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INTRODUCCION

ASPECTOS GENERALES DE APOD

La Apolipoproteina D (ApoD) es una glicoproteina de union a lipidos inicialmente
conocida como proteina de transporte sanguineo. Fue detectada en plasma unida
preferentemente a lipoproteinas de alta densidad (HDL) y en una baja proporcion a
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (McConathy y Alaupovic 1973). Se
expresa tanto en el desarrollo normal como durante el envejecimiento.

A pesar de su localizacion en HDL es una Apolipoproteina atipica ya que tras
conocerse su estructura primaria (Drayna et al. 1986), asi como su distribucion en
los tejidos paso a formar parte de las lipocalinas.

Las lipocalinas son una familia de proteinas cuyo papel es la unién de pequefias
moléculas como lipidos, esteroides u hormonas quimicas, asi como metabolitos
secundarios tales como vitaminas, cofactores u odorantes para diversos procesos
fisiolégicos. A nivel estructural, adoptan una estructura terciaria en forma de barril 3
formado por 8 laminas-i3 antiparalelas estabilizadas por una hélice- a en la parte C-
terminal. El barril B forma una cavidad o bolsillo tipicamente delimitado por
aminoacidos apolares, lo que permite la union de pequefios ligandos hidréfobos
(Eichinger et al. 2007).

La clasificacion de las lipocalinas se basa en la presencia de elementos
conservados de la estructura terciaria y las regiones de secuencia conservada
(SCR) en las secuencias primarias de lipocalina. Estos elementos caracterizan a la
familia de las lipocalinas para su clasificacion en dos subfamilias que se distinguen
en funcién del nimero de SCR. Asi las clasificamos en lipocalinas tipicas o tipo
“Kernel” en las que se incluyen proteinas con 3 SRC como su principal
representante, proteina de union a retinol (RBP) y las lipocalinas atipicas con uno o
dos SRC.

Asi, se vio que ApoD tenia hasta un 25% de identidad con proteinas que unen
retinol (RBP) y un 30-40% con proteinas de insecto que unen bilina (BBP) (Rassart
et al. 2000).

La estructura primaria de ApoD consta de 189 aminoacidos que la dotan de un peso
molecular (PM) de 18,1 KDa. La glicosilacion varia en funcion de que tejido sintetice
la ApoD con lo que variara su PM. En su secuencia consta de un péptido sefial que
sera cortado dejando una proteina final de 169 aminoacidos. En su estructura
guimica, la ApoD consta de 5 cisteinas formando 2 puentes disulfuro y dejando una
cisteina desapareada (Figura 1). Esta cisteina podria conferirle propiedades
reductasa/deshidrogenasa para la eliminacion de radicales libres (Rassart et al.
2000). Esta quinta cisteina desapareada es una peculiaridad de ApoD humana que
no se encuentra en el resto de los organismos conocidos, incluyendo el raton.



Fig 1. A: Modelo tridimensional de ApoD mostrando en amarillo los puentes
disulfuro y la cisteina desapareada en naranja. B: Estructura de ApoD con el
ligando progesterona en el bolsillo hidrofébico.

ApoD es pleiotrépica, ya que se ha detectado su expresién en multitud de tejidos,
sin embargo, se expresa mayoritariamente en pancreas, rifiones, intestino, bazo y
sobre todo en el sistema nervioso.

La amplia distribucion de ApoD en mamiferos nos hace intuir su importancia,
proponiéndose desde hace tiempo como una proteina multifuncional. Es posible que
los ligandos asociados con esta proteina varien dependiendo de las condiciones del
tejido o del érgano en que se encuentre, pudiendo ser una proteina de fase aguda
en la regeneracidn nerviosa, servir para evacuar moléculas téxicas generadas en el
bazo en la destruccion de los eritrocitos, o ayudar al transporte de esteroides en
organos como las glandulas adrenales o los testiculos (Rassart et al. 2000).

En rata y raton ApoD se encuentra ampliamente distribuido en el sistema nervioso
en la médula espinal, cerebro y cerebelo como en el sistema nervioso periférico. A
pesar de estas diferencias, la similitud de sus regiones codificantes indica una
misma funcion transportadora de ligandos (Cofer y Ross 1996) (Séguin, Desforges y
Rassart 1995).

Con respecto a su analisis filogenético, ApoD se sitla en la base del arbol de la
familia de las Lipocalinas (Figura 2) que tienen una estructura muy conservada mas
cercana a las lipocalinas de otros reinos (plantas, hongos, protoctistas y procariotas)
y perteneciente al mismo clado que las lipocalinas de invertebrados (Flower 1996).
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Fig.2. Arbol filogenético de la familia de las Lipocalinas elaborado por el método de

maxima verosimilitud.

APOD EN EL SISTEMA NERVIOSO

En el sistema nervioso central ApoD estd expresada por astrocitos,
oligodendrocitos, células precursoras de oligodendrocitos, algunas neuronas y
células piales y perivasculares (Ganfornina et al. 2005) (Navarro, Del Valle y Tolivia
2004) (Navarro et al. 1998) (Sanchez, Ganfornina y Martinez 2002) mientras que en
el sistema nervioso periférico se sintetizan en células de Schwann (Rassart et al.
2000). Asi, la proteina es sintetizada por determinados tipos celulares y
posiblemente captada por otros.

La expresion de ApoD se ha correlacionado, en algunas regiones del cerebro, con el
envejecimiento normal y las enfermedades neurodegenerativas. Asi, los resultados
de (Navarro et al. 2010), indican que la ApoD podria jugar un papel fundamental en
el envejecimiento del sistema nervioso central y en la reduccién de productos
derivados de la peroxidacion lipidica. El incremento en la expresiéon de ApoD con el
envejecimiento se puede incluir en un mecanismo global de proteccién celular para
prevenir los efectos nocivos causados por el envejecimiento y no se limita so6lo a
humanos, habiéndose comprobado igualmente tanto en monos como en ratones
(Loerch et al. 2008).

Resultados similares los de (Ganfornina et al. 2010) que concluye que la funcién de
ApoD en el sistema nervioso parece estar muy relacionada con procesos de
reparacion y remielinizacion tras situaciones traumaticas.

A nivel fisiopatologico existe evidencia en numerosos casos. En la enfermedad de
Parkinson, caracterizada por una degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de
la sustancia negra, especialmente vulnerables al estrés oxidativo, hay un incremento



en la expresion de ApoD en las células gliales (Ordofiez et al. 2006). Ilgualmente, en
otras enfermedades neurodegenerativas se encuentran elevados niveles de
expresion de ApoD respecto a pacientes sanos, como es el caso de esquizofrenia,
trastorno bipolar (Thomas et al. 2001) Niemann-Pick tipo C (Suresh et al. 1998) o
esclerosis multiple (Reindl et al. 2001).

Se ha evidenciado que en NLaz, uno de los homologos de ApoD en Drosophila, esta
controlada por la via de la JNK. (Hull-Thompson etal. 2009) En respuesta a
estimulos de deprivacion nutricional y estrés oxidativo. Las vias MAPK, y
concretamente la via de JNK se ponen en marcha en respuesta a muchos de los
estimulos que inducen la expresion de ApoD. Se ha visto que fuera del sistema
nervioso, la via ERK esta implicada en la sefalizacion de ApoD donde inhibe las
sefales proliferativas del masculo liso vascular (Reindl et al. 2001) .

APOD Y ESTRES OXIDATIVO

Desde hace afios hay evidencias muy sélidas de que las especies reactivas de
oxigeno (ROS) estan estrechamente asociadas con muchas condiciones y procesos
patologicos, especialmente con aquellas enfermedades relacionadas con el
envejecimiento. Los sistemas bioldgicos producen especies oxidantes de forma
normal y cuando se encuentran en diversas condiciones patoldgicas.

Los radicales libres formados tienen un gran poder oxidante que puede alterar con
un efecto dominé tanto proteinas como acidos nucleicos y lipidos. La oxidacion de
las proteinas ocurre preferentemente en determinados residuos como las cisteinas
mientras que la oxidacion de los lipidos ocurre por peroxidacion, especialmente los
acidos grasos poliinsaturados que son abundantes en membranas celulares. Estas
peroxidaciones se propagan, afectando a otros acidos grasos adyacentes y
produciendo roturas en las membranas que dejan de ser funcionales.

El mecanismo molecular por el cual ApoD se encarga de proteger a las células fue
estudiado en astrocitos donde se demostré un papel fundamental de ApoD en el pH
lisosomal sobre el estrés oxidativo inducido por Paraquat (Pascua-Maestro et al.
2017).

ApoD se endocita y se dirige a un subconjunto de lisosomas vulnerables a estrés ya
gue es funcionalmente estable en un entorno acido y su presencia es suficiente para
gue los lisosomas se recuperen de la alcalinizacion producida por oxidacién, tanto
en astrocitos como en neuronas (Pascua-Maestro et al. 2017).

Sin embargo, existe controversia acerca de un mecanismo subcelular para la
proteina ApoD que expliqgue cémo se logra esta proteccion ya que desconocemaos Si
interacciona y en qué medida si existiese esta interaccion una vez es endocitada
ApoD.



OBJETIVOS

Como se ha expuesto en la introduccién de este trabajo, ApoD se sintetiza
fundamentalmente en el sistema nervioso en astrocitos para lo cual vamos a utilizar
una linea astrocitaria de ratén.

Partimos de la evidencia de que ApoD es una glicoproteina que lleva a cabo
funciones de regulacién de la respuesta glial frente al estrés oxidativo mediando
neuroproteccion en astrocitos y neuronas impidiendo la oxidacion de las membranas
celulares por peroxidacion lipidica inducida por ROS.

Mi objetivo general consiste en la realizacion de un estudio para conocer el/los
posibles receptores intracelulares con funcion transductora de diversa naturaleza
gue colaboran en la cascada de accidon neuroprotectora de ApoD en astrocitos. Este
objetivo lo estudiaré inicialmente en una revision bibliogréafica de la literatura actual
para conocer de manera detallada cual es la evidencia cientifica sobre la naturaleza
de los receptores, si existe.

Con la informacion que se obtenga de la busqueda bibliografica, me planteo
objetivos especificos que seran:
e Marcaje de la proteina seleccionada en base a la literatura en una
inmunocitoquimica doble.
e Estudio de la colocalizacion ApoD-Proteina.
e Estudio de la localizacion subcelular de la interaccion anterior.
e Posible papel molecular de la proteina transductora con ApoD.

MATERIALES Y METODOS

REVISION BIBLIOGRAFICA

Para la realizacion de la basqueda bibliogréafica, nos proponemos desde un inicio
estudiar la literatura cientifica acerca de la mencionada ApoD en relacién a sus
posibles interacciones intracelulares con moléculas transductoras que hagan posible
las funciones neuroprotectoras de ApoD.

El primer paso fue la realizacion de una busqueda bibliogréafica general utilizando
palabras clave en relacion al proceso que queremos estudiar. Asi realizamos una
bldsqueda en la base de datos online PUBMED, utilizando por un lado el término
ApoD como palabra clave y manejando operadores booleanos (OR, AND).
Utilizamos también términos especificos del proceso a estudiar como son; “interact’,
“Membrane”, “Subcellular”, “Transduct”, “Signal”, “Recept”, “Distribution”, “Lipocalin’,
“Neuroprotection”. Tras esta busqueda recopilamos un numero total de articulos de
225. Para la clasificacion y andlisis de los articulos se ha utilizado Excel® 2010. En
la Tabla 1 se detallan las busquedas realizadas.



TERMINOS ARTICULOS

INTERACT 44
SIGNAL 44
MEMBRANE 22
ApoD SUBCELLULAR 17
TRANSDUCTION 14

AND
RECEPT 35
DISTRIBUTION 9
LIPOCALIN 29
NEUROPROTECTION 11

Tabla 1. Clasificacion de las distintas palabras clave y del registro de resultados
obtenido.

Decido revisar este namero total de articulos debido a la probable repeticion de
estos en las distintas blusquedas tras la cual, desciende el nimero de articulos a
173.

Para la seleccion de los articulos méas especificos, aplico una serie de criterios de
seleccion encaminados a obtener aquellos trabajos mas enfocados y a la realizacion
de una lectura de andlisis especifica.

Los principales criterios de seleccion fueron por orden de importancia:
e ApoD como molécula principal del estudio, que los estudios se realicen en
torno a esta molécula y sus conclusiones estén enfocados en base a sus
funciones.

e Que los articulos estén localizados en el sistema nervioso central, dato
importante ya que nuestro estudio esta relacionado con la neuroproteccion.

e Restringir las busquedas de articulos a 20 afios para obtener informacion
mas actual sobre ApoD.

e Descartar aquellos articulos en los que en su parte experimental utilizan
farmacos (Clozapina).

Tras la seleccion de articulos en base a los criterios de exclusion detallados
anteriormente, obtengo finalmente una seleccion final de 24 articulos.

Se realiza una lectura critica de estos 24 articulos obteniéndose informacion
generalista sobre ApoD.

En base a la relacidbn estrecha de mi objetivo con las distintas interacciones
proteicas decido hacer una busqueda en otra base de datos denominada STRING
gue se centra en las relaciones funcionales entre proteinas. Se realizaron dos
busquedas, por un lado, se buscaron todas las posibles interacciones de ApoD con
proteinas en la especie Homo sapiens. Asimismo, se realizé una segunda busqueda
dentro de la especie Mus musculus. STRING realiza esta busqueda en funcion de
similitudes no solo estructurales sino también en funcién de su co-expresion, asi
como parametros de similitud génica. Descarto esta busqueda por no encontrar
datos relevantes para el andlisis bibliografico.



En base a los resultados del primer analisis bibliografico, planteo una segunda
busqueda basada en la recopilacién de toda informacién acerca de las Lipocalinas,
familia a la que pertenece ApoD, que me permita acercarme a los mecanismos de
transduccion de otras lipocalinas y asi plantearme una hipétesis basada en este
analisis.

Para esta segunda busqueda bibliografica nuevamente en PUBMED utilizo la
palabra clave “Lipocalin”y los operadores booleanos (AND, OR) junto con palabras

clave como “subcellular”, “structure”, “family”, “role”. Obteniendo un registro total de
articulos de 233.

Como en la primera busqueda utilizo unos criterios de exclusion que me acoten el
numero total de articulos. Son los siguientes:
e Restrinjo la busqueda a aquellos articulos donde se analicen lipocalinas o sus
subtipos.
e Excluyo todos los articulos relacionados con lipocalinas centrados en
determinadas patologias.

Obtengo un registro final de 8 articulos. Durante esta busqueda analizo y estudio Is
distintas lipocalinas que forman la familia y decido centrarme en una lipocalina, la
proteina transportadora de retinol (RBP). De esta, se conoce mas informacion
acerca de sus interacciones intracelulares.

Busco informaciéon sobre RBP como palabra clave tanto estructural como funcional y
mediante palabras especificas como “gene function”, “intracelular”, ‘“functions”
obtengo un registro de la busqueda muy extenso con lo que decido modificar la
palabra clave RBP y buscar mediante la forma soluble de la proteina transportadora
de retinol (sSRBP). De esta forma obtengo una busqueda mucho mas detallada del
mecanismo intracelular de los distintos RBP quedandome con un registro de 5
articulos.

Una vez finalizada esta busqueda, obtengo informacion relevante acerca de las
proteinas intracelulares transductoras de RBP como son CRBP/CRABP. Esto me
permite buscar estos ligandos como palabra clave en bases de datos de interaccion
de proteinas STRING/PROSITE, para encontrar potenciales ligandos de ApoD.

En base a esta busqueda, decido hacer una ultima revision bibliografica para los
resultados anteriores. De manera que utilizo como palabra clave una de las
proteinas encontradas en las bases de datos. Como términos especificos utilizo
‘neuroprotection”, “astrocytes”, “functions”, ‘role”. Después de realizar esta
busqueda, obtengo un resultado de 9 articulos por lo que no he tenido necesidad de
acotar el numero de resultados obtenidos.

Los articulos analizados durante las distintas busquedas bibliograficas han sido
recopilados, analizados y estudiados en ZOTERO®, un gestor bibliografico que me
ha permitido seguir los pasos detallados anteriormente.

CULTIVOS CELULARES

El modelo celular que ha sido utilizado durante esta investigacion ha sido la linea
celular de ratéon IMA 2.1. Esta es una linea inmortalizada de células de astrocitos de



ratbn como alternativa a los cultivos de astrocitos primarios. El andlisis de
marcadores astrociticos indico que IMA 2.1 representa una etapa de desarrollo de
astrocitos relativamente temprana, GFAP-negativa. Ademas, la conversion de una
toxina parkinsoniana MPTP por monoaminooxidasa B se desarroll6 en IMA al
menos tan rapido como en las células primarias(Schildknecht et al. 2012) En la
figura 3 se puede apreciar la morfologia caracteristica de esta linea celular.

Fig. 3: Imagenes de la linea celular IMA 2.1 de raton utilizada en este cultivo. La
morfologia de las celulas astrociticas murinas se aprecia mas aplanada con respecto
a lineas celulares astrociticas de humano.

Para el mantenimiento de las células IMA 2.1 se ha usado el medio de cultivo
DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) con un 5% de suero bovino fetal
(FBS), suplementado con glucosa (4,5 g/l) y piruvato (0,05 g/l) y con una mezcla de
antibidticos: 1% P/S/A (Penicilina 10U/ul, Estreptomicina 10 pg/pl y Anfotericina B
25 ug/ml).

Para la realizacion de los distintos lavados se utilizé tampén PBS pH 7,4 (Phosphate
buffered saline) cuya composicion se detalla a continuacion en la tabla 2.

Concentracion (mmol/L) Concentracion (g/L)

NaCl 137 8,0
KCl 2,7 0,2
Na:HPOq4 10 1,42
KH2PO4 1,8 0,2

Tabla 2. Composicion y concentracion del PBS utlizado para en la
Inmunocitoquimica
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El manejo de las lineas celulares se realiz0 en condiciones de esterilidad en
campana de flujo laminar Telstar Biostar (con filtro HEPA capaz de retener con una
eficacia del 99,9 % particulas superiores a 0,2 um), usando material y soluciones
estériles. Para la realizacion del cultivo celular, el primer paso es la limpieza de la
misma con un detergente, el Cloruro de Benzalconio, seguidamente se limpia con
Alcohol 70° como antiséptico.

Las células se cultivaron en su correspondiente medio a 37°C en un incubador Hera
Cell 150 con una atmosfera de aire: CO2 (95%: 5%).

SEMBRADO CELULAR PARA INMUNOCITOQUIMICA

Lo primero que realizamos es la preparacion de los cristales de poli-L-lisina. Este es
un compuesto que mejora la adhesion celular y la absorcion de proteinas mediante
modificaciones de las cargas de superficies en el sustrato de cultivo.

El procedimiento para la elaboracion de cristales de poli-L-lisina se realiza en
campana de flujo laminar y consiste en la deposicién de una gota de Poli-L-lisina®
(SIGMA) sobre un cubreobjetos depositado previamente en un pocillo. Lo mas
importante en este proceso es la deposicién de la gota de forma uniforme. Después
de esperar 5 minutos, retiramos la gota con una pipeta para pasarla a un tubo
Falcon® de segundo uso. Se realiza un lavado con 400 ul de agua destilada para
retirarla después de 5 minutos y dejar secar los cubreobjetos.

Partimos de un cultivo celular IMA 2.1 donde trabajando en campana de flujo
laminar lo primero que realizamos es un contaje celular y a continuacién un
sembrado celular de las mismas. El proceso se llevé a cabo de la siguiente manera:
Las células se dejaron crecer hasta un 80-90% de confluencia y seguidamente se
procede a la separacion de las células adherentes de las placas de cultivo para su
subcultivo. Para esto, se afiadié una solucion de tripsina-EDTA (002% de EDTA y
005% de tripsina en PBS) en un volumen suficiente como para cubrir la superficie de
la placa, que provoca que las células se despeguen de la superficie. Se dejaron en
el incubador, a 37° durante 5 minutos para seguidamente visualizarlo al microscopio.

Tras la incubacion, se afiadié medio de cultivo para inhibir la accién de la tripsina en
un volumen dos veces mayor que el volumen de tripsina. La suspension de células
obtenida se centrifugé durante 4 minutos a 1000 rpm (200 g). El pellet se
resuspendié en 1ml de medio de cultivo y posteriormente se procedid al contaje
celular empleando una camara de Neubauer.

Contaje en Camara de Neubauer

La camara de Neubauer es un instrumento en el que se colocan 10 pl de
suspension celular para medir el nUmero de células presentes en ese volumen y a
partir de ahi determinar la densidad celular de la suspension de origen. Esta camara
estd adaptada al microscopio de campo claro o contraste de fases. Es un
portaobjetos que tiene una depresion en el centro de 0,1 mm con una cuadricula
marcada. La cuadricula se trata de un cuadro de 3x3 mm. El &rea marcada con una
L se divide en 16 pequefios cuadrados de 0,25 mm de lado cada uno y corresponde
a 1 mm cuadrado, que es lo que vamos a contar.
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Ademas, sobre la cAmara colocamos un cubreobjetos que va a estar separado de la
superficie de la camara 0,1 mm. Por tanto, el volumen entre la superficie "L y el
cubre sera de 0,1 mm3, o lo que es lo mismo 0,1 pl.

Una vez cuantificadas las células se calcula el volumen de la suspension que hay
gue coger para asegurar un numero fijo de células en cada pocillo. En nuestro caso
para asegurar 50000 cel/pocillo hemos necesitado un volumen de 106 ul. El
sembrado se realizdé en placas de cultivo de plastico estéril de 9,6 cm2 (Nunc,
ThermoFisher Scientific). El sembrado se realiza en 4 placas donde una de ellas la
destinamos a ser el control. Seguidamente incubamos a 37°C con 5% CO2 y 90-
95% de humedad. El medio fue cambiado a las 24 horas.

ADICION DE PARAQUAT. ESTIMULO DE ESTRES OXIDATIVO

Se realiza a las 24 horas donde para alcanzar una concentraciéon de 300uM se
adicionan 0.6pl de una solucion de paraquat concentracion 15 mM en cada pocillo.
El dafio producido por paraquat se debe principalmente al estrés oxidativo que
provoca la de la membrana y a la disminucion de NADP.

El paraquat tiene carga, lo que le proporciona la capacidad de producir radicales
libres que reaccionan con oxigeno, formando radicales ibnicos como el superoxido y
peroxido de hidrogeno, que al producirse en una cantidad elevada, la superéoxido
dismutasa de las células no pueden neutralizar. En la Figura 4 se detalla el
mecanismo molecular.
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Arginina 2
N OXIDACION/
Nitracion de i l NoS e
proteinas ONOO NO- (
(Tirosina) SN’ e"
H,0 ™ /
/
Catalasa e -
65-5G +— % | 5 REDUCCION
Glutatién peroxidasa J /56
GSH— o 6 Peroxidacion lipidica
HO-C~~~ CH,-CH=CH-CH,-CH,-CH3
OH y
Reaccion de Fenton HO0«"% 0 .
Fe* « HO-C~~ CH,-CH=CH-CH-CH,-CH;
{ Rl Desestabilizacion
o 0 de membranas
HO-C =~ CHy-CH=CH-CH-CHy-CH;
Oxidacién / % OH
de proteinas L'+"+ 0 0o
HO-C ~~~CH,-CH=CH-CH-CH,-CH,

de DNA 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE)

L Malondialdehido (MDA)

Fig.4 El paraquat se oxida reduciendo el Oz a anién superoxido. La
superoxidodismutasa (SOD) transforma el superdxido en el anion hidroxilo capaz
de oxidar proteinas, lipidos y ADN.

12


https://es.wikipedia.org/wiki/Super%C3%B3xido_dismutasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Super%C3%B3xido_dismutasa

INMUNOCITOQUIMICA

La inmunocitoquimica es la técnica que permite la localizacion microscépica de las
proteinas presentes en las células tomando como base la reaccion antigeno-
anticuerpo. Para su realizacion se llevan a cabo los siguientes pasos:

Después de recoger las células de la incubadora, se hacen dos lavados con PBS
para eliminar el medio de cultivo con cuidado de no despegar las células.
Seguidamente fijamos las células con formaldehido 4% durante 15 minutos a
temperatura ambiente en agitacion. Transcurrido el tiempo de fijacion se realizaron
otros 3 lavados de 5 minutos con PBS para eliminar cualquier resto del fijador.

Una vez fijadas las células, es necesario permeabilizar y bloquearlas ya que nuestro
objetivo es detectar proteinas intracelulares, para lo cual utilizamos una preparacion
Tween-20 0,1%/PBS y FBS 1%.

En estos experimentos de inmunocitoquimica en los que el anticuerpo secundario va
unido a un fluorocromo se hizo una doble inmunocitoquimica secuencial: tras la
primera inmunocitoquimica, donde se pretende observar ApoD, antes de montar, se
realizd en los mismos cristales otra inmunocitoquimica dirigida a otro antigeno
FABP7Y.

Los Anticuerpos se afiadieron de la siguiente manera:

En primer lugar, se realizan tres lavados con PBS. El primer Anticuerpo es
especifico anti-proteina ApoD de manera que podamos ver el patrén de marcaje de
la proteina. Una vez afiadido dejamos incubar la noche en camara fria. A la mafana
siguiente, después de lavar 3 veces con PBS afiadimos un Ac secundario de burro
(anti-cabra) unido a un fluorocromo Alexa-488 y dejamos incubar en agitacion
durante 2 horas.

Para la segunda Inmunocitoquimica, se lavaron 3 veces durante 5 minutos con PBS
y se afiadi6 el anticuerpo primario anti-proteina FBP7 de conejo. Se incubd durante
toda la noche en camara fria. Posteriormente se lavaron las muestras durante 5
minutos con PBS 3 veces y se incubaron con un anticuerpo secundario de cabra
(anti conejo). El segundo anticuerpo esta conjugado con el fluorocromo Cy3.5
Sellamos con parafina los pocillos y se dejan incubar 2 horas en agitaciéon a
temperatura ambiente. En la tabla 3 se detallan los anticuerpos que se utilizaron.

Anticuerpo Primario Anticuerpo Secundario
Goat a-ApoD 1: Donkey a-Goat Alexa 488 1:1000
Rabbit a-FABP7 1:250 Goat a-Rabbit Cy3.5 1:5000

Tabla 3. Anticuerpos Primarios y secundarios utilizados en la Inmunocitoquimica

Posteriormente, se realiz6 el montaje de las preparaciones mediante la retirada de
PBS y adicion de 800ul de dH20 para evitar la formacion de cristales salinos. Se
monto6 directamente con EverBrite (Biotium)-DAPI que incorpora un estabilizador de
fluorescencia y se sell6 con CoverGrip (Biotium).
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La observacion de las células se realizO en un microscopio Nikon Eclipse 80i
equipado con una Camara Digital DMX 1200c, o con un confocal DMI 6000B-TCS
SP5 (Leica).

RESULTADOS

RESULTADOS DE LA BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

Dado el papel que tiene ApoD en astrocitos en procesos relacionados con el estrés
oxidativo, decido hacer una revision sistematica, con el objetivo de esclarecer como
interviene ApoD a nivel subcelular. Estudiar con qué moléculas actia como
transductores de sefializacion para generar la diversidad de funciones conocidas.

Mecanismos y proteinas relacionadas con el papel neuroprotector de
ApoD

Tras la lectura y analisis de los 24 articulos, todos coinciden en el papel central
neuroprotector de ApoD donde su expresibn aumenta en neuropatologias y
determinadas situaciones inflamatorias.

Varios de estos articulos se centran en la relacion entre el estrés oxidativo y los
niveles elevados de ApoD en distintas regiones cerebrales (Li etal. 2016) sin
embargo, son pocos los que detallan los mecanismos intracelulares. Asi, decido
centrarme en conocer cual o cuales son los mecanismos de ApoD en SNC para
llevar a cabo esta funcion.

De los 24 articulos que relacionan ApoD y neuroproteccin, me centro en 6 donde se
sugieren posibles mecanismos.

El mecanismo méas ampliamente estudiado es el que lo relaciona con el Acido
Araquidénico (AA), uno de sus principales ligandos. (Thomas et al., 2003) sugiri6 el
papel de ApoD en la regulacién de la sefializacion y el metabolismo del AA,
estabilizando la membrana, evitando su liberacion por PLA2 (Fosfolipasa A2) o bien
gue ApoD quele al AA en el citosol y por tanto se impida la cascada inflamatoria.

(Do Carmo et al. 2008) estudia el papel de ApoD frente a la encefalitis inducida por
OC4 de Coronavirus humano en ratones y observa no solo que ApoD se
correlaciona positivamente con la carga del virus y la activacion astrocitica y
microglial, sino que también propone un posible mecanismo basado en el papel
neuromodulador de ApoD sobre PLA2 y de esta manera controlar las
concentraciones de Acido Araquidénico (AA) libres.

(Pascua-Maestro et al. 2017) analiza el trafico intracelular de ApoD, detallando la
localizacion subcelular de ApoD dependiendo de si existen situaciones de estrés
inducido por paraquat, asi como el mecanismo por el que entra, mediante la
formacion de endosomas via clatrina o caveolina. A nivel molecular, detalla que
intervienen en lisosomas sensibles a condiciones de estrés y que contribuye a la
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recuperacion del H lisosomal mediante la alcalinizacion producid por agentes
oxidantes.

Con respecto a la relacibn entre ApoD vy determinadas patologias
neurodegenerativas como son la enfermedad de Alzheimer (EA), la esquizofrenia o
el trastorno bipolar, en el andlisis bibliografico se resuelve que existe consenso
sobre la funcion antioxidante y por ende neuroprotectora aunque existe cierta
controversia sobre el papel molecular de ApoD.

Hay grupos que sugieren que ApoD actla como un antioxidante lipidico en el
cerebro que contrarreste la peroxidacion lipidica de las etapas tardias de la EA
mediante la formacion de dimeros de ApoD, asi como otros grupos en los que
sencillamente se afirma que el mecanismo molecular es desconocido.

Vias de sefalizacion de ApoD

Con respecto a las vias de sefalizacion de ApoD, hemos analizado articulos en los
gue se estudia un mecanismo regulador. (Hull-Thompson et al. 2009) describe que
la via de sefalizacion Jun-N-Terminal Quinasa (JNK)es necesaria
para la homeostasis metabdlica en moscas y que esta funcién se ha estudiado en
el miembro de la familia Drosophila Lipocalin Neural Lazarillo (NLaz ), un homdlogo
de Apolipoprotein D (ApoD) y Retinol Binding Protein 4 (RBP4) de vertebrados. La
pérdida de funciébn de NLaz, reduce la resistencia al estrés mientras que su
sobreexpresion promueve la tolerancia al estrés.

Asi coincide (Bajo-Grafieras R et al. 2011) en que la expresiéon de ApoD en
astrocitos esta controlada por la JNK sensible a estrés oxidativo. Estudian en 2
lineas celulares neuronales como se activa la via JNK mediante paraquat (PQ) y
mediante la apoptosis de la célula dopaminérgica inducida por PQ.

(Ruiz et al. 2013) en el estudio de la union de ApoD a diferentes ligandos también
afirma que la regulacién de la expresion de ApoD y Nlaz estan controladas por la de
sefializacion JNK bajo condiciones de estrés.

Unicamente se encontr6 un estudio preliminar donde se sugiere que ApoD es capaz
de activar de forma temprana la de las quinasas activadas por mitbgenos ERK cuya
funcion final es la regulacién de la transcripcion modulando la expresion de distintos
genes.

De los 31 articulos analizados, los estudios llevados a cabo sobre los mecanismos
intracelulares no son concluyentes en cuanto a las uniones proteicas intracelulares y
los mecanismos de transduccion, por tanto, se hace necesaria una nueva busqueda
basada en la familia de lipocalinas a la que pertenece ApoD.

Anadlisis bibliografico de las lipocalinas

Decido hacer una revision sistematica de las lipocalinas, la familia proteica a la que
pertenece ApoD, donde encuentro que la proteina fijadora de retinol (RBP), es el
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representante principal de las lipocalinas y que tiene una estructura terciaria
semejante a ApoD.

Decido hacer una busqueda mas detallada de RBP, una lipocalina extracelular,
encontrando que en suero es una proteina de transporte de retinol (RBP4) que
forma un complejo con la transtiretina (TTR) para impedir su filtracion por el .
Ademas existe un receptor especifico de membrana plasmatica denominado Stra6 y
este es esencial para la transferencia de retinol de RBP extracelular a la proteina de
unién de retinol intracelular (CRBP).

CRBP es un miembro de las proteinas fijadoras de &acidos grasos (FABP) que esta
estructuralmente relacionada con las lipocalinas (Smathers y Petersen 2011).

La principal proteina de unién al retinol intracelular, CRBP1, probablemente mejore
el uso eficiente de retinoides al facilitar la captacion de retinol desde sRBP. Las
proteinas de unién al &cido retinoico intracelular (CRABP1 y 2 y FABP5) parecen
tener funciones mas diversas y distintivas para cada una, como dirigir el acido
retinoico al catabolismo, administrar acido retinoico a receptores nucleares
especificos y generar acciones no canénicas (Napoli 2016).

Analisis en bases de datos proteicas

Conociendo por tanto que la lipocalina extracelular RBP tiene proteinas
transductoras intracelulares CRBP/CRABP, busco en la base de datos de dominios
proteicos, familias y sitios funcionales PROSITE la proteina CRABP y obtengo un
resultado coincidente con mi analisis de literatura ya que existe una relacion de
semejanza funcional entre CRABP y FABP. CRABP es una proteina de bajo peso
molecular que se une a acidos grasos (fundamentalmente Acido Retinoico) y otros
aniones organicos presentes en el citosol relacionada estructuralmente con la
estructura de las lipocalinas y que pertenece a la familia de unién a acidos grasos.

Esta misma base de datos me indica que dentro de la familia de uniéon a &cidos
grasos FABP existen distintos tipos en funcion de los tejidos. Asi, llego a la proteina
de unidn de acidos grasos 7 (FABP7), que esta preferentemente en el cerebro.

Los motivos que me llevan a pensar en FABP7 como una posible proteina
transductora de ApoD son los siguientes:

e La estructura es un barril B antiparalelo de 10 laminas con un bolsillo de
unién para ligandos, estructura que corresponde a la de las lipocalinas y que
comparte la familia de FABP.

e Es una lipocalina de union a 4cidos grasos con funcionalidad en membranas
celulares que predomina en el SNC, lo que me lleva a pensar que podria
estar relacionada en la transduccion de la sefial de ApoD.

Analisis bibliografico de FABP7

Decido por tanto una nueva busqueda bibliografica en la que estudio la proteina
FABP7 como posible transductor de la sefal de ApoD.
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(Veerkamp y Zimmerman 2001) estudia las proteinas de unidon a acidos grasos
(FABP) también denominada (BLBP). Las define como proteinas citosoélicas de 14-
15 kDa, implicadas en la captacion, el transporte y el direccionamiento de acidos
grasos (FA). Pueden modular la concentracion de acidos grasos y de esta manera
podrian influir en la funcion de enzimas, membranas, canales idnicos y receptores, e
incluso en la expresion génica.

La estructura general de las FABP (Figura 5) es una estructura general
tridimensional muy bien conservada que resulta practicamente superponible. Asi,
consiste en 10 cadenas B antiparalelas (nombradas desde BA hasta BJ desde el
extremo N-terminal hacia C-terminal) y dos a-hélices cortas (denominadas oI y
o—Il). Las 10 cadenas se agrupan en dos hojas 3 de 5 cadenas cada una las cuales
se enfrentan con una orientacion casi perpendicular determinando una cavidad
central. La union entre las cadenas BA y BB es el motivo hélice-giro-hélice; el resto
de las cadenas presentan giros entre si. Todos estos elementos de estructura
secundaria se pliegan en una estructura de un solo dominio con un radio de giro de
14 A (Banaszak et al. 1994).

Fig. 5 Estructura comun de las FABP. 10 cadenas R
antiparalelas y dos a-hélices cortas

El tejido nervioso contiene 4 tipos de FABP con una distribucién espacio-temporal
distinta. M-FABP en mielina y solo presente en nervios periféricos, B-FABP en
cerebro, E-FABP en celulas gliales y neuronas y H-FABP en cerebro adulto.

Con respecto a las posibles funciones neuronales de los articulos analizados (KIPP
et al. 2011) estudia el papel de FABP7 en la modulacién de la funcién de astrocitos,
asi como su expresion, morfologia y distribucion. También estudia que la
localizacion preferente de FABP7 estd en los bordes anteriores de los astrocitos,
pudiendo dar lugar a un aumento del contenido de acidos grasos polinsaturados en
estas membranas que provoca el aumento de su fluidez, elasticidad y permeabilidad
y potencialmente podria afectar a la transduccion de sefales y la expresion génica
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La funcion de los astrocitos que expresan FABP7 dependeria de la presencia o
ausencia de sus ligandos tales como acidos grasos. El acido graso poliinsaturado,
acido w-3 docosahexaenoico (DHA) es el ligando preferido de FABP7. También se
une al &cido w-6 araquidénico (AA), aunque con una afinidad 4 veces menor.

Otra hipotesis funcionales proponen (Kagawa et al. 2015) que FABP7 controla la
funcidn de la balsa lipidica a través de la regulacion de la expresion de caveolina-1y
participa en la respuesta de los astrocitos a estimulos externos. Estos estudios se
llevaron a cabo mediante la estimulacion con Lipopolisacarido (LPS). Realizaron un
FABP7-Knockout (KO) en astrocitos donde vieron que se redujeron las
concentraciones de los receptores Toll Like Receptor (TLR4) y el receptor alfa-1 del
factor neurotréfico, receptores situados en la balsa lipidica, asi como la caveolina-1
gue se encontré disminuida a nivel proteico y transcripcional. También se redujeron
las concentraciones de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos y del factor
nuclear k3. La reexpresion de FABP7 en astrocitos FABP7-KO rescato los niveles
disminuidos de caveolina-1.

(Schnell et al. 2014) estudi otra posible implicacion neuronal de FABP7, mediante la
formacion de Rev-ERBa (KO), receptor nuclear que es un represor de la
transcripcion. Esto condujo a la sobreexpresion de FABP7 en la zona subgranular
del hipocampo (SGZ) donde las células progenitoras neuronales (NPC) pueden
iniciar la neurogénesis adulta. Estos resultados son coincidentes con (Li et al. 2018)
en los que relaciona que la proliferacién de los astrocitos inducida por DHA esta
regulada directamente por FABP7

Después del andlisis bibliografico de las distintas funciones, estructura y distribucion
neuronal de FABP7 llego a las siguientes conclusiones:
e Las funciones de neuroproteccion y neurogénesis son funciones muy
similares a las llevadas a cabo por ApoD.
e La estructura de FABP7 estudiada tanto en las bases de datos como en la
literatura corresponde a una estructura acorde a la familia de las lipocalinas.

Cabria esperar en base al analisis bibliografico tanto de ApoD como de FABP7 que
las funciones neuroprotectoras de ApoD, se pudiesen llevar a cabo conjuntamente
con FABP7 ya que esta Ultima podria operar como la proteina transductora
intracelular objetivo de mi estudio.

Asi, en el siguiente esquema se resumen los pasos llevados a cabo para proponer a
FABP7 como proteina transductora.
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Misma familia: Lipocalinas

ApoD — RBP

Transductor de Transductor de
sefial sefial Bases de datos
intracelular intracelular STRING/PROSITE

Misma familia: FABP

— CRBP/CRABP

Similitud funcional y
estructural

Fig. 6 Esquema de la sistematica bibliografica llevada a cabo para proponer la
hipétesis de FABP7 como posible proteina transductora de ApoD

RESULTADOS DE LA EXPRESION PROTEICA.
INMUNOCITOQUIMICA

La inmunocitoquimica consistié en hacer una doble deteccion de las proteinas ApoD
y FABP7, en los que se han revelado los nucleos con DAPI. Las imagenes fueron
tomadas en un microscopio 6ptico en modo contraste diferencial interferencial (DIC).

En primer lugar, analizo la distribucion de ApoD en las células control respecto de
las células estimuladas de la linea celular IMA 2.1. Se observa que ApoD se
distribuye en toda la célula tanto en las control como en las estimuladas (Figura 7).
Esta observacion es coincidente con el estudio de (Do Carmo, Levros y Rassart
2007) (Li etal. 2016) donde sugiere que en condiciones normales ApoD es
principalmente perinuclear, pero se acumula en el citoplasma y el nucleo en estas
condiciones de estrés.

La principal diferencia es el nivel de expresion, ya que en las células estimuladas se
observa una sobreexpresion mayor de ApoD que en el caso de las células control
probablemente por el ingreso en la célula de ApoD exdégeno como consecuencia del
estimulo pro-oxidativo.

19



CONTROL

IMA 2.1
IMA 2.1

Fig. 7 Inmunocitoquimica de células IMA 2.1 control (A) y tratadas con PQ
(B). Las imagenes se han obtenido a 60x. El marcaje de ApoD se observa en
verde. Los nucleos se revelan con DAPI.

La primera observacion es la diferente morfologia de las células control con
respecto a las células tratadas con un estimulo pro-oxidativo. En las células control
existe una morfologia conservada con prolongaciones citoplasmaticas mientras que
se observa una disminucion de estas mismas en las células tratadas con PQ (ver
Figura 8 Ay D).

Se observa, sin embargo, que existe poca o ninguna diferencia en la distribucion y
en la expresion de FABP7, tanto en células control como en las células tratadas con
PQ. En los dos casos se observa una distribucion de FABP7 hacia la membrana de
la célula, resultado coincidente con los estudios de (KIPP et al. 2011) donde situa
esta molécula en los bordes anteriores de la membrana de los astrocitos (Ver
Figura8 By E).

Se observan claras diferencias cuando se revela la doble inmunofluorescencia
ApoD-FABP7 en el control y en las células tratadas con PQ (ver Figura 8 Cy F).
En el caso de ApoD, existe un aumento de la expresion del mismo en condiciones
de estrés oxidativo, dato igualmente coincidente con el andlisis bibliogréafico
realizado (Do Carmo, Levros y Rassart 2007).

Con respecto a la Figura 8 F, existen zonas sombreadas en amarillo que implica
una superposicion de los marcajes lo que nos indica una proximidad espacial, que
sugeriria una posible colocalizacion. Existen factores que dificultan y generan sesgo
sobre una posible colocalizacion, como la superposicion de las distintas capas vy el
posible sesgo generado por las distintas intensidades seleccionadas.
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CONTROL CONTROL CONTROL

IMA 2.1

IMA 2.1

Fig. 8 Doble inmunocitoquimica de células IMA 2.1 control (A-C) y tratadas con
PQ (D-F). Las imagenes se han obtenido a 60x. El marcaje de FABP7 se observa
en rojo y ApoD en verde. Los nulcleos se revelan con DAPI.

Al analizar las imagenes de la inmunocitoquimica con el microscopio confocal
eliminamos uno de los sesgos de la inmunofluorescencia 6ptica, como es la
sobresaturacién de luz como consecuencia de la excitacion en los distintos planos
de la célula.

Asi, el microscopio confocal nos permite obtener imagenes centradas en un plano
focal y eliminar la luz que esta fuera de este mismo. Como se puede observar, la
calidad de la imagen es mayor ya que existe mayor nitidez.

En el analisis de las imagenes confocales podemos observar en la Figura 9 A de
forma méas especifica como la distribucion de FABP7 es fundamentalmente de
membrana, aunque se aprecia cierta localizacion intracelular, dato que coincide con
las imagenes observadas en microscopio de fluorescencia o de campo amplio.

En la Figura 9 B, observamos de forma mas especifica como existe una
colocalizacion entre ApoD-FABP7, en condiciones de estrés fundamentalmente en
membrana. Aunque también se observa en citoplasma, lo que podria indicar una
posible colocalizacion en otros organulos citoplasmaticos como lisosomas.
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CONFOCAL DAPI-FABP7 CONFOCAL ApoD-FABP7

IMA 2.1
IMA 2.1

Fig. 9 Imagenes de microscopia confocal de la doble inmunocitoquimica de
celulas IMA 2.1 tratadas con PQ. Las imagenes se han obtenido a 60x. El
marcaje de FABP7 se observa en rojo y ApoD en verde. Los nlcleos se revelan
con DAPI.

DISCUSION Y PERSPECTIVAS

En base al estudio y resultados de la revision bibliografica que realicé, considero
gue existen datos contrastados acerca de ApoD respecto a su estructura y
clasificacion. Numerosos articulos analizan la estructura de esta proteina
concretando que no esta relacionada estructuralmente con las apolipoproteinas y
gue pertenece a la familia de las lipocalinas.

Centrandome en las posibles funciones que desempefia ApoD en el SNC, existen
evidencias en numerosos articulos que la funcion principal es la neuroproteccin,
debido a su actividad antioxidante y antinflamatoria. Se proponen distintos
mecanismos celulares por los cuales ApoD llega a esta funcion principal, no
encontrando un mecanismo subcelular detallado que me aporte informacion sobre
como ApoD lleva a cabo esta neuroproteccion.

Entre los mecanismos propuestos por los grupos de investigacion, una gran
diversidad de articulos se centra en su posible rol como modulador del estado de
oxidacion de moléculas lipidicas en membrana, donde uno de sus principales
ligandos es el acido araquidonico (AA). Este mecanismo neuroprotector relacionado
con el AA es el mas frecuentemente sugerido por los grupos que estudian la
relacion funcional entre ApoD y los distintos ligandos de union.
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Los articulos en los que se evalla el papel de ApoD en diversas patologias como la
Esquizofrenia, el trastorno bipolar o la enfermedad de Alzheimer se centran en la
expresion y correlacion positiva entre ApoD y la enfermedad neurodegenerativa en
etapas tardias, asi como en su potencial antioxidante. Nuevamente los grupos de
investigacion no se centran en mecanismos de transduccion, sino que los estudios
se enfocan en el posible papel de ApoD como diana terapéutica.

Dentro del analisis bibliografico de ApoD, existe evidencia en determinados articulos
en los que se cita que la via de sefializacion utilizada por esta proteina es JNK.

Son quinasas que se unen y fosforilan a la proteina c-Jun. Pertenecen a las
guinasas activadas por mitégenos (MAPK) que se activan en situaciones de estrés.
La isoforma JNK-1 que se encuentra en tejidos, asi como la JINK-3 que se encuentra
en el cerebro principalmente estan implicadas en apoptosis, neurodegeneracion,
diferenciacion celular y proliferacién, asi como en procesos inflamatorios.

Sin embargo, en estos articulos no se detalla el mecanismo molecular completo ya
gue no obtengo informacion ni se propone una proteina transductora de ApoD. No
se ha encontrado relacion entre esta via de sefializacion y FABP7.

Es importante destacar que las proteinas que unen retinol (CRBP) y &cido retinoico
(CRABP) estan estrechamente relacionadas con las FABP ya que presentan una
estructura terciaria muy similar. Entre los miembros de esta familia de proteinas se
observa una elevada conservacion de la estructura terciaria, aun con identidades de
secuencia que llegan tan solo al 20% en algunos casos.

Las funciones de transporte de acidos grasos, neuroproteccion y proliferacion de
astrocitos estudiadas en la revision de la literatura de FABP7 son en gran parte
coincidentes con las funciones desempefiadas por ApoD, asi como su estructura
terciaria muy similar ya que pertenecen a la familia de las lipocalinas.

Estos datos me llevan a mi_objetivo general, una vez revisada la literatura se sugiere
la posible interaccién de ApoD, tras ser internalizada directamente o a través de
otros receptores proteicos, con la proteina citosolica FABP7. Asi, esta proteina
actuaria como transductora de la sefial en la célula provocando una respuesta
fisiologica.

La doble inmunocitoquimica fue el_objetivo especifico propuesto y se llevo a cabo
marcando con anticuerpos especificos de ApoD y FABP7. Se permeabilizaron las
células para conseguir un correcto marcaje del interior citoplasmatico ya que la
interaccién de estudio se localiza una vez que ApoD se ha endocitado.

El resultado de esta técnica permitio observar que ambas moléculas colocalizaban,
pudiendo comprobarlo tanto en microscopia O6ptica convencional como en
microscopia confocal. Esta colocalizacidén se detecta de manera aislada en el cultivo
celular control (ver Figura 7 C) y de manera mas abundante en el cultivo celular
expuesto al estimulo pro-oxidativo (ver Figura 7 F).

Con respecto a esta figura cabe destacar que se observan 2 patrones de marcaje
diferenciados. En las células cuya morfologia es similar al control se observa un
patrén de marcaje con mayor expresion de ApoD pero sin tanta colocalizacion. Esto
podria implicar que dichas células se hayan visto menos afectadas por el
tratamiento con PQ o que ApoD ya haya realizado su funcidn neuroprotectora y
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haya paliado el dafio oxidativo por lo que parece logico pensar que la sefal de
transduccion ya haya ocurrido.

En el segundo patrén de marcaje se observan células que expresan abundante
ApoD y FABP7. Se observa mayor tonalidad amarilla, lo que nos podria indicar que
ApoD esté realizando su funcion neuroprotectora junto a FABP7. Esta colocalizacion
la observamos fundamentalmente en la membrana plasmatica, aunque en estas
imagenes de microscopia confocal se observa con nitidez como existe
colocalizacion intracelular probablemente a nivel de membranas de organulos. En
base a la literatura de ApoD, podrian ser membranas lisosomales, donde existe
evidencia de que ApoD ejerce funciones antioxidantes modulando la peroxidacién
lipidica y manteniendo la integridad de las membranas de lisosomas vulnerables al
estrés oxidativo.

Estos resultados apoyan la potencial interaccion ApoD-FABP7, pero no son
concluyentes ya que seria necesario complementar estos estudios con otros mas
concretos de interaccion proteina-proteina.

Para determinar si esta colocalizacion implicase una interaccion de relevancia
funcional, en primer lugar, seria conveniente aislar el complejo ApoD-FABP?7.
Propondria técnicas basadas en la interaccion proteina-proteina como una
inmunoprecipitacion del complejo formado.

CONCLUSIONES

e Después de una revision bibliografica detallada de ApoD, se propone a
FABP7 segun criterios de semejanza estructural y funcional como una posible
proteina transductora que medie la sefial de ApoD para funciones
neuroprotectoras.

e EI cultivo celular sometido a condiciones de estrés oxidativo expresa una
morfologia claramente diferenciada con retraccion de sus prolongaciones
citoplasmaticas con respecto al cultivo celular en condiciones control.

e Existe una marcada diferencia entre el patron de marcaje de ApoD en
condiciones control respecto de las condiciones de estimulo pro-oxidativo
donde se aprecia una marcada sobreexpresion y una mayor distribucion.

e El resultado de la doble inmunocitoquimica de la linea celular de raton IMA
2.1, revela la colocalizacion de ApoD-FABP7 mayoritariamente en
membrana, aunque se aprecia también intracelularmente.

e Dado que ApoD es pleiotropica, considero que FABP7 puede ser la proteina
transductora en el sistema nervioso con la cual lleva la amplia gama de
funciones neuroprotectoras.
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