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1. RESUMEN

Las modificaciones epigenéticas son fundamentales para la diferenciacion
celular tanto en el periodo embrionario como en la edad adulta. Estas
modificaciones incluyen la metilacion del DNA y modificaciones en la
acetilacion de las histonas. La combinacion de ambos fenémenos permite
mantener un equilibrio en la expresion génica de nuestras células. Pero en
ciertas ocasiones, como en la oncogénesis, este equilibrio se rompe,
apareciendo represion en los genes supresores de tumores por medio de
hipermetilacion y una sobreexpresion de proto-oncogenes gracias a Ssu
hipometilacién. Uno de estos genes que en el seno de los tejidos neoplasicos
sufre una regulacién a la baja es APOD. Un gen que codifica para una
lipocalina a la que se le atribuyen mudltiples funciones antioxidantes y

antiproliferativas.

En este trabajo se quiso estudiar la expresién del gen APOD en un cultivo
celular de astrocitoma humano (1321N1) y ver si en condiciones basales el gen
esta reprimido a expensas de hipermetilacion y como varia su expresion ante el

estrés oxidativo (un inductor conocido de la transcripcion de APOD).

Mediante el uso de un agente desmetilante se demostrd que, en efecto, el gen
APOD en condiciones basales esta regulado a la baja en esta linea celular.
Pudimos observar ademas que el estrés oxidativo genera un cambio en la
distribucion intracelular de ApoD hacia organelas de pequefio tamafio. Por
ualtimo, pero no por ello menos relevante, se observé un importante incremento
en la transcripcion de APOD en condiciones de escasez nutricional. Esto ultimo
hace sospechar que este incremento en los niveles de ApoD pudiera tener que
ver con el papel antiproliferativo de dicha proteina, razén por la cual se le ha

incluido en el grupo de genes supresores de tumores.



2. INTRODUCCION

Todas las células de nuestro cuerpo poseen la misma informacion genética,
pero sin embargo expresan solo una minima parte de dicho genoma, la que
necesitan para sobrevivir y cumplir su funcion en cada momento. Este control
sobre qué genes son expresados y cuales no, es llevado a cabo por la
epigenética, modificaciones en la estructura quimica del DNA y las histonas
que cambian la conformacién de la cromatina, impidiendo o facilitando su
transcripcion (3,6). Una de las modificaciones epigenéticas mejor estudiadas es
la metilacion del DNA, que suele asociar deacetilacion de las histonas
provocando condensacion cromatinica y el consecuente silenciamiento de los
genes. La metilacion del DNA es llevada a cabo por las metiltransferasas del
DNA (DNMT) tras la replicacién (6). Estas modificaciones epigenéticas son
heredables y reversibles. Esto ultimo ha permitido la aparicion de terapias
epigenéticas, empleando agentes desmetilantes como el 2’-deoxy-5-
azacytidine (DAC) (6,7).

Las anomalias en la metilacion del DNA (epimutaciones) contribuyen a la
tumorogénesis por medio del silenciamiento de genes supresores de tumores y
la activacion de proto-oncogenes (3). Esto se ha descrito en el carcinoma renal
de células claras, en el que existe una hipermetilacion del gen supresor de
tumores VHL; también en las leucemias agudas, en las que suele haber

hipermetilacion del gen p53 (7).

Los agentes desmetilantes como el DAC se emplean para revertir estas
epimutaciones y evitar la progresion tumoral, pero también han servido para
desenmascarar nuevos genes supresores de tumores (5). Uno de estos genes
gue parece estar reprimido en diversas estirpes de células neoplésicas es el
gen de la Apolipoproteina D (ApoD). El descenso en la expresion de ApoD en
las células de cancer colorectal se ha asociado a una menor supervivencia de
los pacientes (4). Los astrocitomas de alto grado, como el glioblastoma
multiforme, tienen silenciada la expresion del gen APOD mientras que los de
bajo grado la siguen conservando. ApoD se asocia a una baja proliferacion
celular y por esto ha sido propuesto como marcador de buen prondstico para

los tumores cerebrales (5).



ApoD es una lipocalina conocida por su funcion citoprotectora en situaciones
de estrés oxidativo. Dentro del sistema nervioso central, ApoD se encuentra en
astrocitos protoplasmicos y oligodendrocitos, mientras que algunas neuronas
producen ApoD tan solo durante el periodo embrionario (1). La transcripcion del
gen APOD depende de p73 y p63, ambos activados por la via de sefializacion
JNK en respuesta a la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS)(2, 4).
Se ha visto que ApoD juega un papel importante en reparar las membranas
celulares que han sufrido peroxidacion lipidica, permitiendo mejorar la funcién

de ciertas organelas como los lisosomas (8).

Las células cancerosas tienen una actividad metabodlica incrementada,
acompafiada de una alta produccion de ROS. En concreto el radical hidroxilo
(OH") produce una gran variedad de lesiones en el DNA, desde cambios de
base, deleciones, rotura de doble cadena y reordenamientos cromosomicos (6).
Todo lo anterior esta en la base de la progresion tumoral. Como el principal
estimulo de la transcripcién de ApoD es el estrés oxidativo; es de esperar que
en los tejidos tumorales ApoD se sobre-exprese, pero eso no es siempre es
asi. De hecho como ya se ha comentado, cuanto mas desdiferenciado sea el

tumor, menor es la transcripcion del gen APOD.

¢La regulacién a la baja de la expresion de ApoD es consecuencia de la
progresion tumoral o es una de las causas de la misma? Ambas respuestas
pueden ser igual de vélidas. Los analisis empleando agentes desmetilantes en
diferentes estirpes tumorales arrojan unos resultados similares: ApoD parece
estar regulada a la baja por modificaciones epigenéticas propias de la

tumorogénesis.
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Figura 1 La actividad metabdlica incrementada de las células tumorales genera Especies Reactivas
de Oxigeno (ROS) que por medio de la via JNK activa a los factores de transcripcidon p73 y p63. Esto
resulta en un aumento de los niveles intracelulares de ApoD que reduce los niveles de ROSy a su

vez frena la proliferacion celular.
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Figura 2 Los altos niveles de ROS secundarios a la progresién tumoral lesionan el DNA
produciendo mutaciones, epimutaciones y reordenamientos que a su vez propician la
progresion tumoral. En algiin momento de todo este proceso el gen APOD sufre un
silenciamiento de su expresién, esto se traduce en el descenso de los niveles intracelulares de

ApoD.



3. OBJETIVOS

Plantear una serie de experimentos destinados a cuantificar el mMRNA de ApoD
y la cantidad de proteina presentes en la linea celular de astrocitoma humano
1321N1. Todo ello con el fin de estudiar la distribucion intracelular de la
proteina y el grado de transcripcion del gen en condiciones de estrés oxidativo

y empleando agentes desmetilantes.

El objetivo es saber cdmo es la expresion de ApoD en estas células tumorales,
como contribuye el estrés oxidativo a incrementar la transcripciéon de dicha
proteina y ver si el empleo de agentes desmetilantes como el DAC tiene algun
efecto sobre la expresidén proteica. Si esto Ultimo resultase cierto, podemos
deducir que en condiciones basales el promotor de APOD se encuentra

metilado en estas células.
4. MATERIALES Y METODOS
Cultivos celulares:

Todos los experimentos fueron llevados a cabo en la linea celular de
astrocitoma humano 1321N1. Las células se cultivan en medio DMEM con 1g/L
de Glucosa con rojo fenol, 10% suero bovino fetal (FBS), 1% L-Glutamina y
1%P/S/A (Penicilina/Estreptomicina/Anfotericina B). Las células se mantienen
en un incubador a 37°C con 5% CO,. Se les cambia el medio de cultivo dos
veces a la semana y se realiza un pase una vez alcanzada la confluencia

celular.
Estudio de expresidén génica por medio de PCR cuantitativa:

Dia 1: En 5 placas de Petri Nunc® se sembraron células 1321N1 en dos
medios diferentes: una con DMEM 1g/L de Glucosa al 10%FBS y las cuatro
restantes con DMEM 4,5¢/L de Glucosa al 0%FBS. Las células se obtuvieron
de un frasco de 75cc y en cada placa se sembraron aproximadamente
1.300.000 células en 10ml de medio. Las células se mantuvieron en el

incubador a 37°C hasta el dia siguiente.



Dia 2: Las placas con los medios al 0% de FBS van a recibir un tratamiento de
estrés oxidativo (Paraquat, PQ), agente desmetilante DAC o0 una combinacion
de ambas (DAC+PQ).

Para el tratamiento oxidante se prepard una disoluciéon de 500uM de PQ, y para

el tratamiento desmetilante una disolucién de 1uM de DAC.

Ctrl

10%FBS

Figura 3 Representacion esquematica de las placas de Petri con los correspondientes
tratamientos.

Hay dos placas de control (Ctrl), una de medio con 10% FBS, situacién en la
gue estan las células en su frasco de mantenimiento, y otro con 0%FBS para
comparar los diferentes tratamientos con este. Son necesarios estos dos
controles porque de por si el cambio de 10% a 0% de FBS produce un
descenso marcado de la proliferacion celular y una alteracién en la distribucion

celular de ApoD y su expresion génica.
Este tratamiento se mantuvo durante 24h.

Dia 3: Se retiran todos los medios de cultivo con sus correspondientes
tratamientos utilizando una pipeta seroldgica. A continuacién se administra 1ml
de Qiazol® para lisar las células y obtener un homogeneizado celular que se
recoge en tubos de Eppendorf de 1,5ml.

De los homogeneizados celulares nos interesa obtener el RNA, y para ello se
empled un protocolo de extraccion.

Una vez extraido, se procedié a cuantificar la cantidad de RNA midiendo la

absorbancia a 260nm utilizando el NANOdrop. A su vez se realizd una



electroforesis en gel de agarosa para ver de forma cualitativa la integridad de

los distintos tipos de RNA.

Figura 4 Electroforesis de los homogeneizados
celulares en gel de agarosa tras el protocolo de
extraccién de RNA. La banda a) corresponde a
restos de DNA gendmico, la banda b) al rRNA
28S, la c) al rRNA 16S y la d) es una combinacién
b R I b) el (RNA 5, tRNA y miRNA. El mRNA al tener
S e See S s c)  tamafios diferentes ocupa el espacio entre estas
: bandas bien definidas, creando un fondo
d) difuminado.
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A continuacion se realizd6 una transcripcion reversa (RT) a partir de las
muestras de RNA para obtener el cDNA que va a ser el sustrato de la PCR

cuantitativa (QPCR).

RT-gPCR: Antes de proceder a amplificar en tiempo real las muestras de cDNA
se realiz6 una recta patron para el gen de L18 (proteina ribosomal que se
expresa de forma ubicua y nos sirve para normalizar la transcripcién de nuestro
gen de interés) y otra para el gen de ApoD (gen de interés). La pendiente de la
recta define la eficiencia de la amplificacion y debe ser la misma para ambos

genes.



Una vez garantizada la eficiencia de la prueba se procede a amplificar HApoD y
H-L18 a partir del cDNA empleando SYBERGREEN como agente intercalante
fluorescente y los cebadores “forward” y “reverse” respectivos.

Estudio de la expresion proteica de ApoD:

Se emplearon dos placas con 4 pocillos cada una. En cada pocillo se coloco
un cubreobjetos circular que fue tratado con poli-L-lisina para permitir la
adhesion posterior de las células. Las células se cultivaron en 500ul de medio
DMEM 10%FBS durante 24h. Se siembran unas 75.000 células por pocillo.
Tras estas 24h se retiraron los medios de cultivo y se realiz6 un lavado con
tampon fosfato-salino (PBS) previa aplicacion de los tratamientos con PQ, DAC
y PQ+DAC.

Figura 6 Representacidon esquematica de las placas de cuatro pocillos con los respectivos
tratamientos, incluyendo el control de anticuerpo secundario (Ctrol Ac29).

A las 24h se retir6 el tratamiento y se fijaron las células con formaldehido al 4%

durante 15 minutos.

Inmunocitoquimica: Las células se permeabilizaron empleando Tween-20 al
0,1% y bloguearon empleando Suero de Cabra. Se emple6 el anticuerpo
primario Rb-anti-HApoD (dilucién 1:1000). Las células fueron incubadas ~20
horas a 4°C. Tras lavados repetidos con PBS se afiadido el anticuerpo
secundario G-anti-Rb-Alexa488 (dilucion 1:1000) durante una hora a

temperatura ambiente.



Los cubreobjetos con las células se montaron sobre portaobjetos empleando

VECTAShield como agente antiblanqueo.

Las imagenes fueron tomadas en un microscopio de fluorescencia (Nikon
Eclipse 90i equipado con una camara digital DsRil) empleando filtros barrera
para DAPI y FITC para visualizar los nucleos celulares y el marcaje de ApoD,

respectivamente.

Las imagenes fueron procesadas empleando el programa FIJI, realizando un

analisis posterior de:

a) Numero de particulas ApoD-positivas por célula.

b) Comparacién del area de las particulas entre las distintas condiciones
experimentales.

c) Comparacion de la intensidad de fluorescencia entre condiciones

experimentales.

Dicho andlisis se realizé empleando el programa estadistico SIGMAplot.

5. RESULTADOS

Distribucion intracelular de ApoD y como esta se ve influenciada por las

distintas condiciones experimentales.

El primer andlisis estadistico que se hizo fue el del area de las particulas
marcadas con el anticuerpo de ApoD. Los resultados se muestran en la figura
8.

Existe una gran variabilidad intercelular en el tamafio de las particulas ApoD-
positivas en los controles y con agentes desmetilantes (apreciandose una
importante dispersion de los valores de las areas). Se aprecia un descenso de
dicha variabilidad, con particulas de tamafio significativamente (p<0.05) mas
pequefio en las células sometidas a estrés oxidativo y las que recibieron una
terapia combinada (agente desmetilante y estrés oxidativo) en comparacion

con el control.
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Ctrl 0% FBS Ctrl 10% FBS Figura 7 Imagenes de
B , , inmunocitoquimica. Empleando
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para visualizar los nucleos
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Figura 8 Grafico que representa las medianas +DE de las dreas de las particulas ApoD-positivas.
N=4 experimentos y se analizaron 45 campos de microscopia. Se han marcado con asteriscos
las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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La intensidad de la fluorescencia de las particulas ApoD-positivas se
correlaciona directamente con la cantidad de proteina presente en dichas

organelas (Figura 9).

Se observa una marcada diferencia entre la cantidad de proteina presente en
las células cultivadas con 10% de FBS y las que no, apreciandose un descenso
significativo de la intensidad de fluorescencia en estas ultimas. A su vez existen
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre el control al 0% de
FBS y las células tratadas con la terapia combinada, apreciandose mucha

menos fluorescencia en estas ultimas.
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Figura 9 Grafico que representa las medianas de las intensidades de fluorescencia de las
particulas ApoD-positivas +DE. N=4 experimentos y se analizaron 45 campos de microscopia
Optica. Se indican con asteriscos las diferencias estadisticamente significativas con p<0.05.

La expresion del gen APOD parece estar regulada a la baja por
mecanismos epigenéticos.
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En la figura 10 se aprecian los resultados de la cuantificacion del mRNA de
ApoD en las distintas condiciones experimentales con respecto al control
0%FBS.

Al contrario de lo esperado, en condiciones de estrés oxidativo no se aprecian
cambios significativos en la transcripcion de ApoD. Por otra parte, el
tratamiento desmetilante con DAC logré un incremento del mRNA en cerca de
un 60% respecto al control. La combinacion de la desmetilacion y el estrés
oxidativo nos da una condicion intermedia con un aumento del mRNA de un

20% respecto al control.

Espresionde ApoD en 1321N1
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Figura 10 La grafica representa la razédn de cambio del mRNA entre las distintas condiciones
experimentales. N=3 experimentos. Se representan mediante un asterisco las diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).

6. DISCUSION

Si comparamos las graficas de expresion proteica con las de la transcripcion

del mRNA encontramos ciertas disparidades. Es llamativo ver que las células
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cultivadas en un medio con 10% de FBS, es decir, con abundantes nutrientes,
presentan una importante cantidad de ApoD a nivel intracelular a pesar de
tener practicamente reprimida la transcripcion del gen. El paso a un medio con
un 0% de FBS aumenta la transcripcion del gen de ApoD. Aunque la intensidad
de fluorescencia dependiente de ApoD desciende drasticamente, la distribucion
intracelular no varia, encontrandose ApoD en organelas de gran tamafo. Esto
nos evidencia que el paso a un ambiente pobre en nutrientes es otro estimulo
mas para inducir la transcripcion del gen APOD. Esto uUltimo puede estar en
relacion con el papel antiproliferativo de ApoD, ya que en condiciones de

escasez nutricional hay un descenso importante de la division celular.

En un principio, si observamos los niveles de mRNA en condiciones de estrés
oxidativo vemos que no hay cambios significativos con respecto al control.
¢,Como es esto posible si ApoD tiene como principal inductor de su
transcripcion al propio estrés oxidativo? La respuesta puede estar en que el
gen de ApoD es un gen de respuesta aguda ante el estrés, produciendo un
incremento de su transcripcidon en las primeras 6h con un posterior descenso

en los niveles de mRNA (2).

mRNA de ApoD

Oh 3h 6h 9h 12h 15h 18h 21h 24h

Figura 11 Los niveles de mRNA de ApoD alcanzan un pico aproximado a las 6h del tratamiento
con PQ (Bajo-Graferas R, Glia 2011). Como la transcripcion del gen se normaliza antes de las
24h, no observamos diferencias con respecto al control.

La gPCR se realiz6 a las 24h de haberse realizado el tratamiento y por tanto

los niveles de mRNA se encontrarian en un rango similar a la condicion de
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control. El estrés oxidativo produce una distribucion diferente de la proteina a
nivel subcelular, con tendencia a que ApoD se dirija a organelas de pequefio
tamafo en forma de un punteado difuso. Estudios recientes han demostrado
que bajo dichas condiciones de estrés oxidativo ApoD se dirige al
compartimento lisososmal, donde tiene un papel importante en evitar la
peroxidacion lipidica de dichas organelas (8). La mala funcion lisosomal puede
tener un efecto deletéreo a nivel de las rutas de la autofagia, siendo esta la

base de muchas enfermedades neurodegenerativas, como el Parkinson.

El tratamiento con el agente desmetilante DAC produce un importante aumento
de los niveles de mRNA a las 24h. Esto hace sospechar que el gen en
condiciones basales tiene cierta represion mediada por la metilacion de su
promotor. Esto se ha visto en otras lineas celulares, como HT-29 de céncer
colorectal. Mientras el estrés oxidativo cambiaba la redistribucion intracelular de
la proteina hacia organelas de menor tamafo, el agente desmetilante no
produce cambios en la distribucién proteica. Esto es asi porque ApoD se dirige

a los lisosomas solo cuando estos experimentan lesién en su membrana.

La combinacion de ambos tratamientos se observa una cantidad de mRNA
intermedia entre la que hay con los tratamientos por separado. Y como era de
esperar, la distribucion proteica subcelular se dirige a organelas de menor
tamafio, demostrandose asi que hace falta la presencia de ROS para que

ApoD cambie su distribucion.
7. CONCLUSIONES
Se pueden resumir en tres puntos principales:

1. En condiciones basales el gen de APOD se encuentra regulado a la baja
por mecanismos epigenéticos.

2. El estrés oxidativo moviliza ApoD hacia organelas de menor tamafio, en
especial hacia los lisosomas lesionados por ROS.

3. El ambiente pobre en nutrientes es un estimulo mas para la transcripciéon
del gen APOD vy probablemente tenga que ver con el papel

antiproliferativo de ApoD.
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