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INTRODUCCION

La Apolipoproteina D (ApoD) es una glicoproteina perteneciente a la familia
de las Lipocalinas, expresada durante el desarrollo normal y el envejecimiento.
Fue aislada por primera vez en el plasma, asociada a lipoproteinas de alta
densidad (HDL)®, por McConathy y Alaupovic en 1973.

El gen de hApoD (ApoD humana) se sitia en el cromosoma 3 (3026.2)
humano, compuesto por 5 exones® que dan como resultado un DNA
codificante de 855 bp®. En el promotor del gen de ApoD se han identificado
sitios de union de elementos de respuesta al estrés y de respuesta a hormonas
(estrégenos, progesterona y glucocorticoides).

Las Lipocalinas son una familia de pequefias proteinas globulares
extracelulares de 150-250 aminoacidos que comparten propiedades
moleculares de reconocimiento como la uniébn de pequefias moléculas
hidrofébicas, union a receptores especificos de superficie y la formacion de
complejos covalentes y no covalentes con otras macromoléculas solubles.
Estan implicadas en transporte y almacenaje de vitaminas y hormonas, asi
como en la regulacion del metabolismo, la respuesta inmune y el estrés. En un
principio se postulé la pertenencia de ApoD al grupo de las apolipoproteinas
debido a su localizacion en las HDL, pero con el estudio de su estructura y su
distribucion tisular se descartdé por falta de homologia y se incorporé a las
Lipocalinas®. Se vio que ApoD tenia hasta un 25% de identidad con proteinas
que unen retinol (RBP) y 30-40% con proteinas de insecto que unen bilina
(BBP)®, miembros de esta familia.

La estructura primaria de ApoD es una cadena de 189 aminoacidos,
correspondiendo los 20 primeros del extremo N-terminal al péptido sefial que
codifica la secuencia de exportacion de la proteina al lumen del reticulo
endoplasmico. Este péptido sefial sera eliminado dando lugar a una proteina
madura de 169 aminoacidos que puede ser secretada al medio extracelular.
Segun el tejido en el que sea sintetizada, varia el patrén de glicosilacion
originando un peso entre 19-32 kDa*®, ApoD humana presenta dos puntos de
glicosilacion, en las asparraginas Asn45 y Asn78.

La estructura terciaria de ApoD es caracteristica de la familia de las
Lipocalinas. Consta de un barril-B formado por 8 laminas B antiparalelas
estabilizadas por una hélice a y conectadas entre si por 7 lazos. Las 5 cisteinas
de su secuencia forman dos puentes disulfuro que ayudan a mantener el barril
ligeramente distendido®, quedando la quinta cisteina desapareada y con la
posibilidad de unirse a otras macromoléculas del plasma, como en las HDL
donde esta asociada a LCAT (Lecitin Colesterol Acil Transferasa).



El barril B contiene en su interior un bolsillo delimitado por aminoacidos
apolares que permite la unién de posibles ligandos hidrofébicos(). Varias
moléculas hidrofébicas muestran alta afinidad in vitro, destacando el acido
araquidonico, progesterona, retinol, acido retinoico, anandamida vy
esfingomielina. Sin embargo, los Unicos ligandos unidos a ApoD en condiciones
fisiolégicas encontrados hasta el momento son la progesterona® (Figura 1) y
el odorante E-3-metil-2-4cido hexenoico, presente en la piel de la axila
humana®).

Figura 1. Estructura terciaria de ApoD y su interaccibn con Progesterona.
Ay C: Modelos tipo Cartoon. B y D: Modelos de superficie. Se muestran dos orientaciones
ortogonales, con la entrada al bolsillo visible en A y B. Las laminas B se muestran en amarillo
y la hélice a en rosa. Imagenes obtenidas de Protein Data Bank.

Debido a estas caracteristicas, se ha propuesto como una proteina
multifuncional, pudiendo tener funciones locales y paracrinas, ayudando en la
distribucion de sus ligandos a tejidos diferentes de aquellos donde se
expresa®. Se cree que los ligandos asociados varian segun las condiciones
del tejido donde esta expresandose pudiendo ser una proteina de fase aguda
en la regeneracion nerviosa, una ayuda al transporte de esteroides en las
glandulas adrenales o los testiculos, o puede servir para evacuar moléculas
toxicas generadas en el bazo en la destruccion eritrocitaria®.

La sintesis de ApoD en humanos se localiza en el pancreas, la placenta, el
bazo, los pulmones, los ovarios y testiculos, los rifiones y el sistema nervioso®.
En otros mamiferos, como mono y conejo, se encuentra igualmente una amplia
distribucion en los tejidos corporales®9; pero en rata y raton esta
practicamente limitada al sistema nervioso central y periférico. A pesar de esta
diferencia, la similitud de sus regiones codificantes indica una misma funcion
transportadora de ligandos.



FUNCIONES DE APOD EN EL SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso es uno de los lugares de maxima expresion de ApoD en
los mamiferos, sintetizandose tanto en el sistema nervioso central como en el
periférico. La proteina es sintetizada por determinados tipos celulares y
posiblemente captada por otros. En otros tejidos la funcién de ApoD es dudosa
0 es variable segun el lugar de secrecion, pero en el sistema nervioso ha sido
muy estudiada y se conoce su implicacion en procesos de reparacion y
remielinizacion tras situaciones traumaticas.

Gracias al trabajo del Nobel de Fisiologia y Medicina de 1906 conjunto para
Cajal y Golgi conocemos que el tejido nervioso estad formado por dos
categorias de células divididas en células nerviosas (neuronas) y células gliales
(Figura 2).

Figura 2. llustracion de Ramon y Cajal mostrando a los astrocitos en el sistema
nervioso. Destaca su capacidad de division y su intima relacién con las neuronas.

Las neuronas se encargan de la comunicacion sindptica, gracias al buen
funcionamiento del citoesqueleto, los organulos y los componentes de las
membranas.

Las células gliales engloban a los astrocitos, los oligodendrocitos y células
microgliales. Los astrocitos tienen prolongaciones que les confieren un aspecto
estrellado y que desempefian una variedad de funciones, entre las que destaca
la de un mantenimiento apropiado de la sefalizacion y transmision de
informacion entre neuronas. Los oligodendrocitos depositan una envoltura
laminada y rica en lipidos llamada mielina alrededor de algunos axones. La
mielina tiene efectos importantes sobre la velocidad de transmision de sefiales
eléctricas. Su equivalente en el sistema nervioso periférico son las células de
Schwann. La microglia desempefa funciones fagociticas y de sefalizacion y
modulacién inflamatoria.

Ademas, los astrocitos son muy resistentes, especialmente cuando el
cerebro envejece. El estrés oxidativo, concomitante a la mayoria de las formas
de dafio en el sistema nervioso central y a la neurodegeneraciéon, es un
estimulo muy conocido para activar la reactividad de los astrocitos.



En el sistema nervioso central, ApoD se expresa principalmente en células
gliales de la sustancia blanca, como astrocitos y oligodendrocitos®°11, algunas
neuronas y ceélulas piales y perivasculares.

En el sistema nervioso periférico se expresa en fibroblastos y en las células
de Schwann, donde puede contribuir al mantenimiento, homeostasis y
movimiento de lipidos en los nervios periféricos*?. La presencia de ApoD se ve
aumentada en el nervio periférico de roedores tras una lesion y su falta denota
una disminucién en la velocidad de la conductividad motora y vainas de mielina
mas delgadas. Se ha demostrado que ApoD ayuda a recuperar la funcion
locomotora promoviendo la limpieza de mielina y regulando el numero de
macrofagos en la zona dafiada®?),

El incremento de ApoD en el sistema nervioso no ocurre Gnicamente ante un
dafio, sino que también se ha observado durante el desarrollo y
envejecimiento, en el cual la inflamacién es un proceso fundamental®), Este
aumento se ha observado tanto en humanos como en monos y ratones),

Se ha detectado un incremento anormal de ApoD en liquido cefalorraquideo,
en el hipocampo y en el cortex prefrontal en pacientes con la enfermedad de
Alzheimer®19), En la enfermedad de Parkinson, caracterizada por la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra
(especialmente sensibles al estrés oxidativo), se ha visto también un
incremento de ApoD en las células gliales®®. Asimismo, en otras
enfermedades del sistema nervioso como la esquizofrenia, trastorno bipolar?,
Niemann-Pick tipo C% o esclerosis miltiple?? se ha visto aumentada respecto
a pacientes sanos.

EL SISTEMA NERVIOSO Y EL ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo en los sistemas biologicos es un desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas de oxigeno y los mecanismos encargados de
eliminarlos o reparar los dafios que generan. Las ROS (especies reactivas de
oxigeno) y las RNS (especies reactivas de nitrdgeno) son pequefias moléculas
muy reactivas debido a la presencia de electrones desapareados en su capa de
valencia que les confieren un alto poder oxidante.

De manera basal, se encuentran en concentraciones cuyos dafios pueden
ser reparados constantemente. Para protegerse, las células despliegan una
variedad de mecanismos defensivos que incluyen el recambio lipidico, la
degradacion de proteinas y la reparaciéon de DNA ademas de la produccién de
una amplia bateria de moléculas antioxidantes. Los antioxidantes mas
relevantes son las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation
peroxidasa.

Sin embargo, los ROS y RNS a niveles fisiologicos tienen funciones
sefializadoras que pueden contribuir a la homeostasis celular, pudiendo actuar
de manera autocrina, paracrina o intracelular implicandose en muchos
procesos sefializadores®?),



Un desbalance en el estado redox resulta toéxico 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, 0 por necrosis, si es elevado. La mayoria de los efectos que el
estrés oxidativo ejerce resultan en cambios estructurales que conllevan a su
disfuncién o pérdida de actividad®@®.

La fuente de oxigeno reactivo mas importante en condiciones normales es la
mitocondria, a través de la respiracion oxidativa. La respiracion celular es un
conjunto de reacciones que degradan compuestos organicos (hidratos de
carbono, &cidos grasos, aminoacidos o cuerpos cetdnicos) por oxidaciéon
utilizandolos como combustible para la obtencién de energia (ATP, nucleétido
trifosfato).

Las células del sistema nervioso estan expuestas a una fuerte y constante
produccion de ROS y RNS, debido a un metabolismo muy demandante.
Ademas, durante el envejecimiento o en determinadas enfermedades el
sistema nervioso se ve afectado por factores que incrementan la degeneracion
debido a un aumento en la produccion y/o una reduccion en la eliminacién de
ROS.

Utilizando el estrés oxidativo inducido de manera experimental por el
tratamiento con Paraquat (PQ), se ha demostrado que ApoD tiene efectos
protectores sobre la supervivencia del organismo, tanto en ratones como en
moscas, y que ayuda a mantener la homeostasis del tejido nervioso mediante
el mantenimiento de bajos niveles de peroxidacion lipidica@425).

Los lisosomas son vesiculas intracelulares acidas esenciales para el 6ptimo
funcionamiento de muchas enzimas, para el proceso de reciclaje celular
mediante autofagia, endocitosis y exocitosis. En el sistema nervioso, la funcién
lisosomal es esencial para la supervivencia de neuronas, la actividad fagocitica
de la microglia y la mielinizacion. Asi, se conoce que la disfuncion lisosdmica
es la base de mecanismos patogénicos en patologias como la enfermedad de
Alzheimer, Parkinson, Huntington y del envejecimiento fisioldgico.

Se ha demostrado el papel de ApoD en la homeostasis del pH de un
conjunto de lisosomas especialmente vulnerables a la oxidacion en astrocitos y
neuronas, dotando de estabilidad a la membrana de este subgrupo en
condiciones de estrés oxidativo(®),

Toda esta informacion revela que ApoD posee un papel neuroprotector, que
se pone en marcha ante el estrés oxidativo y la inflamacion para evitar el efecto
dafiino que estos procesos tienen sobre las células@?.

OBJETIVOS

Como hemos mencionado anteriormente, ApoD se sintetiza
fundamentalmente en el sistema nervioso. Ejerce una funcion protectora frente
al estrés oxidativo tanto en las células que la producen como a las de su
entorno. Sus funciones en este sistema han sido ampliamente estudiadas, en
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parte por su aplicacion futura dirigida a la clinica de enfermedades
neurodegenerativas y orientadas a garantizar un envejecimiento lo mas
saludable posible.

Existen numerosos trabajos que evidencian los multiples efectos de la
funciéon de ApoD en los distintos tejidos. Sin embargo, hay diversidad de
opiniones y controversia sobre el mecanismo a través del cual se producen
estos efectos, y aun no se ha esclarecido totalmente.

El OBJETIVO GENERAL de mi trabajo consiste en estudiar como se
relaciona ApoD con la membrana plasméatica de astrocitos humanos, recopilar
la informacion bibliografica disponible sobre el tema y proponer una posible
proteina receptora que permita la internalizacion de ApoD para que ejerza su
papel neuroprotector ante un estimulo de estrés oxidativo.

Los OBJETIVOS ESPECIFICOS son:

e Realizacién de una busqueda bibliografica orientada y lectura critica
de la informacion publicada hasta el momento sobre la relacion de
ApoD con las membranas biologicas y la posibilidad de que posea un
receptor especifico en la misma.

e Seleccidén de una proteina candidata a ser el receptor especifico de
ApoD.

e Estudio de la colocalizacion mediante inmunocitoquimica de la
proteina seleccionada y ApoD en cultivo celular de astrocitos
humanos en situacion de estrés oxidativo.

e Estudio de la idoneidad y evidencias de que la proteina seleccionada
sea el receptor especifico de membrana de ApoD.

MATERIALES Y METODOS

BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

Para revisar la informacion disponible acerca de ApoD y su posible
interaccién con proteinas receptoras en la membrana plasmatica, se realizé
una revision sistematica utilizando la base de datos bibliografica online PubMed
y la base de datos de interacciones proteina-proteina STRING. Para la
organizacién y analisis de la informacién obtenida se ha empleado Microsoft
Excel 2010 y el gestor de referencias Zotero.

En la base de datos PubMed, se utilizaron las palabras clave “Apolipoprotein
D” o “ApoD”, acompafiadas de uno o varios de los siguientes términos:
“lipocalin*” “signal*”, “membrane*”, “interact*”, “extracellular”, “receptor”, “protein
binding” y “trafficking”, como se muestra en la Tabla 1.

Se encontraron 289 articulos que tras descartar los repetidos, se obtuvieron
203 en total.



Palabras clave AriEnles Filtros AriELies
obtenidos filtrados
AND lipocalin* 87 U|tII‘YIOS 10 41
afos
AND signal* 42
AND Membrane
membrane* 270 [Title/Abstract] 36
ApoD OR AND interact* 6
Apolipoprotein AND 22
D extracellular
Receptor
AND receptor 122 [Title/Abstract] 113
AND protein
binding 23
AND trafficking 6

Tabla 1. Resultados de la busqueda bibliografica segun las palabras clave seleccionadas.

Debido al amplio nimero de articulos que aparecian, se preseleccionaron para
su lectura completa aquellos que contuvieran:

e “ApoD” o “Apolipoprotein D” como palabra clave en titulo y/o resumen.

o “Receptor’, “membrane” o “extracellular” como palabra clave en titulo
y/o resumen.

e ApoD como protagonista en las conclusiones.

Fecha de publicacién en los ultimos 20 afios (1998-2018).

Tras esta busqueda exhaustiva se seleccionaron 31 articulos para su lectura
completa (Figura 3). Para la evaluacion de los articulos escogidos se realizé
una lectura critica teniendo en cuenta la presentacién de la informacion,
relevancia e hipotesis.



Busduecaconas —-| Articulos: 289 J
palabrasclave

Eliminacion de
los repetidos: 86

| Articulos: 203

Filtros de aparicion
en titulo y resumen

Descartados: 172
ApoDen

conclusiones

Articulos
seleccionados para su
. lectura completa: 31

Figura 3. Diagrama de flujo del proceso de seleccién de articulos.

CULTIVO CELULAR

Linea celular 1321N1

Se ha empleado la linea celular de astrocitoma humano 1321N1, que
presenta una caracteristica morfologia glial (Figura 4). Esta linea es de amplio
uso en estudios sobre enfermedades neuroldgicas que incluyen los efectos de
factores  neurotrdpicos, transporte transmembrana y enfermedades
neurodegenerativas.

Figura 4. Cultivo de lalinea celular 1321N1 empleada.

El manejo de la linea se ha realizado en condiciones de esterilidad mediante
campanas de flujo laminar vertical Telstar Biostar, con filtros HEPA capaces de
retener particulas superiores a 0,2 um con un 99,9% de eficacia, ubicadas en la
sala de cultivos del IBGM (Instituto de Biologia Genética y Molecular,
Valladolid). Para su correcta utilizacién, tras dejar actuar la luz UV durante
aproximadamente 30 minutos, se limpia la superficie de trabajo con Cloruro de
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Benzalconio 0,04% y posteriormente con Etanol 70%. Para minimizar el riesgo
de contaminacion, todos los materiales introducidos en la campana y los
guantes se rocian previamente con Etanol 70%. A la hora de manipular los
distintos frascos y medios, se pasan por la llama antes y después de su
empleo.

Mantenimiento de la linea celular y medios de cultivo

Los medios de cultivo empleados son DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) con 10% FBS (Fetal Bovine Serum), 1% L-GIn (L-Glutamina) y 1%
P/S/IA (Penicilina 10 U/pL, Estreptomicina 10 pg/pL, Anfotericina B 25 pg/pL).
Se rebajo la cantidad de FBS al 0,2% antes de aplicar el estimulo pro-oxidativo
para favorecer la accion del PQ.

El mantenimiento de la linea se ha realizado en frascos de cultivo Falcon®
ventilado de 25 mL, haciendo el pase aproximadamente cada 48 horas,
intentando mantener el 80-90% de confluencia. Para el crecimiento se empled
un incubador Hera Cell 150 en condiciones de 37°C, 5% CO:z y 90-95% de
humedad.

SIEMBRA PARA REALIZAR MARCAJES CON INMUNOCITOQUIMICA

Preparacion de cristales de poli-L-Lisina

La poli-L-Lisina es un compuesto cargado positivamente utilizado para
mejorar la adhesién celular a superficies de vidrio, ya que produce la adsorcién
de proteinas mediante modificaciones de las cargas de superficies en el
sustrato de cultivo.

Para ello, se colocan los cubreobjetos a tratar en una placa y se deposita
una gota de poli-L-Lisina sobre cada uno de ellos, asegurandose de cubrirlos
completamente. Tras 5 minutos de espera, se retira la poli-L-Lisina y se lava
con abundante H20 miliQ durante otros 5 minutos. Posteriormente se elimina el
agua y se dejan secar bien los cristales para su posterior utilizacion.

Este proceso se realizd en la cabina de flujo laminar vertical, en las
condiciones de trabajo expuestas anteriormente.

Separacion de las células adherentes

El despegue de las células adherentes del frasco de cultivo, tanto para la
realizacion de pases como para su contaje y ajuste de niumero para la siembra
se ha realizado mecanicamente con ayuda de PBS (phosphate buffered saline)
en frio.

Contaje en camara de Neubauer

Es necesario realizar un contaje de las células obtenidas para poder sembrar
a una densidad adecuada para el crecimiento y la correcta aplicacion de
técnicas inmunocitoquimicas.
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Para ello se emplea la camara de Neubauer,
instrumento en el que se colocan 10 pL de suspension
celular para medir el numero de células presentes en
dicho volumen. De este modo se puede determinar la
densidad celular de la suspension de origen. Esta camara
contiene una depresion en el centro de 0,1 mm con una
cuadricula marcada, con dimensiones 3x3 mm. El area
marcada con una L en la Figura 5 se divide en 16
cuadrados de 0,25 mm de lado, correspondiente a 1 mm?.

Sobre la camara se coloca un cubreobjetos, dejando una

separacion de la superficie de la camara de 0,1 mm. Por Figura 5. Camara
tanto, el volumen entre la superficie L y el cubreobjetos ~ d& Neubauer.

es de 0,1 mm? (0,1 pL), que es lo que vamos a medir.

La suspension celular obtenida tras la separacion del frasco de cultivo se
centrifuga a 1000 rpm durante 5 minutos. Tras retirar el sobrenadante, se
resuspende el pellet con 1 mL de medio DMEM y se toman 10 pL para el
contaje en la camara de Neubauer. Tras los calculos pertinentes, se toma la
cantidad adecuada de suspension celular para sembrar a una densidad de
50000 células por pocillo.

APLICACION DE UN ESTIMULO PRO-OXIDATIVO

El Paraquat (PQ), debido a su carga (al ser derivado de amonio cuaternario)
y a su estructura electronica conjugada, tiene la propiedad de producir
radicales libres que al reaccionar con el oxigeno forman radicales superoxido y
peréxido de hidrégeno. El dafio se debe principalmente a la peroxidacion
lipidica de la membrana y a la disminucién del transportador de electrones
NADP, originando un exceso de estrés oxidativo que implica la pérdida de
permeabilidad de membrana e incluso muerte celular (Figura 6).
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Figura 6. Generacion de ROS inducida por PQ en una célula. Reacciones de oxidacion-
reduccién que producen radicales libres y dafan las proteinas, los lipidos y el DNA.

El PQ fue el tratamiento elegido como generador de estrés oxidativo en
cultivo por ser un compuesto cuya utilizacion estd estandarizada en el
laboratorio para este fin. La concentracion utilizada fue 300 uM, afadidos a las
24 horas de la siembra y mantenido durante 24 horas en incubacion. Se realizé
el experimento por triplicado con su correspondiente control.

INMUNOCITOQUIMICA

Las técnicas inmunocitoquimicas permiten la deteccion de antigenos
mediante anticuerpos en cultivos celulares fijados, gracias a que el anticuerpo
lleva acoplado un marcaje fluorescente detectable mediante microscopia de
fluorescencia y microscopia confocal.

Se llevé a cabo una doble inmunocitoquimica secuencial con anticuerpos
especificos recogidos en la Tabla 2 para la deteccién de hApoD y la proteina
de interés,

Anticuerpos primarios Anticuerpos secundarios

Rabbit a-HApoD 1:1000 Goat a-Rabbit Alexa 488 1:1000
Rat a-BSG 1:1000 Goat a-Rat Alexa 594 1:1000

Tabla 2. Lista de anticuerpos empleados

La fijacion de las células se llevé a cabo con formaldehido 4% durante 15
minutos a temperatura ambiente y agitacion después de haber realizado 2
lavados con PBS de 10 min cada uno, con cuidado de que no se despegasen
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las células. Transcurrido el tiempo de fijacion se realizaron otros 3 lavados de 5
minutos con PBS para eliminar cualquier resto del fijador.

A continuacion, se realiza el bloqueo con una mezcla de PBS y Tween-20
0,1% con GS 1% (suero de cabra no inmunizada) durante 30 minutos. Los
anticuerpos primarios fueron diluidos en solucién mezcla de PBS y Tween-20
0,1%.

Tras afadir el anticuerpo primario Rabbit a-hApoD se mantiene en
incubacion 12 horas a 4°C y en agitacion. Después de haber realizado 3
lavados con PBS de 5 minutos cada uno, se afiade el anticuerpo secundario
Goat a-Rabbit permaneciendo 2 horas en incubacion a temperatura ambiente.
Finalmente se realizan otros 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

Al ser una doble inmunocitoquimica, se realiza a continuacion el mismo
procedimiento de lavados e incubaciones con los anticuerpos primario y
secundario dirigidos a la deteccién de BSG.

Se lleva a cabo un ultimo lavado de los pocillos con H20 miliQ para evitar la
formacién de microcristales salinos debidos al PBS en el tiempo de montaje
gue puedan interferir con la visualizacion microscopica.

El montaje de las muestras se realizé con medio EverBrite-DAPI diluido 1:2
con H20 miliQ, sellandolas con CoverGrip (Biotium).

La observacion de las células se realizdé en un microscopio Nikon Eclipse 80i
equipado con una camara digital DMX 1200c, y con un microscopio confocal
DMI 6000B-TCS SP5 (Leica). El procesamiento de las imadgenes obtenidas se
realizé con el programa informatico Fiji-ImageJ.

RESULTADOS

ANALISIS DE LA LITERATURA

A pesar de la numerosa informacion sobre las multiples funciones de ApoD
en los distintos tejidos, los articulos generales apenas aportan informacién
sobre la manera en que la proteina atraviesa la membrana plasmatica.

Se conoce su presencia tanto en el medio extracelular, unida a diferentes
lipoproteinas, como en el medio intracelular en los lisosomas perinucleares. Por
tanto, se pone de manifiesto la necesidad de su interaccion con alguna
estructura de la membrana plasmatica, especifica o inespecifica, que permita
Su paso a través de la misma.

Teniendo en cuenta esta premisa, decidimos realizar una revision
sistematica con el objetivo de responder a la pregunta: ¢Con qué estructura
receptorainteracciona ApoD en la membrana plasmatica?
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Tras la lectura y andlisis de los 31 articulos seleccionados, 16 apuntan a la
presencia de un receptor especifico para ApoD, aun sin identificar.

Encontramos evidencias experimentales de la existencia de receptores de
membrana especificos para otros miembros de la familia de las Lipocalinas. De
hecho, en varios articulos (7) sefialan esta circunstancia como una
caracteristica de la familia, aunque no todos se hayan identificado actualmente.
En la revision de Flower 200002728 se recogen, por ejemplo, la informacion
relativa a los ligandos y receptores especificos de las Lipocalinas RBP, a-
microglobulina, B-lactoglobulina, MUP y OBP (Odorant Binding Protein).

La gran mayoria de articulos descarta una internalizacion general e
inespecifica. Eichinger et al 2007® sugiere con sus estudios de cristalizacion y
modelizacion que la propia estructura terciaria de ApoD, comun a las
Lipocalinas, facilita la interaccidon con un receptor transmembrana por la base
del barril B, mientras que el bolsillo hidrofébico quedaria accesible a la union de
ligandos.

Bajo Grafieras et al 20119, realiz6 el mismo experimento en dos tipos
celulares distintos, ambos sin expresion constitutiva de ApoD, revelando la
internalizacion de hApoD unicamente en uno de ellos y de manera saturable.
Estos resultados sugieren que la internalizacion no se debe a endocitosis
inespecifica de proteinas presentes en el medio de cultivo, y es compatible con
una endocitosis mediada por receptor. Del mismo modo, la saturacién de la
endocitosis de ApoD es el hecho clave que remarca Muffat y Walker 2010©0),

Asimismo, Pascua-Maestro et al 20179 detalla que el trafico de ApoD
depende de las vias endociticas clatrina y caveolina dependientes, para
concentrarse en la membrana de los lisosomas especialmente vulnerables al
estrés oxidativo.

Unicamente se encuentran 2 articulos sobre la identificacion de un potencial
receptor transmembrana para ApoD: Liu et al 2001@Y propone la forma
extendida del receptor de leptina (Ob-Rb) y Najyb et al 201532 plantea la
proteina Basigina (BSG). Ambas propuestas se detallaran posteriormente.

De forma paralela, realizamos una busqueda en la base de datos STRING
tanto de ApoD humana, que es realmente nuestro objetivo; como de ApoD en
Mus musculus, teniendo en cuenta que es probable que nos aporte mas
informacion al ser el principal modelo animal que se utiliza para obtener datos
experimentales. Las redes funcionales de asociacion de proteinas obtenidas se
muestran en la Figura 7.
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Figura 7. Redes funcionales de asociacion de proteinas de ApoD humana (A) y ApoD murina (B).
A: Las proteinas mas relacionadas con ApoD son mediante textmining (linea de unién amarilla),
ademas de datos experimentales (linea de unidn rosa) con ApoA2 y por coexpresion (linea de union
azul oscuro) con C1QB. B: Ademas de por textmining (linea de unién amarilla), se observan datos
experimentales para Apoal y Lepr, y por coexpresion (linea de unién azul oscuro) con Clgb, Clu, Rdh5
y Spna2.

En la primera red podemos observar que los datos que relacionan ApoD
humana con otras proteinas son principalmente tedricos, por algoritmos
aplicados a datos ya conocidos (textmining). Unicamente existen datos
experimentales que la relacionen con APOA2 (Apolipoproteina A2), proteina
estabilizadora de HDL por su interaccion con lipidos.

En la segunda red podemos observar la relacion mediante datos
experimentales de ApoD murina con otra apolipoproteina, la Apoal
(Apolipoproteina Al), participante del transporte reverso de colesterol de los
tejidos al higado actuando como cofactor de LCAT. Asimismo, ApoD se
relaciona experimentalmente con Lepr (Receptor de leptina) refiriéndose al
articulo de Liu et al 2001GD.

Ob-Rb como posible receptor de ApoD

Liu et al 2001@Y propone como potencial receptor de ApoD a nivel
hipotalamico a la forma extendida del receptor de leptina (Lepr, Ob-Rb),
poniendo de manifiesto el papel de ApoD en el control de la homeostasis
energética y su relacion con la hormona leptina.

Utiliza para su estudio técnicas de representational difference analysis
(RDA), bioinformatica para identificar patrones de sobreexpresion de distintas
proteinas en el hipotalamo de ratas con obesidad inducida. Compararon si las
proteinas obtenidas interaccionaban con Ob-Rb, ya que este receptor se
estimula con dietas altas en grasa y controla la ingesta y el peso corporal.
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Se hizo un screening de una libreria yeast two-hybrid, obteniendo
coincidencias de sobreexpresion conjunta del receptor investigado y ApoD.
Ademas, se realizé un segundo screening con el dominio citoplasmatico de Ob-
Rb (Ob-Rbc) de una libreria cDNA, encontrando coincidencia con otro
fragmento de la zona amino-terminal de ApoD.

A nivel experimental, para confirmar la union entre ApoD y Ob-Rbc realiz6 un
experimento de LexA two-hybrid system e inmunoprecipitacion entre ApoD y
Lepr.

Propone la siguiente hipotesis (Figura 8): la grasa proveniente de la dieta
estimula la expresion de ApoD en las neuronas hipotalamicas, asi como la
produccion de leptina. ApoD interaccionaria en el interior celular con el dominio
intracelular de Ob-Rb, sufriendo un cambio conformacional y saliendo al
espacio extracelular. Alli se uniria a un ligando generado por la interaccion de
leptina con Lepr. Esta union ApoD-ligando podria originar sefiales endocrinas y
paracrinas que contribuyan a la regulacion de la grasa corporal.

Dietary —
fat
- ~Activated
. Apo D
|
\ g g . Body fat
Ny \ regulation
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Leptin %
Paracrine?
Endocrine?

Figura 8. Mecanismo de la interaccion de ApoD con Ob-Rb. Extraido de Liu et al 2001.

Tras hacer una lectura critica del articulo, decido descartar Ob-Rb para
realizar los posteriores experimentos de inmunocitoquimica debido a las
siguientes causas:

e La generalidad de la hipotesis planteada. Como conocemos gracias a
la bibliografia existente, ApoD no esta aislada en el citosol ya que al
internalizarse via clatrina o caveolina dependiente formara parte de
una vesicula de membrana lipidica. Por tanto, ¢Como puede
interaccionar con Ob-Rb?

e En el caso de que la hipotesis fuera cierta, no explicaria la
internalizacion de ApoD en las células, ya que la interaccion es
exclusiva con el dominio intracelular de Lepr.

e El articulo se centra en potenciales funciones de ApoD alejadas de la
neuroproteccion.

e Aunque aparezca en la base STRING (ver Figura 7B), ningun otro
grupo de trabajo ha anunciado nada referente a la interaccién de
ApoD con Ob-Rb desde la publicacion de este articulo en 2001.
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Basigina como posible receptor de ApoD

Najyb et al 201562 propone como potencial receptor de ApoD una
glicoproteina transmembrana denominada Basigina (BSG), mediante diversos
experimentos en lineas celulares HEK293T (células embrionarias de rifién
humano) y SH-SY5Y (células de neuroblastoma humanas).

Para la identificacion del receptor, disefid una estrategia para estabilizar la
interaccion ApoD-receptor mediante particulas magnéticas, lo que permitié su
visualizacion mediante electroforesis SDS-PAGE y su analisis por
espectrometria de masas. De las diferentes uniones obtenidas y analizadas,
Gnicamente la correspondiente al complejo covalente de ApoD-BSG cumplia
las caracteristicas de un peso molecular compatible para un potencial receptor.
BSG puede presentarse altamente glicosilada (HG-BSG, 45-65 kDa) o con baja
glicosilacion (LG-BSG, ~32 kDa), siendo LG-BSG la molécula que forma el
complejo con ApoD en una banda de 60 kDa.

Sus resultados muestran mediante inmunocitoquimica la colocalizacion de
ApoD con BSG en vesiculas intracelulares. Mediante RNAi (RNA de
interferencia) especifico para BSG comprobd que el silenciamiento de BSG
disminuye ampliamente la internalizacion de ApoD en las células; y la
sobreexpresion de BSG incrementa la endocitosis de ApoD. Al emplear
Ciclofilina A, un conocido ligando de BSG, la internalizacién de ApoD disminuye
debido a la competicion de ambas moléculas por BSG.

BGN, también denominada CD147 o EMMPRIN (extracelular matrix
metalloproteinase inducer), es una glicoproteina transmembrana que juega un
importante papel en el crecimiento, diferenciacion, supervivencia y adhesion
celular®®, También destaca su papel en el transporte de &acidos
monocarboxilicos a través de la membrana plasmética, y es el receptor para la
proteina RH5, imprescindible para la infeccion por Plasmodium falciparum.
Pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y tiene dos dominios tipo
inmunoglobulina extracelulares.

La forma LG-BSG se considera un precursor de la formaciéon de HG-BSG en
el reticulo endoplasmico. Mientras que HG-BSG se relaciona con tumorigénesis
y la induccién de metaloproteinasas que pueda contribuir a la invasion tumoral,
LG-BSG no mantiene estas propiedades(®4.

Se expresa en diferentes tejidos, incluyendo el sistema nervioso central,
especialmente en el hipocampo, cortex y cerebelo. En roedores deficientes en
BSG se ha observado defectos a nivel de aprendizaje y memoria. Ademas,
BSG y ApoD podrian tener funciones similares, ya que la expresion de ambos
se ha visto incrementada en patologias relacionadas con la inflamacion, como
aterosclerosis, isquemia, esclerosis multiple y encefalomielitis.

Tras la lectura critica del articulo, decido seleccionar BSG como potencial
receptor de ApoD y comprobar mediante inmunocitoquimica los resultados
existentes en la literatura. Las causas de la seleccion son las siguientes:

e Los datos experimentales se han comprobado mediante varias vias:
por silenciamiento y por bloqueo de BSG con un agonista, obteniendo
los mismos resultados.
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e La similar distribucion tisular y funcional de ApoD y BSG. Aunque en
el articulo no se centran en ninguna funcién concreta, si que muestran
la relevancia del papel neuroprotector de ambas moléculas.

e El articulo se ha publicado recientemente, en 2015, por lo que no hay
informacion disponible de otros grupos de trabajo que corroboren la
hipotesis propuesta.

INMUNOCITOQUIMICA

Diferencia de expresion de hApoD

En primer lugar, se estudian los patrones de expresion de las proteinas de
interés, BSG y hApoD en la linea celular 1321N1 (Figura 9). Esta linea celular
expresa de manera constitutiva ambas proteinas. Ya ha sido descrito en la
literatura el incremento de expresién de ApoD tras un estimulo pro-oxidativo in
vitro como la adicion de PQ, de modo que pueda contrarrestar 0 minimizar el
impacto de este en las células. Sin embargo, no se dispone de informacion
adicional sobre BSG en estas condiciones.
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Figura 9. Microscopia de contraste diferencial interferencial (DIC) de células 1321N1
control (Ay C) y tratadas con PQ (B y D). Las fotografias fueron tomadas a 60x. Se
observa la superposicién de la fluorescencia obtenida con hApoD en verde y BSG en rojo.
Los nucleos se revelan con DAPI.
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Se puede observar la diferencia de la confluencia celular del cultivo control
respecto al tratado con PQ, realizados en las mismas condiciones de medios e
incubacion. Se puede comprobar el menor numero de células y de menor
tamanfo tras la aplicacion del estimulo pro-oxidativo (ver figura 9B y D), ya que
parte de las células no pudieron contrarrestarlo y entraron en apoptosis.

En cuanto a la expresion de hApoD, se puede observar en alguna célula
aislada del cultivo control (ver Figura 9A). Sin embargo, en el cultivo tratado
con PQ dicha expresion se muestra abundante en todas las células. En ambos
casos, se localiza predominantemente en vesiculas de la zona perinuclear.

Respecto a la expresion de BSG, no se detectan diferencias entre el cultivo
control y el tratado con PQ (ver Figura 9C-D). Cabe destacar la moderada
eficiencia en el marcaje de esta proteina, ya que ha sido necesario saturar
bastante para poder visualizar las imagenes superpuestas con las originales
DIC. Se observa una fluorescencia general de membrana, menos intensa en
las prolongaciones axonales. A simple vista no se observa BSG en
acumulaciones citoplasmaticas.

Localizacion de BSG vy hApoD en situacion de estrés oxidativo

Para determinar la posible colocalizaciéon de BSG y hApoD se realiz6 una
doble inmunocitoquimica secuencial con anticuerpos especificos en cultivo de
células 1321N1 tratadas con PQ, con su correspondiente control.

En la Figura 10 se muestran las imagenes obtenidas con microscopia
Optica, el marcaje individual y la combinacién para comprobar si existe
colocalizacion de las proteinas de interés.

Se puede observar un marcaje general y no demasiado intenso de BSG en
la membrana plasmética tanto de las células control como de las tratadas con
PQ (ver figura 10 A y D), concordando con los resultados reflejados en el
apartado anterior.

El marcaje de hApoD predomina en la zona perinuclear del citoplasma de las
células control y tratadas con PQ, siendo en estas ultimas mas intenso. En las
células tratadas con PQ se puede ver, ademas, una cierta abundancia en la
membrana plasmatica de la mayoria de las células (ver figura 10 B y E).
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Figura 10. Inmunocitoquimica doble de células 1321N1 control (A-C) y tratadas con
PQ (D-F). Las fotografias fueron tomadas a 60x. Se observa el marcaje BSG en rojo y de
hApoD en verde. La posible colocalizacién BSG-hApoD se mostraria en amarillo.

En cuanto a la posible colocalizacion, se deberian observar zonas amarillas
intensas alli donde el marcaje de ambas proteinas coincidiera y se
superpusiera. Se puede ver una tenue coloracion amarilla respecto a los
marcajes individuales en las células control (ver figura 10C), algo mas intensa
en las células tratadas con PQ (ver figura 10F). Al comprobar la ubicuidad de
BSG en la membrana plasmatica y tener todos los planos celulares
incorporados en la misma imagen, es logico apreciar una cierta combinacion de
colores ya que BSG tapiza toda la superficie celular, por lo que no es posible
distinguir una verdadera colocalizacién con hApoD.

Teniendo en cuenta esta problematica, se decide ver el resultado de la
inmunocitoquimica mediante microscopia confocal (Figura 11). De este modo,
se elimina la sobresaturacion de luz y se evita la fluorescencia de diferentes
planos de la célula, quedandonos Unicamente con un plano focal.
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Figura 11. Microscopia confocal de lainmunocitoquimica doble de células 1321N1 tratadas con PQ.
Las fotografias fueron tomadas a 60x. Se observa el marcaje BSG en rojo y de hApoD en verde. Los
nucleos se revelaron con DAPI. La posible colocalizacion BSG-hApoD se mostraria en amarillo.

Gracias a la microscopia confocal se observa de una manera mucho mas
precisa el marcaje de BSG (ver Figura 11A). Este se limita a la membrana
plasmatica de la célula, presentandose de manera ubicua y abundante en la
misma con puntos concretos de mayor intensidad a lo largo de la membrana. El
marcaje no muestra su presencia en el citoplasma, con lo que podemos intuir
gue no colocalizara con las vesiculas intracelulares que contengan a hApoD.

Sin embargo, la fluorescencia perteneciente al marcaje de hApoD se detecta
tanto en la membrana plasmatica como en el interior celular (ver Figura 11B),
corroborando los resultados obtenidos con el microscopio Optico. Los puntos
citoplasmaticos se localizan cerca del nucleo (ver Figura 11D).

En cuanto a la posible colocalizacién, se puede observar una franja amarilla
perteneciente a la superposicion de la fluorescencia que recorre la membrana
plasmatica (ver Figura 11C). Sin embargo, no se aprecia en el interior celular,
estando presente Unicamente el marcaje de hApoD. Esto implica que BSG no
se internalizaria de manera conjunta a hApoD. Ademas, viendo el marcaje
general de BSG en la membrana no podemos afirmar ni siquiera que la
colocalizacibn con hApoD en la misma tenga relevancia funcional o que
implique una interaccion entre ambas proteinas.

Teniendo en cuenta esto, parece complicado pensar que BSG pueda ser el
receptor especifico de membrana de ApoD.
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS

ApoD se ha vinculado con el envejecimiento, la neurodegeneracion y las
lesiones en el sistema nervioso en multitud de estudios. Los trabajos recientes
realizados en organismos modelo tan diversos como plantas, moscas o
roedores han demostrado que ApoD contribuye de forma significativa a los
mecanismos de supervivencia en la lucha contra el estrés oxidativo en diversas
situaciones.

En este trabajo nos hemos centrado en el papel neuroprotector de ApoD,
conocido desde hace décadas, pero cuyos mecanismos subcelulares no han
empezado a identificarse hasta estudios recientes. La gran mayoria de los
estudios experimentales centrados en el papel de ApoD en el sistema nervioso
han sido realizados con roedores. Teniendo en cuenta las similitudes en la
distribucion tisular, estructural y la funcionalidad de esta proteina entre
roedores y humanos, no cabe duda de que estos modelos animales son
particularmente adecuados para extrapolar resultados.

En el presente trabajo se ha empleado una linea de astrocitoma humano.
Hemos partido de las premisas de otros trabajos realizados en animales
modelo y diferentes lineas celulares para la seleccién del potencial receptor y
las condiciones experimentales. Asumimos las diferencias ya que aunque la
estructura de hApoD difiere con la de roedores en, por ejemplo, la presencia de
una quinta cisteina desapareada®, la estructura terciaria en barril B de hApoD
se mantiene en homdélogos de otras especies. La interaccién con la membrana
plasmatica se llevaria a cabo por la base de este, mientras que el interior del
barril, donde se ubicaria el bolsillo hidrofobico, quedaria disponible para la
unién con pequefios ligandos.

En cuanto al primer objetivo, la realizacién de la busqueda bibliogréfica
orientada a la identificacion del receptor transmembrana de ApoD no resultd
sencilla. Existen varios grupos de trabajo centrados en caracterizar ApoD,
destacando especialmente su papel en el sistema nervioso (del que ya hemos
hablado ampliamente) asi como su rol emergente en el control del ciclo celular
y su relacion con tumores. Se ha observado un incremento de expresion de
ApoD en la detencién de crecimiento y diferenciacién celular, y su expresion
desciende en condiciones de mayor tasa proliferativa®.

Sin embargo, apenas se le ha dado importancia al mecanismo de
internalizacion de ApoD, bien en situaciones basales o ante el estimulo que
provoca la activacion de sus funciones. Se conoce su endocitosis via clatrina o
caveolina, predominando la primera®®; y en varios estudios mencionan la
necesidad de que el potencial receptor sea especifico. De los uUnicos dos
trabajos centrados en este tema que han sido publicados, cabe destacar que
ambos se centraban en la localizacién de ApoD en el sistema nervioso. Esto
resulta llamativo, puesto que esperabamos encontrar también informacion de
Su presencia en otros tejidos vinculada con su papel en el cancer, ya que en
cuanto aparece una proteina posiblemente relacionada con este tema su
investigacion se pone en el punto de mira.
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El trabajo de Liu et al 20013V sobre la relacién entre ApoD y Ob-Rb fue la
primera aproximacion publicada sobre un receptor especifico de membrana. Ha
resultado un articulo complicado a la hora de analizar, ya que el apartado de
metodologia es bastante escaso y en general dificultoso de valorar debido a las
complejas técnicas bioinformaticas empleadas. No podemos esclarecer la
calidad de los resultados obtenidos, pero el hecho que tras més de 15 afios no
haya ningun otro estudio, ni del mismo grupo ni otros, que haya publicado algo
al respecto fue determinante para descartar la proteina Ob-Rb como potencial
receptor en este trabajo.

En cuanto al articulo publicado de Najyb et al 20152 sobre la relacion entre
ApoD y BSG, a simple vista nos parecié prometedor para nuestro segundo
objetivo. En el articulo utilizan diversas técnicas para comprobar la interaccion
de BSG con ApoD, mediante estudios de down-regulation con RNAi y bloqueo
de BSG con un conocido ligando. Estas técnicas nos enfocan a un mismo
resultado, asi como los multiples aspectos en comun entre BSG y ApoD nos
decidio a seleccionar BSG como una adecuada proteina candidata.

Sin embargo, somos criticos a la hora de poder llegar a conclusiones sobre
la interaccion con un Unico estudio publicado. Asi, tampoco se menciona la
potencial afinidad de ApoD con BSG, que podria ser crucial, ni el mecanismo
de internalizacibn una vez ambas proteinas hayan establecido contacto.
Ademas, BSG no aparece relacionada con ApoD en las redes proteicas
funcionales de STRING. Esto puede ser debido a la reciente publicacion del
articulo ya que no encontramos informacion sobre la frecuencia con la que
actualizan dicha base de datos.

Con estas incognitas en mente, se lleva a cabo el tercer objetivo mediante
una doble Inmunocitoquimica secuencial con anticuerpos especificos para BSG
y hApoD. Esta técnica ha sido ampliamente utilizada y estd optimizada para el
marcaje de hApoD. Sin embargo, el marcaje de BSG ha sido mas dificultoso,
ya que era mas tenue y generalizado, y ha resultado complicado extraer
conclusiones hasta utilizar la microscopia confocal.

Las imagenes obtenidas con la microscopia DIC, en el que se aprecia a
disminucién del nimero de células y los cambios en su morfologia (ver Figura
9) nos hacen pensar que la aplicacion del estimulo pro-oxidativo fue exitosa. Se
intentd ajustar la concentracibn de PQ para aplicar un moderado estimulo
oxidativo, que no fuera tan potente como para llevar a las células a la muerte,
pero lo suficiente para que ApoD entrara en funcionamiento y aumentase su
expresion. Sin embargo, no se pudo evitar perder parte de la viabilidad celular,
aungue no parece que haya afectado a la eficacia de la inmunocitoquimica.

Las imagenes obtenidas mediante microscopia Optica convencional no nos
aportaron la informaciéon que creiamos (ver Figura 10). Debido al marcaje
general de BSG en la membrana plasmatica, la superposicion con la
fluorescencia perteneciente a hApoD origin6 una imagen poco limpia con un
leve tono amarillo. Esperabamos ver un intenso amarillo en los puntos de la
membrana donde ApoD fuera abundante que implicaria una clara
colocalizacion, algo imprescindible para una posible interaccion. Tampoco se
observa en el interior celular, alli donde hApoD se encuentra en vesiculas y
membrana lisosomal en el caso de situacion de estrés oxidativo.
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Respecto a lo que se conoce sobre la endocitosis de ApoD, la proteina se
internalizaria junto con su receptor, englobandose en una invaginacién de la
membrana plasmatica que acabaria por desprenderse para incorporarse al
citoplasma. Se ha relacionado a ApoD con las vias de endocitosis clatrina y
caveolina dependientes.

La primera de ellas es la mas abundante y se relaciona con funciones
imprescindibles como la homeostasis y comunicacion intracelular. La via de la
caveolina se ha descrito mas recientemente, y es particularmente abundante
en el sistema nervioso. Las caveolas son vesiculas mas densas recubiertas de
Caveolina-1, cuyo papel resulta esencial en la transduccion de sefales, la
homeostasis del colesterol, siendo la principal alternativa a la clatrina en el
transporte de vesiculas®®).

Debido a este procedimiento de internalizacion, parece l6gico pensar que si
BSG es el receptor especifico de ApoD se endocite formando parte de las
mismas vesiculas, por lo que mostraria colocalizacién en el citoplasma en los
resultados de la inmunocitoquimica. Para ello, tuvimos la precaucién de
permeabilizar la célula a la hora de realizar el bloqueo previo a la adicién de los
anticuerpos, de modo que el marcaje pudiera atravesar la barrera que supone
la membrana plasmética intacta.

Estos resultados de falta de colocalizacion citoplasmatica se ven mucho mas
claros al emplear la microscopia confocal (ver Figura 11). Al seleccionar un
anico plano focal, se elimina la fluorescencia residual del resto de la célula y
observamos nitidamente la ausencia de BSG citoplasmatica.

Basandonos en los resultados obtenidos, en nuestro cuarto objetivo no
compartimos las conclusiones detalladas en el articulo de Najyb et al 20152
sobre la necesidad de interaccion entre BSG y ApoD para la internalizacién de
esta dltima.

A priori BSG era una buena proteina candidata por sus puntos en comudn con
ApoD, su localizacion transmembrana y la estructura de su forma menos
glicosilada. Sin embargo, al profundizar en los mecanismos conocidos de
internalizacion de BSG encontramos evidencias de que se endocita y recicla
por una via clatrina-independiente®738), Teniendo en cuenta que se conoce la
dependencia, al menos parcial, de ApoD por la via de la clatrina esto sugiere
gue BSG no puede ser el Unico receptor especifico, necesario y suficiente, para
la internalizacién de ApoD.

Aunque nuestros resultados preliminares no parezcan ir en consonancia con
el articulo mencionado, es necesario llevar a cabo mas estudios
experimentales para poder concluir la posible relacion entre BSG y ApoD.

Una aproximacion experimental que podria aportar datos relevantes en esta
cuestién seria la realizacion de experimentos de captacién y expresion de
ApoD en modelos animales BSG-KO (knock-out), mas fiables e irrefutables que
Gnicamente el silenciamiento de la proteina via RNAi. También convendria
poder aislar el complejo BSG-ApoD mediante coprecipitacion de proteinas.
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Asimismo, no se conoce demasiado sobre el mecanismo de transduccion de
la sefial intracelular de ApoD, aunque si se ha relacionado con las vias de
sefializacion MAPK (Mitogen Activated Protein kinases), concretamente las
JNK (c-JUN-N-terminal kinases) @9). Profundizar en este campo podria aportar
nuevas perspectivas y ampliar el campo de accion al permitir relacionar a ApoD
con otras potenciales proteinas receptoras de membrana, no tenidas en cuenta
por el momento.

Mientras tanto, el potencial receptor especifico de ApoD sigue siendo un
misterio sin resolver.

CONCLUSIONES

e Las diversas funciones de ApoD han sido ampliamente estudiadas,
particularmente la correspondiente al sistema nervioso. Destaca el
papel neuroprotector de esta proteina.

e El estrés oxidativo es el principal estimulo para la sobreexpresion y
actuacion de ApoD. Su presencia es mucho mas abundante en el
citoplasma de los astrocitos sometidos a la accién de PQ.

e Existe poca informacion disponible sobre el posible receptor
especifico de ApoD en la membrana plasmatica, aunque si parece
haber consenso en que su internalizacién no se debe a fagocitosis o
endocitosis inespecifica.

e La proteina seleccionada como candidata a ser el receptor especifico
de hApoD no muestra colocalizacion con hApoD en el interior celular
en situacion basal ni en estrés oxidativo.

e Esto nos hace pensar que BSG no es el receptor especifico,
necesario y suficiente para la endocitosis de hApoD. Sin embargo, no
podemos descartar una relacion parcial con la misma, ya que la
ubicuidad de BSG en la membrana plasmatica podria permitir un
encuentro BSG-ApoD en el mismo espacio y periodo de tiempo.

e Son necesarios mas estudios para esclarecer el receptor especifico
de ApoD, cuya aplicabilidad futura a la clinica esta fuera de toda
duda.
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