en c.
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1.4.NLaz TAMBIEN SE SOBREEXPRESA ANTE LA EXPRESION DE ATAXINA-1 HUMANA
POLIGLUTAMINADA EN LA RETINA DE DROSOPHILA Y RESCATA LA NEURODEGENERACION

Una vez comprobados los efectos del homdlogo glial de ApoD en mosca, se realizd el mismo
estudio para su homdlogo expresado en neuronas, NLaz [37]. La expresidn transcripcional de
NLaz se duplicé ante el mismo modelo de SCA1 (Fig. 33A).

8Q an |os fotorreceptores también mostré efectos

La co-expresién de NLaz junto a hATXN1
protectores (Fig. 33B; Fig. 27B). La medida del indice de regularidad morfoldgico de la
superficie del ojo reveld una capacidad de rescate similar a la de GLaz. (Figs. 29B y 33D). Sin
embargo, el rescate obtenido al sobre-expresar en los fotorreceptores las dos lipocalinas a la
vez resulté comparable al obtenido por cada una por separado (Fig. 33C, D), lo que sugiere que

ambas proteinas podrian actuar través de un mecanismo comun.
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Figura 33. NLaz se sobre-expresa en respuesta a la degeneracion de los fotorreceptores
dependiente de hATXN1%? y su sobreexpresiéon con el sistema GAL4/UAS rescata el fenotipo
patogénico. A. Niveles de mRNA de NLaz medidos por RT-PCR en cabezas de moscas de 5-6 dias. Las
diferencias estadisticas se analizaron con el test Mann-Whitney U. * P<0,05. B. Ojos de mosca
representativos e histoquimica con hematoxilina/eosina de secciones de parafina mostrando el
fenotipo de degeneracién (gmr>hATXN1®?) y el rescate de NLaz (gmr>hATXN1**%+NLazC5). Las
flechas marcan el grosor de la retina en las secciones histoldgicas. C. Rescate de la degeneracion de
los fotorreceptores por la co-expresion de hATXN1%? con las lipocalinas NLaz y Glaz. D.
Cuantificacion del rescate de la degeneracion de los fotorreceptores por NLaz y la co-expresién de

NLaz y Glaz.
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1.5.LA SOBREEXPRESION DE Glaz DISMINUYE LA MUERTE POR APOPTOSIS EN PRESENCIA DE
ATAXINA-1 HUMANA POLIGLUTAMINADA

La técnica histoquimica TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)
utilizada en cortes de parafina de cabezas de moscas de 5-6 dias reveld que la expresion de la
proteina poliglutaminada hATXN1%? provoca la muerte de los fotorreceptores por apoptosis.
La sobreexpresién de GLaz produjo una clara disminucién del nimero de células apoptéticas
en la retina de la mosca. (Fig. 34A). Para estimar cuantitativamente esta reduccién de muerte
celular se consideraron los niveles de mRNA de hATXN1 como un marcador de viabilidad,
asumiendo que Unicamente los fotorreceptores intactos podran contribuir a la transcripcion
del mRNA a partir del transgen humano.
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Figura 34.Efecto de la sobreexpresion de GLaz sobre la muerte celular debido a la
degeneracion dependiente de hATXN182Qy sobre la expresion de modificadores deSCA1.A.
Analisis TUNEL de muerte celular por apoptosis en secciones de parafina de retinas
degeneradas (gmr>hATXN182Q) y rescatadas por Glaz (gmr>hATXN182Q+GLazz). Ejemplos
representativos de secciones de retinas que muestran una disminucién del nimero de nucleos
apoptaticos (flechas blancas) en moscas que sobre-expresan GlLaz. B. Niveles de mRNA de
hATXN1 en cabezas de moscas del modelo de SCA1 y en lineas que expresan doble dosis de
Glaz. C. Niveles de expresidon por RT-PCR de los modificadores de la neurodegeneracion de
SCA1:GstS1y Vib. Test de Mann-Whitney U* P<0,05.
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Los niveles de transcripcidon de Ataxina 1, medidos por RT-PCR, aumentan con la co-expresion
de Glaz tanto en neuronas fotorreceptoras como en las células gliales vecinas (Fig. 34B) lo que
indicaria un mayor nimero de fotorreceptores vivos en concordancia con los datos obtenidos
por el ensayo de TUNEL.

1.6.GLaz ALTERA LA EXPRESION DE UN GEN RESCATADOR DEL FENOTIPO DE SCA1
INVOLUCRADO EN LA ELIMINACION DE LiPIDOS PEROXIDADOS

Una vez comprobada la funcidon neuroprotectora, se procedié a la busqueda del mecanismo
sobre el cual GLaz pudiera estar actuando.

La busqueda de indicios que se acercaran al mecanismo protector de GLaz llevd al estudio de
otros genes capaces también de modificar la neurodegeneraciéon inducida por el mismo
modelo de SCA1 en Drosophila [541, 572]. Se seleccionaron aquellos que presentaran alguna
relacién con lipidos, con la intencién de estudiar su comportamiento frente al rescate de Glaz.
Estos genes fueron Glutation S transferasa S1 (GstS1), un homdlogo de la prostaglandina D
sintasa hematopoyética (HPGDS), y Vibrator (Vib) una proteina transportadora de
fosfatidilinositol homdloga a a-PITPN en vertebrados. Tanto la sobreexpresidn de GstS1 como
de Vib suprimen la neurodegeneracion causada por la Ataxina 1 poliQ humana mientras que
Unicamente la falta de funcidon de GstS1 acentua el fenotipo [541, 572]. Sin embargo, no se
conoce la respuesta nativa de estos genes ante la degeneracioén.

La transcripcién de Vib se mantuvo constante tanto en el modelo de SCA1 como en la
situacion de rescate por sobreexpresion de GlLaz (Fig. 34C). Por el contrario, GstS1 presento
una expresidn cuatro veces mayor en el modelo neurodegenerativo frente a la situacion
control. Esta induccion se redujo significativamente ante la sobreexpresién de GLaz (Fig. 34C).

GstS1 se ha clasificado como parte del mecanismo defensivo contra el estrés oxidativo
[573] y por primera vez, se ha encontrado una relacién entre su regulacion transcripcional y
una neurodegeneracion, aunque la causa directa debera ser estudiada. Mientras que GstS1
estaria controlando la eliminacion de lipidos peroxidados, GLaz controlaria el nivel de lipidos
que se peroxidan [75] de tal manera que la sobreexpresion de GLaz provocaria un descenso del
nivel de lipidos peroxidados que produciria, a su vez, una disminucién de la transcripcién del
gen encargado de su eliminacion, GstS1, al haber menos sustrato que eliminar.

En resumen, la expresion ectdpica de la proteina humana Ataxina 1 poliglutaminada provoca
una induccion en la expresion de GLaz y GstS1 que contribuyen a la eficiente eliminacién de
los lipidos peroxidados. Sin embargo, otros genes también relacionados con los lipidos como
Vib, a pesar de modificar el fenotipo degenerativo de SCA1 ante su falta de funcién o su
sobreexpresion experimental, no sufren alteracion en su transcripcion ni ante la
degeneracion ni ante el rescate producido por GLaz.
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1.7.GlLaz REDUCE LA ACUMULACION DE PROTEINAS UBIQUITINADAS DEPENDIENTE DE
ATAXINA-1 HUMANA POLIGLUTAMINADA

El estudio de los efectos de GLaz en un ambiente degenerativo provocado por la expresion de
una proteina poliglutaminada tenia como objeto indagar en la existencia de un efecto de GlLaz
sobre la proteostasis y los sistemas de control de calidad de proteinas.

La relacidon de GlLaz con GstS1 es un primer indicio de conexidn entre los mecanismos de
control de lipidos peroxidados y los involucrados en la proteostasis.Gsts1 se oxida al catalizar
la conjugacion de los sustratos lipofilicos con glutation reducido. Esto provoca la liberacion de
JNK induciendo la autofagia [573]. Por lo tanto, el control de la oxidacion de lipidos podria
tener efectos sobre los procesos de la autofagia en los que estén involucradas las membranas.

Para determinar el estado de la proteostasis, se estudié del patron de expresién de las
proteinas ubiquitinadas tanto por inmunohistoquimica como por inmunoblot (Fig. 35). Este
estudio mostré una proteostasis alterada, propia de la neurodegeneracién por poliglutaminas,
por abundante presencia de agregados proteicos ubiquitinados (Fig. 35Ab, d) en comparacion
con los controles (gmr sélo [resultados del laboratorio no publicados] y gmr>Glaz
(sobreexpresion de GLaz en fondo silvestre) (Fig. 35Aa).

La co-expresion de Glaz con hATXN1%*? redujo considerablemente esta acumulacién (Fig.
35Ac, e, f). Esta reduccién es independiente del lugar de sobreexpresion de GLaz ya que tanto
si GLaz es expresado por los fotorreceptores como por sus células nativas, se reproduce un
descenso significativo de las proteinas ubiquitinadas, como demuestra el analisis cuantitativo
por inmunoblot (Fig. 35B).

Por consiguiente, GLaz estaria favoreciendo la eliminacién de las proteinas defectuosas y sus
agregados y, por lo tanto, influyendo en los mecanismos encargados de esta degradacion.
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Figura 35. Descenso de proteinas ubiquitinadas acumuladas por la sobreexpresion de Glaz.A.
Inmunohistoquimica con HRP para la deteccién de ubiquitina en secciones de parafina de retinas
control, degeneradas o rescatadas por GLaz que muestra una disminucién del marcaje de ubiquitinas al
sobre-expresar GLaz. B. Cantidad de proteina ubiquitinada medida por inmunoblot de ubiquitina en

. ; . 82 . .
diferentes lineas que expresan la patogénica hATXN1 %ola 0 en combinacién con transgenes que

expresan Glaz. Las diferencias estadisticas se determinan mediante el test de t de Student. * P<0,05.

1.8.GlLaz REDUCE LA INDUCCION DE LA AUTOFAGIA DEPENDIENTE DE ATAXINA-1 HUMANA
POLIGLUTAMINADA

Los estudios realizados en otros modelos de enfermedades poliglutaminadas [510] y la propia
induccion de GstS1 observada en el modelo de SCA1 en los fotorreceptores presagiaban una
alteracion de la autofagia (Fig. 34C). De acuerdo con lo esperado, en el modelo de
degeneracion de los fotorreceptores de Drosophila, la autofagia presenta un aumento de su
induccion (Fig. 36A) caracterizado por el incremento de la transcripciéon del gen Atg8a, un
homodlogo de LC3 en vertebrados [574]. Esta induccién, desencadenada por la
neurodegeneracion, es similar en magnitud a la induccion de Atg8a provocada por la
desnutricién. Sin embargo, al aplicar las dos condiciones en el mismo individuo, es decir,
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82Q sometidas a desnutricién, el aumento en la transcripcion de

moscas que expresan hATXN1
Atg8 es aun mayor. Esto sugiere que existen diferentes mecanismos de induccién de la

autofagia que actuarian de manera aditiva.

La sobreexpresion de GlLaz tanto en los fotorreceptores como en las células gliales nativas
produce una reduccién significativa de la autofagia provocada por la ataxina-1 humana
poliglutaminada (Fig. 36B).

A pesar de que este resultado estd en concordancia con la reduccién de la expresion de GstS1
ante la sobreexpresion de Glaz, resulta paraddjico si se tiene en cuenta la reduccion de
proteinas poliubiquitinadas que esta misma sobreexpresién provoca, dado que es la autofagia
la via natural de eliminacion de estos agregados (Fig. 35 y 36). Es decir, la sobreexpresién de
Glaz reduciria tanto la acumulacién de proteinas ubiquitinadas como la activacion del propio
proceso que las elimina.

Por otra parte, cuando la autofagia en el modelo de SCA en mosca, se estimula alin mas por la
ingestidn de rapamicina (un inhibidor de la sefializaciéon de TOR, [575]) GLaz consigue reducir
todavia mas la cantidad de proteinas ubiquitinadas acumuladas (Fig. 36C).

Estos datos podrian indicar dos posibilidades:

1) GlLaz no actuaria directamente sobre los procesos de inducciéon o de iniciacién de la
autofagia, sino que favoreceria su resolucién final.

2) La contribucion GLaz en la eliminacion de proteinas es independiente de la autofagia.
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Figura 36.Descenso de la induccion de la autofagia por la sobreexpresion de Glaz.

A. La expresidn patogénica de hATXNlSZQy la hambruna incrementan la inducciéon de la autofagia
medida por los niveles de mRNA del gen Atg8B. La expresion de Atg8 disminuye por la co-
expresion de Glaz y de hATXN1%2?, Las diferencias estadisticas se determinaron por el test Mann-
Whitney U. * P<0,05. C. Niveles de proteina ubiquitinada en cabezas de mosca medidas por
inmunoblot después del tratamiento con el inductor de autofagia rapamicina. Se observa un
descenso de la cantidad de ubiquitina en la retina de moscas SCA1 cuando se expresa GlLaz en los
fotorreceptores y en las células de soporte y células gliales. Las diferencias estadisticas se
determinaron por el test de t de Student. * P<0,05.

1.9.GLaz PREVIENE LA ACUMULACION DE P62 EN LA AUTOFAGIA ESTIMULADA POR ATAXINA-1
HUMANA POLIGLUTAMINADA'Y RAPAMICINA

Para discernir entre las dos alternativas anteriores era necesario estudiar el estado de los
procesos finales de la autofagia. Para ello se monitorizé la acumulacidon de p62, una proteina
cuya actuacion es decisiva en la degradacion de los agregosomas (agregados de proteinas mal
plegadas demasiado largas para ser degradadas por el sistema del proteasoma). P62 ancla los
agregosomas a la membrana autofagica recién formada, controlando asi su incorporacion al
autofagosoma [576]. Si la autofagia funciona correctamente, p62 también se degrada en el
proceso. Por lo tanto, la acumulacion de p62 puede considerarse como una seial de defecto
en la resolucion final de la autofagia de agregados proteicos [577, 578].

Si GLaz favoreciera la resolucion de la autofagia (hipdtesis 1) deberia observarse una reduccion

en la acumulacidn de p62. Este efecto es lo que se observa ante la sobreexpresién de GlLaz
(Fig. 37A). Por otro lado, los niveles de la proteina p62 aumentan tras la induccidn de la
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autofagia por rapamicina, tanto en las moscas control (Fig. 37B)como en el modelo
degenerativo (Fig. 37C). La sobreexpresién de GLaz reduce los niveles de p62 en el modelo de
SCA1 con o sin induccién de autofagia por rapamicina (Fig. 37A, C).

Por lo tanto, GLaz estaria promoviendo especificamente el flujo de la autofagia dependiente
de p62 en oposicion a la idea de que pudiera estar eliminando las proteinas agregadas por

un mecanismo independiente (por ejemplo: el sistema de proteasoma).
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Figura 37.La sobreexpresion de GLaz disminuye la acumulacion de p62 en respuesta a la degeneracion por
ATXN1 y la induccion de la autofagia.

A. La acumulacidén de p62 medida por inmunoblot disminuye en retinas afectadas por SCA1 que sobre-expresan
Glaz. B. Como era de esperar, la expresidn de la proteina p62 incrementa con el tratamiento de rapamicina en
moscas silvestres. C. El tratamiento de moscas SCA1 con rapamicina, combinado con la sobre-expresidon de GlLaz
reduce la acumulacién de p62. Las diferencias estadisticas se determinaron por el test t de Student. * P<0,05.

1.10. LA AUSENCIA DE Glaz DETERIORA EL FLUJO DE LA AUTOFAGIA PERO NO SU
INICIACION.

Si la sobreexpresiéon de GlLaz favorece el desarrollo de la autofagia, la falta de GLaz podria
disminuir su eficiencia. Las moscas mutantes nulas para GlLaz presentan niveles altos de p62

respecto a sus controles (Fig. 38A, B). Este efecto estd acompafiado por un aumento en los
niveles de transcripcion de Atg8a (Fig. 38C).

Por lo tanto, la acumulacion de p62 no es debida a dafos en la iniciacion de la autofagia sino
a una resolucion deficiente.
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Figura 38.La pérdida de funcion de GLaz incrementa la expresion de p62 y Atg8.

A. La inmunofluorescencia de retinas control (gmr>+) y con falta de funcién de Glaz (GLazAz/M)

muestra la expresion de p62. B. Cuantificacién de la inmunofluorescencia de p62. C. Niveles de
mRNA de Atg8 medidos por RT-PCR en cabezas de mosca control y con falta de funcidon. Las
diferencias estadisticas en B y C se determinaron por el test de t de Student. * P<0,05.

1.11.  LOCALIZACION INTRACELULAR DE ApoD

Segln los resultados presentados en este capitulo, una proteina extracelular, unidora de
lipidos, miembro de las Lipocalinas, podria ejercer una funcién sobre un proceso intracelular
como la autofagia. ¢ De qué manera?

Los resultados obtenidos con el modelo de SCA1 en los fotorreceptores, junto con
experimentos previos [5] y resultados obtenidos en otra linea de investigacién independiente
del laboratorio [543]revelan una internalizacién de ApoD situandola dentro de estructuras
vesiculares en el citoplasma y refuerzan la idea de una posible actuacién de GlLaz desde el
interior de las células afectadas. Por un lado, GLaz aparecia en compartimentos vesiculares
intercelulares de los fotorreceptores en degeneracidn que no la expresan lo que implicaria una
internalizacion desde el medio extracelular. Por otro lado, las inclusiones nucleares de la
proteina poliglutaminada permanecen presentes tras el rescate de Glaz sugiriendo un efecto
sobre el espacio intercelular pero no sobre el ntcleo.

Esta posible localizacién de ApoD en el interior de la célula le permitiria actuar sobre los dos
mayores factores de la neurodegeneracion y el envejecimiento: el dafio provocado por ROS y
el deterioro de la proteostasis. En concreto, para poder explicar los efectos sobre el flujo
autofagico observados en el capitulo anterior, ApoD deberia tener acceso a los procesos
finales de la autofagia en los que existiera participacion de membranas y lipidos. Por otro lado,
la estrecha relacién de ApoD con la proteccidn contra el estrés oxidativo implicaria su
presencia en un compartimento sensible a dicho estrés en donde la funcién protectora de
ApoD pudiera ser especialmente necesaria y cuyo deterioro estuviera relacionado con la
supervivencia y la longevidad.

Para encontrar el lugar del interior celular desde donde ApoD pudiera ejercer una funcién

protectora tras su endocitosis se utilizaron dos tipos celulares: cultivos primarios de astrocitos
de ratény la linea celular de glioblastoma humano 1321N1.
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Los lisosomas son puntos de interseccidon entre la via endocitica y autofagica, claves en la
eliminacion y reciclado de materiales dafiados. Asi mismo son fuentes de obtencién de
materiales esenciales a partir del reciclado de elementos adquiridos por endocitosis (como la
extraccién de colesterol de las LDL), tienen una estrecha relacion con el metabolismo lipidico y
son una herramienta clave en la reparacion de membranas y la eliminacién de detritus
generados tras un dafio. Son los compartimentos celulares donde mas reaccidon de Fenton
ocurre, cuyo producto final es el anion hidroxilo (OH') responsable, a su vez, de la peroxidacion
lipidica. Ademds son puntos de decisidon entre el inicio de programas de muerte celular o
supervivencia.

Estos datos sefialarian a los lisosomas como buenos candidatos para la localizacion de ApoD
intracelular.

1.11.1. APOD ENDOCITADO SE DIRIGE A LOS LISOSOMAS

Para determinar la localizaciéon de ApoD tras su internalizacidn se realizaron cultivos de células
de glioblastoma humano (1321N1) que expresan ApoD. La inmunocitoquimica de hApoD
mostré una distribucién espacial centrada en dos regiones celulares: un punteado
pericitosodlico propio de un marcaje de membrana y un marcaje vesicular citosdlico. El marcaje
intracelular de hApoD colocalizé con vesiculas marcadas con LAMP2, una proteina integral de
membrana caracteristica de los compartimentos lisosomales. (Fig. 39 A)

El mismo procedimiento se repitid en cultivos primarios de astrocitos de ratdon que también
expresan ApoD, para comprobar si esta colocalizacidn era un fendmeno especifico de un tipo
celular o de especie, hApoD se detectd dentro de las células por inmunocitoquimica con un
anticuerpo que se une especificamente a la proteina humana, y no a la de ratdn, permitiendo
diferenciar la proteina endocitada de la producida por la célula (Fig.39 B).
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1321N1 human glioma

Mouse primary astrocyte

Figura 39. ApoD se endocita y acumula en los lisosomas. Ejemplos representativos de inmunocitoquimica para
hApoD y LAMP2 (lisosomas) A. linea celular de astroglioma 1321N1 en respuesta a la adicién de hApoD. Se observa
colocalizacién de hApoD (rojo) citosélica con LAMP2 (verde) y marcaje pericitosélico de hApoD. B. cultivos primarios
de astrocitos de ratén en respuesta a la adicidn de hApoD. Se observa colocalizacion de hApoD citosdlica con
LAMP?2 (verde)

Experimentos preliminares realizados en una linea de astrocitoma humana, no han mostrado
cambios significativos de la presencia de ApoD en los lisosomas ante el tratamiento con PQ
(datos no mostrados). La presencia estable de ApoD en los lisosomas determinaria una nueva
via de actuacion para una lipocalina. El hecho de que ApoD sea una proteina altamente
glicosilada le permitiria permanecer activa dentro del lisosoma. ApoD podria controlar el
estado de oxidacidn de la membrana del lisosoma favoreciendo asi los procesos de fusién con
el autofagosoma y por tanto fomentando la eficacia de la autofagia. De la misma manera
podria mantener la integridad de los lisosomas y con ello favorecer la supervivencia celular. De
hecho, la adicion de la proteina en estos cultivos mejora la resistencia al estrés de los
astrocitos y disminuye sus niveles de reactividad [543].

La descripcion y caracterizacidon de la endocitosis de ApoD y su trafico vesicular permitira
obtener informacién importante para el conocimiento de ApoD. Actualmente es un proyecto
independiente en el laboratorio que se esta estudiando en profundidad (Pascua Maestro, R.,
Tesis).
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2. CAPITULO 2. ESTUDIO DE GLAZ Y NLAZ EN EL CRECIMIENTO AXONAL Y LA
SINAPTOGENESIS

Tanto el efecto de ApoD sobre la eficacia de la autofagia, como su presencia en los lisosomas
indican que ApoD y sus homdlogos poseen un efecto modulador sobre el flujo del trafico de
membranas y posiblemente pueda influir en diferentes tipos de vesiculas. Modificaciones en la
composicion lipidica de las membranas vesiculares afectan a un gran nimero de procesos. Los
cambios en la concentracion de ciertos lipidos alteran los procesos de fusidn entre membranas
[398] o modifican las propiedades fisicoquimicas de las bicapas [377]

El crecimiento axdnico es uno de los procesos en los que el trafico vesicular juega un papel
fundamental. La expansidn de la membrana plasmatica requiere de la actividad conjunta de los
procesos de endocitosis y exocitosis [526, 527]. El transporte axdnico implicaria uniones entre
vesiculas, proteinas transportadoras y citoesqueleto que requeririan de una regulada
composicion y organizacién lipidica.

El primer fenotipo observado ante la falta de la lipocalina Lazarillo fue un defecto en el
crecimiento y trayectoria de los axones durante el desarrollo del sistema nervioso de
saltamontes [36]. Esta funcidn en la guia de axones fue el origen de su nombre. Los intentos
previos de extrapolar este fenotipo a sus homodlogos de mosca no obtuvieron resultados
satisfactorios (datos del laboratorio no publicados). Sin embargo, los resultados presentados
en esta Tesis sobre la influencia de GLaz en procesos intracelulares como la autofagia, en los
gue podria estar actuando sobre procesos de trafico vesicular, impulsaron la realizacién de un
nuevo intento. Aunque podria considerarse que los cultivos primarios celulares son una
simplificacion exagerada de los sistemas y que los resultados no son extrapolables a los
fenotipos del organismo completo, en algunas ocasiones simplificar el sistema, sobre todo en
el caso del estudio del mecanismo de una proteina concreta, puede permitir eliminar aquellos
otros factores que colaboran en su funcién y que impiden observar un fenotipo claro. Muy
probablemente el efecto de ApoD o de su pérdida se vea amortiguado por muchos otros
factores presentes en el érgano completo y por ello los cultivos primarios podrian ser, en este
caso, un buen sistema para estudiar la funcién de ApoD.

Para ello se utilizé una linea de Drosophila doble mutante de pérdida de funcién para NLaz y
Glaz, evitando, asi, los posibles efectos compensatorios que una de ellas pudiera ejercer ante
la ausencia de la otra.

2.1.LA FALTA DE Glaz Y NLaz PROVOCA LA DISMINUCION DE LA LONGITUD DEL AXON PERO
NO DEL NUMERO DE FILOPODIOS EN NEURONAS DE DROSOPHILA EN CULTIVO.

Se realizaron cultivos de neuronas de Drosophila procedentes de mutantes nulos para NLaz y
Glaz. Tras 6 horas después de la siembra, se fijaron y marcaron por inmunocitoquimica con
faloidina que marca los filopodios y tubulina que marca axones. Finalmente se cuantifico el
numero de filopodios por neurona y se midié la longitud de los axones (Fig. 40A).
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No se detectaron diferencias significativas en el nimero de filopodios de las neuronas de los
mutantes nulos para NLaz y GLaz comparados con las neuronas provenientes del control
silvestre. Sin embargo, si se encontraron diferencias significativas en la longitud del axén de
neuronas sin GLaz y NLaz frente a neuronas silvestres (Fig. 40). Esta diminucién en la longitud
del axén ante la falta de las dos lipocalinas va acompaiiada de defectos en la organizacion de
los microtubulos(Fig. 40A).Estos resultados demuestran por primera vez que el fenotipo
generado por Lazarillo de saltamontes esta conservado en sus homdlogos de Drosophila.
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Figura 40. La falta de NLaz y GLaz afecta al crecimiento axonal y a la sinaptogénesis en cultivo. A. NUmero de
filopodios y longitud de los axones de cultivos primarios de neuronas de 6 horas de Drosophila silvestre y NLaz-
GLaz-KO. Neurona representativa de cada fenotipo. La punta de flecha sefiala la zona de desorganizacion de
microtubulos. B. NUmero de sinapsis y area de cada sinapsis de cultivos primarios de neuronas de 48 horas. Las
diferencias estadisticas se determinaron por el test de Mann-Whitney * P<0,05.

2.2. LA FALTA DE Glaz Y NLaz DISMINUYE EL NUMERO DE SINAPSIS ESTABLECIDAS EN
NEURONAS DE DROSOPHILA EN CULTIVO

Para el estudio sobre la influencia de GLaz y NLaz sobre la sinapsis se realizaron cultivos de
neuronas de Drosophila de la linea mutante para NLaz y GLaz y se incubaron durante dos dias a
269C tras lo cual se fijaron y marcaron con tubulina y sinapsina. Posteriormente se cuantifico el
numero de sinapsis por neurona.
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La falta de NLaz y GLaz provoca una disminucién en el nimero de sinapsis y su area pero no de
la cantidad de sinapsina (Fig.40). Esto podria indicar que los efectos de la falta de las dos
lipocalinas no afectarian a la sintesis de las proteinas de las vesiculas sinapticas en si, sino a la
generacion y tamafio de las sinapsis, lo que es compatible con una posible funcién sobre las
membranas.

Por lo tanto, se confirmé por primera vez la conservacién del fenotipo que dio nombre a las
lipocalinas de Drosophila homélogas a ApoD Lazarillo Glial y Lazarillo Neural. La presencia de
fenotipo en el axdn pero no en los filopodios concuerda con diferentes procesos de regulacién
del trafico vesicular independientes para axones y dendritas [527, 579]. La disminucién de
sinapsis ante la falta de estas dos proteinas también sugiere la influencia de NLaz y GLaz en los
procesos de trafico de vesiculas y su fusién. Estos resultados enfocan con mayor nitidez a las
membranas como centro del mecanismo de accién de ApoD y sus homélogos.
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3. CAPITULO 3.APOD Y LAS MEMBRANAS

Desde los estudios iniciales de su estructura, hasta la compleja regulacién que ejerce sobre el
flujo de la autofagia, se ha evidenciado una estrecha relacién entre ApoD (y sus homdlogos) y
los lipidos. Su pertenencia a una familia de proteinas con capacidad para unir ligandos
hidrofdbicos (las Lipocalinas), su presencia en las macromoléculas transportadoras de lipidos,
su secrecion al exterior celular y sus efectos sobre la oxidacién lipidica reflejan un disefio
molecular destinado al manejo de lipidos y control de calidad de las membranas. Sin embargo,
la falta de un receptor y los variados efectos derivados de su funcidn observados ante una gran
diversidad de condiciones han dirigido las hipdtesis de su mecanismo de accidon hacia el
transporte lipidico y la regulacién de su disponibilidad frente a las necesidades celulares,
otorgando mads importancia a sus ligandos en si que a la propia lipocalina. Sin embargo, ApoD
posee ciertas caracteristicas que le otorgarian funciones mucho mas especificas que la que
compartiria con el resto de los miembros de su amplia familia de transportadores lipidicos. La
lipocalina mds cercana al ancestro comun con ApoD, el homdlogo en el saltamontes, Lazarillo,
posee una peculiaridad estructural que definiria una funcion intimamente ligada a las
membranas y que podria, incluso, contraponerse a la funcidn transportadora. Lazarillo posee
una cola GPI que la ancla a la cara externa de la membrana plasmatica. Considerando una
funcién comun ancestral, pareceria mas légico pensar en una funcidon sobre la propia
membrana que una funcidén que le alejara de ella (transporte) (ver seccidn 1).

Como se comentd al comienzo de esta Tesis, el objetivo general de este trabajo era un
acercamiento al mecanismo molecular de ApoD y todos los resultados anteriores sefialan a la
membrana como centro de su mecanismo.

ApoD no posee esta cola GPI, es decir, carece de este sistema de anclaje a la membrana. Sin
embargo, posee una regidon en su estructura anormalmente hidrofébica para una proteina
extracelular que podria interactuar con la membrana. Esta zona, es la que le permitiria
adherirse a las HDL y LDL ademadas de interaccionar mediante enlaces disulfuro con otras
apolipoproteinas (mediante la cisteina libre; ver seccién 1.2). El propio bolsillo hidrofébico
también podria ser un sistema de anclaje si le permitiera anclarse directamente a los lipidos de
la bicapa. Curiosamente, el parche hidrofdbico de ApoD se encuentra a la entrada del bolsillo.
Por otro lado, en el capitulo 1 de resultados se ha mostrado un marcaje que podria ser de
membrana tras la adicién de ApoD al medio extracelular de una linea de astroglioma humana
de hApoD. Estos resultados han sido recientemente confirmados en el laboratorio (Pascua-
Maestro, resultados no publicados). La internalizacion de ApoD también podria implicar un
contacto con la membrana. El hecho de que hasta el momento no se haya encontrado un
receptor, quizas indique que podria ser capaz de incorporarse a una via de endocitosis sin
necesidad de receptor.

Las proteinas GPl son caracteristicas de una regidn muy concreta de las membranas, los

dominios de membranas. Los dominios de membrana actian como centros de reclutamiento
de proteinas que permiten la formacion de signalosomas, activando cascadas de sefializacién o
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promoviendo la internalizacidn de las proteinas que contienen. Las balsas lipidicas podrian ser
el nexo entre la localizacién extracelular de ApoD, su mecanismo de accién sobre los lipidos y
su localizacion intracelular [247].

Por lo tanto, el ultimo capitulo de este trabajo consisti6 en el estudio de una posible
interaccion de ApoD con la membrana, en concreto con los dominios de membrana y, en caso
afirmativo, las posibles consecuencias de la presencia o ausencia de ApoD en estos dominios
de membrana.

3.1. ApoD SE ENCUENTRA EN LOS DOMINIOS DE MEMBRANAS RESISTENTES A DETERGENTEY
ESTA ASOCIACION ESTA CONSERVADA EN LAS MEMBRANAS DE RATON Y HUMANAS.

En primer lugar se estudid la posibilidad de que ApoD pudiera estar unida a la membrana. Para
ello se realizaron preparaciones de membrana de cerebros de ratones adultos. El primer
precipitado tras la centrifugacion (3000 g, 10 min) rico en nucleos y grandes organelas, el
precipitado de membrana y el sobrenadante obtenidos tras la ultra-centrifugacion (100.000 g,
1h 15 min) se cargaron en un gel de electroforesis. El analisis por inmunoblot de la membrana
resultante confirmé por primera vez la presencia estable de ApoD en las membranas (Fig. 41).
Esta localizacidn estaba conservada en membranas de la linea de astrocitoma humana 1321N1
(datos no mostrados).

25kD mApoD

Figura 41. ApoD se encuentra fuertemente unido a la membrana.
Inmunoblot para mApoD. (N) precipitado rico en nucleos y grandes organelas

tras la centrifugacion a 3000 g durante 10 min de cerebro de ratén adulto (4
meses). (Mb) precipitado de membrana y (S) sobrenadante obtenidos tras una
ultra-centrifugacién a 100.000 g durantelh 15 min.

Para determinar la presencia de ApoD en las balsas lipidicas se extrajeron las membranas de
cerebros completos de ratones adultos. Tras una incubacion con Triton X114 (que disuelve las
membranas salvo en las regiones ricas en colesterol y esfingomielina (dominios de membrana
resistentes a detergente o DRM) se sometieron a una separacién por densidad en gradiente de
sacarosa (Fig. 42A). Las fracciones se precipitaron y analizaron por inmunoblot. ApoD aparece
en la fraccion correspondiente a los DRMs (fraccién 3), caracterizada por un enriquecimiento
en flotilina, colesterol y esfingomielina (Fig. 42B). Esta localizacidn esta conservada en células
humanas. Este experimento se reprodujo en membranas de células de glioblastoma humano
donde nuevamente se obtuvo un enriquecimiento de ApoD en la fraccién correspondiente a
los DRMs (fraccién 3) (Fig. 42C).

Por lo tanto se demostrd no solo que ApoD se une a la membrana plasmatica sino que ademas,
se encuentra en las balsas lipidicas.
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Figura 42. ApoD se encuentra en las balsas lipidicas de membranas de cerebro de ratén y de células de
astroglioma humano pero no modifica su composicion en colesterol y esfingomielina.

A. Fraccidn 3 (balsas lipidicas) del gradiente de sacarosa para la extraccion de DRM. B. Inmunoblot de ApoD de
raton y Flotilina para las fracciones del gradiente de sacarosa para la extraccion de DRM de membranas de
cerebro de ratén WT con Triton X-114. C. Inmunoblot de hApoD y Flotilina para las fracciones del gradiente de
sacarosa para la extraccion de DRM de membranas de 1321N1 (glioblastoma humano) con Triton X-114. Perfil
de enriquecimiento en colesterol y esfingomielina del gradiente de sacarosa. C. Concentracién de
esfingomielina y colesterol en los DRMs (fraccién 3) de membranas de cerebros de ratén WT y ApoD-KO. Las
diferencias estadisticas se determinaron por el test de t de Student. * P<0,05.

3.2.LA FALTA DE ApoD NO MODIFICA LA CANTIDADDE COLESTEROL Y ESFINGOMIELINA DE LOS
DOMINIOS DE MEMBRANA RESISTENTES A DETERGENTE DE CEREBROS DE RATON.

Una vez determinada la presencia de ApoD no solo en membranas aisladas sino también en los
dominios de membrana resistentes a detergente, el siguiente objetivo fue estudiar las
variaciones derivadas de la presencia o la ausencia de ApoD en estas estructuras. Para ello se
utilizaron ratones WT y ApoD-KO como fuente del material a estudiar.

En primer lugar se midid la cantidad de colesterol y esfingomielina, dos de los componentes
principales de las balsas lipidicas, en los DRM (fraccion 3) de membranas de cerebro de
ratones WT y de ratones ApoD-KO. No se encontraron diferencias significativas para ninguno
de estos dos lipidos ante la falta de ApoD (Fig.42D).
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3.3.LA FALTA DE ApoD NO MODIFICA SUSTANCIALMENTE EL PATRON GLOBAL PROTEICO DE
LOS DOMINIOS DE MEMBRANA RESISTENTES A DETERGENTE DE CEREBROS DE RATON.

En segundo lugar se compard el patrén proteico de las DRM de cerebros de ratones WT con el
de ratones mutantes nulos para ApoD por electroforesis bidimensional. El patrén obtenido
para ambos genotipos es muy similar a otros analisis proteicos de balsas lipidicas [580]. No se
encontraron diferencias consistentes ante la falta de ApoD en tres réplicas del experimento (La
figura 43 muestra una de estas réplicas). Curiosamente, en todos los casos se observé un peor
enfoque en los geles de ApoD-KO que podria indicar diferencias en la naturaleza de la muestra
como aumento de la glicosilacion o de la oxidacion de proteinas.

Es importante sefialar que la electroforesis bidimensional no es la mejor técnica para el andlisis
de proteinas hidrofdbicas, especialmente para las proteinas de membrana. Esto es debido a
dos propiedades de estas proteinas. Sus puntos isoeléctricos (pl = pH al que un polianfolito
tiene carga neta 0) son generalmente alcalinos lo que harian necesarios gradientes de pH mas
amplios que supondria una disminucion en la eficacia de la separacién. Por otro lado, al haber
sido disefiadas para ser solubles en la bicapa lipidica (sobre todo las proteinas integrales) son
poco solubles en los disolventes acuosos utilizados para el enfoque isoeléctrico [581, 582].
ApoD de rata tiene un pl= 4,05-4,37 (segun su grado de glicosilacion) [39], hApoD del fluido
cistico mamario presenta un pl = 3,75 [583]. Sin embargo, no se encontrd ningun punto a 25kD
que soélo estuviera presente en los geles WT y no en los ApoD-KO. Por lo tanto no se puede
descartar la existencia de cambios proteicos debidos a la falta de ApoD pero, al menos, si
pueden descartarse grandes cambios en un amplio grupo de proteinas con pl entre 3 y10 y
de alta solubilidad en medio acuoso.
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Figura 43. La falta de ApoD no modifica el patrén global proteico de los DRM de membranas de cerebro de
ratén. Electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida al 10 % (SDS-PAGE) (20 x 18 cm) para DRM de
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membranas de cerebros de ratones WT y ApoD-KO. Gradiente de pH inmovilizado (IPG) de pH lineal 3-10, 18
cm (GE Healthcare). Tincidn con 0,25 % de nitrato de plata.

3.4. LA FALTA DE ApoD PROVOCA CAMBIOS CONFORMACIONALES EN LA ESTRUCTURA DE LOS
DOMINIOS DE MEMBRANA RESISTENTES A DETERGENTE DE CEREBROS DE RATON

La espectroscopia Raman es una técnica no destructiva que permite obtener informacién del
orden molecular de una estructura ademas de aportar informacion sobre su composicién. Para
el estudio conformacional de los DMR por espectroscopia Raman se secd la fraccidén 3 (balsa
lipidica) obtenida del gradiente de sacarosa de membranas de cerebro de ratén WT y ApoD-
KO. El espectro muestra diferencias estructurales en los DRM ante la falta de ApoD (Fig. 44).

Int KO mean IntWT mean

Figura 44. La falta de ApoD modifica el espectro Raman de las DMR de cerebro de ratdn.

La sustraccién del espectro KO al espectro WT para bajas frecuencias, ambos obtenidos por FT-
Raman (que permite obtener informacién promedio de la muestra) presenta picos
correspondientes a tirosinas (850 cm™), cisteinas (640 cm™) y enlaces disulfuro (540 cm™) en el
WT que no aparecen en el KO lo que concuerda con la ausencia de ApoD en las muestras KO
(Fig. 45A). Los espectros obtenidos con micro-Raman (asociado a un microscopio) (que
permiten estudiar las heterogeneidades de la muestra) realizados sobre tres puntos al azar
tanto de la muestra KO como de la WT presentan diferencias en la situaciéon KO y no en la WT
(Fig. 45B). Esto significa que la muestra KO no es homogénea a la escala de micro-Raman. Los
espectros muestran diferencias en las regiones de bajas frecuencias propias de los enlaces
responsables de las conformacidnes protéicas (C-S, C-N, etc.) y de las altas frecuencias
correspondientes a —OH formando enlaces de hidrégeno (3200-3500 cm™). También se
observan variaciones en la anchura de las bandas que implican diferencias en el orden
estructural de las muestras. El orden de empaquetamiento molecular de la muestra KO es
menor que el orden molecular de la muestra WT (Fig. 45B). La comparacion de los espectros
de bajas frecuencias de muestras WT y KO en puntos de espectros similares y en puntos de
espectros diferentes mostraron que tanto en las regiones similares como en las mas diferentes
las muestras WT y KO presentan importantes diferencias (Fig. 45C).
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Figura 45. Estudio comparativo de los espectros Raman de los DRMs WT y KO.

A. Espectro obtenido por FT Raman para bajas frecuencias de DRMs de cerebro de ratén (analisis promedio de la
muestra: spot de 1 mm de didmetro). La linea roja inferior, resultado de la sustraccién del espectro KO al espectro
WT, muestra picos correspondientes a tirosinas, cisteinas y enlaces disulfuro en el WT y no en el KO que
corresponden a la ausencia de ApoD en las muestras KO.B. Espectros micro-Raman para DRMs de cerebro de
ratén (Andlisis micro de la muestra: spot de 20 um de didmetro) para tres puntos al azar de la muestra KO y de la
WT. Se observan diferencias entre los espectros A, By C de la muestra KO lo que significa que la muestra no es
homogénea a la escala micro. Se observan diferencias en las regiones de bajas frecuencias propias de los enlaces
C-S y de las altas frecuencias correspondientes a -OH formando puentes de hidrégeno. Se observa ademas que el
orden estructural no es el mismo (anchura de las bandas). C. Comparativa entre espectros de bajas frecuencias de
muestras WT y KO en puntos de espectros similares y entre espectros de muestras WT y KO en puntos de
espectros diferentes. Se observan diferencias entre WT y KO tanto en las regiones similares como en las mas
diferentes.
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Todos estos datos indican que existe un mayor desorden estructural en los DRM carentes de
ApoD. Este desorden estructural podria deberse a cambios conformacionales o de
composicion de los lipidos o de las proteinas que los forman. Dado que los lipidos son los
componentes mayoritarios de los dominios de membranas, estos cambios podrian implicar
variaciones en la distribucion de los lipidos y por tanto diferencias en las interacciones entre
ellos o ser reflejo de cambios en la composicion o de sus estados de oxidacion.

3.5.ApoD NO MODIFICA LA DISTRIBUCION DEL MARCADOR GENERICO DE BALSAS LIPIDICAS
FLOTILINA

No todas las proteinas de membrana asociadas a las balsas lipidicas permanecen en ellas de
forma inmutable. Algunas proteinas entran o salen de las balsas en respuesta a eventos
intracelulares o extracelulares como unién a ligandos, fosforilacion u oxidacién [214]. Si ApoD
esta modificando la conformacion de los lipidos que forman las balsas, también podria estar
modificando la distribucion de las proteinas presentes en ellos.

Para el estudio de la influencia de ApoD sobre la distribucién de Flotilina en la membrana, se
compard por inmunoblot el perfil de flotilina en el gradiente de sacarosa de membranas de
cerebros de ratdn WT tratadas con Triton X-114 con el perfil generado por las membranas de
cerebros ApoD-KO en las mismas condiciones. Para la cuantificacién se refirié la densidad de
cada banda a la suma total de bandas en el gradiente. No se encontraron diferencias
significativas en la distribucion de flotilina a lo largo del gradiente ante la falta de ApoD (Fig.
46)

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

45kD Flotilina

ApoD-KO - ——————

40

35 4

--WT
- KO

% repreentacion

Ndmero de fraccidn del gradiente de sacarosa

Figura 46. ApoD no altera la distribucion de flotilina en el gradiente de sacarosa de
membranas de cerebro de ratéon. Inmunoblot para flotilina de las fracciones obtenidas
en el gradiente de sacarosa tras el tratamiento de membranas de cerebros de ratones
WT y KO con Triton X-114 y posterior centrifugacidn. Cuantificacién realizada refiriendo
la densidad de evaluaron por el test de t de Student. * P<0,05.
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3.6.LA FALTA DE ApoD MODIFICA LA RESPUESTA ANTE EL ESTRES OXIDATIVO DE LOS LiPIDOS
DE LOS DOMINIOS DE MEMBRANA RESISTENTES A DETERGENTE DE MEMBRANAS DE
HIPOCAMPOS DE RATON

El hipocampo es una de las regiones del cerebro mds sensibles a la oxidacion, y por tanto es un
area clave para el estudio del estrés oxidativo [433, 434, 490]. Ademas esta implicado en
importantes funciones como la memoria explicita y memoria espacial que ayuda a la
navegacioén. Los ratones nulos para ApoD muestran un estrés oxidativo basal, una disminucion
de la resistencia a paraquat, un aumento de los lipidos peroxidados en el cerebro y un mayor
fracaso en pruebas comportamentales como la disminucidon en la actividad locomotora vy
exploratoria y déficit de memoria [89]. El hecho de no haber encontrado diferencias ante la
falta de ApoD ni en la composicién proteica ni en los dos componentes lipidicos mayoritarios
de los DRM en condiciones basales, la estrecha relacién que parece existir entre ApoD vy el
estrés oxidativo, y los fenotipos observados en los ratones ApoD-KO relacionados con el
hipocampo, apoyaron la realizacién de un estudio lipiddmico en respuesta al estrés oxidativo
en DRM de membranas de hipocampos de ratones WT y ApoD-KO.

Para la caracterizacién lipidica se aislaron DRM de hipocampos de 5 ratones adultos silvestres
y5 nulos para ApoD en condicién control y sometidos a estrés oxidativo por PQ. Los lipidos de
las muestras se solubilizaron con cloroformo/metanol y se analizaron por cromatografia
liqguida de ultra-rendimiento acoplada a espectrometria de masas (UPLC-MS) que permitio
determinar glicerolipidos, esteroles, esfingolipidos y glicerofosfolipidos.

3.6.1. LOSDOMINIOS DE MEMBRANA RESISTENTES A TRITON X-114 DE HIPOCAMPO DE
RATON SON ALTAMENTE SENSIBLES AL ESTRES OXIDATIVO Y SU COMPOSICION VARIA
ANTE LA FALTA DE APOD UNICAMENTE BAJO ESTRES OXIDATIVO.

El primer componente del andlisis multivariante dirigido, teniendo en cuenta todos los datos
obtenidos (por quintuplicado) para las cuatro condiciones (WT-CTRL, KO-CTRL, WT-PQ, KO-
PQ),permitié una clara separacién entre el grupo de ratones tratados con PQ (WT-PQ y KO-PQ)
(izquierda) frente a los no tratados (WT-CTRL y KO-CTRL) (derecha). Esto indica que las
mayores diferencias se encuentran al comparar la situacién control con el tratamiento con PQ,
es decir, demuestra que la composicién lipidica de los DRM del hipocampo es altamente
sensible al estrés oxidativo(Fig. 47A). Esta sensibilidad frente al estrés oxidativo generado por
el PQ se observa tanto en los hipocampos de individuos WT como en los ApoD-KO.

El segundo componente del analisis multivariante permitié separarlos individuos WT-PQ de los
KO-PQ, pero no tanto los WT de los KO lo que indica que la composicion de los dominios de
membrana se ve alterada ante la falta de ApoD predominantemente cuando se encuentran en
situacidon de estrés (Fig. 47A).

Varios estudios sobre las diferencias de extraccion de distintos detergentes y la caracterizacién
de los tipos de microdominios que aislan, describen los DMRs resistentes a Triton X-114 como
microdominios de membranas internas ricas en cerebrésidos (glucoesfingolipidos) [392, 584,
585] y es en este tipo de dominios donde aparece ApoD.
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Del total de especies detectadas, el DHA y el AA aparecen mayoritariamente en las familias
lipidicas que contienen dacidos grasos insaturados. Todas las PC que contenian DHA y AA
sufrieron cambios significativos ante el estrés oxidativo, lo que corrobora la alta sensibilidad de
los lipidos insaturados a la oxidacidn. Los DRM de hipocampo de ratén extraidos con Triton X-
114 presentan, por tanto, una alta representacién de DHA y AA concordando con el
enriquecimiento en AA y DHA descrito en otros tipos de DRMs que les confiere una alta
sensibilidad al estrés oxidativo [145, 586].
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Figura 47. Los DRMs de hipocampos de ratén se alteran por la accion de ApoD en
situacion de estrés oxidativo.

A. Analisis multivariante dirigido de los datos obtenidos del andlisis lipiddomico por
cromatografia liquida de ultra-rendimiento acoplada a espectrometria de masas
(UPLC-MS) de dominios de membranas de hipocampos de 5 ratones adultos silvestres
y5 nulos para ApoD en condicién control y sometidos a estrés oxidativo por PQ. El
primer componente t[1] separa los individuos en situacidn control de los individuos
tratados con PQ. El segundo componente t[2] separa mejor los individuos WT de los
ApoD-KO si han sufrido tratamiento con PQ que en situacién control. B. Diagrama de
Venn de los lipidos alterados por el tratamiento con PQ en DRMs de hipocampos de
raton WT y ApoD-KO.

3.6.2. LA FALTA DE ApoD PROVOCA UN AUMENTO DE MONOHEXOSILCERAMIDAS EN LOS
DOMINIOS DE MEMBRANA RESISTENTES A DETERGENTE DE MEMBRANAS DE
HIPOCAMPOS DE RATONES SOMETIDOS A ESTRES OXIDATIVO.

La existencia de diferencias entre los niveles de cada metabolito en las condiciones
experimentales se analizaron aplicando dos aproximaciones estadisticas: test ANOVA
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(considerando la interrelacion de los cuatro grupos de estudio (WT-KO-CTRL-PQ) y t de Student
(comparando dos grupos independientemente de los otros) generando, con los datos
obtenidos, un heatmap o mapa de calor (Fig.48).

De los 117 lipidos detectados 69 mostraron diferencias significativas ante el tratamiento con
PQ, 42 metabolitos cambiaron significativamente ante el tratamiento con PQ en los individuos
WTy 39 en los KO ante el mismo tratamiento. Unicamente 17 de estos lipidos fueron comunes
a ambas situaciones (Fig.47B).

De los metabolitos que cambian ante el PQ especificamente cuando falta ApoD, 11 son
monohexosilceramidas (CMH), 7 PC poliinsaturadas, dos PE con AA, 1 esfingomielina y 1
ceramida (Tabla 4). Las monohexosilceramidas responden al estrés oxidativo de manera
especifica a la ausencia de ApoD.

16 metabolitos experimentaron cambios significativos al comparar la composicién de los DRMs
con o sin ApoD. Al comparar los DRMs WT frente a los ApoD-KO, cuatro
monohexosilceramidas, tres ceramidas y dos PC poliinsaturadas aparecen disminuidas en los
hipocampos sin ApoD, todas ellas (salvo una CMH) aparecen también alteradas ante el PQ de
forma dependiente de ApoD. Unicamente la PE 16:1e/18:2 aumenta ante la falta de ApoD
(aumenta también ante el tratamiento con PQ). Seis componentes diferencian ambos
genotipos después del tratamiento con PQ, tres PE y tres PC (Tabla 5). ApoD parece ejercer su
influencia fundamentalmente sobre las monohexosilceramidas y sus derivados frente al estrés
oxidativo aunque algunas especies lipidicas también se ven alteradas en situacidon de estrés
oxidativo ante la pérdida de funcién de la lipocalina. Estos datos concuerdan con la ausencia
de diferencias en las medidas de colesterol y esfingomielinas de los DRMs ante la falta de
ApoD.

De entre todos los lipidos alterados con el PQ, los lipidos comunes a ambos genotipos son de
cadena mas corta, sobre todo si se compara con los lipidos afectados especificamente por la
falta de ApoD, en su mayoria, aminodcidos de cadena larga con un alto grado de insaturacion
(PCy PE) tedricamente mas sensibles al estrés oxidativo.
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Sélo en WT Comunes Sélo en ApoD- KO
t- t- t-
Lipido log2(F.C) Student(p- Lipido log2(F.C.) Student( Lipido log2(F.C.) Student(p-
valor) p-valor) valor)
COLESTEROL MONOHEXOSILCERAMIDA MONOHEXOSILCERAMIDA
Colesterol 0,12 3,95E-03 d18:2/22:0(20H) 1,13 8,77E-05 d18:1/25:1(20H) 1,33 1,77E-03
FOSFATIDILETANOLAMINA d18:1/24:2 1,27 7,05E-05 d18:1/23:1 1,10 4,90E-04
18:1e/22:4 0,31 2,90E-02 FOSFATIDILETANOLAMINA d18:1/24:1(20H) 0,81 1,01E-04
18:0/18:1 0,20 5,12E-03 16:1e/18:2 0,55 3,59E-02 d18:1/20:0(20H) 0,80 2,04E-03
FOSFATIDILCOLINA 18:1e/18:2 0,65 6,07E-03 d18:1/23:0(20H) 0,79 9,74E-03
16:0/22:6 -0,20 2,36E-02 FOSFATIDILCOLINA d18:1/25:1 0,68 2,02E-02
16:0/20:4 -0,25 4,77E-02 20:4/20:4+18:2/22:6+18:0/22:8 -0,34 3,46E-03 d18:1/24:1 0,57 4,91E-03
16:0/18:2 -0,25 1,85E-02 17:0/20:4 -0,24 1,09E-02 d18:1/22:0(20H) 0,54 2,60E-02
16:0/14:0+14:0/16:0 -0,29 2,90E-03 18:0/22:6 -0,13 4,70E-02 d18:1/23:0 0,53 3,86E-02
18:0/20:4 -0,30 1,31E-02 15:0/20:4 -0,41 1,90E-03 d18:0/22:0(20H) -0,54 3,05E-02
18:0/22:5 -0,30 3,94E-03 0-16:0/14:0 -0,53 1,28E-03 d18:1/25:0 -0,67 5,63E-03
18:0/18:2 -0,31 3,82E-03 0-16:0/16:0 -0,46 2,69E-03 CERAMIDA
17:1/20:4+15:0/22:5 -0,33 4,74E-02 18:1e/20:4 -0,48 1,11E-03 d18:1/24:1+d18:2/24:0 0,56 2,21E-03
18:1/20:4+16:0/22:5 -0,33 1,52E-02 16:0/18:0 -0,30 6,08E-03 FOSFATIDILETANOLAMINA
16:0/16:0 -0,34 1,57E-03 14:0/18:2 -0,44 1,73E-04 18:0/20:4 -0,08 1,98E-02
18:1/22:6 -0,34 6,09E-04 14:0/20:4 -0,53 5,27E-03 16:0/20:4 -0,17 1,05E-02
16:0/20:3 -0,35 2,28E-02 0-16:0/18:0+0-18:0/16:0 -0,59 1,90E-03 FOSFATIDILCOLINA
18:1/18:2 -0,38 2,05E-02 ESFINGOMIELINA 18:0/22:4 -0,21 2,99E-02
18:0/20:5+16:0/22:5 -0,40 2,59E-03 d18:0/18:0 -0,67 3,00E-03 0-16:0/18:1 + 18:1e/16:0 -0,22 2,26E-02
20:3/20:4 -0,50 3,59E-03 d18:0/16:0 -0,63 1,01E-02 16:0/20:5 -0,33 2,89E-03
ESFINGOMIELINA 16:1/20:4 -0,35 1,09E-02
d18:1/16:0 -0,53 6,09E-03 18:3/18:3 -0,39 2,68E-02
d18:1/18:0 -0,55 1,78E-03 0-16:0/20:4 -0,39 3,92E-03
d17:1/16:0+d18:1/15:0 -0,55 2,67E-02 18:2/20:4 -0,66 8,41E-04
d18:1/20:0+16:1/22:0 -0,94 3,21E-04 ESFINGOMIELINA
CERAMIDA d18:1/23:0 -0,98 6,59E-03
d18:1/23:0 -0,51 1,61E-02
d18:1/24:0 -0,60 3,10E-02
d18:1/20:0 -0,79 7,74E-03
WT vs. ApoD-KO WT-PQ vs. ApoD-KO-PQ
Lipido log2(fold change) | Student's t-test (p) lipido | log2(fold change) | Student's t-test (p)
FOSFATIDILETANOLAMINA FOSFATIDILETANOLAMINA
16:1e/18:2° 0,35 1,77E-02 16:0/20:4° -0,12 1,16E-02
FOSFATIDILCOLINA 18:1e/18:1 -0,41 4,71E-02
14:0/18:2° -0,21 2,50E-02 18:1e/22:4° -0,36 2,75E-02
18:0/20:5+16:0/22:5° -0,22 2,82E-02 FOSFATIDILCOLINA
CERAMIDA 18:3/18:3° 0,48 1,47E-03
d18:1/20:0° -0,54 3,72E-02 18:2/20:4b -0,44 2,11E-02
d18:1/24:0° -0,52 4,42E-02 18:1/22:6° 0,15 3,53E-02
d18:1/24:1+d18:2/24:0° -0,56 4,07E-02
MONOHEXOSILCERAMIDA
d18:1/20:0(20H)° 0,74 3,40E-02
d18:1/22:0(20H)° 0,78 4,67E-02
d18:2/22:0(20H)° 0,37 4,29E-02
d18:1/24:0(20H) -0,77 3,37E-02

a. cambian en WT ante el PQ. b. cambian en ApoD-KO ante el PQ. c. cambian en ambos ante el PQ.

TABLA 4. Listado de especies lipidicas que modifican su concentracion respecto a los controles ante el

tratamiento con PQ. Especies lipidicas de DRMs de membranas de hipocampo de ratéon analizadas por

cromatografia liquida de ultra-rendimiento acoplada a espectrometria de masas (UPLC-MS) que muestran

diferencias a) ante el tratamiento con PQ sdélo en la situacion WT, especies lipidicas que cambian en ambas

situaciones y especies lipidicas que cambian sélo en la situacion ApoD-KO, b) al comparar muestras WT frente a

ApoD-KO en situacion control y ante el tratamiento con PQ. Los lipidos aparecen ordenados por familias y segun su

factor de cambio. Para la caracterizacion lipidica se aislaron dominios de membranas de hipocampos de 5 ratones

adultos silvestres y 5 nulos para ApoD en condicidn control y sometidos a estrés oxidativo por PQ. Los diferentes

niveles de cada metabolito se analizaron aplicando la aproximacidn estadistica t de Student.
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Figura 48. Heatmap del estudio lipidémico obtenido de DRMs de membranas de hipocampos de ratén

WT y ApoD-KO en situacion control o tras tratamiento con Paraquat.

El cédigo de color muestra el factor de cambio de las distintas especies lipidicas (las tonalidades rojas indican
aumento y las tonalidades verdes disminucidn). Las bandas en tonos grises muestran los p valores obtenidos del
test t de Student. Datos obtenidos del analisis por cromatografia liquida de ultra-rendimiento acoplada a
espectrometria de masas (UPLC-MS) de membranas de hipocampos de 5 ratones adultos silvestres y5 nulos para
ApoD en condicion control y sometidos a estrés oxidativo por PQ.
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ANALISIS AGRUPADO POR FAMILIAS LIPIDICAS

El estudio de los datos que generan el heatmap permitié comparar el comportamiento de cada
familia de lipidos de los DRMs frente a la oxidacion en presencia o ausencia de ApoD.

Monohexosilceramidas

Los cambios mas significativos del estudio lipiddmico de los DRMs se encuentran entre las
monohexosilceramidas (CMH). Todas las monohexosilceramidas afectadas por el tratamiento
con PQ en los DRMs de hipocampos de ratén aumentan, comportamiento contrario al del
resto de lipidos de los DRMs detectados. 11 monohexosilceramidas presentan un
comportamiento significativamente diferente ante el PQ en la condicién ApoD-KO respecto al
comportamiento de los DRMs control. Nueve aumentan significativamente mientras que las 2
restantes disminuyen (Fig.49A). Destacado es el cambio del 69% tras el tratamiento con PQ
experimentado por la CMH (d18:1/25:1(20H)) en los DRMs ApoD-KO respecto al control, el
experimentado por CMH (d18:1/20:0(20H)) del 49% y el de CMH (d18:1/22:0(20H)) 50%
(Fig.49B). Otras dos CMH, CMH (d18:1/24:2) y CMH (d18:2/22:0(20H)), ambas poliinsaturadas,
responden significativamente al PQ de manera comuUn en ambos genotipos aunque
Unicamente CMH (d18:1/24:2) aumenta un 35% mas en los DRMs ApoD-KO ante el PQ (Fig.
49C).

WTPQvs.CTRL  KOPQ vs. CTRL

log2 log2

(F.C.) (R.C.)
CMH({d18:1/24:2) 6,60E-03 | N 7,05E-05
CMH(d18:2/22:0{20H)) : _ _ | 8,77E-05 Cambian en WT y KO

t-test (p) t-test (p)

CMH({d18:1/24:1{20H)) 2,77E-01 1,01E-04
CMH{d18:1/23:1) 0,74 5,26E-02 | | 4,90E-04
CMH({d18:1/25:1{20H)) 0,59 7A8E-02 | | 1,77E-03
CMH(d 18:1/20:0{20H)) 0,22 3,13E-01 2,04E-03
CMH{d18:1/24:1) 0,40 1,23E-01 4,91E-03
CMH(d18:1/25:0) 0,49 1,33E-01 5,63E-03 Cambian sélo en KO
CMH(d18:1/23:0(20H)) 0,28 3,05E-01 9,74E-03
CMH{d18:1/25:1) 0,69 8,15E-02 '
CMH({d18:1/22:0(20H)) 0,04 8,70E-01
CMH([d18:0/22:0{20H)) 0,48 6,28E-02
CMH{d18:1/23:0) 0,24 3,51E-01
CMH({d18:1/24:0(20H)) 0,17 5,56E-01 0,42 6,03E-02
CMH(d18:1/25:0{20H)) 0,12 6A6E-01 0,38 1,51E-01
CMH({d18:0/24:0{20H)) 0,60 118601 = 031 2,74E-01
CMH(d18:1/18:0) 047 1,20E-01 0,26 3,44E-01
CMH{d18:1/24:0) 0,25 1,05E-01 0,09 4,84E-01 No cambian ante el PQ
CMH{d38:1) 0,03 8,73E-01 0,17 4,92E-01
CMH({d44:2) 0,20 3,42E-01 0,10 545E-01
CMH(d18:1/22:0) -0,08 6,99E-01 0,08 5,70E-01
CMH(d44:2{OH)) 0,00 9,95E-01 0,15 6,57E-01
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Figura 49. Las monohexosilceramidas experimentan mayor aumento en los DRMs de hipocampos de ratones
ApoD-KO ante el tratamiento con PQ.

A.Zona del heatmap de las CMH amplificado.B. CMH (d18:1/20:0(20H)), (d18:1/22:0(20H)) y (d18:1/25:1(20H))
registran una relacion de factor de cambio (ratio fold change) superior a 1,5 al comparar el comportamieno de los
DRMs ApoD-KO ante el PQ respecto a la situacién control. C.CMH (d18:1/24:2) y (d18:2/22:0(20H)) responden
significativamente al PQ de manera comin en ambos genotipos. CMH (d18:1/24:2) aumenta un 35% mas en los
DRMs ApoD-KO ante el PQ. Ambas monohexosilceramidas son poliinsaturadas.

Las monohexosilceramidas (cerebrésidos) son intermediarios del metabolismo de los
gangliésidos (componentes importantes de los dominios de membrana no analizados en este
estudio lipiddmico por no ser extraidos con metanol/cloroformo). Se producen en los
lisosomas como productos del catabolismo de los gangliésidos a través de la accién de enzimas
como la GM1-B-galactosidasa o la GalCer-B-galactosidasa [154] (Fig. 49A) o en la membrana a
partir de ceramida como base para generar glicoesfingolipidos complejos. Poseen funciones
bioquimicas como el transporte intracelular de membrana, proliferacién o supervivencia
celular. No solo contribuyen a las propiedades de la superficie de la membrana plasmatica sino
gue interactian con proteinas de la superficie modulando su funcién. Son componentes
esenciales de la mielina donde establecen interacciones entre ellos o con otras proteinas
(MAG) pudiendo influir en su compactacién. La falta de ApoD provoca una menor
compactacién de la mielina del SNC [42, 530]. Los niveles de monohexosilceramidas se alteran
en enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes... [152].

En los DRM de hipocampos de ratén estudiados, las monohexosilceramidas aumentan en
respuesta a PQ lo que podria indicar un incremento de la degradacion de gangliésidos o una
sintesis de sus precursores. Las CMH forman la familia de lipidos que mas especificamente
responde a la falta de ApoD en condiciones de estrés oxidativo, y los gangliésidos podrian ser
el nexo entre ApoD y las membranas o el blanco de su mecanismo de acciéon. ApoD podria
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estar protegiendo a los gangliésidos de la oxidacion por PQ de tal manera que su falta
provocaria o bien su degradacién o bien la generacién de nuevos gangliésidos para su
sustitucion. Algunos gangliésidos que contienen acido sialico contienen cabezas muy grandes y
pueden crear superficies o barreras de propiedades biofisicas importantes para la membrana
[230, 587] de gran importancia en funciones cerebrales como la memoria [588]. ApoD podria
promover la generacidn de estas barreras como sistemas de proteccién ante es estrés
oxidativo.

Ceramidas

Tres ceramidas saturadas de las 6 detectadas en los DRMs de hipocampo, las 18:1/23:0,
18:1/24:0 y 18:1/20:0, disminuyen de forma significativa con el tratamiento con PQ de forma
especifica en las muestras WT. Esto podria indicar que la falta de ApoD podria impedir, o al
menos dificultar, la correcta degradacién de ceramidas o su transformacidn en otras especies
lipidicas (Fig. 50) [589].

Una ceramida se altera en los DRMs ApoD-KO y no en los WT (d18:1/24:1+d18:2/24:0) es una
ceramida di-insaturada que se comporta de manera contraria, aumenta tras el tratamiento
con PQ. Este metabolito podria seguir la misma via mencionada para las
monohexosilceramidas, siendo un producto de la degradacion de glucosilceramidas o
esfingomielinas insaturadas (mas sensibles a la oxidacion). Este comportamiento concuerda
con el hecho de que el radical superdxido (ROS generado por PQ) induce la expresion de mRNA
de esfingomielinasa y por tanto favorece la degradacion de esfingomielina a ceramida [590].

Las ceramidas son la base de la biosintesis de las esfingomielinas, galactoceramidas y
glucosilceramidas que a su vez pueden convertirse en cientos de glucoesfinglipidos complejos.

Las ceramidas pueden producirse de novo a partir de serina y palmitoil CoA, siendo
intermediarios de vida corta ante la necesidad de produccién de esfingolipidos de membranas.
A su vez, la degradacién de esfingomielina y glucosilceramidas supone una fuente alternativa
de ceramidas (Fig. 51). Estas reacciones pueden ocurrir tanto en organelas internas, como el
aparato de Golgi, como en la membrana plasmatica. Las ceramidas participan en el control de
los niveles de colesterol y estdn implicadas en la regulacién de procesos celulares como la
apoptosis, la generacién de endosomas multivesiculares o de exosomas [591] (Fig. 51C). Este
complejo sistema de sintesis y su papel precursor de otras especies, sintoma del importante
papel que desempefian en la sefializacidon en la membrana plasmatica, hace dificil el estudio de
las ceramidas [152].

Por lo tanto, la familia de las ceramidas, intimamente relacionadas con las
monohexosilceramidas y los gangliésidos, también responde a la presencia o no de ApoD.
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Figura 50. La familia de las ceramidas también responde a la falta de ApoD.

4 de las 6 ceramidas detectadas en los DRMs de membranas de hipocampos de raton responden a la falta de ApoD.
A.3 de las ceramidas saturadas (18:1/23:0, 18:1/24:0, 18:1/20:0) que disminuyen de forma significativa con el
tratamiento con PQ de forma especifica en las muestras WT. B. Ceramida di-insaturada que se comporta de manera
contraria en los DRMs ApoD-KO y no en los WT (d18:1/24:1+d18:2/24:0), aumenta tras el tratamiento con PQ.
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Figura 51. Vias de metabolismo de gangliosidos, esfingomielinas, ceramidas y colesterol.

A.Vias de degradacion de esfingolipidos en el lisosoma (Konrad Sandhoff, 2013). B. Metabolismo de
ceramidas (Benjamin T. Bikman, 2011). C. Vias del metabolismo de esfingomielinas, ceramidas y
colesterol, su modulacidn ante el estrés oxidativo y su papel en la muerte neuronal (Cutler, RG.,2004).
La produccion de esfingomielinas a partir de serina y palmitoil CoA esta catalizada por la enzima serina
palmitoil CoA transferasa (SPT). Las ceramidas se sintetizan como precursoras de esfingomielina y

también se generan por su hidrolisis por las esfingomielinasas.

Esfingomielinas

De las 13 esfingomielinas detectadas en los DRMs, 7responden de manera diferente ante el PQ
en funcién de la presencia o no de ApoD. Cuatro de ellas (todas poseen acido oleico (18:1))
disminuyen Unicamente en los DRMs WT (Fig.52A). Sélo la esfingomielina d18:1/23:0
disminuye especificamente ante la falta de ApoD (Fig.52C). Dos esfingomielinas
saturadas(18:0/18:0, 18:0/16:0) disminuyen en ambos genotipos, aunque disminuyen un 9% y
un 15% mas respetivamente en los DRMs ApoD-KO (Fig. 52B). Esto concuerda con el aumento
de mRNA de esfingomielinasa y por tanto la pérdida de SM descrita en situaciones de estrés
oxidativo por radical superdxido [590] y corrobora la hipdtesis de que ApoD estd relacionado

con el metabolismo de los ganglidsidos.
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Figura 52. Algunos miembros de la familia de esfingomielinas responden ante la presencia o ausencia de ApoD.

A. 3 de las esfingomielinas que cambian significativamente ante el PQ exclusivamente en la situacién WT. B. Una de
las dos esfingomielinas que responde al tratamiento con PQ tanto en presencia como en ausencia de ApoD. C.
Esfingomielina que disminuye significativamente de forma especifica ante la falta de ApoD.

Fosfatidiletanolaminas

De las 18 PE detectadas, dos PE, (18:0/20:4 y 16:0/20:4),estan alteradas especificamente en
los DRMs ApoD-KO disminuyendo ante el tratamiento con PQ. Ambos metabolitos poseian AA.
Por el contrario, las dos PE (18:0/18:1 y 18:1e/22.4) alteradas especificamente en los WT
aumentaron frente al PQ. Dos PE de cadena corta se vieron alteradas de forma comuin a ambos
genotipos (PE (16:1e/18:2 y 18:1e/18:2), aumentando significativamente. Ninguna de las PE
con DHA alterd su comportamiento ante el PQ ni en presencia de ApoD ni en su ausencia (Fig.
53).

A PE(18:0/20:4) B PE(18:0/18:1) C PE(18:1e/18:2)
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Figura 53. Algunas fosfatidiletanolaminas de los DRMs afectadas por ApoD ante el tratamiento con PQ.
A. PE (18:0/20:4) disminuye significativamente ante el PQ en ausencia de ApoD. B. PE (18:0/18:1) aumenta
significativamente ante el PQ en presencia de ApoD. C. PE (18:1e/18:2) aumenta significativamente ante el PQ tanto

en presencia como en ausencia de ApoD.
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Fosfatidilcolinas

Varias fosfatidilcolinas se alteran tanto en la situacién WT como en ApoD-KO como en ambas
ante el tratamiento con PQ. Sin embargo, las fosfatidilcolinas saturadas o monoinsaturadas de
cadena corta permanecen constantes. Ninguna de las fosfatidilcolinas con DHA se altera de
forma especifica ante la falta de ApoD, mientras que si aparecen modificaciones en algunas
fosfatidilcolinas con AA. En todos los casos las fosfatidilcolinas disminuyen tras el tratamiento
con PQ lo que indicaria que las fosfatidilcolinas se oxidan y/o degradan. Este comportamiento

concuerda con la sensibilidad a la oxidacion que supone su alto grado de insaturaciones
(Fig.54).

WTPO vs. CTRL

KO POvs. CTRL

PC log2 {F.C.) t-test{p) t-test (p)
PC{14:0/16:1) 0,01 9,72E-01 0,31
PCi32:1) 0,12 1,036-01 0,02
PCi16:0{170) 0,56 1,18601 0,51
PCi33:1) -0,11 1,75601 0,10
PC{16:0/18:1) 0,26 1,72601 0,10
PC17:112:1) 0,18 3,16E01 0,27
PC{16:0/18:1) -0,21 706602 0,07
FE(18:0/15:1) 0,17 1,09E01 0,02 No cambian ante el PQ
PCi30:1) 0,43 1,26601 0,22
PC(20:0/15:2) 0,13 2,34 E01 0,08
PCl16:18/15:0) 0,16 2,39601 0,26
PC[16:1e/18:1) 0,16 £,15E01 0,12
PCl16:1e/20:4) 0,32 0,47
FC14.0/140) -0,26 0,31
PCi16:0/13:2) -0,25 0,11
PCi18:1f18:2) 0,38 0,25
PC[16:0/20:3) -0,35 0,17
FC{16:0/20:4) -0,35 0,02
PC{12:0/12:2) 0,31 0,05
-0,20 0,03
PC{15.0/20.4) -0,30 0,02 .
FC{18:0/225) 0,30 0,11 Cambian sélo en WT
0,34 0,13
PC(20:2/30:4) 0,50 9,38
FC{16:0/16:0) 0,24 0,02
PCi37:5) 0,33 0,20
PCi38:5) 0,33 0,13
PCi38:5) -0,40 0,15
PC{30:0) -0,29 0,18
PCi31:0) 0,87 0,32
PC{14:0/12:2) 0,96 0,94
PC{12:1/20:49) -0,44 0,42
PCi40:5) -0,32 0,23
PCia0:8) 0,25 0,34
0,34 0,13
PCi0-16:0/16:0) -0,83 0,85 .
pEd b e Cambian en WT y KO
PC{17:0/20:4) 0,28 0,24
PC{0-15:0/14.0) 0,37 0,53
PC{14.0/20:4) -0,59 0,53
FC{15:0/20:4) -0,35 0,91
PCi16:0f18:0] 0,84 0,30
PC{16:0£205) 0,21 0,33
PC(16:1/20:4) 0,21 2,50E01 0,35
PCiat1e) 0,14 3,40E-01 0,22
PC{15:2/20:4) -0,30 1,48601 -0,66 , .
_#t_'{;eg:f;ii\é'iih’]_' 0,18 2,57E01 0,21 Cambian sélo en KO
PE{0-16:0/20:6) 0,20 500602 0,39
PO12:3/15:3) 0,28 1,29E01 0,39

Figura 54.Regién del heatmap de las fosfatidilcolinas ampliado.

Colesterol

El colesterol aumenta en los DRMs WT ante la oxidacidn pero no en situacion ApoD-KO (Fig.
55). Un aumento de colesterol en los DRMs tras el tratamiento con PQ implicaria una mayor
estabilidad de los dominios y por tanto un mayor control de las vias de proteccién y reparacién
puestas en juego. El hecho de que la falta de ApoD bloquee este aumento de colesterol ante la
oxidacion podria indicar una mayor pérdida de colesterol en las membranas o una menor
captacién del colesterol procedente de las LDL o HDL. Un desequilibrio en la composicion
quimica de las membranas (pérdida de ganglidsidos por ejemplo) podria desestabilizar el

149



colesterol existente favoreciendo la salida de este de las membranas o bien podria impedir la
correcta interaccién de los transportadores de colesterol y su absorcién.

El colesterol presente en el cerebro es independiente del colesterol circulante por el plasma
sanguineo dado que no puede atravesar la barrera hematoencefalica, por lo que su presencia
en este drgano depende en su mayoria de la sintesis de novo [592]. Ante el estrés oxidativo los
niveles de colesterol aumentan y disminuye la fluidez de membrana en las neuronas
hipocampales [591]. Esto podria considerarse un sistema de defensa que intentaria aumentar
la estabilidad de las membranas que estdn siendo modificadas por la oxidacién. Ademas, un
aumento en la fluidez de las membranas podria amplificar el efecto destructivo del estrés
oxidativo al favorecer la agrupacién de balsas lipidicas que elevarian la produccién de ROS por
activacién de las PLC [593]. Por otro lado, con la edad incrementan los niveles de CYP46,
enzima que provoca la disminucién del colesterol en las neuronas hipocampales activando vias
de supervivencia (TrkBB/Akt) [592].

Colesterol
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Figura 55. Comportamiento del colesterol en los DRMs de membrana de
hipocampos de ratén.

El colesterol aumenta en los DRMs WT ante la oxidacién pero no en situacién
ApoD-KO.

Fosfatidilinositoles

De los 4 fosfatidilinositoles detectados en los DRMs ninguno muestra alteraciones ni ante el
PQ ni ante la presencia o ausencia de ApoD. Los fosfatidilinositoles se sintetizan
exclusivamente en el ER por la misma via que la fosfatidilserina, no poseen ninguna amina
protonable porque derivan del inositol y presentan multiples opciones de fosforilacién (Fig. 56)
[594]. Esto concuerda con que ApoD pudiera estar implicado en el metabolismo de los
gangliésidos de forma especifica y con el hecho de que no tuviera relacién con la expresion de
Vibrator (Vib) una proteina transportadora de fosfatidilinositol.
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Figura 56. Via metabdlica de los fosfatidilinositoles [594].

En resumen, ApoD parece estar implicado en las vias del metabolismo de esfingolipidos,
concretamente en la ruta de los ganglidsidos, activadas ante el estrés oxidativo. La falta de
ApoD modifica la respuesta de las monohexosilceramidas de los DRMs de membranas de
hipocampo de ratén ante el tratamiento con PQ, provocando su aumento posiblemente
como consecuencia de la oxidacidn y degradacion de gangliésidos o de la sintesis de novo.
También altera la respuesta de algunas ceramidas y esfingomielinas frente al estrés
oxidativo y controla los niveles de colesterol.
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DISCUSION

Los efectos neuroprotectores de ApoD y sus homodlogos frente a dafios oxidativos sitdan a esta
familia de proteinas dentro de la respuesta protectora del sistema nervioso contra la
oxidacion. Hasta el momento, todos los trabajos realizados dirigian el estudio de ApoD hacia el
control de lipidos peroxidados y una funcién unidora de lipidos libres propia de la superfamilia
a la que pertenecen, las Lipocalinas [15]. Los efectos protectores de GLaz y NLaz observados en
diferentes entornos oxidantes como el envejecimiento, estrés oxidativo experimental o una
enfermedad neurodegenerativa basada en una disfuncion mitocondrial, la Ataxia de Friedreich
[97], confirman su actuacidon sobre el mecanismo comun a estos procesos, la generacién de
ROS.

El estudio de la funcién de un homodlogo de ApoD en un entorno neurodegenerativo causado
por la expresion de proteinas poliglutaminadas pretende determinar si el mecanismo de accion
de ApoD actua exclusivamente sobre los procesos derivados de la generacion de ROS o si el
grupo de “proteinas ApoD” podria ejercer un efecto protector similar, ante un dafio de
naturaleza primaria no oxidativa, enfocando su funcién hacia el otro mecanismo comun a la
neurodegeneracion, el deterioro de los sistemas de control de calidad de las proteinas.

En primer lugar, se ha demostrado que tanto GLaz como NLaz forman parte de la respuesta
transcripcional endégena ante la neurodegeneracion provocada por la expresion de la proteina
poliglutaminada Ataxina 1 humana. La misma respuesta se habia observado para ApoD en
otras enfermedades neurodegenerativas pero no para una neurodegenerativa basada en
proteinas poliQ [49, 51-53]. Por lo tanto, la sobreexpresion de ApoD, comun a otras
neurodegenerativas, estd conservada y es también caracteristica de la neurodegeneracién por
proteinas poliglutaminadas.

En segundo lugar se ha determinado que ambas proteinas son capaces de contrarrestar el
dafio generado por una proteina poliQ, manteniendo la viabilidad celular y la integridad del
tejido pero dejando inalterados los agregados de la proteina. Dicho efecto protector es
persistente en el tiempo e independiente de la naturaleza autocrina o paracrina de la
expresion del rescatador en relacion al foco de dafio. La mejora inducida por GLaz y NLaz no es
debida a una actuacién directa sobre la proteina poliglutaminada defectuosa, o sobre los
agregados que genera sino sobre las consecuencias patoldgicas de su expresién y acumulacién.
Por ello, asumiendo que un mecanismo de rescate implica la actuacidn directa sobre el foco
del problema, el efecto beneficioso observado deberia definirse no como rescate sino como un
mecanismo protector o una mejora de la respuesta protectora celular puesta en marcha ante
el dafio provocado por la proteina defectuosa.

Por primera vez se ha determinado que la lipocalina GLaz es capaz de mejorar, hasta el punto
de impedir la muerte celular, la respuesta ante la degeneracién por poliQs, a través de la
mejora en la eficacia del flujo de la autofagia, promoviendo asi una mejor y mas efectiva
eliminacion del material dafiado. La posibilidad de que una lipocalina secretada pueda alterar
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la autofagia tiene un precedente en células embrionarias murinas las cuales experimentan una
inhibicién de la autofagia ante la falta de la lipocalina Lcn2 [595].

Este estudio también ha mostrado que la induccion de la autofagia forma parte de la respuesta
al dafio generado por este modelo de degeneracidn. Otros modelos de expresidn de proteinas
mutadas como la huntingtina también responden a la degeneracién con una induccion de la
autofagia [510]. Sin embargo, el complejo proceso autofagico requiere del correcto
funcionamiento de todas y cada una de sus etapas, resultando ineficaz su activacion si no se
produce un correcto desenlace de las etapas finales.

La pérdida de funcion de Glaz altera negativamente el flujo de la autofagia pero no modifica
su induccidn, situando su actuacién en los procesos finales del proceso.

La sobreexpresion de GLaz en el contexto neurodegenerativo promueve la eliminacion de
proteinas ubiquitinadas junto al receptor de carga autofagica p62, sin necesidad de inducir la
transcripcion de Atg8 (LC3), gen relacionado con la activacion de la autofagia. Este resultado
confirma la actuaciéon de la lipocalina sobre los procesos posteriores a la induccidn autofagica
en los que participa la proteina p62.

Dada la relacién de ApoD y sus homdlogos con los ligandos hidrofdbicos, es légico pensar que
su actuacién recaiga sobre alguno de los procesos autofagicos en los que estén involucrados
los lipidos. La degradacion de los sustratos por autofagia requiere de la confluencia de la carga
del autofagosoma y las enzimas del lisosoma en un mismo compartimento. Para ello debe
producirse la fusién de las membranas de ambas vesiculas. El contenido lipidico tanto de los
autofagosomas como de los lisosomas modula la fusién vesicular en la autofagia [401]. GlLaz
podria modular dicha fusidon a través de cambios en los lipidos de las membranas de tal
manera que su pérdida de funcion implique un bloqueo de la etapa final de la autofagia y por
tanto, una acumulacién de los elementos que deberian ser degradados. Su sobreexpresiéon
natural frente a una patologia podria favorecer y promover la eficacia de la fusién entre las
membranas autofagosomales y lisosomales, y por tanto contribuir a la eliminaciéon de los
productos citotdxicos sin necesidad de aumentar la induccion del proceso completo.

Este resultado clasificaria a las proteinas de la familia de ApoD como elementos reguladores de
los procesos finales de la autofagia (hasta el momento escasos y poco estudiados) y los
convertiria en eficaces dianas terapéuticas que permitirian potenciar los efectos beneficiosos
de la autofagia, sin necesidad de aumentar su activacion o combinandolos con elementos
inductores.

La autofagia estd relacionada con un gran nimero de procesos como el envejecimiento celular
[410] o la fagocitosis [596, 597] y con numerosas patologias no necesariamente relacionadas
con proteinas poliglutaminadas (ver seccién 3.2) [334]. Esto confiere a las proteinas con
capacidad promotora del flujo de la autofagia como ApoD un amplio radio de accidn. Por ello,
los resultados obtenidos en este modelo aportan nuevas explicaciones a muchos de los
variados fendmenos relacionados con la funcidn de ApoD y sus homélogos. La actuacidn sobre
la autofagia podria estar detras, o al menos contribuir, en los fenotipos caracteristicos de esta
familia de proteinas como la modulacién de la longevidad [75, 83, 542, 562] o los procesos de
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degradacién de mielina implicados en la regeneracién del sistema nervioso periférico tras un
dafio, también afectados por ApoD (Garcia-Mateo, resultados no publicados).

Por otro lado se ha comprobado que el nexo entre GlLaz y el estrés oxidativo se mantiene,
aunque también esté actuando sobre otros procesos como la autofagia, al establecer una
relacion entre la expresiéon de un gen implicado en los mecanismos protectores contra el
estrés oxidativo, GstS1 y GLaz. Ambas proteinas forman parte de la respuesta celular a la
oxidacion lipidica y modifican el fenotipo del modelo de SCA1 en los fotorreceptores [541]. La
sobreexpresidon de GlLaz en el entorno degenerativo provoca una disminucion en la expresidn
de GstS1. Esto podria indicar que GlLaz controlaria la oxidacién de los lipidos mientras que
GstS1 eliminaria los ya oxidados, de tal manera que una mayor y mas eficaz actuacion de Glaz
implicaria una menor necesidad del paso siguiente y por tanto una disminuciéon de su
expresion. La relacion de GLaz/ApoD con el estrés oxidativo entronca con el mecanismo de la
autofagia ya que las reacciones en cadena de la peroxidacion lipidica podrian dafiar los
sistemas de degradacién de la célula [442] y |a proteccidn ejercida por GLaz contra la oxidacién
de las membranas también permitiria modular los mecanismos de fusién de las vesiculas
autofagicas [598].

Esta dualidad funcional, sobre la autofagia y sobre el estrés oxidativo, en una misma situacion
patoldgica confiere a la familia de ApoD un importante y eficaz papel dentro de la respuesta
protectora ante el dafio que concuerda con la conservada sobreexpresion de ApoD en la
anteriormente mencionada amplia lista de situaciones patoldgicas de diversa naturaleza (ver
seccion 1.4).

Por otra parte, se ha detectado la endocitosis de GLaz (expresada en las células gliales) por
parte de los fotorreceptores sometidos al estrés provocado por el modelo neurodegenerativo
de SCA1. Los primeros estudios sobre la distribucidn de ApoD también defendian una posible
endocitosis de ApoD por parte de tipos celulares que no la expresan [5]. Los astrocitos de
ratdn en cultivo también son capaces de endocitar ApoD humana del medio extracelular y
acumularla en vesiculas citosélicas [543].

Este fendmeno permite ampliar las hipotesis que permitirian explicar la accién de una proteina
extracelular unidora de lipidos sobre un proceso intracelular como la autofagia.

Una posibilidad seria explicar la funcion de ApoD/GLaz a través del mecanismo de accion
comun a todas las lipocalinas, el transporte de lipidos, considerando por tanto que GLaz podria
gestionar los lipidos de la membrana plasmatica desde el medio extracelular [599]. Glaz,
desde el exterior, podria influir sobre las membranas que intervienen en la autofagia
aceptando que el origen de la membrana del fagéforo fuera la membrana plasmatica (ver
seccidn 3.1) o bien asumiendo que el trafico vesicular podria distribuir los efectos ejercidos por
GLaz en la membrana plasmatica hacia el resto de membranas internas. También podria
considerarse la posibilidad de formacién de un anfisoma fruto de la fusidon del autofagosoma
(cuya membrana podria tener un origen diferente a la membrana plasmatica) y endosomas
procedentes de la membrana plasmatica que portarian los cambios lipidicos provocados por la
lipocalina [600].
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Otra posibilidad seria proponer que ApoD y sus homdlogos, a pesar de ser proteinas
secretadas, pudieran tener acceso a las membranas del interior celular y por tanto, ejercer su
funcién, o al menos parte de ella, dentro de la célula. Los experimentos que muestran la
endocitosis de GLaz o hApoD permiten considerar esta posibilidad.

Segun la interpretacién de los resultados anteriores, GLaz podria favorecer el flujo de la
autofagia a través de un mecanismo con efectos en la fusién entre las membranas del
autofagosoma y del lisosoma. Para que ApoD pudiera actuar sobre esta fusion desde el interior
de la célula deberia poder tener acceso, o bien a la membrana del autofagosoma o bien a la
del lisosoma. Dado que el origen de la membrana del autofagosoma no es claro o incluso
podria ser dependiente de condiciones y tipos celulares, se estudio la posibilidad de que
fueran los lisosomas las vesiculas citosélicas que contuvieran ApoD endocitado.

Los experimentos de colocalizacion con marcadores especificos de lisosomas confirman la
presencia mayoritaria de ApoD endocitada en los lisosomas. Esto no solo permitiria explicar el
efecto sobre la autofagia sino que también colocaria a ApoD en uno de los compartimentos
celulares mas sensibles al estrés oxidativo (centro de mayor produccion de la reaccién de
Fenton), relacionado con la supervivencia y la longevidad, centros fundamentales en el
metabolismo lipidico [377, 384]. Por tanto, los lisosomas podrian ser el punto de interseccion
entre los efectos de ApoD sobre la autofagia, los efectos sobre estrés oxidativo y su relacion
con la homeostasis lipidica (ver seccién 1.5).

A pesar de que algunos indicios sefialaban que la endocitosis de ApoD podria estar inducida
por una situacién de estrés en la célula que endocita, estudios preliminares confirmados
posteriormente en el laboratorio (Pascua-Maestro, R. Tesis) no han mostrado una relacion
directa entre la presencia de ApoD en los lisosomas y el estrés oxidativo generado por PQ.
Esto, junto con el alto grado de glicosilaciéon de ApoD, indica una estancia estable en estos
compartimentos, en contraposicion a un destino de ApoD en los lisosomas como centros de
eliminacion de proteinas inservibles. Los ultimos estudios del laboratorio indican una
permanencia de ApoD en los lisosomas de larga duracién (mas de 48h) (Pascua-Maestro, R.
Tesis).

Desde los lisosomas, ApoD podria controlar el estado de oxidacién de la membrana lisosomal
favoreciendo su fusion con el autofagosoma y con ello la eficacia autofagica, una correcta
homeostasis lipidica y un eficaz reciclado de la membrana dafiada. Todo ello contribuiria a
mantener la integridad lisosomal favoreciendo la supervivencia celular. Como se ha
comentado, la autofagia también podria ser parte de los mecanismos de control de la
oxidacion de la célula (ver seccion 3.2) [405]. Esto concordaria con el descenso de la
reactividad y la mejor resistencia al estrés mostrada por los astrocitos murinos tras la
endocitosis de hApoD [543].

Muchas de las proteinas de la membrana lisosomal son proteinas glicosiladas relacionadas con
el transporte lipidico que acceden al lisosoma por endocitosis de la membrana plasmatica (ver
seccion 2.2). La internalizacion de ApoD implica su participacion en alguna de las vias de
endocitosis y plantea una nueva linea de investigacion, el trafico intracelular de ApoD y sus
homdlogos, que actualmente se sigue en el laboratorio.
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A su vez, la participacién de ApoD en los sistemas de endocitosis implicaria algin tipo de
interaccion entre la lipocalina y la membrana. Sin embargo, no se conoce ningun receptor ni
para ApoD ni para ninguno de sus homdélogos.

El homdlogo de ApoD en el saltamontes, Lazarillo, mantiene una interaccion estable con la
membrana a través de una cola GPI. Lazarillo, se definié como una lipocalina involucrada en la
guia de axones. Su pérdida de funcién genera un defecto en el crecimiento axdnico durante el
desarrollo del sistema nervioso del saltamontes [36]. Muchos experimentos han demostrado
gue tanto ApoD como sus homélogos en invertebrados (incluyendo Lazarillo expresado en
mosca) conservan la funcion protectora frente a diferentes tipos de estrés y varios de sus
fenotipos de pérdida de funcidn. Incluso algunos de estos fenotipos pueden ser rescatados por
la sobreexpresion de alguno de sus homdlogos [563]. Sin embargo, el principal efecto sobre el
crecimiento axdnico (origen del nombre de estas lipocalinas) observado en saltamontes no
habia sido demostrado en el resto de los homdlogos.

La generacion de cultivos primarios neuronales de Drosophila permitié estudiar el efecto de la
pérdida de funcidn de las dos lipocalinas (NLaz y GLaz) en el crecimiento axdnico. Ademas
permitié estudiar su efecto en la generacién de sinapsis.

La falta de NLaz y GlLaz provoca la disminucién de la longitud del axdn acompanado de
anomalias en la distribucion de los microtubulos. Esto demuestra por primera vez que el
fenotipo de saltamontes en el crecimiento axdnico, estd conservado en sus homoélogos de
Drosophila. En el proceso de crecimiento axodnico, el trafico vesicular juega un papel
importante, controlando la formacidn de nueva membrana, generando polaridad, y
transportando moléculas sefializadoras que transmiten tanto la informacion del exterior
necesaria para la orientacidn espacial y temporal como la respuesta interna a dichos estimulos
[516, 601]. El metabolismo lipidico es un factor esencial de este proceso. La correcta formacién
de microtubulos esta relacionada con interacciones entre la actina y la membrana [131, 521].

El transporte axdnico supone interacciones entre las membranas de las vesiculas, las proteinas
transportadoras, el citoesqueleto y otros elementos que dependen de una correcta
composicion y organizacion de membrana [513]. Al igual que GLaz podria estar controlando el
flujo autofagico a través de la regulacidn de la fusidon entre membranas, GLaz y NLaz podrian
ejercer el mismo efecto durante el proceso de crecimiento axdnico.

La disminucion del nimero y superficie de sinapsis, observadas ante la pérdida de funcién de
Glaz y NLaz, podria indicar deficiencias en la generacion de vesiculas, en su transporte hacia su
localizacién final o en las fusiones entre ellas o con la membrana plasmatica.La transmision
sindptica se basa en procesos de exo-endocitosis en los que intervienen diferentes proteinas
(SNARE (sintaxina), sinaptogmina, etc. en la exocitosis y clatrina, anfifisina, dinamina o Hsc70
en la endocitosis) y en los que algunos lipidos juegan un papel critico (colesterol,
fosfoinositidos, acidos grasos poliinsaturados) [262, 602, 603] que pueden afectar a la sinapsis
bien actuando como ligandos de proteinas efectoras y moléculas sefializadoras, bien
modificando las propiedades fisicoquimicas y la organizacidn molecular de sus membranas
[521]. Las membranas sinapticas contienen dominios de membrana resistentes a detergente.
Es en estos dominios donde podria tener lugar la fusion de la vesicula sindptica [604, 605].
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La reduccion del nimero de sinapsis concuerda con los defectos comportamentales
observados en los ratones ApoD-KO que afectan a la memoria y a la actividad locomotora y
exploratoria [606, 607].

La confirmacidon de la conservaciéon del fenotipo de saltamontes en sus homdlogos de
Drosophila, junto con el resto de fenotipos compartidos demuestran que tanto los efectos
protectores como el mecanismo de accion de ApoD podrian estar conservados en sus
homdélogos incluso en el caso del que contiene la cola GPI, es decir, podrian realizarse desde la
membrana. Esto permite extrapolar la interaccién de Lazarillo de saltamontes con la
membrana, a través de su cola GPI, al resto de sus homdlogos, incluido ApoD, carentes de
dicho anclaje. Hasta el momento, la falta de este sistema de anclaje a la membrana o de
cualquier otro habia descartado esta posibilidad.

La estructura de ApoD presenta un parche inusualmente hidrofdbico capaz de interaccionar
con la bicapa lipidica. La ApoD humana también contiene una cisteina libre. Las cisteinas
pueden sufrir una S-palmitoilacién (tioacilacidn) estableciendo uniones tioester con acidos
grasos saturados. Dicha modificacién es reversible lo que le permitiria volver a su estado
soluble [216, 217]. El bolsillo hidrofébico de la estructura de ApoD también podria servirle
como mecanismo de anclaje a los lipidos de la membrana. Por lo tanto, existen elementos en
la estructura de ApoD que podrian servirle de unién a la membrana sin necesidad de conservar
su cola GPI, e incluso le permitirian establecer una unién mucho mas dinamica, funcional y
reversible que dicha cola.

Tanto la cola GPI, como la S-palmitoilacion, son elementos intimamente ligados a los dominios
de membrana. La mayoria de los sistemas biolégicos estudiados implicados en la funcién de
ApoD también estdn relacionados con los dominios de membrana. Los dominios de membrana
afectan la polaridad de las membranas, muy importante en la génesis y transporte sindptico y
en la estabilizacion de los puntos de contacto neurona-diana; estabilizan la F-actina
estimulando el crecimiento axonal; controlan el trafico de membranas y la fusidn vesicular; son
importantes para la sefializacion de factores de crecimiento, adhesidn celular y guia de axones.
Ademas, son puntos de anclaje de las lipoproteinas (ver seccién 4.5.4). La funcion de ApoD
parece estar implicada en todos estos procesos y por consiguiente, en los dominios de
membrana.

La deteccidn de ApoD en los extractos de membrana de hipocampos de ratdon establecié por
primera vez una interaccién estable entre esta lipocalina y las membranas celulares.

El analisis por inmunoblot de los dominios de membrana resistentes a Triton X-114 extraidos a
partir de membranas de hipocampo de ratén y de una linea celular humana de astrocitoma, ha
demostrado que ApoD se une, de manera estable e independiente de especie, a dichos
dominios e incluso con mayor especificidad que el marcador de dominios flotilina.

Recientemente ApoD ha aparecido en un listado de proteinas encontradas en dominios de

membrana de tejido cardiaco humano [608]. También se ha observado marcaje de ApoD en
preparaciones de mielina (Garcia-Mateo, resultados no publicados) lo que confirma la
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posibilidad de unidn a la membrana de esta proteina de forma estable e independiente de
tejido y especie.

La cisteina libre que posee hApoD no esta conservada en el ratdn, que en su lugar posee una
treonina con capacidad para generar enlaces de hidréogeno con grupos fosfato o cadenas de
oligosacaridos [13]. Ambos aminoacidos se clasifican dentro del mismo grupo: polares sin
carga. El hecho de que la unién a la membrana esté conservada en ambas especies podria
indicar que el sistema de anclaje no sea a través de estos residuos sino a través de su bolsillo o
de sus cadenas hidrocarbonadas del parche hidrofébico. Sin embargo, seria necesario un
estudio sobre el tipo de unién a membrana para descartar totalmente una posible unién con
cualquiera de los dos residuos, cisteina o treonina.

La extraccion con Triton X-114 se ha relacionado con dominios de membrana internos, ricos en
cerebrésidos (por ejemplo LAMP 2, marcador lisosomal, se extrae especificamente en
dominios resistentes a Triton X-114) [392]. Por lo tanto, podria considerarse que ApoD estaria
enriquecido en los dominios de membranas internas, como los lisosomas o en los dominios de
la membrana plasmatica con destino citosélico.

La unidn a la membrana concuerda con el marcaje de membrana punteado observado en las
células de astrocitoma humano. Varias podrian ser las explicaciones de por qué no aparece
este marcaje al afiadir ApoD humana a los astrocitos primarios de ratén. En primer lugar, en el
experimento con células humanas es la propia célula la que secreta y endocita la proteina,
mientras que en el caso de los astrocitos de ratén, la proteina marcada no es la endégena sino
hApoD afiadida al medio extracelular. Esto podria indicar que la proteina secretada podria
tener mayor tendencia a permanecer en la membrana, mientras que la libre en el citosol
podria ser la endocitada. Esto podria explicarse teniendo en cuenta el estado de oxidacion de
la proteina. Es posible que la proteina afiadida al medio extracelular se oxidara con mas
facilidad que la recién sintetizada unida a la membrana. La oxidacién de metioninas es un
sistema de regulacion de la actividad de ciertas proteinas [102, 463]. ApoA-1 es una de las
proteinas que ve afectada su actividad por la oxidacion de alguna de sus metioninas [609]. La
metionina M93 de ApoD aparece oxidada en el plasma de pacientes de Alzheimer. En las
proteinas de membrana, las metioninas interaccionan con la bicapa protegiéndose de Ia
oxidaciéon. En la estructura de ApoD la metionina M93 se encuentra cerca del bolsillo, en la
region hidrofdbica con capacidad de insercién en la bicapa [18]. Podria ser que ApoD en la
membrana se encuentre en su forma reducida, y que su oxidacién provoque la activacién de
mecanismos como su endocitosis. La ApoD afiadida al medio podria oxidarse mas facilmente y
endocitarse rapidamente. Por otro lado, las diferencias en la estructura de las dos proteinas
homodlogas podrian haber evolucionado en paralelo a diferencias entre los otros elementos de
su mecanismo, manteniendo su funcién pero variando su comportamiento o localizacién. Por
ejemplo, en la membrana de los astrocitos humanos podria existir una molécula con mayor
tendencia a unirse a la cisteina de hApoD y menos a la treonina de mApoD y viceversa
estabilizando su posicion. También podria considerarse la idea de que las pequeiias vesiculas
cerca de la superficie celular fueran vesiculas de secrecion que en el caso de los astrocitos de
ratdbn no se verian con el anticuerpo contra la proteina humana que Unicamente seria
endocitada y no secretada.
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Por otro lado, también se han observado diferencias entre estas dos proteinas en los
resultados de los inmunoblots (Fig.57). En el caso de las membranas de astrocitos humanos, el
anticuerpo marca una segunda banda correspondiente al doble tamafio de ApoD, mientras
gue en el ratén Unicamente aparece la banda correspondiente a la proteina monomérica. Es
posible que la cisteina libre del homélogo humano pudiera oxidarse y formar dimeros en la
membrana que se distribuyen por igual en todas las regiones del gradiente excepto en las que
aparece la banda de menor peso, la banda correspondiente al dominio resistente a
detergente, lo que podria indicar que en dominios de membrana la proteina se encuentra no
oxidada o unida a otra molécula mientras que fuera de ellos se dimeriza por oxidaciéon o por
encontrarse libre. Si hApoD formara dimeros a través de interacciones entre sus cisteinas y aun
asi permanece unido a la membrana podria indicar nuevamente que la interacciéon de ApoD
con la membrana se realiza a través del bolsillo o de su parche hidrofébico.
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Figura 57. hApoD podria formar dimeros fuera de los DRMs.

Inmunoblot de hApoD y mApoD de DRMs de la linea de astrocitoma humana
1321N1 y cultivos primarios de astrocitos de ratdn respectivamente. La banda
de 25 kD corresponde a ApoD localizado en el extracto de membrana (Mb) y en
la fracciéon de los dominios de membrana. Una segunda banda aparece a 50 kD
en las fracciones no-rafts.

El analisis de estos DRMs de membranas de hipocampo ha mostrado que la falta de ApoD no
modifica ni la composicién en colesterol y esfingomielina, ni el patron proteico de estos
dominios, ni la distribucién del marcador de DRMs flotilina. Por el contrario si se han
observado diferencias en su conformacidn estructural a través de espectrometria Raman.
Dado que los lipidos son los componentes mayoritarios de los dominos de membrana y que no
existe una variacion importante en las proteinas que los forman es légico pensar que la
disminucién en el orden de dichas estructuras y los cambios conformacionales detectados sean
debidos a cambios lipidicos, bien en composicién, bien en su estructura (oxidacion,
distribucién, empaquetamiento).
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El andlisis por espectrometria de masas de los DRMs de hipocampo extraidos por Triton X-114
muestra una importante representacion del acido araquiddnico y DHA en las familias de lipidos
que pueden contener aminoacidos insaturados (PE y PC). Es importante recordar que ApoD
presenta una alta afinidad in vitro por la unién a AA.

El estudio comparativo de la lipiddomica de los DRMs de hipocampos de ratones WT frente a
ApoD-KO en situacion control y sometidos a tratamiento con PQ muestra una alta sensibilidad
de los lipidos que conforman estas estructuras ante la oxidacion, especialmente los lipidos
poliinsaturados. El efecto de la pérdida de funcion de ApoD sobre los DRMs afecta
mayoritariamente a la respuesta de estas estructuras frente al estrés oxidativo. Esto
corroboraria la hipdtesis de una funcion protectora de ApoD frente a una situacion de estrés.

Las monohexosilceramidas son la familia de lipidos que responde mas especificamente a la
falta de ApoD en situaciéon de estrés oxidativo. Las monohexosilceramidas estudiadas
aumentan en respuesta al tratamiento con PQ cuando ApoD no realiza su funcidn. Esto indica
que esta familia de lipidos estd intimamente influenciada por la funcién de ApoD. Las
monohexosilceramidas son el producto del catabolismo de los gangliésidos, el tercer
componente mayoritario de los dominios de membrana. ApoD podria estar protegiendo a los
gangliésidos de la oxidacién. Ante la falta de ApoD, los ganglidsidos podrian oxidarse o bien
podrian activarse proteinas que promueven su catabolismo dando como resultado un
aumento de las monohexosilceramidas (como producto de degradaciéon o como base para la
nueva sintesis) (ver seccion 4.6.3).

ApoD también varia la respuesta al PQ de la familia de las esfingomielinas pero en este caso
disminuyen en los DMRs ante la presencia de ApoD y permanecen inalteradas en su ausencia.
Las ceramidas saturadas también disminuyen especificamente en ausencia de ApoD ante el
PQ. El radical superodxido, en este caso generado por el PQ, induce la expresidon de la
esfingomielinasa que provoca la degradacion de la esfingomielina a ceramida. La ceramida a su
vez es un intermediario tanto de la sintesis de esfingomielina como de los ganglidsidos
(Fig.58). Por lo tanto se concluye que el mecanismo de accion de ApoD estd relacionado con el
complejo metabolismo de la ceramida en respuesta al estrés oxidativo generado por ROS
posiblemente a través del control de la oxidacién de los gangliésidos?®’.

Los ultimos estudios realizados apuntan hacia que la distribucion de ApoD en los DRMs de
membranas de astrocitoma humano se modifica ante el tratamiento con PQ pero no ante el
bajo suero y de manera similar al comportamiento de caveolina bajo las mismas condiciones.
Por el contrario Flotilina ve alterada su distribucion en ambas condiciones de estrés. Caveolina,
al igual que ApoD podria estar apareciendo en otros tipos de balsas lipidicas que no se extraen
por Triton X-114 ante el tratamiento con PQ, como por ejemplo dominios o caveolas de
membrana plasmatica. El estudio de la distribucion de ApoD en dominios extraidos con
diferentes detergentes podria generar un mapa de la distribuciéon de ApoD en las membranas
en respuesta a estrés oxidativo.

27 . . . . S .
Durante la escritura de esta tesis se esta procediendo al estudio lipidémico de una plataforma diferente a la
utilizada con anterioridad en la que podran estudiarse con detalle los ganglidsidos y los sulfatidos, experimentos

que permitiran la confirmacion de esta hipodtesis.
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Los resultados de esta Tesis demuestran que ApoD interacciona con los dominios de
membrana resistentes a detergente, donde participa en la respuesta celular frente al estrés
oxidativo modulando el metabolismos de los esfingolipidos y mas concretamente la via de los
gangliosidos. Esta presente tanto en la membrana celular como en membranas de organelas
internas, y especificamente en los lisosomas. La modulacién que ejerce sobre estas
membranas tiene efectos sobre los dos mecanismos fundamentales alterados en las
enfermedades neurodegenerativas y la edad: la generacién de ROS y los mecanismos de
control de calidad de proteinas. En concreto ApoD protege frente a dano provocado por la
expresion de proteinas poliglutaminadas al fomentar la eficacia del flujo de la autofagia,
durante el proceso de fusion entre la membrana del lisosoma y el autofagosoma. ApoD
también mantiene una correcta actividad de los mecanismos en los que intervienen las
membranas como el crecimiento axonal o la formacion de sinapsis.

Intentando aunar todos los resultados obtenidos y los conocimientos sobre ApoD, se propone
un posible mecanismo de accion:

Anclaje:

ApoD interacciona con la membrana a través de su parche hidrofébico y su bolsillo atrapando
a los “bigotes” de lipidos oxidados, o estableciendo interacciones con las cabezas de los
ganglidsidos. Por lo tanto el “receptor” de ApoD podria no ser una proteina sino un lipido de la

membrana.
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Desde la membrana ApoD podria realizar diferentes funciones

Reduccidn:

Tanto su metionina (al lado del bolsillo) como la cisteina teéricamente tienen poder reductor.
En un ambiente oxidante podrian oxidarse y actuar como enzimas reductoras de los lipidos
contiguos siempre que existiera algln sistema para revertir su propia oxidacién permitiéndole
repetir la operacion con mas lipidos. Esto podrian hacerlo las metioninasulféxidoreductasas (se
ha encontrado un tipo en las membranas). ApoD, por tanto podria reducir los lipidos
peroxidados, favorecer la estabilidad de las membranas y fomentar el correcto funcionamiento
de los procesos en los que estan implicados. La oxidacion de la metionina también podria
producir cambios conformacionales en la estructura de ApoD que afectaran a una posible
funcion posterior de ApoD o a su afinidad por sus ligandos.

Activacion de enzimas:

La modulacion del metabolismo de los esfingolipidos por parte de ApoD podria indicar una
indirecta accidn sobre enzimas implicadas en el metabolismo lipidico. De hecho, practicamente
todas las apolipoproteinas estdn asociadas a la actividad de alguna enzima (lipasa LPL, LCAT).
ApoD también podria estar asociada a alguna enzima del metabolismo lipidico. Aunque se
encontré asociada a LCAT en las HDL, otras proteinas también podrian ser candidatas. Se han
observado cambios en las PLAs en los nervios de ratones ApoD-KO. Ademas ciertas fosfolipasas
son las encargadas de la eliminacidn de colas GPI (relacionadas con dominios de membrana y
con el homodlogo de ApoD en saltamontes). ApoD podria modular la actividad de alguna de
estas fosfolipasas cuya funcién provoca cambios en lipidos que derivan en procesos de
endocitosis, cascadas de sefalizacion o liberacion de mensajeros al medio extracelular. SPT
(serinapalmitoiltransferasa), enzima que sintetiza ceramida, se encuentra en la membrana del
reticulo endoplasmico y en otras regiones como adhesiones focales. Curiosamente SPT1 es el
gen mas cercano a la secuencia de GLaz en Drosophila [75]. La ceramida sintasa (CerS), dada su
participacion en el metabolismo de los esfingolipidos, también podria modular su actividad en
funcion de ApoD. La pérdida de su actividad catalitica causa ataxia cerebelosa,
neurodegeneracion y defectos lisosomales. Las esfingomielinasas y glicosiltransferasas
involucradas en la cascada de los ganglidsidos también podrian ver modificada su actividad por
la presencia de ApoD.

El control por parte de ApoD de las enzimas implicadas en el metabolismo lipidico también
podria conectar a ApoD con los fendmenos de fusién y trafico vesicular, autofagosomas,
cuerpos multivesiculares, y liberacién de particulas de membrana (exosomas).

Modulacién de membranas:
Los efectos que ApoD tiene sobre las membranas, y en concreto sobre los dominios de
membrana podrian influir en la entrada o salida de proteinas de estas estructuras modulando

su actividad. Los receptores tipo Toll requieren de su translocacién a los dominios de
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membrana para su activacion. Las ceramidas juegan un papel fundamental en su funcién.
Estan implicados en la expresion de citoquinas y quimioquinas y en la resistencia a la insulina.
La falta de ApoD presenta fenotipos relacionados con estos mecanismos por lo que se ha
sugerido que la funcién de ApoD podria modular a estos receptores y los mecanismos que
regulan.

Trafico vesicular:

Los dominios de membrana estan implicados en los procesos de endocitosis, tanto los
mediados por caveolina como los que no. ApoD participa en este transporte vesicular ya que
ella misma es endocitada. Cuenta con dos posibles sistemas de anclaje, la cisteina y el bolsillo
hidrofébico lo que le confiere un hipotético papel estabilizador. Podria estar unido a la bicapa
por una de sus partes y unirse a una proteina de otra membrana o incluso a otra bicapa por la
otra. Esto podria suceder también en la recepcidon de las HDL. ApoD podria unirse a los
dominios de membrana de la célula a través de su bolsillo mientras permanece unida a otras
apolipoproteinas de las HDL por su cisteina, favoreciendo la endocitosis de la lipoproteina y
dirigiéndola a los lisosomas donde se producira la liberacién de sus lipidos. De la misma
manera ApoD podria estabilizar vesiculas favoreciendo su fusion. Los lisosomas no son
Unicamente centros de degradacién sino que también pueden actuar como plataformas de
secrecion. Se ha detectado la presencia de ApoD en exosomas. ApoD podria ejercer de
“receptor” estabilizando la unién entre el exosoma y la célula aceptora y favoreciendo su
fusion.

Muchas son las hipdtesis por contrastar y muchas las preguntas que aun quedan por resolver
sobre la funcion y el mecanismo de accién de ApoD.

Sin embargo, la confirmacién de una unién con la membrana y su presencia en dominios
concretos de la membrana ha abierto un amplio abanico de posibilidades y vias de
investigacion: el estudio del comportamiento de ApoD ante la extraccion selectiva de
diferentes dominios de membrana con diferentes detergentes y en diferentes condiciones; la
determinacion del tipo de unién de ApoD con la membrana; un estudio proteédmico profundo
de la composicion de los dominios enriquecidos en ApoD y los cambios que su actuacion pueda
provocar; la confirmacién de la conservacion de GlLaz y NLaz en dominios de membrana de
Drosophila y su posible clasificacion en diferentes dominios que explicarian las diferencias
entre ellos; la monitorizaciéon de la actividad de diferentes enzimas relacionadas con los
dominios de membranas ante la presencia de ApoD; los estudios del efecto de ApoD en las
sinapsis y el trafico axdnico; la endocitosis de ApoD y los factores de su regulacién; y muchos
otros analisis quedan en el laboratorio a la espera de su estudio.

Las membranas son la cara de las células, espejo de su alma, a través de las cuales expresan su
identidad, su funcidn, su estado; sistemas de comunicacidn directa o indirecta con el entorno;
contenedoras del mayor y mas sutil sistema de regulaciéon, los lipidos, con cientos de
elementos diferentes que cual teclas de un gran piano pueden tocarse una a una o en acordes
para generar la armonia celular. Son un importante campo en el que queda mucho por
explorar y que seguro que dard, en un futuro no muy lejano, grandes sorpresas.
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ApoD forma parte de este complejo sistema, compartiendo con él su gran potencialidad. Cual
pianista en un concierto, ApoD toca las teclas de la membrana en funcién de las necesidades
“armoénicas” de la célula. Su implicacién en importantes y variados procesos ha convertido el
estudio de ApoD realizado durante esta Tesis doctoral en una apasionante aventura a través
de los diversos misterios que esconden las células, en los que este investigador ha sido un
ciego que ha ido descubriendo las maravillas de la biologia de la mano de su Lazarillo.
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10.

CONCLUSIONES

GlLaz y NLaz forman parte de la respuesta transcripcional endégena a la degeneracion
provocada por una proteina poliglutaminada contrarrestando el dafio celular y
manteniendo la integridad del tejido de manera estable con el tiempo.

Glaz ejerce su funcidn protectora desde dentro de la neurona en degeneracion, o de
manera paracrina.

GstS1, proteina implicada en el aclaramiento de lipidos peroxidados, también es inducida
en el modelo de SCAL1. Esta induccidn se altera con la sobreexpresién de GlLaz.

Glaz contrarresta la muerte celular apoptdtica inducida por la SCA1 promoviendo el flujo
de la autofagia selectiva y no su induccidn, favoreciendo la eliminacién de los agregados
proteicos. Esta proteccion se mantiene al inducir la autofagia farmacolégicamente.

ApoD y el resto de lipocalinas Lazarillo forman parte del sistema de proteccién enddgena
contra los dos factores involucrados en la neurodegeneracién y el envejecimiento: dafio
generado por ROS y el deterioro de la proteostasis.

ApoD se endocita y se localiza en los lisosomas, desde donde puede actuar sobre procesos
que ocurren en el interior celular.

La falta de GlLaz y NLaz provoca defectos en el crecimiento axonal, disminuyendo Ila
longitud del axén y provocando la desorganizacion de los microtibulos. También altera el
proceso de formacién de sinapsis reduciendo su nimero y su area.

ApoD, a pesar de ser una proteina secretada, presenta una fuerte interaccién con las
membranas. ApoD se une, de manera estable e independiente de especie, a los dominios
de membrana resistentes a detergente e incluso con mayor especificidad que el marcador
genérico de dominios flotilina. De manera especifica ApoD se encuentra en los dominios
de membrana extraidos por Triton X-114 caracterizados como dominios de membranas del
interior celular ricos en gangliésidos.

ApoD no modifica sustancialmente ni el perfil proteico ni el perfil lipidico de los dominios
de membrana en situacién control.

ApoD modifica, especificamente y ante el estrés oxidativo, la composicién en

monohexosilceramidas, esfingomielinas y ceramidas de los dominios de membrana por lo
que participa en el metabolismo de los cerebrdsidos en respuesta a estrés oxidativo.
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10.

CONCLUSIONS

GLaz and NLaz are part of the endogenous transcriptional response to degeneration
caused by a poliglutaminated protein, counteracting cellular damage and maintaining
tissue integrity. This neuroprotection is persistent with age.

Glaz exerts its protective function both, from within the degenerating neuron and in a
paracrine manner.

GstS1, a protein involved in the lipid peroxide clearance, is also induced in the SCA1
model. This induction is altered by GLaz overexpression.

GLlaz counteracts apoptotic cell death induced by SCA1 promoting flow of selective
autophagy, not its induction, favoring the clearance of aggregation-prone proteins.
This protection remains even when combining SCA1-dependent with pharmacological
inductions of autophagy.

ApoD and the Lazarillo-related Lipocalins are part of the endogenous protection
system against the two major factors involved in neurodegeneration and aging: ROS-
dependent damage and proteostasis deterioration.

ApoD is endocytosed and localized in lysosomes where it can act on processes
occurring inside the cell.

The absence of NLaz and GLaz provokes axonal growth defects, decreasing the length
of the axon and causing disorganization of microtubules. It also alters the process of
synapse formation by reducing their number and area.

Despite being a secreted protein, ApoD has a strong interaction with membranes.
ApoD is associated to detergent-resistant membrane domains in a stable and
independent of species manner and even more specific than the generic membrane
domains marker Flotillin. ApoD has a specifically interaction with membrane domains
extracted by Triton X-114 characterized as intracellular membrane domains rich in
gangliosides.

ApoD does not substantially modify the global protein profile of membrane domains in
a control situation.

ApoD alters the response of membrane domains to oxidative stress specifically in their

composition of monohexosylceramides, sphingomyelins and ceramides. Therefore,
ApoD participates in the metabolism of cerebrosides in response to oxidative stress.
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ANEXO
COMPOSICION PESO
APOLIPOPROTEINA DE AMINO MOLECULAR FUNCION CONOCIDA
ACIDOS (kD)

Activa LCAT y actua como ligando

Apo A-| 243 28.3 para el receptor de HDL. Se

sintetiza en el higado e intestino
Reducida participacion en el

Apo A-ll 2 cadenas 173 metabolismo de lipidos. Inhibe LPL
polipeptidicas de ' y su receptor. Se sintetiza en el
77aa higado
Participa en el transporte reverso
Apo A- IV i
p 376 440 de colesterol asociado a la

formacién de TAG ricos en
lipoproteinas

Apo B-48 2152 240.0 Secreciéon de Quilomicrones. Se
sintetiza en el intestino
Actia como ligando del receptor
Apo B-100 4536 513.0 LDL. Sirve para captar colesterol. Se
sintetiza en el higado.

ApoC-I 57 7 Activa la enzima LCAT
Activa la Lipasa (LPL). Su falta

ApoC-Ii 79 8.8 ipasa (LPL). Su fal
provoca hipertrigliceridemias

Activa LCAT. Inhibe la activacidn de

ApoC- Il 79 8.7 :
la Lipasa por Apoll
ApoD
P 169 19-32
(lipocalina)
Desencadena la eliminacion de
ApoE VLDL residuales. Interacciona con el
299 34.1 receptor LDLy el receptor ApoE. Se

sintetiza en higado y macrofagos
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ApoM

(lipocalina)

188

25

Actla como una chaperona
modulando la actividad del lipido
bioactivo esfingosina-1 fosfato
(S1P)
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