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RESUMEN

La ap-Macroglubilina (a;M) y su receptor especifico LRP1 (del inglés low density
lipoprotein receptor-related protein 1) tienen una activa participacion en la remodelacion
de la matriz extracelular (MEC) asi como también en la migracion y la proliferacion
celular. La a;M, a través de su accion inhibitoria sobre un amplio espectro de proteasas,
actla como reguladora de la protedlisis extracelular. Si bien se conoce que el complejo
azM-proteasa (0;M*) se une a LRP1, es internalizado a través de un mecanismo de
endocitosis mediado por clatrina y degradado en lisosomas, al presente no ha sido
completamente esclarecido a qué nivel de su ruta de internalizacion se disocia de LRP1, asi
como tampoco qué tipo de reciclado endocitico sigue este receptor luego de la disociacion.
El estudio del transporte intracelular de a,M* y LRP1 es clave para el entendimiento de las
diversas acciones celulares que cumple este sistema molecular, principalmente en lo que
respecta a la activacion de las vias de transduccion de sefiales. Por otra parte, se conoce que
la interaccion a,M*/LRP1 regula la actividad de las metaloproteinasas de matriz (MMP)
MMP-2 y MT1-MMP, las cuales participan activamente en los procesos migratorios y de
formacion de lamelipodios en células gliales de Muller retinales. No obstante, aln restan
dilucidar cuales son los mecanismos moleculares y celulares que regulan la actividad de

estas MMP a nivel de la superficie celular.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo general del presente trabajo de tesis fue
investigar aspectos moleculares y celulares de la interaccién de o,M* con su receptor
especifico LRP1. Dentro de este marco general se pretendié dilucidar si a,M* cumple
algin rol en la regulacion del transporte intracelular de LRP1, asi como también en la
induccion de la migracion celular. Para ello se abordaron los siguiente objetivos
especificos: 1) investigar el transporte intracelular de a,M* y LRP1, caracterizando a) la
ruta de internalizacion de a,M*, b) la distribucion y localizacién subcelular de LRP1 en
presencia de a;M*, y c) el reciclado endocitico y/o la exocitosis de LRP1 desde vesiculas
intracelulares hacia la membrana plasmatica; y 2) evaluar mecanismos moleculares y
celulares por los que a;M* induce el incremento de la migracion celular. De este modo,
este trabajo de tesis presenta una nueva perspectiva en el estudio bioquimico y celular de la

participacion de 0oM y LRP1 en el control de la proteolisis extracelular y la activacion del
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componente celular implicado en la remodelacién de la MEC. Estos eventos tienen lugar
durante la progresion de diversos procesos fisioldgicos y patoldgicos, tales como la
angiogénesis y la retinopatia isquémica proliferativa (entre otras, retinopatia diabética
proliferativa, retinopatia del prematuro y retinopatia asociada a anemia falciforme).

Como modelo experimental se utilizé la linea de células gliales de Miuller aisladas de
retinas humanas y espontaneamente inmortalizadas, MIO-M1, las cuales expresan de
manera constitutiva el receptor LRP1. Mediante la realizacion de ensayos de microscopia
confocal se caracterizo el transporte intracelular de o,M* y LRP1 en células MIO-M1. Se
observé que a,M* sigui6 una ruta de internalizacion a través de endosomas de sorting y
endosomas tardios, la cual culmind con su degradacion en lisosomas, a diferencia de lo
observado para LRP1, el cual no se detectdo en compartimentos de degradacion. Ademas,
luego del estimulo con a,M*, el nivel de LRP1 en la membrana plasmatica incremento
significativamente, lo cual fue evidenciado mediante microscopia TIRF, citometria de flujo
y ensayos de biotinilacion de proteinas de membrana plasmatica seguidos de
inmunoprecipitacion. Cabe destacar que la expresion de una dominante negativa de la
proteina motora intracelular con actividad GTPasa Rabll (Rab11S25N-GFP), en células
MIO-M1, no impidié el incremento de LRP1 en la superficie celular luego del estimulo con
su ligando. Por otro lado, mediante el uso de ensayos de migracion en la herida y
zimografia, se demostré que a;M* indujo el incremento de la motilidad celular y la
activacion de proMMP-2 en celulas MIO-M1. Estos procesos fueron blogueados cuando
LRP1 y MT1-MMP se silenciaron con técnicas de siRNA y shRNA. Por otra parte,
mediante el uso de microscopia confocal y procedimientos bioquimicos, se observo que
a;M* indujo la acumulacion de LRP1 y MT1-MMP en endosomas de sorting, seguido por
el reciclado endocitico y la redistribucion intracelular de MT1-MMP en las protuberancias
celulares. Ademas, el uso de Rab11S25N-GFP inhibio el reciclado endocitico de MT1-
MMP, la migracién celular y la activacion de proMMP-2 inducida por a;M*.

En conclusidn, la interaccion a,M*/LRP1 indujo la migracion de celulas gliales de Miller
por un mecanismo dependiente de Rabll, el cual involucra el transporte intracelular de

MT1-MMP a la membrana plasmatica.
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SUMMARY

The ap-Macroglubilin (azM) and its specific receptor, LRP1 (low density lipoprotein
receptor-related protein 1) are involved in the extracellular matrix (ECM) remodeling as
well as in cell migration and proliferation. The a,M is a broad-spectrum protease inhibitor
that regulates the extracellular proteolysis. It is known that after binding to LRP1, the o;M-
protease complex (a;M¥*) is internalized by clathrin-meditated endocytosis and is degraded
in lysosomes. However, it has not been clarified which is the endocytic compartment where
a;M* and LRP1 are dissociated. Moreover, it has not been elucidated which kind of
recycling pathway is followed by this receptor. The study of a,M* and LRP1 intracellular
traffic is a key feature on the understanding of several cellular processes, specially the
activation of signal transduction pathways. In addition, it is known that the a,M*/LRP1
interaction can regulates the matrix metalloproteinases (MMP) activity of MMP-2 and
MT1-MMP, which are closely related to the cell migration and lamellipodia formation
processes in retinal glial Muller cells. However, it has not been clarified which are the

molecular and cellular mechanisms involved in this MMP activity at the cell surface.

Against this background, the overall aim of this thesis work was to investigate molecular
and cellular aspects of the interaction between a,M* and LRP1 receptor. Within this
general framework, it was intended to determine whether o,M™* plays a role in regulating
the intracellular transport of LRP1 as well as in the induction of cell migration. In this way,
the following specific objectives were addressed: 1) to investigate the intracellular traffic of
a;M* and LRP1, characterizing a) the internalization route of a,M*, b) the distribution and
subcellular localization of LRP1 under o,M* stimulation, and c) the endocytic recycling
and/or exocytosis of the LRP1 from intracellular vesicles to the plasma membrane; and 2)
to assess molecular and cellular mechanisms by which a,M* induces cell migration. Thus,
this thesis work presents a new biochemical and cellular perspective about the participation
of a,M and LRP1 in the control of extracellular proteolysis and in the activation of cellular
component involved in ECM remodeling. These events occur during the progression of
several physiological and pathological processes, such as angiogenesis and ischemic
proliferative retinopathy (e.g., proliferative diabetic retinopathy, retinopathy of prematurity

and sickle cell retinopathy).



The spontaneously immortalized human Midiller cell line, MIO-ML1, constitutively
expressing the LRP1 receptor, was used as experimental model. Using confocal
microscopy, the intracellular traffic of a,M* and LRP1 in MIO-M1 cells was characterized.
It was observed that a,M* followed an internalization pathway through sorting and late
endosomes, which concluded with its degradation in lysosomes. Conversely, LRP1 was not
detected in compartments for degradation. Furthermore, the level of LRP1 at the cell
surface was significantly increased after stimulation with a,M*, which was evidenced by
TIRF microscopy, flow cytometry and biotinylation of plasma membrane proteins followed
by immunoprecipitation assays. Notably, the expression of a Rabll-dominant negative
mutant (Rab11S25N-GFP) in MIO-M1 cells could not prevent the increase of LRP1 at the
cell surface after stimulation with its ligand. On the other hand, by using wound-scratch
migration and zymography assays, it was demonstrated that a,M* induced cell migration
and proMMP-2 activation in MIO-M1 cells. This induction was blocked when LRP1 and
MT1-MMP were knocked down by siRNA and shRNA techniques. Using confocal
microscopy and biochemical procedures it was found that a,M* induced LRP1 and MT1-
MMP accumulation in sorting endosomes, followed by endocytic recycling and
intracellular redistribution of MT1-MMP towards cellular protrusions. Moreover,
Rab11S25N-GFP expression abrogated MT1-MMP recycling pathway, cell migration, and
proMMP-2 activation induced by o,M*.

In conclusion, the o,M*/LRP1 interaction induced Miuiller glial cell migration by a
mechanism that involves MT1-MMP intracellular traffic to plasma membrane by a Rab11-

dependent recycling pathway.
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1. INTRODUCCION

1.1 La matriz extracelular

1.1.1 El origen de la multicelularidad

La evolucién de los organismos multicelulares a partir de una simple célula ancestral es uno
de los eventos mas significativos en la historia del desarrollo de la vida sobre la Tierra. Es
lo que permitié la aparicion de seres vivos de diversa complejidad y tamafio, los cuales
adquirieron multiples propiedades naturales para resistir a la depredacion entre especies,
colonizar nuevos ambientes, desarrollar tejidos especializados y capacidades bioldgicas de
orden superior (Ozbek y col., 2010). Desde los simples sistemas bacterianos hasta las
formas multicelulares mas complejas presentes en animales, plantas, hongos y algas, es
posible apreciar una marcada diversidad genética y fenotipica. Esto se debe a que la
multicelularidad se desarroll6 en repetidas ocasiones durante distintos momentos de la
evolucion de las especies y en ambos tipos celulares, procariota y eucariota (Rokas, 2008).
Probablemente diversos factores medioambientales y genéticos son los que determinan la
aparicion de la mayoria de los linajes multicelulares (Lu y col., 2011; Ozbek y col., 2010;
Rokas, 2008). Por su parte, el crecimiento y la diferenciacion multicelular implican la
participacion de tres procesos celulares claves: la adhesion celular, la comunicacion célula-
célula y la regulacion transcripcional (Rokas, 2008). Es importante destacar que estos
procesos celulares no podrian llevarse a cabo sin la participacion de estructuras moleculares
complejas, que actien como soporte y medio de integracion de las diferentes agrupaciones
multicelulares. Es el entorno extracelular el que permite que conjuntos de células inconexas
se constituyan como tejidos, Organos, aparatos y sistemas. Todas estas asociaciones
multicelulares solo son posibles mientras exista un medio extracelular que integre y regule
las funciones celulares individuales en pos del mantenimiento de las funciones vitales de
los seres vivos. En la naturaleza de los organismos multicelulares este medio esta
constituido por una amplia variedad de macromoléculas, las cuales conforman un complejo

entramado definido como matriz extracelular (MEC).



Un gran nimero de enfermedades se caracterizan por presentar alteraciones en la
composicion y/o estructura de la MEC, las cuales van desde defectos en el desarrollo
embrionario hasta severos procesos inflamatorios y el cancer (Kim y col., 2011; Lu y col.,
2011; Lu y col., 2012). Estas afecciones se caracterizan por una exacerbada alteracion de la
MEC como consecuencia del accionar de diversos componentes celulares y humorales.
Entre los componentes celulares se pueden citar fibroblastos, monocitos-macréfagos y
granulocitos-polimorfonucleares; mientras que entre los componentes humorales se
encuentran interleuquinas (IL), factores de crecimiento y hormonas. Entre otros, podemos
citar IL-1, IL-6, IL-8, el factor de necrosis tumoral alfa o0 TNFa (del inglés tumor necrosis
factor alpha), los factores de crecimiento tipo insulina 1y 2 o IGF-1 e IGF-2 (del inglés
insulin growth factor 1 and 2), el factor de crecimiento béasico de fibroblastos o bFGF (del
inglés basic fibroblast growth factor) y algunas hormonas como catecolaminas (adrenalina
y noradrenalina) e insulina. Por su parte, otros factores de liberacion local como las
proteasas, y de liberacion sistémica como los inhibidores de proteasas, participan
activamente en la remodelacion de la MEC. Durante los ultimos 20 afios multiples
investigaciones se han orientado al estudio de los mecanismos moleculares y celulares
implicados en dicha remodelacién. Es asi, por ejemplo, que a partir del entendimiento de
los fendmenos de modificacién de la MEC se lograron dilucidar diversos factores
involucrados en el desarrollo de patologias tumorales. Por este motivo se considera que el
estudio de los procesos bioldgicos que involucran la modificacion de la composicion y
arquitectura de la MEC, es clave para el entendimiento de las causas de una multiplicidad

de patologias.
1.1.2 Composicion y propiedades de la matriz extracelular

La MEC esta constituida por proteinas secretadas por las propias células que constituyen la
unidad tisular. Los componentes de la MEC se pueden dividir en tres grandes grupos: las
proteinas estructurales, entre las que se encuentran colédgeno y elastina; las proteinas de
adhesion, como fibronectina y laminina; y un conjunto de glicoproteinas del tipo
proteoglicanos, cuyos principales componentes son los glicosaminglicanos (GAG) (Lu y
col., 2011; Ruoslahti y col., 1985).



1.1.2.1 Proteinas estructurales de la matriz extracelular

El colageno es una familia de moléculas de al menos 29 tipos diferentes que se caracterizan
por compartir una estructura comun de fibrillas helicoidales formadas por tres subunidades
proteicas. Son parte de la MEC colageno tipo I, Ill, IV (principal componente de la
membrana basal), V y el tipo XI, conteniendo GAG. Es funcién del coldgeno ser soporte
estructural y punto de anclaje para otras proteinas de la MEC. Por su parte, elastina se
encuentra constituida por subunidades individuales entrecruzadas de tropoelastina y su
funcion, la cual comparte con fibrillina, es la de brindar elasticidad a los tejidos (Kim y
col., 2011).

1.1.2.2 Proteinas de adhesion de la matriz extracelular

Fibronectina es producida principalmente por fibroblastos como un dimero que puede unir
coladgenos y proteoglicanos de heparan sulfato o HSPG (del inglés heparan sulfate
proteoglycans). Este componente de la MEC cumple roles en la adhesion, crecimiento,
migracion y proliferacion celular, y participa en la cicatrizacion tisular y el desarrollo
embrionario (Pankov y Yamada, 2002). Fibronectina posee tres dominios denominados FN
I, FN Il 'y FN IlI, presentes en cada molécula en mdultiples copias. Los dos primeros le
confieren la capacidad de unir colageno, fibrina y otras moléculas de fibronectina, mientras
que el FN I11, el dominio funcional mas importante, es el motivo de unidén a integrinas y
heparina. En lo que respecta a laminina, se encuentra principalmente en membranas basales
y es el componente de la MEC que le confiere a los tejidos la tension al estiramiento. Esta
constituida por tres subunidades entrecruzadas (a, B y y), que le permiten interaccionar con
otras moléculas de laminina, proteoglicanos y otros componentes de la MEC (Kim vy col.,
2011).

1.1.2.3 Glicoproteinas de la matriz extracelular

Finalmente, los proteoglicanos, principalmente los de tipo HSPG, incluyen perlecano,
agrina, colageno tipo XI, sidecanos y glipicanos. Estos GAG son secretados localmente y
unen la mayoria de los componentes de la MEC a través de interacciones de tipo proteina-

proteina y heparan sulfato-proteina (Kimy col., 2011).



1.1.2.4 Propiedades de la matriz extracelular

En forma conjunta, todas las macromoléculas constituyentes de la MEC se organizan en un
complejo entramado fibrilar que se asemeja a una red y establecen una estrecha relacion
con las superficies celulares. Es por esto que cambios en su composicion o arquitectura,
influyen sobre la mayoria de los procesos biolégicos que llevan a cabo las células, entre los
que se pueden mencionar la proliferacion, adhesion, migracion, diferenciacion y muerte
celular (Lu y col., 2011; Lu y col., 2012). En la figura 1.1 puede apreciarse la comparacion
entre la arquitectura ultraestructural del Matrigel (A) y la del colageno tipo | (B), utilizados
comunmente como modelos de membrana basal y MEC, respectivamente (Poincloux y col.,
2009). Puede observarse que en el caso del Matrigel sus elementos constituyentes forman
una entidad compacta con poros cuyos tamafios se encuentran en el orden de los
nandmetros; mientras que en el caso del colageno tipo | se puede apreciar una red de fibras
maés laxa con poros de hasta algunas micras de diametro. Por lo tanto, a modo experimental,
el uso de Matrigel o colageno tipo | como soporte de cultivos celulares permite evaluar
diferentes propiedades de las células a nivel de la membrana basal o de la MEC,

respectivamente.
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Figura 1.1. Membrana basal vs MEC. Comparacién de la arquitectura ultraestructural del Matrigel (A) vy el
colageno tipo | (B) utilizando microscopia electrénica de barrido o EM (del inglés electron microscopy).
Modificado de Poincloux y colaboradores (Poincloux y col., 2009). Barra de escala: 1 um.

Las propiedades fisicas de la MEC le confieren un rol estructural y de barrera fisioldgica.
Tal es el caso de la membrana basal, que es un tipo de MEC que actua principalmente como
sostén de los tejidos epiteliales y promueve el intercambio selectivo de moléculas entre
diferentes estructuras multicelulares. Los componentes de la MEC también actian como
punto de anclaje y medio de traccion para que los sistemas celulares migren, fendmeno que

se promueve a partir de estimulos moleculares (autocrinos o paracrinos) y mecanicos (Lu y
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col., 2011). En relacion a los estimulos mecanicos, es importante mencionar que las células
han desarrollado un complejo sistema de interaccion con la MEC a partir del cual ciertas
macromoléculas del citoesqueleto, como actina, se encuentran en estrecha relacion con
algunos de sus componentes, actuando como sensores de fuerzas mecanicas. De esta
manera se establece un “didlogo” MEC-célula que permite la rapida adaptacion celular a
los cambios que sufre el medio circundante (Lu y col., 2011). En este sentido, las integrinas
son macromoléculas claves ya que actlan como nexo entre la actina del citoesqueleto
celular y los componentes de la MEC. Las integrinas son proteinas de transmembrana
compuestas por la combinacion dimérica entre una de las 18 subunidades o con una de las 8

subunidades P existentes, integrando asi algunas de las 24 combinaciones descriptas a la

fecha (Kimy col., 2011).

En relacion a las propiedades bioquimicas de la MEC, es importante mencionar que la
composicion y organizacién de los elementos que la constituyen le permiten generar
reservorios de macromoléculas y propiciar los estimulos celulares a partir de la formacion
de gradientes de concentracion. Esto le confiere a la MEC un rol clave en las interacciones
ligando-receptor y, por consiguiente, en la activacion de diferentes vias intracelulares de

transduccion de sefiales (Lu y col., 2012).
1.1.3 Dinamica de la matriz extracelular

Los procesos de remodelacion de la MEC ocurren tanto en condiciones fisiolgicas como
patoldgicas (Lu y col., 2011; Lu y col., 2012). Es por esto que la homeostasis de los tejidos
depende del estricto equilibrio existente entre la sintesis y la degradacion de los
componentes moleculares de la MEC. Por su parte, en situaciones patoldgicas, la alteracion
de este balance puede generar una degradacién proteolitica excesiva de la MEC, tal como
ocurre en la mayoria de los procesos inflamatorios agudos y cronicos (pancreatitis aguda en
estadio severo, artritis reumatoidea, enfermedades cardiovasculares, nefritis, desordenes
neuroldgicos y retinales proliferativos), y durante el desarrollo y metastasis de tumores. Por
otra parte, la alteracion de este equilibrio puede resultar en una acumulacion descontrolada
de componentes de la MEC, como consecuencia de un aumento en su produccion o una

disminucion de su degradacion, tal como acontece durante el desarrollo de los diferentes



tipos de fibrosis (Bissell y Radisky, 2001; Das y McGuire, 2003; Libby, 2002; Vu y Werb,
2000).

1.1.3.1 Protedlisis de la matriz extracelular

En relacion a la protedlisis de la MEC, las enzimas encargadas de degradar sus
componentes son las denominadas proteasas. Existen dos grandes grupos de proteasas:
exopeptidasas y endopeptidasas, las cuales se clasifican de acuerdo a la regién de la cadena
polipeptidica donde ejercen su accion proteolitica. Las exopeptidasas actuan hidrolizando
enlaces peptidicos de los aminoacidos terminales de la cadena, por lo que pueden ser de
tipo aminopeptidasas o carboxipeptidasas, de acuerdo a si se trata de la region amino o
carboxilo terminal del polipéptido. Las endopeptidasas escinden los enlaces peptidicos
situados en el interior de la molécula proteica. En 1960, B.S. Hartley propuso clasificar las
proteasas de acuerdo a su mecanismo catalitico méas que por su origen, especificidad o
funcion. Sugirid definir cuatro grupos: a) serina proteinasas, cuyo centro activo contiene un
residuo serina que reacciona Unicamente con compuestos organo-fosforados, como es el
caso de quimiotripsina, tripsina, elastasa, trombina, plasmina y subtilisina; b) tiol
proteinasas, como papaina, ficina y bromelaina; c) acido proteinasas, distinguidas porque
actuan de forma oOptima a pH &cido, como pepsina y renina; y finalmente d) metal
proteinasas, que dependen de iones para activarse, como sucede con todas las exopeptidasas
y con colagenasa, la Unica endopeptidasa dependiente de iones descripta hasta ese momento
(Barrett, 1979; Hartley, 1960). La propuesta de Hartley fue considerada superadora,
significo uno de los conceptos mas influyentes en la tematica y, a pesar de que con el paso
del tiempo sufrié algunas modificaciones, ain continta vigente. En la actualidad las
proteasas pueden ser clasificadas en seis grupos: a) serina proteinasas, b) treonina
proteinasas (identificadas en 1995), c¢) cisteina proteinasas, d) aspartato proteinasas, e)
glutamico proteinasas (identificadas en 2004), y f) metaloproteinasas de matriz o MMP (del
inglés matrix metalloproteinases). En la MEC, las principales proteasas intervinientes en la
degradacion de sus componentes, son las MMP y en segundo lugar las serina proteinasas
(Luy col., 2011).

Las MMP son endopeptidasas dependientes de zinc que en general se sintetizan como

zimogenos en estado de latencia 0 pro-enzimas, cuyo dominio catalitico se encuentra unido



a un propéptido que posee un residuo cisteina conservado en coordinacién con un ion Zn**
(sitio activo de la enzima). La escision proteolitica o quimica (por agentes mercuriales) del
propéptido, genera la forma activa de estas proteasas (Brinckerhoff y Matrisian, 2002).
Ademas, existe un grupo de proteasas relacionadas a las MMP que poseen motivos
trombospondina y se conocen como ADAMTS (del inglés a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs). En humanos se describieron 19 miembros
de ADAMTS que entre otras funciones tienen la de degradar los proteoglicanos de la MEC,
de ahi que algunas de ellas reciben la denominacién de proteoglicanasas (ADAMTS-1, -4, -
5, -8, -9, -15, -16 y -18) (Brinckerhoff y Matrisian, 2002; Lu y col., 2011). Por su parte,
entre las MMP podemos diferenciar dos grandes grupos, las secretadas y las ancladas a
membrana plasmatica (MP). Entre las secretadas se distinguen aquellas que carecen de
dominio hemopexina, también conocidas como matrilisinas (MMP-7 y -26), las que poseen
dominio hemopexina, colagenasas (MMP-1, -8, -13 y -18) y estromelisinas (MMP-3 y -10),
y las que ademas de poseer este dominio tienen repeticiones FN 1l en su sitio catalitico y
son capaces de degradar colageno tipo IV y gelatina, por lo que se denominan gelatinasas
(MMP-2 y -9). Por su parte, las MMP de membrana son estructuralmente similares a las
colagenasas y estromelisinas, con la salvedad de que ademas poseen un domino
transmembrana (MMP-14, -15, -16 y -24) o un dominio tipo GPI (del inglés
glycosylphosphatidylinositol-anchored protein) conocido también como proteina integral
de membrana (MMP-17 y -25), que en ambos casos tienen como funcion mantenerlas
ancladas a la MP (Clark, 2001).

Las MMP son potentes enzimas cuya actividad bioldgica, en condiciones fisioldgicas,
permite que la MEC mantenga su dinamica y versatilidad, lo cual regula muchos aspectos
fundamentales de la biologia celular (Page-McCaw y col., 2007). Uno de los mas
significativos es la migracion celular, la cual no solo resulta esencial durante el desarrollo
embrionario sino que es imprescindible para la renovacion de los tejidos, la respuesta
inmunoldgica y la reparacion de las heridas. Es también clave para la progresion y
metéastasis de tumores (Etienne-Manneville, 2013). En este sentido, MMP-14 0 MT1-MMP
(del inglées membrane type 1 matrix metalloproteinase) ha sido identificada, en un principio
como activadora de proMMP-2 en la superficie de células tumorales, y mas tarde como
sustrato de varias moléculas de la MEC (Brinckerhoff y Matrisian, 2002; Clark, 2001). La



acumulacion de MT1-MMP en las protrusiones de membrana (también conocidas en inglés
como podosomes o invadopodia), esta estrechamente asociada a la degradacion pericelular
de la MEC, tanto en células normales como tumorales (Artym y col., 2006). En este
sentido, en células tumorales, el nivel de expresion de esta proteina en la MP resulta
directamente proporcional a la malignidad y capacidad de invadir tejidos de los tumores,
por lo que es considerada clave en la progresion de este tipo de patologias (Poincloux y
col., 2009; Sato y col., 2005; Strongin, 2010). Por su parte, la actividad de MT1-MMP a
nivel de la superficie celular depende de su transporte a la MP, el cual ocurre a través de
mecanismos de reciclado endocitico y de exocitosis mediados por algunas de las proteinas
conocidas como Rabs (Bravo-Cordero y col., 2007; Li y col., 2008; Remacle y col., 2003;
Schram y col., 2011; Wang y col., 2004).

Las proteinas Rabs constituyen la familia mas numerosa de pequefias GTPasas del tipo Ras,
con mas de 60 miembros identificados en humanos. Estas proteinas motoras presentan
estados de activacion e inactivacion de acuerdo a si se encuentran unidas a GTP (del inglés
guanosine triphosphate) o GDP (del inglés guanosine diphosphate), respectivamente
(Hutagalung y Novick, 2011). Las Rabs regulan la formacidn, transporte, anclaje y fusion
de vesiculas transportadoras de moléculas cargo entre compartimentos subcelulares. Acttan
reclutando una serie de moléculas efectoras y asociandose con proteinas del tipo SNARE
(del inglés soluble NSF attachment protein receptor) las cuales permiten la fusién de
membranas entre vesiculas (Hutagalung y Novick, 2011). La asociacion molecular de Rabs,
efectoras de las Rabs y SNARE induce la formacion de complejos proteicos especificos en
cada tipo de vesicula, lo que permite la identificacion de cada una de ellas y su localizacion
intracelular (Tabla 1.1). Mediante la deteccion bioquimica de estas proteinas es posible
caracterizar la distribucion y el tipo de transporte intracelular de diversas moléculas de
interés. En este sentido, se demostré que en células MDA-MB-23 de adenocarcinoma
cultivadas en matrices de colageno tipo I, en dos y tres dimensiones, MT1-MMP se traslada
a la MP de las protrusiones celulares a través de un mecanismo dependiente de Rabs8,
directamente desde compartimentos de almacenamiento intracelulares. Por el contrario, en
ausencia del estimulo del colageno tipo I, MT1-MMP se moviliza a la MP mediante un
reciclado endocitico mediado por Rab11, desde el compartimento de reciclado endocitico

(CRE) (Bravo-Cordero y col., 2007). Esto demuestra que el tipo de desplazamiento de



MT1-MMP a la MP depende, en alguna medida, de la composicién de la MEC. En la figura
1.2 se observa un modelo que describe estas dos rutas de transporte para MT1-MMP desde
el interior celular hacia la MP (Bravo-Cordero y col., 2007). En | se muestra la exocitosis
de MT1-MMP mediada por Rab8, desde compartimentos de almacenamiento intracelular
hacia la MP de protrusiones celulares en contacto con colageno tipo I; mientras que en Il se
aprecia el reciclado endocitico constitutivo de esta MMP, el cual es mediado por Rabl1,
desde el CRE o desde compartimentos de almacenamiento intracelular. Este proceso de
reciclado constitutivo involucra un paso de endocitosis desde MP hacia endosomas de
sorting, los cuales se encuentran en equilibrio con el CRE, ambos considerados endosomas
tempranos o EE (del inglés early endosomes) (Maxfield y McGraw, 2004). Otras vias
podrian involucrar el transporte de MT1-MMP desde el CRE hacia el trans-Golgi o TGN
(del inglés trans-Golgi network) y de alli a los compartimentos de almacenamiento
intracelular, como se muestra en Ill, o bien desde la MP hacia lisosomas por endocitosis,
como esquematiza el paso 1V. El caso de MT1-MMP resulta paradigmatico para explicar la
relacion funcional entre la MEC y las proteasas. Es la demostracion de que los
componentes de la MEC son capaces de regular el transporte intracelular de las proteasas,
al mismo tiempo que éstas regulan su funcionalidad y tasa de renovacion.

MT1-MMP

L]
v v 1

/“ I
Reservorios n 5: g ) Endosoma

Colageno
tipo |

MT1-MMP .
o° de sorting

AR
TGN

Figura 1.2. Esquema de las principales rutas de transporte exocitico y de reciclado descriptas para
MT1-MMP. I: exocitosis de MT1-MMP mediada por Rab8 desde reservorios intracelulares hacia la MP, II:
reciclado endocitico mediado por Rabll a través del CRE y endosomas de sorting, Ill: transporte desde el
CRE al TGN vy de alli a los reservorios intracelulares, 1V: endocitosis de MT1-MMP y degradacién en
lisosomas (L). Modificado de Bravo-Cordero y colaboradores (Bravo-Cordero y col., 2007).



Proteina

Rab Localizacién Via de transporte intracelular/Funcién
Rab4 (A, EE Reciclado de proteinas/transporte a la MP
B)
Rab5 (A, MP, vesiculas recubiertas de clatrina, EE ~ Fusion de EE
B, C)
Rab6 (A, Compartimento de Golgi Transporte de endosoma a compartimento de
A’) Golgi, intra-Golgi, compartimento de Golgi a
reticulo endoplasmatico
Rab6B Compartimento de Golgi Trasporte intra-Golgi preferentemente en células
neuronales
Rab7A LE, lisosomas/vacuolas, melanosomas, Transporte de LE a lisosomas
fagosomas
Rab7B Lisosomas Transporte de LE a lisosomas
Rab8A Membranas celulares, vesiculas, cilias Exocitosis, transporte de TGN/reticulo
primarias endoplasmatico a MP
Rab8B Membranas celulares, vesiculas Exocitosis, transporte de TGN/reticulo
endoplasmético a MP
Rab10 Compartimento de Golgi, endosomas de Exocitosis, transporte de TGN/reticulo
sorting basolateral, vesiculas conteniendo  endoplasmatico a MP
GLUT4
Rabll (A, Compartimento de Golgi, reticulo Transporte de TGN/reticulo endoplasmatico a MP
B) endoplasmatico, EE
Rabl4 Compartimento de Golgi, EE, vesiculas Transporte de TGN/reticulo endoplasmatico a MP,
conteniendo GLUT4 membrana apical
Rab21 EE Transporte de MP a EE
Rab22A EE Transporte de MP a EE, reciclado de proteinas a la
MP

Tabla 1.1. Localizacién y funcién de algunas proteinas Rab de interés. EE: early endosome, MP:
membrana plasmatica, LE: late endosome; TGN: trans-Golgi network, GLUT4: glucose transporter type 4.
Esta tabla esta basada en la revision de Hutagalung y Novick (Hutagalung y Novick, 2011).

Por su parte, la actividad fisioldgica de las proteasas se encuentra regulada a dos niveles, el
transcripcional como es el caso de MMP-9, y el proteico como sucede con MMP-2. Como
se menciond anteriormente, MMP-2 se sintetiza como forma latente (proMMP-2) y se
libera al medio extracelular para ser activada a nivel de la superficie celular requiriendo la
participacion de MT1-MMP, la que por su parte también es producida como pro-enzima,
pero a diferencia de proMMP-2, es procesada intracelularmente a su forma activa por furina
(Seiki y Yana, 2003; Yana y Weiss, 2000). Ademas, existe otro tipo de regulacion que es
ejercida por inhibidores fisioldgicos que se encargan de mantener un nivel adecuado de
activacion para estas proteasas. En la figura 1.3 se muestra un esquema en el que proMMP-
2 es activada por MT1-MMP a partir de la formacion de un complejo trimolecular con
TIMP-2, un miembro de los inhibidores tisulares de MMP o TIMP (del inglés tissue

inhibitor of metalloproteinases). El proceso consiste en la liberacion de proMMP-2 al
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medio extracelular y su captura por parte de TIMP-2, el que luego se une a MT1-MMP y da
lugar a la formacién del complejo trimolecular. Paso siguiente, otra molécula de MT1-
MMP escinde el pro-péptido de proMMP-2, provocando la liberacion de la forma activa de

la enzima (Lafleur y col., 2003).

- 2V MMP-2 activa

C

o4

)

34
-

& Extracelular a

oy Intracelular 7

Propéptido
NH «msn COOH N - L -
TIMP-2 MT1-MMP proMMP-2

Figura 1.3. Modelo de activacion de proMMP-2. Modificado de Lafleur y colaboradores (Lafleur y col.,
2003).

1.1.3.2 Inhibidores de proteasas de la matriz extracelular: a-Macroglobulinas

En lo que respecta a los inhibidores de proteasas que participan en el proceso regulatorio de
remodelacion de la MEC, se pueden citar a los inhibidores de plasmin6geno o PAI (del
inglés plaminogen activator inhibitors), los TIMP y las a-Macroglobulinas (a-M). La
funcién de estos inhibidores es regular la actividad de las proteasas, de forma tal que la
MEC mantenga su integridad y funcionalidad. Dentro del conjunto de inhibidores, se
destaca la relevancia de las o-M puesto que tienen la capacidad de inhibir a practicamente
la totalidad de las proteasas existentes (inhibidores de amplio espectro), incluyendo serina-,

cisteina-, aspartato- y MMP.

En términos evolutivos, las a-M son proteinas ancestrales altamente conservadas que han
sido aisladas de la hemolinfa de invertebrados, plasma de los vertebrados y albumen de

huevos de aves y reptiles (Chu y Pizzo, 1994; Rehman y col., 2013). Forman parte de la
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inmunidad innata y han cumplido funciones en el control de la protedlisis extracelular
desde tiempos inmemoriales (Starkey y Barrett, 1982). Asi lo demuestran diversos estudios
que identificaron multiples variantes de estas glicoproteinas en especies tan primitivas
como los Limulus polyphemus, mixinos y lampreas (Quigley y Armstrong, 1983a; b;
Starkey y Barrett, 1982; Travis y Salvesen, 1983). La tabla 1.2 resume algunas de las
caracteristicas estructurales y funcionales mas importantes de las o-M caracterizadas en

diferentes especies, incluida la humana.

Por su parte, las a-M humanas son una familia de glicoproteinas plasmaticas integrada por
op-Macroglobulina (a;M), los componentes del complemento C3, C4 y Cs, y PZP (del
inglés pregnancy zone protein) (Armstrong y Quigley, 1999; Rehman y col., 2013). Si bien
todas estas glicoproteinas participan en el control de la remodelacién de la MEC, existe un
amplio interés en el estudio de la oM puesto que presenta ciertas caracteristicas

funcionales que exceden a las de un simple inhibidor de proteasas.
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Peso
molecular
por Procedencia
subunidad
(kDa)

Concentracion
en plasma o Tiol éster
hemolinfa intracadena
(mg/mL)

Estructura

) Referencia
cuaternaria

Nombre

(Chu y Pizzo,
1994)
(Gehring y col.,
1987; Lonberg-
Holmy col.,
1987a; Lonberg-
Holm y col.,
1987b)
(Geiger y col.,
1987; Lonberg-
oM Tetrdmero 160 + 40 Rata 2-4 + 19';'3;?18;&;9_
Holm y col.,
1987b)
(Feldman y
Pizzo, 1985)
(Nagase y col.,
1986)
(Nagase y
Harris, 1983;
Nagase y col.,
1983)
(Sand y col.,
1985; Van
Leuven y col.,
1986a)
aM Dimero 180 Langosta 0,6 + (SpyclgeE% col,,

L. (Quigley y
- 05-2 + Armstrong,
poliphemus 1983b)

Rata y (Gliemann y
Hamster =il * col., 1989)

(Rehman y col.,
2013)

oM Tetramero 180 Humana 2-4 +

oM Tetrdmero 180 Rata <0,01 +

oM Tetrdmero 180 Rana s.d. +

Ovostatina Tetramero 180 Pato s.d. +

Ovostatina Tetramero 180 Pollo >1 —

pzP Dimero 180 Humana <0,01 +

oM Dimero 185

ouls Mondmero 215

Murinoglobulina  Mondmero 180 Raton 14,1 +

Tabla 1.2. Caracteristicas estructurales y funcionales de las a-M de algunas especies de invertebrados y
vertebrados. Abreviatura s.d. (sin datos). Los signos positivos (+) indican presencia del enlace tiol éster
intracadena, mientras los negativos (-) indican su ausencia. Esta tabla esta basada en la revision de Rehman y
colaboradores (Rehman y col., 2013).

1.2 a,-Macroglobulina: algo mas que un mero inhibidor de proteasas

1.2.1 Estructura

La oM humana es una glicoproteina plasmatica de 720 kDa que contiene en su estructura
entre un 8% y un 11% de carbohidratos (Rehman y col., 2013; Travis y Salvesen, 1983). En
el plasma de seres humanos, su concentracion es de 2—4 mg/mL (~4 uM), lo que representa
entre un 3% y un 5% del total de las proteinas séricas (60 mg/mL). Circula como un
tetramero constituido por subunidades de 180 kDa cada una, unidas en pares

(homodimeros) por enlaces del tipo puentes disulfuro (un total de 13 para toda la
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molécula). Estos homodimeros, a su vez, se encuentran asociados entre si mediante
interacciones no covalentes formando lo que se conoce como “dimeros de dimeros”. En lo
que respecta a su composicion de aminoacidos, cada subunidad esta conformada por 1451
residuos. En proximidades del centro de cada subunidad, se encuentra una secuencia de 25
aminoacidos delimitada por dos prolinas, con un sitio primario de clivaje de 6 residuos
(Arg®®'-Val-Gly-Phe-Tyr-Glu) y otro de 5 aminoécidos (Arg-Leu-Val-His-Val) que
constituyen lo que en inglés se define como region “bait” (anzuelo), la cual es la Unica
secuencia de la proteina propensa a ser escindida por casi la totalidad de las endopeptidasas
existentes. Posee también un enlace interno del tipo B-cistenil-y-glutamil tiol-éster, labil y
rapidamente escindido por calor, aminas nucleofilicas (principalmente aminas primarias) y
sustancias reductoras. La oM humana cuenta ademas con cuatro sitios de union a su
receptor o RBD (del inglés receptor binding domain). Son secuencias de 138 aminoacidos
ubicadas en los extremos carboxilo terminales de cada subunidad (Feldman y col., 1985;
Van Leuven y col., 1986b; Van Leuven y col., 1986c). Dentro de su estructura, ademas de
las ya mencionadas regiones “bait”, tiol-éster y RBD, a,M cuenta con un sitio reactivo
transglutaminasa de 20 aminoacidos y una secuencia del tipo metaloproteina que une zinc,
que si bien no es necesaria para unir proteasas, si lo es para la union y transporte de otras
macromoléculas, como por ejemplo, IL-1p (Rehman y col., 2013). La figura 1.4 es una
representacion esquematica de la conformacion estructural de la a,M humana donde es
posible apreciar, en cada subunidad, la distribucién de las secuencias de aminoéacidos

previamente descriptas.
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Figura 1.4. Representacion esquemética de la conformacion estructural de a,M humana. En la figura se
observan las cuatro subunidades de 180 kDa que conforman la a,,M. Puentes disulfuro (-SS-) permiten que las
subunidades formen homodimeros que a su vez se asocian, por interacciones no covalentes (/\\\\), formando
pares de dimeros.

1.2.2 Mecanismo de accion

Cuando la region bait de una molécula de a;M es escindida por accion de una proteasa, se
produce un cambio de conformacion en la estructura cuaternaria del inhibidor. Esto
promueve la captura de la enzima y la escision del enlace tiol-éster, el cual puede unir de
forma covalente a la proteasa capturada o bien interaccionar con otros nucleodfilos
presentes. Es importante mencionar que una vez capturada, la proteasa no se inactiva sino
que oM le impide la unién a sustratos, principalmente los de gran tamafio. En la jerga
cientifica, este proceso se conoce con el nombre de “atrapamiento molecular” y es un
mecanismo Unico de inhibicion de proteasas, caracteristico de a,M (Feldman y col., 1985).
El cambio de conformacion de la molécula de a;M, ademas del “atrapamiento molecular”,
produce la exposicion de los sitios RBD de sus subunidades, lo que le permite interaccionar
especificamente con su receptor LRP1 (del inglés low density lipoprotein receptor-related
protein 1), promoviendo la rapida internalizacion del complejo por endocitosis y su

degradacion a nivel de lisosomas (Salzman y Maxfield, 1989; Yamashiro y col., 1984). Por
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nomenclatura, se denomina a,M "activa" 0 a,M* a la proteina con capacidad de
interaccionar con LRP1. Como se mencion0 previamente, aminas primarias nucleofilicas,
del tipo metilamina o 5-OH-triptamina (serotonina) producen, al igual que las proteasas,

formas activas de a;M (Chiabrando y col., 2002).

La figura 1.5 fue tomada del trabajo de Feldman y colaboradores del afio 1985 donde se
propuso el modelo de mecanismo de accion de la ;M humana a partir de observaciones

previas realizadas por diferentes grupos de investigacion.
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Figura 1.5. Mecanismo de “atrapamiento” molecular de a,M humana. Representacion esquemética de:
(A) la forma nativa de a,M junto a la emulacién de su micrografia electrénica en el recuadro 1 (R1), (B) el
cambio de conformacién (flechas largas) que sufre esta glicoproteina al interaccionar con proteasas (o,M*)
junto a la emulacion de su micrografia electronica en el recuadro 2 (R2), y (C) el “atrapamiento” molecular de
las proteasas. Las flechas cortas indican las posiciones postuladas como sitios de reconocimiento del receptor
de a,M, LRP1. Modificado de Feldman y colaboradores (Feldman y col., 1985).

1.2.3 Fisiologia y fisiopatologia

Desde un principio, la oM ha sido estudiada como una molécula clave en el
mantenimiento de la homeostasis de los organismos multicelulares y es considerada parte
integral del sistema inmune innato de los seres humanos, principalmente por su
participacion en el control de la proteodlisis extracelular como inhibidor de proteasas de
amplio espectro (Hall y Roberts, 1978; Sottrup-Jensen, 1989). En condiciones fisiologicas,
oM circula en el torrente sanguineo en su forma nativa, actuando como “centinela” ante la
eventual activacion de las proteasas (Chu y col., 1994a). Durante la inflamacion, a,M

regula la actividad proteolitica extracelular por inhibicion de serina proteinasas y MMP, asi
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como también de enzimas que provienen de agentes infecciosos, tales como la cruzipaina
del Trypanosoma cruzi, la proteinasa especifica de Trichophyton mentagrophytes (agente
causal de las dermatofitosis o tifias) y la colagenasa de Clostridium histolyticum (agente
causal de la gangrena gaseosa) (Ramos y col., 1997; Ramos y col., 2002; Rehman vy col.,
2013; Sanchez y col., 1998; Sanchez y col., 2001).

Es importante destacar que aun no se han descripto deficiencias totales para esta
glicoproteina en seres humanos, lo que sugiere que a;M cumple un rol fisiologico esencial
maés alld de su capacidad para inhibir proteasas (Rehman y col., 2013). En este sentido,
numerosas investigaciones demostraron que a;M actla como proteina transportadora de
moléculas no proteoliticas, entre las que se encuentran citoquinas, hormonas y factores de
crecimiento. Entre las moléculas que interaccionan con a,M podemos citar a transferrina
(Tf), PSA (del inglés prostatic specific antigen), bFGF, PDGF-BB (del inglés platelet-
derived growth factor-BB), TGFB (del inglés transforming growth factor-f), NGFB (del
inglés nerve growth factor-f$), hormona de crecimiento, VEGF (del inglés vascular
endothelial growth factor) e IL-13 (Mantuano y col., 2008; Rehman y col., 2013). Esta
funcion de proteina “carrier” le confiere la capacidad de regular diversos procesos
bioldgicos, tales como coagulacion, fibrindlisis, reacciones de fase aguda y hematopoyesis.
Ademas, le permite ser utilizada como adyuvante inmunoldgico en vacunas y como

transportador de drogas con fines terapéuticos (Binder y col., 2001; Chu y col., 1994b).

En el sistema nervioso central, a;M es capaz de unir y depurar de la circulacion la proteina
basica de mielina proveniente de la desmielinizacion de fibras nerviosas por traumas o
injurias, contrarrestando asi su alto efecto inmunogénico (Rehman y col., 2013). Por otra
parte, oM ha sido propuesta como un bio-marcador para el prondstico de patologias
inflamatorias como pancreatitis aguda y fibrosis hepéatica (Bisaro de Lorenc y col., 2005;
Ho y col., 2010; Rehman y col., 2013).

Durante los ultimos 30 afios, mas de 2000 publicaciones han sido reportadas en relacion a
las funciones de ;M como inhibidor de proteasas y transportadora de diversas
macromoléculas. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que esta glicoproteina
también es capaz de regular la sintesis de factores pro-inflamatorios y proteasas, al mismo

tiempo que se constituye como un inductor exdgeno para la migracion, proliferacion,
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diferenciacion y apoptosis de diversos tipos de células (Bacskai y col., 2000; Padmasekar y
col., 2007; Qiu y col., 2004). Estas funciones estan estrechamente relacionadas a la
capacidad que tiene a,M* de producir sefializacion intracelular a través de su interaccion
con LRP1 (Sauer y col., 2013; Yoon y col., 2013). Si bien a priori estas funciones de oM
resultan contrapuestas a algunas de las anteriormente descriptas, pueden adquirir sentido en
el contexto de un proceso inflamatorio, durante el cual se produce una exacerbada
remodelacion de la MEC con la consecuente ruptura de barreras fisioldgicas y la sintesis
local de proteasas por parte de células inflamatorias. Este proceso genera la extravasacion
de inhibidores de proteasas desde el plasma al espacio extracelular e intersticial de los
tejidos afectados y provoca un incremento considerable en la concentracion de complejos
de inhibidor de proteasas-proteasa, en especial a,M-proteasa. Teniendo en cuenta que en
condiciones fisioldgicas no méas del 1% del total de la a;M circulante se encuentra como
oM* (~30 nM), el incremento de dicha concentracion en tejidos donde no es habitual
encontrarla, puede gatillar importantes eventos celulares a partir de su interaccion con su
receptor (Herz y Bock, 2002). En este sentido, resultados obtenidos por nuestro grupo de
investigacion demostraron que una concentracion de 60 nM de a,M* es capaz de inducir la
expresion de MMP-9 y la proliferacion celular a través de la activacion, mediada por LRP1,
de las vias MAPK/ERK (del inglés mitogen-activated protein kinases/extracelular signal-
regulated kinases) y NF-xB (del inglés nuclear factor kappa chains of B cells), en lineas
celulares de macrdfagos de raton (Bonacci y col., 2007; Caceres y col., 2010). En funcion
de estos antecedentes, resulta de gran interés el estudio de mecanismos moleculares que
regulan la interaccion de a,M* con LRP1, sobre todo teniendo en cuenta que aun se
desconocen los factores que determinan que este inhibidor de enzimas proteoliticas, en
determinado contexto biologico, es también capaz de promover la expresion de algunas
proteasas. Esta aparente dualidad dependeria del tipo celular, la concentracion de a,M* y
principalmente de la capacidad de su receptor LRP1 de regular la sefializacion intracelular

mediante la asociacion con proteinas adaptadoras y otros receptores transmembrana.
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1.2.4 Las células de Miuller como modelo experimental para el estudio de la

interaccion a,M*/LRP1

Durante la progresion de diversas patologias que provocan dafios a nivel de la retina, tales
como la retinopatia diabética proliferativa (RDP), la retinopatia del prematuro (ROP) y la
retinopatia asociada a anemia falciforme, se produce en la zona de la lesién un incremento
de concentracion y actividad de diversas proteasas e inhibidores de proteasas, lo que
desencadena una exacerbada remodelacion de la MEC (Bringmann y col., 2006). Nuestro
grupo de investigacion ha demostrado que en modelos de ratas con neovascularizacion
inducida por isquemia, se evidencia un aumento de los niveles de a;M Yy de la actividad de
MMP (principalmente gelatinasas) en la retina, junto con un incremento en la expresién de
LRP1 en células de Muller (CM) (Barcelona y col., 2010). Adicionalmente, se observé que
en el humor vitreo de pacientes con ciertos desordenes proliferativos de la retina, a,M y
LRP1 se incrementan significativamente (Barcelona y col., 2010; Hollborn y col., 2004;
Sanchez y col., 2007). Sin embargo, las funciones de estas dos proteinas en dichas
patologias aun no han sido completamente esclarecidas. Por su parte, también existe
evidencia que en este tipo de desérdenes proliferativos, las CM regulan la expresion de
MMP-2 y MMP-9 a partir de su interaccion con TNFao (Limb y col., 2002a).

Las CM son consideradas las principales células gliales de la retina, ya que ejercen por si
solas funciones estructurales y metabolicas que, en otras regiones del sistema nervioso
central, cumplen astrocitos, oligodendrocitos y células ependimarias (Limb y col., 2002b).
Durante situaciones de estrés a nivel del tejido retinal, las CM incrementan los niveles de
expresion de la proteina acida fibrilar glial o GFAP (del inglés glial fibrillary acidic
protein), condicion que se conoce como gliosis. La hipoxia retinal isquémica, el glaucoma
experimental y el desprendimiento de retina, son las mayores causas de pérdida severa de la
vision y del incremento a nivel transcripcional y proteico de GFAP en CM (Kim vy col.,
1998; Lewis y col., 1995; Sethi y col., 2005; Wang y col., 2002; Xue y col., 2006). Es
interesante mencionar que recientemente ha sido demostrado por nuestro grupo de
investigacion que a,M™* via LRP1 induce la expresion de GFAP en la linea de CM humanas
espontdneamente  inmortalizadas MIO-M1 (del inglés Moorfields/Institute  of
Ophthalmology-Miiller 1) (Barcelona y col., 2011). En su conjunto, todos estos hallazgos

son indicativos de que las CM actlian como sensores de estrés de la retina y participan en la
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regulacion de la remodelacion de la MEC, procesos durante los cuales a,M* jugaria un rol

preponderante.

Adicionalmente, las CM cumplirian importantes funciones en la regeneracion neuronal, lo
que se deduce a partir de los hallazgos que muestran que células MIO-M1 poseen
caracteristicas de células madre pluripotentes neuronales (Lawrence y col., 2007). Dichas
cualidades llevaron a estas células a ser consideradas como potenciales agentes terapéuticos
para la restauracion de la funcion de la retina luego de injurias provocadas por diversas
alteraciones patoldgicas o mecénicas (Bull y col., 2008; Johnson y col., 2009). Otra
particularidad de las células MIO-ML1 es que mantienen las caracteristicas morfoldgicas de
las CM aisladas de los tejidos primarios, sin sufrir diferenciacion celular ante los sucesivos
repiques durante su cultivo in vitro. Este es uno de los motivos por los que la linea celular
MIO-ML1 es considerada un excelente modelo experimental para el estudio de los procesos
biologicos que tienen lugar en la retina, tanto en situaciones fisioldgicas como patoldgicas
(Limb y col., 2002b). En relacién al presente trabajo de tesis, el tejido retinal es una region
del organismo que, en condiciones fisioldgicas, se encuentra en contacto con bajas dosis de
a;M*, lo que resulta dptimo en la utilizacion de esta linea celular para el estudio de los

efectos que provoca este ligando a concentraciones por encima de sus niveles normales.
1.3 El receptor LRP1

1.3.1 La familia de genes del receptor de LDL

En el afio 1985 los investigadores Michel S. Brown y Joseph L. Goldstein recibieron el
Premio Nobel de Medicina por sus descubrimientos en la regulacion del metabolismo del
colesterol mediado por la via celular dependiente del receptor de las lipoproteinas de baja
densidad o LDLR (del inglés low density lipoprotein receptor) (Brown y Goldstein, 1986;
Goldstein y Brown, 2009). Sus investigaciones comenzaron en 1972 con el estudio de las
causas de la hipercolesterolemia familiar (HF), una alteracion metabolica de origen
genético, caracterizada por la presencia de elevados niveles de colesterol en sangre y
aumentada predisposicion a sufrir enfermedad coronaria (Goldstein y Brown, 2009). A
partir del estudio de la captacion de lipoproteinas de baja densidad o LDL (del inglés low

density lipoproteins) y lipoproteinas de alta densidad o HDL (del inglés high density
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lipoproteins) por fibroblastos aislados de pacientes homocigotas con HF, Brown y
Goldstein advirtieron la existencia de receptores de membrana especificos para cada tipo de
lipoproteina. Esta observacion llevé al descubrimiento del LDLR en 1974, cuyo gen se
encuentra mutado en pacientes con HF lo que se traduce en una capacidad disminuida para
depurar LDL del torrente sanguineo (Goldstein y Brown, 1974). Estos hallazgos no solo
significaron el inicio de avances trascendentales en el campo de la medicina moderna sino
que produjeron un cambio paradigmatico para la biologia celular y molecular. Se introdujo
por primera vez el concepto de la endocitosis mediada por receptores como el principal
mecanismo utilizado por la célula para el transporte selectivo de macromoléculas desde la
MEC hacia su interior. Ademas significd el primer paso para el descubrimiento de una
familia de genes de receptores de superficie celular, que presentan una alta homologia
estructural y participan de numerosos procesos biolégicos. Los miembros de esta familia
estan involucrados en la captacion de ligandos extracelulares, en la regulacién del
metabolismo de lipidos y proteinas, asi como también en la modulacién de la actividad de
proteasas de superficie celular. Algunos son capaces de generar sefializacion intracelular a
partir de su interaccion con ligandos y participan en la regulacion del desarrollo y
mantenimiento del sistema nervioso central (Herz y Bock, 2002; May y col., 2005).

La familia de genes del LDLR incluye 7 miembros que poseen una alta homologia
estructural: LDLR, VLDLR (del inglés very low density lipoprotein receptor), apoER2 (del
inglés apolipoprotein E receptor 2), MEGF7 (del inglés multiple epidermal growth factor-
like domains 7), LRP2 o Megalina, LRP1 y LRP1b (figura 1.6 A). Adicionalmente también
se incluyen otros 3 miembros de la familia que no son homdlogos desde el punto de vista
estructural: LRP5, LRP6 y SorLa o LR11 (figura 1.6 B) (Herz y Bock, 2002; Herz y
Strickland, 2001; Krieger y Herz, 1994; Lillis y col., 2008).
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Figura 1.6. Miembros de la familia de receptores del LDLR. (A) Miembros de la familia que presentan
alta homologia estructural. (B) Miembros de la familia que no son homdlogos al resto desde el punto de vista
estructural. Modificado de Herz y colaboradores (Herz y Bock, 2002).

Dentro de esta familia de receptores, el LRP1 es considerado uno de los méas importantes ya
que, en mayor o menor medida, se expresa virtualmente en todos los tipos celulares (al
igual que LDLR), tiene la capacidad de interactuar con otros receptores de transmembrana
y une méas de 40 ligandos funcionalmente no relacionados, entre los que se encuentran
proteasas y complejos de inhibidores de proteasas-proteasa, factores de crecimiento,
proteinas implicadas en el transporte de lipidos, virus y toxinas. Esta cualidad le permite,
participar activamente en la remodelacion de la MEC, en la progresion de los procesos
inflamatorios, en la regulacion del metabolismo de los lipidos y lipoproteinas, en el ingreso
de virus y toxinas bacterianas a la célula, en la activacion de enzimas lisosémicas, la
transduccion de sefiales y la transmision nerviosa (Herz y Strickland, 2001; Lillis y col.,
2008).

1.3.2 Aspectos generales de LRP1

Desde su identificacion y caracterizacion a fines de la década de 1980, hasta la actualidad,
las funciones biologicas atribuidas a LRP1 pasaron de ser las concernientes a un mero
receptor endocitico o transportador intracelular de ligandos, a las de un regulador activo de

importantes procesos fisiologicos y patoldgicos. Ademas, se evidencié que LRP1 es clave
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para el desarrollo embrionario, proceso durante el cual cumple importantes funciones.
Prueba de ello es la inviabilidad de los embriones de ratones que son sometidos a técnicas
de inactivacion génica del gen Irpl, cuyos blastocistos homocigotas no logran implantarse
en el utero (Pankov y Yamada, 2002). Por su parte, estudios de delecion del gen Irpl en
tejidos especificos, revelaron la importancia de este receptor en el sistema vascular, sistema

nervioso central, macrofagos y adipocitos (Lillis y col., 2008).

La versatilidad funcional de LRP1 para participar en diversos procesos bioldgicos se vio
plasmada en el hecho de que su identificacion se realiz6 de forma simultanea por tres
grupos de investigacion abocados a topicos diferentes: 1- Joachim Herz y colaboradores,
quienes en 1988 caracterizaron “una proteina de superficie celular abundante en higado y
similar, tanto estructural como bioguimicamente, al receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LDLR)” (Herz y col., 1988); 2- Soren Moestrup y Jorgen Gliemann, los que
durante el transcurso del afio 1989 purificaron el receptor de ax-Macroglogulina a partir de
membranas de higado de rata y lo definieron como “una proteina de cadena simple de
aproximadamente 440 kDa” (Moestrup y Gliemann, 1989); y 3- James Ashcom vy
colaboradores, quienes en abril de 1990 publicaron la identificacion del receptor de la a,-
Macroglogulina humana, al que definieron como “una glicoproteina de superficie celular
de 420 kDa que reconoce la conformacion activa de o,-Macroglogulina” (Ashcom y col.,
1990). Mas tarde, estos grupos coincidieron en que se trataba de la misma proteina, por lo
que en un principio se la denomind LRP1/a,M Receptor. El primer término provino de su
homologia estructural con el LDLR y el segundo por su capacidad para unir a;M y
depurarla de la circulacion. Poco tiempo después estos mismos grupos caracterizaron

funcionalmente a LRP1 como un receptor multiligando (Herz y Bock, 2002).

Tal como se menciono anteriormente, LRP1 es un receptor que se expresa en la mayoria de
los tejidos y tipos celulares. Su expresion fue descripta en neuronas y astrocitos del sistema
nervioso central, células epiteliales del tracto gastrointestinal, células musculares lisas,
fibroblastos, células de Leydig, células granulosas de ovario y células dendriticas
intersticiales de rifidén. En células derivadas de monocitos LRP1 muestra altos niveles de
expresion, como es el caso de fagocitos del higado, pulmén y tejido linfoide (Moestrup y
col., 1992). En células de sangre periférica, LRP1 se expresa en monocitos pero no lo hace

en granulocitos ni en linfocitos. En este sentido, resultados recientes de nuestro grupo de
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investigacién proponen a LRP1 como un marcador pan-monocitico, en consonancia con lo
previamente publicado por otros investigadores (Ferrer y col., 2014; Moestrup y col.,
1990). Es importante mencionar que LRP1 tambien se expresa en tejidos tumorales, tales
como glioblastomas y leucemias mielomonociticas (Bu y col., 1994; Moestrup y Hokland,
1992; Song y col., 2009).

En lo que respecta a la localizacién subcelular de LRP1, la mayor densidad de receptor se
localiza a nivel intracelular, ocupando la regién perinuclear en estructuras vesiculares y
tubulares. En fibroblastos y monocitos, pudo observarse que sélo entre el 18% y el 23% del
receptor se expresa a nivel de la MP (Moestrup y col., 1990).

1.3.3 Biosintesis y organizacién estructural

El LRP1 es una proteina de transmembrana tipo | y heterodimérica constituida por dos
subunidades, una extracelular de 515 kDa denominada subunidad o y otra de 85 kDa
denominada subunidad . A su vez, la subunidad B esta conformada por un ectodominio,
una porcién transmembrana y un dominio intra-citoplasmatico (DIC) (Herz y col., 1988).
El receptor LRP1 se sintetiza como una proteina precursora de 600 kDa, la cual es
escindida proteoliticamente por furina en el compartimento de Golgi (Herz y col., 1990;
Willnow y col., 1996). Ambas subunidades se mantienen unidas por interacciones no
covalentes y son transportadas en ese estado conformacional hasta la MP. Desde el punto
de vista estructural, tal como se representa en la figura 1.7, la subunidad o de LRP1
contiene 31 repeticiones de tipo complemento ricas en cisteinas, las que se distribuyen en 4
dominios o clusters (I-1V), denominados dominios de unién de ligandos, donde el dominio
| posee dos repeticiones, el Il ocho, el Il diez y finalmente el dominio IV once
repeticiones. Estos dominios se encuentran delimitados por uno 0 mas dominios homoélogos
al precursor de EGF (del inglés epidermal growth factor), los cuales consisten de dos
repeticiones EGF ricas en cisteinas seguidas de una repeticion YWTD vy una tercera del
EGF-like. Por su parte, la subunidad f de LRP1, de 100 aminoacidos, contiene motivos
YxxL, di-Leucina (LL) y NPxY, ademas de residuos serina y treoninas, que son potenciales

sitios de fosforilacidon y union de proteinas adaptadoras citoplasmaticas (Lillis y col., 2008).
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Figura 1.7. Esquema de la conformacion estructural de LRP1. Los dominios I-1V representan los sitios de
union de ligandos. También se muestra el sitio de corte de furina en el compartimento de Golgi. Modificado
de Herz y Strickland (Herz y Strickland, 2001).

1.3.4 LRP1 como receptor multiligando

El LRP1 es capaz de unir mas de 40 ligandos funcionalmente no relacionados y promover
la endocitosis y degradacion en lisosomas de gran parte de ellos. De los ligandos
reconocidos por LRP1, la mayoria se unen a los dominios I y IV de la subunidad o del
receptor, a excepcion de a,M* que se une a los dominios | y Il (Mikhailenko y col., 2001).
Es importante destacar que existe una proteina chaperona de 39 kDa residente en el reticulo
endoplasmatico, conocida como RAP (del inglés receptor associated protein) que es capaz
de interaccionar con alta afinidad con todos los dominios de unién a ligandos de LRP1.
Esta proteina cumple una funcién esencial durante el procesamiento post-traduccional de
LRP1, ya que impide por acciéon alostérica la unién de otros ligandos durante el
plegamiento de la proteina y su posterior exocitosis a la MP (Herz y col., 1991). La

estructura primaria de RAP fue determinada en 1991 por Strickland y colaboradores
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(Strickland y col., 1991) y mediante técnicas de biologia molecular se generé un homdlogo
recombinante acoplado a GST (del inglés glutatione S-transferase) que puede ser utilizado

de manera exdgena con fines experimentales para inhibir la unién de ligandos a LRP1. En

la tabla 1.3 se resumen algunos de los ligandos que interaccionan con LRP1 (Lillis y col.,

2008).

Ligandos de LRP1

Proteinas involucradas en el metabolismo de los lipidos

Apolipoproteina E de
lipoproteinas ricas en
triglicéridos (apoE)
Proteina activadora de
esfingolipidos

B-VLDL

Lipoproteina lipasa

Lipasa hepatica

Proteasas y complejos inhibidor de proteasa-proteasa

a,M* y complejos 0,;M-
proteasa
Complejos tPA-PAI

Inhibidor C1s-Clq

Factor Ixa

Complejos PZP-proteasa
Trombina/Antitrombina

1
MMP-9
Proteina precursora

amiloide (isoformas
conteniendo KPI)

Aprotinina

Trombina/Proteasa
Nexina-1
Complejos
Trombospondina-2-
MMP-2

Pro-uPA/uPA

Complejos uPA-PAI

Complejos
Neuroserpina-tPA

Factor VIIa/TFPI

tPA

Complejszl'l:;ombma- Tron?tg)iza;/tﬁrepl)grina Neuroserpina Elastasa/al-anti-tripsina
Proteasa/Inhibidor de MMP-13 TFPI VIIAVITIa
proteina C
fXla/Proteasa nexina 1
Proteinas de la MEC
Trombospondina 1 Trombospondina 2 Fibronectina
Proteinas intracelulares
RAP Calreticulina Proteina Tat de HIV
Factores de crecimiento
PDGF Midkina CTGF TGF-B
Lactoferrina Ricina A Saposina Rhinovirus
Péptido AP (mondmero) Gentamicina Polimicina B Pselfj)égtrﬁ)(;lnn;s?E(f\PS)
Colectina (via Proteina

C3 (complemento)

calreticulina)

Circumsporozoito

Tabla 1.3. Ligandos de LRP1. uPA (del inglés urokinase plasminogen activator), tPA (del inglés tissue
plasminogen activator), TFPI (del inglés tissue factor pathway inhibitor), CTGF (del inglés connective tissue
growth factor). Extraido de Lillis y colaboradores (Lillis y col., 2008).
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En cuanto a la subunidad § de LRP1, es importante mencionar que los motivos YxxL, LL y
NPxY participan de la endocitosis del receptor, mas alla de que los mecanismos
moleculares involucrados en este proceso no se encuentran completamente esclarecidos
(Donoso y col., 2009; Farfan y col., 2013; Herz y Strickland, 2001). De todos ellos, los
motivos NPxY cobran especial interés debido a que también estan presentes en otras
proteinas de transmembrana como APP (del inglés amyloid precursor protein), B-integrinas
y receptores tirosina quinasas, donde cumplen funciones adicionales a la de endocitosis al
participar en la activacion de la sefializacion intracelular (Ko y col., 2001; Lee y col.,
2008). Los motivos NPxY interaccionan con dominios proteicos denominados PTB (del
inglés phosphotyrosine binding domain) presentes en diversas proteinas adaptadoras
citosdlicas. Estas proteinas adaptadoras, a su vez, son las encargadas de reclutar un
conjunto adicional de moléculas que promueven la activacion de vias de sefializacion
intracelular (Beffert y col., 2006; Gotthardt y col., 2000). ElI LRP1 contiene dos motivos
NPxY en el DIC de la subunidad B vy, a través de ensayos de doble hibrido en levaduras, se
ha demostrado que el motivo distal tiene el potencial de unir proteinas adaptadoras
conteniendo dominios PTB (Gotthardt y col., 2000). Al presente, se desconoce bajo qué
condiciones se promueve la interaccion del DIC de LRP1 con las diferentes proteinas
adaptadoras, asi como tampoco se ha establecido si los diferentes ligandos de este receptor,
incluida la a,M*, condicionan dicha interaccion. No obstante, se sugiere que el
mencionado motivo NPxY le confiere a LRP1 la propiedad de ser receptor de endocitosis
y/o de sefializacion intracelular dependiendo del tipo de proteina adaptadora asociada al
DIC, lo cual podria explicar la ausencia de redundancia funcional entre los ligandos que
unen LRP1. En este sentido, se conoce que aungue todos los ligandos son endocitados por
este receptor, no todos activan de manera redundante las mismas vias de sefializacion
intracelular ni producen, por consiguiente, los mismos eventos celulares. Por ejemplo,
o,M* activa vias de sefializacion del tipo MAPK/ERK responsables de promover sintesis
de citoquinas y quemoquinas pro-inflamatorias en macréfagos y células de Schwann; apoE
activa la via de sobrevida celular PKB (P13K/Akt) en neuronas; y lactoferrina activa AMPc
y PKA, que regulan la produccion de colageno en fibroblastos (Bonacci y col., 2007;
Caceres y col., 2010; Mantuano y col., 2011; May y col., 2005; Shi y col., 2011; Takayama
y Takezawa, 2006).
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En la tabla 1.4 se resumen algunas de las proteinas adaptadoras que interaccionan con el

DIC de la subunidad  de LRP1 asi como también sus funciones.

Proteinas adaptadoras que se conoce interaccionan con el DIC de la subunidad § de LRP1

Proteina Funcién
Dabl Activacion de Src, migracion neuronal
Shc Transduccion de sefiales por proteinas tirosina quinasas
PKCa-BIl P_rolifera_cié_r) (Bonac_c? y col., 2007; Caceres y col., 2010), apoptosis,
diferenciacién y motilidad
FE65 o APBB1 Actina, procesamiento de APP
PSD95 Acoplamiento a receptores NMDA
SEMCAP-1 Guia axonal
JIP1, JIP2 Via MAPK
GLUP Fagocitosis
Proteina similar a Talina Acoplamiento a actina del citoesqueleto
OMP25 Transporte mitocondrial
CAPON Sintesis de oxido nitrico
E:gtfg'a similar a la quinasa Sefializacion via inositol
ICAP-1 Sefializacion mediado por integrinas
Chl Ligasa E3, regulacion negativa de proteina quinasas
PID1 ESI%r)medad de Alzheimer y obesidad (Caratu y col., 2007; Kajiwara y col.,

Tabla 1.4. Lista de algunas proteinas adaptadoras que interaccionan con el DIC de la subunidad f de
LRP1. Dabl (del inglés disabled-1), Src (del inglés sarc), Shc (del inglés Src homology), PKCa-BII (del
inglés protein kinase C), FE65 o APBB1 (del inglés Amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family B,
member 1), PSD95 (del inglés postsynaptic density protein 95), SEMCAP-1 (del inglés M-SemF cytoplasmic
domain-associated protein-1), JIP (del inglés JNK-interacting protein 1), GLUP (del inglés
Glucose/galactose transporter protein), OMP25 (del inglés outer membrane protein 25), CAPON (del inglés
carboxyl-terminal PDZ ligand of neuronal nitric oxide synthase protein), PIP4,5 (del inglés
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate), ICAP-1 (del inglés integrin cytoplasmic domain-associated protein-
1), Cbl (del inglés Casitas B-lineage Lymphoma) y PID1 (del inglés phosphotyrosine interaction domain
containing 1). Modificado de Lillis y colaboradores (Lillis y col., 2008).

LRP1 también es capaz de asociarse con otros receptores transmembrana, tales como
integrinas y receptores tirosina-quinasa. En este sentido, se han descripto interacciones de
LRP1 con PDGFRp (del inglés platelet-derived growth factor receptor f), UPAR (del
inglés urokinase receptor) y NMDAR (del inglés N-methyl-D-aspartate receptor), entre
otros (Boucher y col., 2003; Gonias y col., 2011; May y col., 2004; Nakajima y col., 2013).

1.3.5 LRP1 como receptor endocitico

A partir de la interaccion con sus ligandos, proteinas adaptadoras y otros receptores de

transmembrana, LRP1 promueve un proceso endocitico mediado por clatrina, tal como
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sucede con LDLR. No obstante, LRP1 ha sido localizado de manera transitoria en regiones
de tipo lipid rafts/caveolae en asociacion con los receptores uPAR y PDGFRp, con
determinadas quinesinas y proteinas adaptadoras y en adipocitos cultivados en presencia de
insulina (Boucher y col., 2002; Gonias y col., 2011; Kanai y col., 2014; Loukinova y col.,
2002; Wu y Gonias, 2005; Zhang y col., 2004). Por su parte, ain no existe evidencia de que
la interacciéon de LRP1 con alguno de sus ligandos, incluida la propia a,M*, pueda también
inducir la relocalizacion celular del receptor a nivel de dominios de membrana ricos en

caveolina.

En general, la union de ligandos a receptores que endocitan via clatrina genera un primer
proceso de invaginacion de la MP o clathrin coated pit, a partir del cual se produce el
reclutamiento de la proteina AP2 (del inglés adaptor-related protein type 2). Luego, en
estas regiones y por accién de proteinas tales como epsina y endofilina, se produce una
invaginacion que posteriormente da lugar a la formacion de la vesicula endocitica.
Posteriormente, dicha vesicula endocitica “primaria” se desprende de la MP por un proceso
de fision llevado a cabo principalmente por accion de dinamina. Paso siguiente, la vesicula
se fusiona con endosomas de sorting preexistentes (Maxfield y McGraw, 2004). Estos
endosomas son en su mayoria de naturaleza tubular, caracteristica que les permite
interaccionar de forma simultdnea con varias estructuras subcelulares. Su morfologia les
confiere la capacidad de direccionar moléculas hacia diferentes destinos dentro de la célula.
Es asi que pueden, por ejemplo, adquirir hidrolasas y generar una acidificacion intra-lumen
que provoca la disociacion de algunos ligandos de sus receptores, iniciando un proceso
madurativo hacia endosomas tardios o LE (del inglés late endosomes) (Maxfield y
McGraw, 2004). Al mismo tiempo, los endosomas de sorting, pueden fusionar con el CRE
y transferir moléculas de su cargo para que sean devueltas a la MP (Maxfield y McGraw,
2004). También es posible que desde los endosomas de sorting algunas moléculas retornen
directamente a la MP sin atravesar compartimentos adicionales. En resumen, los tres
posibles destinos para una molécula dentro de los endosomas de sorting son: la MP, los LE
y el CRE.

En lo que respecta a los ligandos de LRP1, si bien ingresan a la célula a través un
mecanismo comun, no todos tienen el mismo destino intracelular. Como se menciond

anteriormente, o,M* luego de su endocitosis sufre degradacion a nivel de lisosomas
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(Salzman y Maxfield, 1989; Yamashiro y col., 1984). No es el caso de la apolipoproteina E
(apoE), la cual se acumula en endosomas de sorting, luego se disocia de su receptor y se
ubica en endosomas que no contienen LRP1, desde donde recicla a la MP a traves de
particulas enriquecidas en HDL (Laatsch y col., 2012). Otro caso particular es el de la
exotoxina A de Pseudomonas (EAP) la cual se acumula en el reticulo endoplasmatico y, al
igual que apoE, evade la via de degradacion (Walters y Berwin, 2005). No obstante, para
este ultimo ligando se desconoce en qué tipo de endosoma se producen ambos, la
disociacion de LRP1 y la evasion de la via de degradacion. En forma conjunta, estas
evidencias sugieren que no existen rutas endociticas comunes para el transporte intracelular
de los ligandos de LRP1, lo cual puede explicar en parte las funciones bioldgicas disimiles

de este receptor en determinadas condiciones fisioldgicas y patologicas.

En lo que respecta al reciclado de receptores desde endosomas de sorting, existen dos
posibles rutas: la primera, denominada reciclado rapido y la segunda, reciclado lento. El
reciclado rapido se produce directamente desde los endosomas de sorting a la MP y suele
insumir unos 2 min promedio desde el ingreso del receptor al interior de la célula. En este
tipo de reciclado es importante el rol que cumple la GTPasa Rab4. Por su parte, el reciclado
lento se produce a través del CRE, previo paso por endosomas de sorting o el
compartimento de Golgi (el cual mantiene un intercambio bidireccional constante de
moléculas con el CRE). Este proceso le insume a la célula al menos unos 12 min desde el
inicio de la endocitosis del receptor. En este tipo de reciclado juega un papel preponderante
la GTPasa Rab11. Por Gltimo, es importante mencionar que, ademas del reciclado a través
del CRE, los receptores pueden regresar a la MP desde el compartimento de Golgi sin
atravesar compartimentos subcelulares intermedios. Una proteina clave en este tipo de
transporte intracelular es la GTPasa Rab8, que ademas regula el equilibrio entre este

compartimento y el reticulo endoplasmatico.

En relacion al reciclado endocitico de LRP1 hay evidencias suficientes para suponer que
existe mas de una via posible de retorno a la MP. En este sentido, se demostrd en adipocitos
la existencia de dos pooles de LRP1 con diferente cinética de movimiento hacia la MP, un
pool de reciclado rapido y otro de reciclado lento o de no reciclado, que involucran
distintos compartimentos subcelulares (Habtemichael y col., 2011). A su vez, en células

epiteliales polarizadas se demostré que la interaccion de LRP1 con SNX17 (del inglés
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sorting nexin 17), a través del motivo NPxY de la subunidad B del receptor, regula su
reciclado baso-lateral desde los endosomas de sorting basolaterales a la MP, a diferencia de
lo que sucede durante la via biosintética donde LRP1, previo paso por el TGN, llega a la
MP a través del CRE (Donoso Yy col., 2009; Farfan y col., 2013).

1.3.6 Distribucion subcelular de LRP1

La distribucion topografica de LRP1 en relacion a los tejidos donde se expresa y, dentro de
ellos, la ubicacion subcelular que adopta, también es clave para el desempefio de sus
funciones. Por ejemplo, en higado LRP1 actla principalmente como un receptor depurador
o “scavenger” de lipoproteinas (Lillis y col., 2008), mientras que en macréfagos y en CM
su interacciéon con ap,M* promueve, en el primer caso, la expresion del gen que codifica
para MMP-9 (Bonacci y col., 2007; Caceres y col., 2010) y en el segundo caso, la
expresion de la proteina GFAP (Barcelona y col., 2011).

Otro factor determinante en la actividad regulatoria de LRP1, es su nivel de expresion en
los diferentes tipos celulares. En cardiomiocitos y células de musculo liso vascular o
VSMC (del inglés vascular smooth muscle cells) de pacientes con cardiomiopatia
isquémica, la expresion génica de Irpl se encuentra incrementada (Cal y col., 2012;
Castellano y col., 2011; Llorente-Cortes y col., 2011). Por su parte, nuestro grupo de
investigacion demostré que en macrofagos de raton, insulina induce una disminucion
significativa de LRP1, sin cambios en sus niveles de ARN mensajero (ARNm) (Ceschin y
col., 2009). En relacion al nivel de este receptor en la MP, ha sido reportado que insulina
modula su funcién endocitica en adipocitos promoviendo su redistribucién y el incremento
de su tasa de internalizacion (Corvera y col., 1989; Descamps y col., 1993). Es también
conocido que in vivo e in vitro, insulina estimula la translocacion de LRP1 desde vesiculas
intracelulares a la MP en hepatocitos, o que se correlaciona con un incremento en la
captacion de ligandos del receptor (Laatsch y col., 2009). Algunos aspectos de esta
regulacion parecen ser similares a la de la captacion de glucosa en adipocitos y VSMC, la
cual es mediada por la translocacién de GLUT4 (del inglés glucose transporter type 4)
desde vesiculas respondedoras a insulina o IRV (del inglés insulin-responsive vesicle) a la

MP (Reay James, 1997). En este punto, resulta interesante destacar que LRP1 es una de las
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proteinas constitutivas mayoritarias de las IRV (Bogan y Kandror, 2010; Jedrychowski y
col., 2010; Kandror y Pilch, 2011).

A modo de corolario, podria decirse que la activa participacion de LRP1 en diversos
procesos fisioldgicos y patoldgicos puede explicarse a partir de su capacidad de
interaccionar con un gran nimero de ligandos, promover su endocitosis y a la vez regular
los procesos bioldgicos que devienen de esas interacciones, que resultan ser tan disimiles

como la naturaleza de las moléculas que une.
1.4 Relacion funcional de la interaccion de a,M con LRP1

La a;M Yy su receptor especifico LRP1 tienen una activa participacion en la remodelacién
de la MEC, la migracion y la proliferacién celular, procesos claves de la inflamacion. La
apM es capaz de regular la proteolisis extracelular, inhibiendo un amplio espectro de
proteasas. Por su parte, LRP1 une los complejos apM-proteasa y los depura mediante un
mecanismo de endocitosis y degradacion a nivel de lisosomas. Esta interaccion produce una
sefializacion intracelular que da lugar a un incremento en la proliferacion y la migracién del

componente celular inflamatorio.

En referencia a a;M, si bien se conoce que su endocitosis culmina con su degradacién en
lisosomas (Salzman y Maxfield, 1989; Yamashiro y col., 1984), al presente se desconoce
en gué tipo de endosoma se disocia de LRP1. Por este motivo, el establecimiento de la ruta
endocitica de a;M y LRP1 podria ser clave para entender las diversas acciones celulares
que cumple este ligando, principalmente en lo que respecta a la activacion de vias de
transduccion de sefiales y al reciclado propiamente dicho de su receptor. A su vez, el hecho
de que LRP1 sea un receptor endocitico y de sefializacién intracelular, sumado a su facultad
de asociarse con otros receptores de transmembrana, asi como también su capacidad de unir
mas de 40 ligandos funcionalmente no relacionados y un significativo nimero de proteinas
adaptadoras, lo posiciona como un importante modulador de diversos procesos celulares.
Probablemente la regulacién de su actividad esté definida a partir del tipo y concentracion
de ligando que une, la ruta endocitica/de reciclado que sigue y el nivel y clase de

sefializacion que provoca.
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En CM (cultivos primarios y linea celular MIO-M1), resultados de nuestro grupo de
investigacion demostraron que la interaccion de o,M* con LRP1 provoca un aumento de
MT1-MMP y TIMP-2 tanto a nivel de ARNm como de proteina, con el consecuente
incremento de la activacion de proMMP-2. Se observé ademaés la relocalizacion de estas
proteinas en las protrusiones celulares y el aumento de la migracion celular sobre matrices
proteicas (colageno tipo | y laminina), sin producir cambios en la tasa de proliferacion
celular (Barcelona, 2010). Si bien se ha demostrado fehacientemente que estos procesos
celulares son inducidos por a,M*, alin se desconoce si son mediados por su interaccion con
LRP1 (Barcelona, 2010). En este sentido, se demostrd que esta asociacion ligando-receptor
provoca la formacion de una asociacion molecular de MT1-MMP con LRP1, aunque adn
resta dilucidar cuales son las implicancias de esta interaccion, donde tiene lugar (a nivel
celular) y cuél es su relacion con el incremento en la migracion celular. El establecimiento
de estos mecanismos contribuira al entendimiento de los procesos bioquimicos y celulares
que promueven el desarrollo de patologias con una exacerbada remodelacién de la MEC,
como son las afecciones de la retina asociadas con procesos isquémicos Yy
neurodegenerativos del tipo RDP, ROP vy retinopatia asociada a anemia falciforme. Dado
que las CM cumplen un rol clave a nivel metabolico y protector de la neurona, se
constituyen en un excelente modelo para el estudio los procesos fisioldgicos y patoldgicos

que se producen a partir de la interaccion de a,M™* con su receptor LRP1.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo de tesis fue investigar aspectos moleculares y
celulares de la interaccion de a,M™* con su receptor LRP1. Dentro de este marco general se
pretendié dilucidar si a,M* cumple algun rol en la regulacion del transporte intracelular de
LRP1, asi como también en la induccion de la migracion celular. De este modo, este trabajo
de tesis presenta una nueva perspectiva en el estudio bioquimico y celular de la
participacion de a;M y LRP1 en el control de la protedlisis extracelular y la activacion del
componente celular implicado en la remodelacion de la MEC, eventos que tienen lugar
durante la progresion de diversos procesos fisioldgicos y patoldgicos, tales como la
angiogénesis, la inflamacion, el cancer y las afecciones isquémicas de la retina del tipo
retinopatia diabética proliferativa, retinopatia del prematuro y retinopatia asociada a anemia

falciforme.
2.2 Objetivos especificos

1) Investigar el transporte intracelular de a,M* y LRP1, caracterizando:
a) laruta de internalizacion de a;M*,
b) la distribucion y localizacion subcelular de LRP1 en presencia de a,M*, y
c) el reciclado endocitico y/o la exocitosis de LRP1 desde vesiculas intracelulares
hacia la MP.
2) Evaluar mecanismos moleculares y celulares por los que a,M* induce el incremento de

la migracion celular.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Quimicos

Acetato de sodio
Acetato de Zn

Acido acético glacial
Acido bérico

Acido nitrico

Acido ortofosférico
Acrilamida

Agar-agar

Agarosa

Albdmina sérica bovina

Azida de sodio

Azul brillante de
Coomassie R-250

Azul de bromofenol
[-mercaptoetanol

Bicarbonato de sodio
C&C'z

Cloroformo

Colageno tipo |

D-glucosa
Dimetilsulféxido (DMSO)
Ditiotritol

EACA
EDTA éacido
Etanol
Extracto de levadura
Glicerol
Glicina
GM6001
H,SO4

HCI

HEPES
IPTG

KCI

KH,PO,
Leche en polvo
descremada

Metanol

Metilamina-HCI

MgSO,

Mowiol 4-88
N,N’-metil-bis-acrilamida
Na,EDTA

N8.2PO4

NaCl

NaH,PO4

NaOH

NH,4CI

Ortovanadato de sodio
Paraformaldehido
PEG 8000

Peroxido de hidrégeno
Persulfato de amonio
PMSF

Ponceau S

Sacarosa

Saponina

SDS

TEMED

Tripteina (Triptona)
Tris

Tritén X-100

Tween 20
Urea
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3.1.2 Material de laboratorio

Cubreobjetos de vidrio @ 12 mm
Cubreobjetos de vidrio @ 25 mm
Chambered coverglass
Membrana de nitrocelulosa
Placa de 100/60/35 mm

Placa multiwell de 6-/24- wells

Placa multiwell de 96 wells para
ELISA
Portaobjetos de vidrio 76 x 26

©Marienfeld-Superior

Assistent®

Nunc™ Lab-Tek™ Thermo Scientific
GE Healthcare Amersham

Greiner BioOne

Greiner Bio-One

Greiner Bio-One

©Marienfeld-Superior

mm
Scrapers Greiner Bio-One

Tubos eppendorf 0,5/1,5 mL
BioMax light film ultrasensible Kodak

Hyperfilm ECL GE Healthcare Amersham
MagRack 6 GE Healthcare Amersham

Greiner Bio-One

3.1.3 Equipamiento

Citémetro de Flujo: BD FACSCanto™ Il flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA)

Microscopio confocal F\V1000: Microscopio confocal invertido espectral con las siguientes

lineas de laseres: 405, 458, 488, 515, 543 y 633 nm. Equipado para DIC y con camara de

incubacidn para experimentos de live-cell.

Microscopio confocal FV300: Microscopio confocal invertido de filtros con los siguientes
lineas de laseres: 405, 458, 488, 515 y 543 nm. Equipado con DIC.

Microscopio de epifluorescencia: Nikon TE2000U

Microscopio TIRF Nikon: Microscopio manual de iluminacion TIRF invertido. Laseres:
488, 543.

Equipamiento menor: MiniProtean Il (con modulo para mini trans blot), centrifuga

refrigerada Thermo Sorvall™, bafio termostatizado Vicking SRL, estufa de cultivo, shaker

rotacional y de balanceo.
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3.1.4 Kits y reactivos
Kits

Crosslink anticuerpos

Protein labeling kits (Alexa flior 488 y Alexa

fldor 594)
Kit para MiniPreps
Kit para MidiPreps

SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity

Substrate

Reactivos

GlutaMAX™
DMEM High Glucose

DMEN High Glucose suplementado con

GlutaMAX™

Penicillin/Streptomycin 10 000 U/mL

Coctel de inhibidores de proteasas
DQ™ BSA red

EZ Link Sulfo-NHS-SS Biotina
Hoestch 33258

Lipofectamine® 2000

Siport NeoFX siRNA

Lysotracker red DND-99
N-Rh-PE

Peroxidase-conjugated Streptavidin
Transferrina Alexa fluor 594
Suero fetal de cabra

Trypsin 0,5% EDTA

HEPES

OPTI MEM |

Protein G Mag Sepharose
Glutathione Sepharose 4B

GE Healthcare Amersham
Molecular Probes®

©Qiagen
PureLink®

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Gibco®
Gibco®

Gibco®

Gibco®
Sigma-Aldrich
Molecular Probes®
Thermo Scientific
Molecular Probes®
Invitrogen
Invitrogen
Molecular Probes®

Thermo Scientific
Molecular Probes®

PAA

Gibco®

Gibco®

Gibco®

GE Healthcare Amersham
GE Healthcare Amersham
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Chelating Sepharose Fast Flow (Cod. N°

17057501) GE

Imidoacetic Acid Sepharose (Cod. N° T4510-10

mL) Sigma
TRIzoI®

3.1.5 Anticuerpos

Anticuerpo primario

Sigma

Invitrogen

Aplicacién/dilucion

GE Healthcare Amersham

Marca comercial

Calreticulina WAB: 1/5000 IF: 1/1500 Santa Cruz
Caveolina IF: 1/250 AbCam
Clatrina IF: 1/250 AbCam
EEAL IF: 1/500 AbCam
Giantina IF: 1/1000 Covance
LRPla IP: 1/100 ug prot. tot. Serotec
LRP1 a-PE CF: 1/100 Serotec
LRPIB WB: 1/10 000 IF: 1/250  AbCam
MT1-MMP WB: 1/1000 IF: 1/100 AbCam
Rab4 IF: 1/100 AbCam
Rab5 IF: 1/250 AbCam
Rab7 IF: 1/500 AbCam
oM WAB: 1/1000 Dako
B-actina WB: 1/2500 AbCam
Anticuerpo secundario Dilucion Marca comercial
Goat anti-mouse Alexa fltuor 488
Goat anti-mouse Alexa fluor 594
Goat anti-mouse Alexa fltor 647
Goat anti-rabbit Alexa fltor 488 'F: 1/800 Molecular Probes®
Goat anti-rabbit Alexa flior 594
Goat anti-rabbit Alexa fluor 647
Goat anti-mouse 1gG (H+L) - HRP

WAB: 1/5000 Novex®

Goat anti-rabbit 19gG - HRP
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3.1.6 Plasmidos

Construccion

Procedencia

MLRP4-GFP
MT1-MMP-GFP

Rabl11-GFP
Rabl11-RFP
Rab11S25N-GFP
Rab7-GFP
shRNA-LRP1
SIRNA-LRP1
SIRNA-MT1-MMP
siRNA-Random
Vector GFP
Vector RFP

Ceschin DG, Chiabrando Lab.

Jian Cao, Universidad de Stony Brook,
Stony Brook, Nueva York, EE.UU.

Claudio Fader, Colombo Lab.
Claudio Fader, Colombo Lab.
Claudio Fader, Colombo Lab.
Claudio Fader, Colombo Lab.
Laatsch A, Heeren Lab.
Ambion (Austin, TX, EE.UU.)
Ambion (Austin, TX, EE.UU.)
Ambion (Austin, TX, EE.UU.)
Claudio Fader, Colombo Lab.
Claudio Fader, Colombo Lab.
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3.1.7 Medios, buffers y soluciones

Geles de poliacrilamida (electroforesis y Western blot)

Buffer de corrida Buffer de transferencia TBS 10X (cell signaling)
3,03 g Tris base 3,03 g Tris base 8 g NaCl
14,4 g glicina 14,4 g glicina 2,4 g Tris base
1,09 SDS 200 mL metanol (20%) H,Od c.s.p. 1000 mL
H.Od c.s.p. 1000 mL H,Od c.s.p. 1000 mL pH 7,6
Resolving buffer Stacking buffer TBST
18,5 g Tris base 10 g Tris base TBS 1X
H,Od c.s.p. 100 mL H,Od c.s.p. 100 mL 0,5% Tween-20
pH 8,8 pH 6,8
Solucidn de SDS 10% Solucidn de persulfato de Soluciéon de blogueo para
10 g SDS amonio Western blot
H,Od c.s.p. 100 mL 10 g persulfato de amonio 5 g leche descremada

H,Od c.s.p. 100 mL TBST c.s.p. 100 mL
Solucidn de acrilamida/bis Solucidn de incubacién con Sample buffer
acrilamida 30% anticuerpo 1,25 mL stacking buffer
29 g acrilamida 5 g albmina sérica bovina 2,5 mL glicerol
1 g N,N'-metil-bis- TBS 1X c.s.p. 100 mL 2 mL SDS al 10%
acrilamida 0,2 mL Azul de bromofenol
H.Od c.s.p. 100 mL 0,5% (v/v)

H,Od c.s.p. 9,5 mL

Solucion colorante Solucion _de Fijacion _de Solucidn decolorante
0,25 g Azul Brillante de SElS 30 mL metanol
Coomassie R-250 30 mL etanol 10 mL acido acético glacial
45,0 mL metanol 10 mL écido acético glacial  H,Od c.s.p. 100 mL

10 mL acido acético glacial H,Od c.s.p. 100 mL
H.Od c.s.p. 100 mL

Células eucariotas

HBSS 10X (sin Ca & Mq) PBS 10X Medio de cultivo celular

4 g KCI 80 g NaCl DMEM High gluocose 4,5
0,6 g KH2PO, anhidro 2 g KCI g/L

80 g NaCl 14,4 g Na,HPO, anhidro 10% SFC

0,48 g Na;HPO, anhidro 2,4 g KH,PO,4 anhidro 50 U/mL P/S

10 g D-glucosa H,Od c.s.p. 1000 mL 1% Glutamax (células MIO-
H.Od c.s.p. 1000 mL pH 7,4 M1)

pH 7,4
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Medio para congelar células

Medio de incubacién

eucariotas 2X

2 mL DMSO
8 mL SFC

Solucién de lisis no
desnaturalizante

20 mM Tris-HCI

137 mM NaCl

10% de glicerol

1% Triton-X100

Na,EDTA 2 mM

pH 8,0

1 mM PMSF

10 mM orto-vanadato de
sodio

Inhibidores de proteasas

Detaching buffer

10 mM D-glucosa
3mM Na,EDTA
PBS 1X

pH 7,4

53 mg CaCl,

19,53 mg MgSO,

80 mg KClI

1360 mg NacCl

24,4 mg NaH,PO,

200 mg D-glucosa

440 mg bicarbonato
sodio

H,Od c.s.p. 200 mL

de

Medio para transfeccion de
células eucariotas

OPTIMEM
SFC 10%

Solucidn de lisis RIPA

50 mM Tris-HCI pH 8

150 mM NaCl

1% Tritdén X-100

0,5% desoxicolato de sodio
0,1% SDS

1 mM PMSF

10 mM orto-vanadato de
sodio

Inhibidores de proteasas

FACS buffer

2% SFC

5 mM Na,EDTA
0,1% azida de sodio
En PBS 1X

Inmunofluorescencia directa e indirecta

Solucidn fijadora (IFl y FD)

Solucion de guenching

4% paraformaldehido
4% sacarosa
PBS 1X

Solucién para incubacién de
anticuerpos (IF1)

Solucion de blogueo vy
permeabilizacion 1X

50 mM NH4CIl en PBS 1X

Solucion de blogqueo vy
permeabilizacion para |FI
100X

20 g albumina sérica bovina
5 g saponina
PBS 1X c.s.p. 100 mL

Solucidn de montaje

2,4 g Mowiol 4-88

6 g glicerol

6 mL HzOd

12 mL buffer fosfato 0,2 M
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Buffer enzima

50 mM de Tris-HCI
200 mM NacCl

5 mM de CaCl,

pH 7,5

LB

10 g tripeina (triptona)
5 g extracto de levadura
10 g NaCl

H.Od c.s.p. 1000 mL

Autoclavar 20 mina 121 °C  Autoclavar 20 min a 121 °C

Zimografia

Bacterias

LB low

10 g tripeina (triptona)
5 g extracto de levadura
5g NaCl

H,Od c.s.p. 1000 mL

LB-Aqgar

100 mL LB

1,5 g agar-agar

Autoclavar 20 mina 121° C

Purificacion de a,-Macroglobulina

Solucién de precipitaciéon

Soluciéon para la remocién Buffer A

125 g PEG 8000
H.Od c.s.p. 250 mL

Buffer B

0,5 g acetato de Zn
H,Od c.s.p. 100 mL
pH 6

Buffer E

0,53 g NaH,PO4
0,09 g Na,HPO,
2,2 g NaCl

H,Od c.s.p. 250 mL
pH 6

Solucién de transformacién

de oM

3,03 g Tris base

6,75 g Metilamina-HCI
H,0Od c.s.p. 500 mL
pH 8

de impurezas de la columna

9 g Urea
H,Od c.s.p. 25 mL

Buffer C

2,1 g acetato de sodio
0,9 g NaCl

H,Od c.s.p. 100 mL
pH S5

Buffer F

0,08 g acetato de sodio
0,88 g NaCl

H,Od c.s.p. 100 mL
pH5

1,5 g EDTA Acido
2,9 g NaCl

H,Od c.s.p. 100 mL
pH 7

Buffer D

16,4 g NaH,PO,

9 g Na,HPO4

93,5 g NaCl

H,Od c.s.p. 2000 mL
pH 6,5

TBS para transformacién de
oM

36,3 g Tris base

5,8 g NaCl

H,Od c.s.p. 2000 mL
pH 7,2
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Gel native para a;-Macroglobulina

Resolving buffer Stacking buffer Sample buffer

0,57 g Tris base 0,33 g Tris base X mL de stacking buffer
2 M HCl para pH 5,7 2 M H,SO, para pH 6,1 8% azul de bromofenol
H,Od c.s.p. 50 mL H,Od c.s.p. 50 mL 10% glicerol

Buffer de corrida
4,97 g Tris base

2,47 g acido bdrico
H,Od c.s.p. 1000 mL

Purificacion de GST-RAP

2xYT Binding buffer Elution buffer

16 g tripeina (triptona) PBS 1X 50 mM Tris-HCI

10 g extracto de levadura 10 mM glutation reducido
5 g NaCl pH 8

H.Od c.s.p. 1000 mL
Autoclavar 20 mina 121 °C

Solucién de induccién
100 mM IPTG en H,Od

3.1.8 Lineas celulares y cepas bacterianas
3.1.8.1 Células eucariotas

Linea celular MIO-M1: es una linea de células gliales de Miller aisladas de retinas
humanas y espontaneamente inmortalizadas. In vitro crecen como una monocapa no
confluente de células adherentes, homogéneamente distribuidas en toda la superficie de la
placa de cultivo. Presentan morfologia bipolar, una membrana celular de aspecto rugoso y
forman proyecciones citoplasmaticas. Cuando se encuentran en confluencia adquieren
forma alargada y adoptan una morfologia del tipo fibroblasto, aunque conservan el aspecto
rugoso de la membrana. Segun los autores, se considera que la linea celular MIO-M1 (del
inglés Moorfields/Institute of Ophthalmology-Muller 1) es la primera linea de células de
Mdiller reportada en la literatura (Limb y col., 2002b). Fueron generosamente donadas a la
Dra. Maria Cecilia Sanchez (CIBICI-CONICET, Departamento de Bioquimica Clinica,
FCQ-UNC) por la Dra. Gloria Astrid Limb (UCL Institute of Ophthalmology, Reino

Unido), a través de un convenio establecido por las autoridades de ambas instituciones.
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Linea celular HeLa: es una linea de células aisladas de adenocarcinoma de cérvix humano.

Son células adherentes de morfologia epitelial. Fueron adquiridas a la Asociacion Banco

Argentino de Células (ABAC) y son de origen ATCC.

Linea celular HT1080: es una linea de células aisladas de fibrosarcoma de tejido conectivo

humano. Son células adherentes de morfologia epitelial. Fueron generosamente donadas

por el Dr. Francesco Blasi (IFOM, Italia) y son de origen ATCC.

3.1.8.2 Bacterias

E. coli BL21: se emplearon para la purificacion de la proteina recombinante GST-RAP.

E. coli DH5a: se emplearon para la purificacion de plasmidos utilizados en ensayos de

transfeccion transiente de células eucariotas.

E. coli TOP10: se emplearon para la purificacion de plasmidos utilizados en ensayos de

transfeccion transiente de células eucariotas.

3.1.9 Software
Adobe Photoshop CS4
Adobe Illustrator CS4
Adobe InDesign CS4
ImageJ

Fiji

Huygens Essential
FlowJo

FluoView 4.0
NisElements Viewer
Graphpad Prism 5.0

Microsoft Office 2007
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3.2 Métodos

3.2.1 Métodos de biologia celular

Transfecciones transientes de células MIO-M1

El dia previo a la transfeccion se repicaron las células en medio sin antibidticos a una
confluencia del 80-90%. Al dia siguiente se realizaron las mezclas de reaccion,
considerando para cada pg de plasmido, 2 pL de Lipo2000 (relacion 1:2). Para la

realizacion de las mezclas correspondientes se siguieron las especificaciones del fabricante.

Mientras transcurrieron los tiempos de incubacion de los complejos, las células se lavaron
exhaustivamente con HBSS 1X. Luego se adicion6 a cada well la cantidad necesaria de
medio para transfeccion de células eucariotas que permitié cubrir el volumen minimo de
trabajo, segun el fabricante de las placas. Finalmente se procedid a adicionar la mezcla

DNA/Lip02000 correspondiente para cada well.

La transfeccion se llevo a cabo durante 4 h y luego de dicho periodo de tiempo se retiro el
medio de reaccion y se reemplaz6 con medio de cultivo celular. Los ensayos se llevaron a

cabo 48-72 h luego de la transfeccion.

Ensayo de unidn-endocitosis

Células MIO-M1 sobre coverslips de vidrio o placas de petri de plastico fueron lavadas con
PBS 1X a 4 °C (3 x 5 min) y colocadas sobre hielo para detener el transporte intracelular
(esta condicion de temperatura se mantuvo hasta la etapa de endocitosis). Luego fueron
incubadas con diluciones a 4 °C de a,M*, a,M* Alexa*®® o a,M* Alexa®®* (60 nM) durante
30 min. Paso siguiente se llevaron a cabo lavados con PBS 1X a 4 °C (5 x 5 min) para
remover el ligando no unido. Finalmente, las células se llevaron a 37 °C y se incubaron con
medio de incubacion durante los tiempos requeridos por el ensayo. Una vez cumplidos
dichos tiempos, para frenar la endocitosis del ligando, se colocaron nuevamente sobre hielo
y se lavaron con PBS 1X a 4 °C (2 x 5 min). En el caso de los ensayos con a;M* Alexa*® y
aM* Alexa®®, salvo las condiciones de control de unién de ligando, el resto se sometieron
a lavados &cidos frios (1 x 5 min) con buffer glicina a 4 °C para eliminar los ligandos
unidos pero no endocitados luego de la etapa de internalizacion. Paso siguiente se

neutralizaron con medio volumen de solucion neutralizadora y se lavaron con PBS 1X (2 x
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3 min), ambos a 4 °C, para finalmente ser fijadas o lisadas para ensayos de microscopia o

WAB, respectivamente.

Ensayo de endocitosis continua o estimulacion con a,M*

Células MIO-M1 cultivadas en medio de cultivo celular, fueron lavadas con HBSS e
incubadas con medio de incubacion durante 30 min previo al ensayo. Paso siguiente se
lavaron nuevamente con HBSS y se sometieron a las correspondientes incubaciones con
wM*, M* Alexa’®® o 0M* Alexa®® (60 nM) en medio de incubacion. Luego se

procesaron para MC o WB.

Fluorescencia directa

Células MIO-ML1 sobre coverslips de vidrio pre-adsorbidos con colageno tipo | fueron
fijadas con soluciéon de paraformaldehido/Sacarosa 4% en PBS por 10 min y luego
incubadas en solucién de quenching por 20 min. Finalmente previos lavados con PBS (3 x
5 min en shaker) se montaron sobre portaobjetos de vidrio con solucion de montaje. Se

dejaron secar overnight a TA y al abrigo de la luz.

Inmunofluorescencia indirecta

Células MIO-M1 sobre coverslips de vidrio pre-adsorbidos con colageno tipo | fueron
fijadas con solucion de paraformaldehido/Sacarosa 4% en PBS por 10 min, luego incubadas
en solucion de quenching por 20 min y permeabilizadas con solucién de permeabilizacion y
blogueo por 25 min. Paso siguiente se incubaron con los correspondientes anticuerpos
primarios diluidos en solucion de dilucién de anticuerpos a 37 °C por 60 min. Luego se
lavaron con solucién de permeabilizacion y blogueo (5 x 3 min en shaker) y se incubaron
con los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con fluoréforos. Finalmente
previos lavados con PBS (3 x 5 min en shaker) se montaron sobre portaobjetos de vidrio

con solucién de montaje. Se dejaron secar overnigth a TA y al abrigo de la luz.

Microscopia TIRF

Células MIO-M1 sobre coverslips de vidrio de (25 mm) previamente sometidas a ensayos
de estimulacion con ligandos fueron procesadas mediante IFI para LRP1 y se mantuvieron

en PBS hasta su observacion (no se realizd6 montaje). Los vidrios se dispusieron en un
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accesorio especial que permitio utilizar como base el coverslip con las células y como
medio PBS 1X.

Microscopia FRAP

Se siguieron los procedimientos detallados en (Zheng y col., 2011).

Citometria de flujo para proteinas de superficie

Células MIO-M1 sobre placas multiwell de 6 wells previamente sometidas a ensayos de
estimulacion con a,M* fueron procesadas para citometria de flujo. Brevemente, luego de
los ensayos de estimulacion las placas se colocaron sobre hielo y se lavaron con PBS 1X
frio (5 x 3 min), de manera de detener la reaccién. Luego se les realiz6 un lavado con buffer
glicina (1 x 5 min) para despegar los ligando unidos al receptor. Paso siguiente se
neutralizd con medio volumen de solucidon neutralizadora y se levantaron mediante
scrapper en 1 mL por well de detaching buffer. Se centrifugaron a 4 °C 5 min a 2500 rpm.
Los pellets se lavaron con FACS buffer (3 x 30 s con vortex) y se incubaron con diluciones
de los anticuerpos correspondientes durante 30 min en hielo y al abrigo de la luz.

Finalmente se adquirieron en el citdmetro de flujo sin fijacion previa.

Citometria de flujo para determinar porcentaje de transfeccion

Células MIO-M1 sobre placas multiwell de 6 wells previamente sometidas a ensayos de
transfeccién transiente de plasmidos especificos se levantaron con solucion de tripsina
EDTA 10X por 60 s a 37 °C y se centrifugaron 5 min a 2500 rpm. Se levantaron en FACS

buffer y se adquirieron en el citometro de flujo sin fijacion previa.

Ensayo de migracién bidimensional en la herida

Las actividades de migracion celular se examinaron mediante un ensayo de wound-scratch
de 2 dimensiones en placas multiwell de 6 wells recubiertas con colageno tipo I (10 pg/cm?;
Sigma-Aldrich). Las células MIO-M1 (5x10° células/pocillo) se cultivaron durante 48 h a
37 °C en DMEM de alta glucosa conteniendo FCS al 10% y L-glutamina 2 mM con CO; al
5%, seguido de incubacién durante la noche hasta agotamiento de suero. En cada pocillo, se
realizd una lesidn lineal en el centro de la monocapa de células MIO-M1 con un tip estéril
de 10 pL. Esta técnica produce una herida pronunciada carente de células, de

aproximadamente 35 mm de largo y 400 um de ancho. Luego, los wells se enjuagaron dos
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veces con medio libre de suero para eliminar los residuos de células, y se afiadieron 2 mL
de DMEM de alta glucosa sin rojo de fenol. Las células fueron tratadas con a,M* 60 nM a
diferentes tiempos. Para bloquear la unién c-LRP1, las células fueron tratadas previamente
con GST-RAP 400 nM durante 30 min. Luego de 24 horas post-transfeccion con siRNA-
MT1-MMP, siRNA-LRP1 o shRNA-LRP1, las células MIO-M1 se cultivaron tal como se
indicd previamente. Experimentos similares se llevaron a cabo con células MIO-M1
transfectadas con los plasmidos GFP-wt-Rabl1l y GFP-Rab11S25N. La migracion celular
se midi6 siguiendo el procedimiento descrito previamente (Liang y col., 2007).
Brevemente, en diferentes tiempos (0 y 12 h), se adquirieron 3 imagenes aleatorias por
condicion de la herida usando un dispositivo de carga acoplada (CCD) de la camara
(Nikon) en un microscopio de campo brillante (microscopio invertido Nikon TU-2000;
Nikon, Tokyo, Jap6n) con un objetivo 10X (0,3 NA). Cada imagen representa un area
promedio del equivalente de la herida de 5x10° + 1x10* um? registrado en tiempo 0 h. Las
células que invaden esta area se contaron en tiempo 12 h, y los resultados se expresaron

como células por area.
3.2.2 Métodos bioquimicos
Western blot

Extractos proteicos de células MIO-M1, HelLa y/o HT1080 (15-35 pg de proteinas totales)
se diluyeron en buffer de muestra 5X en ausencia o presencia de DTT segun se requirié de
condiciones no reductoras o reductoras, respectivamente, a partir de las especificaciones de
los fabricantes de los anticuerpos primarios. Las muestras sin DTT se incubaron a 65 °C
durante 10 min y las muestras con DTT a 95 °C durante 5 min. Luego fueron separadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida (7,5%, 10%, 6 12% de acrilamida/bis-acrilamida) en
presencia de SDS (EGPA-SDS). La corrida se llevo a cabo a voltaje constante (100 V)
durante al menos 120 min. Luego las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa en buffer de transferencia durante 60 min a voltaje constante (100 V), se
bloquearon con buffer de bloqueo para WB durante 60 min y se incubaron con una dilucion
del anticuerpo primario en buffer de incubacion para WB a 4 °C overnight en shaker. Al dia
siguiente, previos lavados con TBS 1X se incubaron con una dilucion 1:5000 de un
anticuerpo secundario anti-especie conjugado con HRP durante 60 min. Paso siguiente,
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previos lavados con TBS 1X se revelaron por reaccion de quimioluminiscencia en placas

radiograficas ultrasensibles.

Purificacion de o,M

La a;M se purificd a partir de muestras de plasma de varones sanos de acuerdo al método
descripto por Chu y Pizzo, 1994. Brevemente, el procedimiento consistio en una
precipitacion diferencial de proteinas con PEG 8000 al 6% y al 16%, seguido por una
cromatografia de afinidad en columna (usando Chelating Sepharose Fast Flow). El
protocolo de cromatografia consistid en los siguientes pasos: 1- preparacion de la columna
(limpieza con 10-30 mL de solucién de urea 6 M y lavado con 300-500 mL de H,O MilliQ
ultrapura); 2- equilibrado de la columna (50 mL de buffer A, 150 mL de H,O MilliQ
ultrapura, 60 mL de buffer B, 50 mL de buffer C y 60 mL de buffer D); 3- siembra (pasaje
de la muestra, 100 mL de buffer D, 150 mL de buffer E); y 4- elucién con buffer F.

Transformacién de a,M con metilamina

La metilamina es una amina primaria nucleofilica que produce una reduccion de la unién
tiol-éster intracadena contenida en cada subunidad de 180 kDa de a;M. De esta manera se
produce un cambio conformacional en la molécula de a;M similar a lo ocurrido luego de la
interaccion con proteasas, con la consiguiente exposicion del dominio RBD (a;M*) (Barrett
y col., 1979). Este tratamiento se llevod a cabo incubando a;M con metilamina 200 mM en
Tris-HCI 50 mM; pH 8 durante 2 h a TA. Luego la mezcla fue dializada exhaustivamente
contra TBS pH 7,2 para eliminar el exceso de metilamina libre. La a,M* fue evaluada por
ensayos de EGPA en condiciones no desnaturalizantes (5% de acrilamida/bis acrilamida),
(Van Leuven y col., 1981a; b) lo cual permiti6 diferenciar el cambio de movilidad
electroforética ocurrida en la 0;M* respecto a oM. Para la realizacion de los geles nativos

se emplearon las soluciones y buffers previamente detalladas.

e - o,M
B | oM

Figura 2.1. Evaluacion de la actividad biolégica de a,M* por EGPA no desnaturalizante al 5%. 1) a,M
nativa, 10 pg. 2) a;M*, 10 pg. Las proteinas fueron visualizadas por tincion con azul brillante de Coomassie
R-250.
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Conjugacion quimica de a,M con moléculas fluorescentes

Para la conjugacion quimica de a,M* con Alexa flior 488 y Alexa fluor 594 se emplearon
los kits para marcacion de proteinas respectivos (Molecular Probes® Protein Labeling

Kits), siguiendo las especificaciones del fabricante.

Purificacién de GST-RAP

Colonias Unicas de bacterias BL21 transformadas con el plasmido pGEX que expresa la
proteina recombinante GST-RAP, fueron incubadas overnight en medio 2xYT en presencia
de ampicilina 50 pg/mL (iniciador). Al dia siguiente se inocularon 100 mL de medio 2xYT
con 1 mL de iniciador y se incub6 a 37 °C con agitacion hasta que se alcanzé una Aggo 0,5-
2. Luego se procedid a la induccion con solucion de IPTG a una concentracion de 0,1-1
mM final durante 2 h. Paso siguiente se centrifugé a 7700 x g durante 10 min a 4 °C.
Finalmente, las bacterias se re-suspendieron en 5 mL de PBS 1X y se lisaron en hielo por
sonicacion. Se agregd Triton X-100 a una concentracion final de 1% y se centrifugo a
12000 x g para eliminar debris producto de la lisis. Paso siguiente se procedi6 a purificar la
proteina GST-RAP mediante la utilizacion de una columna Glutathione Sepharose 4B,

siguiendo las especificaciones del fabricante.

Inhibicién de unién de ligandos a LRP1 con GST-RAP

Para inhibir la interaccion de a,M* con LRP1, células MIO-M1 cultivadas en medio de
cultivo celular, fueron lavadas con HBSS e incubadas con GST-RAP 400 nM en medio de
incubacién durante 30 min previo al ensayo. Paso siguiente se lavaron nuevamente con
HBSS y se sometieron a las correspondientes incubaciones con GST-RAP 400 nM junto

con a,M* 60 nM en medio de incubacion.

Biotinilacién de proteinas de superficie

Inmediatamente despues de finalizados los tratamientos (incubaciones con ligandos como
azM), las células MIO-ML1 se lavaron con PBS 1X frio sobre hielo para detener la reaccion.
Luego se incubaron con buffer glicina frio durante 3 min para remover ligandos unidos al
receptor, la cual se neutralizd con medio volumen de solucion neutralizadora fria.
Finalmente las células se lavaron con PBS 1X frio y se incubaron durante 60 min con una
solucion de EZ-linked Sulfo-NHSS-SS-Biotin 0,1 mg/mL en PBS 1X pH 8.
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Inmunoprecipitacién de proteinas

Células MIO-M1 se cultivaron a 37 °C durante 24 h en DMEM de alta glucosa conteniendo
FCS al 10%, L-glutamina 2 mM y CO, al 5%. Luego, las células fueron tratadas con 60 nM
opM* durante diferentes tiempos, y los extractos de proteinas celulares se prepararon
usando buffer de lisis no desnaturalizante (20 mM Tris-HCI, NaCl 137 mM, 10% de
glicerol, 1% Triton-X100 y EDTA 2 mM, pH 8,0) conteniendo 1 mM de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) y un céctel inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich). Los
extractos proteicos se incubaron overnigth a 4 °C con uno de los siguientes anticuerpos
monoclonales de raton: anti-MT1-MMP, anti-subunidad  del LRP1 (Clon MCA1965;
AbD Serotec, Oxford, Reino Unido), o la 1IgG no inmune de raton como control IP (cédigo
ab81032; Abcam, Cambridge, MA, EE.UU.) (1 ng/200 ug de proteinas totales) unidos con
50 mM de dihidrocloruro de dimetil pimelimidato (DMP) a la proteina G de perlas
magnéticas de Sepharose, segun las indicaciones del fabricante (protein G Mag Sepharose;

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia).
RT-PCR

Para evaluar el ARNm especifico de LRP1, células MIO-M1 se trataron con el reactivo
TRIzol® (Invitrogen, Buenos Aires, Argentina) y se extrajo ARN total en un solo paso
mediante el uso del kit de extraccion RNeasy Mini Kit (Qiagen, Chatsworth, CA),
siguiendo las especificaciones del fabricante. Para medir el nivel de transcriptos de LRP1,
se utilizé una reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR). La
sintesis de ADNCc se llevo a cabo utilizando hexaprimers al azar. Los primers especificos
para Irpl y gadph fueron:

Irpl forward 5°- AGTGCTGCCCAGACACAGCTCAAGTGTG-3’
Irpl reverse 5>-CACAATCTTGCTGTCGACGAGCTTGGTG-3’
gadph forward 5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’

gadph reverse 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’

Para la amplificacion se utilizaron veintisiete ciclos (hibridacion, 58 °C 60 s; extension, 72
°C 45 s y desnaturalizacion, 94 °C 30 s). Los productos de PCR fueron evaluados en un gel
de agarosa al 2% y para su deteccion por fluorescencia se utiliz6 SYBR® Safe DNA
(Invitrogen, Buenos Aires, Argentina).
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Zimografia

Para evaluar la actividad gelatinolitica de proteasas en sobrenadantes de cultivos celulares,
se emplearon ensayos de zimografia en EGPA-SDS copolimerizada con gelatina al 1,5
mg/mL como sustrato (Lombard y col., 2005). Las muestras fueron diluidas en buffer de
muestra 5X. Los geles fueron lavados durante 90 min con 2,5% (v/v) Triton X-100 y la
actividad de MMP fue desarrollada a 37 °C en buffer enzima durante 24 h. Posteriormente
los geles fueron tefiidos con Azul Brillante de Coomasie R-250 (125 mg/dL) y decolorados
en solucion decolorante (Murphy y Crabbe, 1995). Las zonas de lisis en la gelatina fueron
evidenciadas como bandas claras en contraste con el fondo oscuro producto de la

coloracion.

Silenciamiento de LRP1y MT1-MMP

Para inhibir la expresion de LRP1, células MIO-ML1 fueron transfectadas transitoriamente
con un siRNA, sintetizado por Ambion (Austin, TX, EE.UU.), de acuerdo con las
secuencias target de LRP1 previamente publicadas (Llorente-Cortes y col., 2002). El
SiRNA-LRP1 consistio en un oligonucleétido 15-mer (5-CGGCGGGGTCAGCAT-3))
complementario a la region del ARNm de LRP1 comprendida entre los nucledtidos 466 y
481. En las transfecciones celulares se utilizé un siRNA aleatorio (Ambion AM4636) como
control negativo. Ademas, el silenciamiento de LRP1 también se llevo a cabo con shRNA
dirigido contra la region 3' no traducida del ARNm de LRP humano wild type (5'-
GAACTCTCCCTTCCCAGAATTAGCTAATTCTGGGAAGGGAGAGTTCTT-3' pos
14.493-14.518 del ARNm enddgeno humano LRP; 3'-UTR no codificante, nimero de
acceso X13916), el cual fue proporcionado amablemente por el Dr. Alexander Laatsch
(Centro Médico Universitario Hamburg-Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Para inhibir la
expresion de MT1-MMP, las células MIO-M1 fueron transfectadas transitoriamente con
SIRNA-MT1-MMP (siRNA ID s8879, Ambion). ElI siRNA-MT1-MMP consistié en un
oligonucleotido de 21-mer (5'-GCAACAUAAUGAAAUCACACU-3). Los
procedimientos se realizaron utilizando el agente de transfeccion Siport NeoFX siRNA
(Ambion) para siRNA y Lipofectamine 2000 (Invitrogen) para shRNA, de acuerdo con las

instrucciones del fabricante. En todos los casos, los experimentos se realizaron 24 h
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después de la transfeccion. Para probar el nivel de silenciamiento de la proteina, LRP1 se

evalué mediante analisis de Western blot en las células transfectadas.
3.2.3 Adquisicion de imagenes de microscopia

Las imagenes para analisis de colocalizacion se obtuvieron mediante el empleo de los
microscopios de fluorescencia confocal FV300 y FV1000. Secciones Opticas simples de
dobles y triples marcaciones de células MIO-M1 fueron adquiridas utilizando objetivos
PLAPON 60X Qil/1,42 NA y un muestreo o scanning a 8 ps/pixel en modo secuencial por

linea.

3.2.4 Procedimientos para cuantificacion de imagenes y andlisis estadistico de los

datos

Comparacidn estadistica de medias

En el caso de resultados derivados de dos condiciones experimentales, la comparacion
estadistica de las medias se llev6 a cabo mediante la prueba z-Student para muestras
independientes, mientras que en situaciones donde las condiciones experimentales fueron
mas de dos, se realizo andlisis de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey. Se
graficaron las medias + DE o SEM. En ambos casos valores de p < 0,05 determinaron
diferencias significativas.

Calculo de coeficientes de colocalizacion de Manders

Los coeficientes de colocalizacion de Manders se calcularon mediante el empleo del
programa informatico ImageJ a través del plugin JAPoC (Bolte y Cordelieres, 2006). Al

menos 20 células por condicién fueron analizadas.

Las imagenes binarias de los pixeles que colocalizaron se obtuvieron a partir del empleo del
plugin Colocalization Highlighter.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion subcelular de la interaccion a,M/LRP1

4.1.1 Expresion de LRP1 en la linea de células gliales de Muller MIO-M1

Considerando que el modelo celular seleccionado para el desarrollo experimental del
presente trabajo de tesis fue la linea de células de Miller humanas espontaneamente
inmortalizadas, MIO-M1, se procedi6 a determinar mediante ensayos de Western blot, el
nivel de expresion de LRP1 en este tipo celular. En la figura 4.1 A se muestra que las
células MIO-M1 expresaron el receptor de manera constitutiva, lo cual fue evidenciado por
la deteccion de la banda de 85 kDa perteneciente a la subunidad B de LRP1. En la figura
4.1 B se muestra un andlisis comparativo de dicha expresion con la de otras lineas
celulares, tales como HelLa y HT1080, las cuales son comunmente utilizadas para estudiar
aspectos funcionales de este receptor (Llorente-Cortes y col., 2006; Selvais y col., 2011).
Estos resultados permitieron determinar que el nivel de expresion constitutivo de LRP1, en
células MI0O-M1, fue significativamente mayor al observado en células derivadas de tumor,
Hela y HT1080. Esto, sumado a las ventajas que proporciona su naturaleza no tumoral y a
su capacidad para conservar en cultivo in vitro los aspectos distintivos del tejido al que
pertenecen, convirtio a las células MIO-M1 en un modelo experimental propicio para el
estudio de la interaccion de este receptor con su ligando a,M*, asi como también para la

extrapolacién de la implicancia funcional de dicha interaccion a nivel de la retina.
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Figura 4.1. Ensayo de Western blot para la evaluacion del nivel de expresion de LRP1 en células MIO-
M1. A) Imagen radiografica representativa de los analisis de Western blot (WB) de tres experimentos
independientes para la inmunodeteccion de la subunidad B de LRP1 en las lineas celulares humanas Hela (1),
MIO-M1 (Il) y HT1080 (I11). Se utiliz6 como control de carga proteica la inmunodeteccion de la proteina
calreticulina. B) Medias + DE de las densidades oOpticas (D.O.) relativas (respecto a calreticulina) de las
bandas correspondientes a LRP1p para los tres tipos celulares evaluados. La comparacion estadistica de las
medias se llevé a cabo mediante un analisis de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey. Letras
distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

4.1.2 Endocitosis de a,M* en células MIO-M1

Con el propésito de caracterizar la ruta endocitica de a,M*, dicho ligando fue conjugado
quimicamente con dos fluoréforos: Alexa flior 488 y Alexa fltor 594, dando lugar a dos
formas fluorescentes de la proteina denominadas a,M* Alexa*® y opM* Alexa®, Esto
permitié evaluar su ruta de internalizacion en células MIO-M1, a través de ensayos de
endocitosis seguidos de su deteccion mediante fluorescencia directa (FD). Al mismo tiempo
se llevd a cabo la marcacion de diferentes compartimentos subcelulares, a través de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) de proteinas especificas tales como EEAL (del inglés
early endosome antigen 1) y Rab7, o a través de FD de trazadores fluorescentes tales como
Transferrina Alexa®™* (Tf Alexa™), DQ-BSA red y el lipido fluorogénico N-Rh-PE (del
inglés N-(Lissamine) rhodamine B sulfonyl dioleoylphosphatidylethanolamine). Para la
observacion de las muestras y la adquisicién de las imagenes se utilizaron técnicas de
microscopia de fluorescencia confocal (MC), las cuales se llevaron a cabo siguiendo los

procedimientos detallados en Materiales y métodos.
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4.1.2.1 Establecimiento de la ruta endocitica de a,M*

Como fue previamente descripto, se conoce que o0,M* se une a LRP1 mediante la
interaccion de su dominio RBD con los dominios de union a ligandos | y 1l del receptor.
Luego ingresa a la célula mediante un mecanismo de endocitosis mediado por clatrina y
sigue una ruta de internalizacién que culmina con su degradacion a nivel de lisosomas. Sin
embargo, la secuencia de compartimentos subcelulares que ocupa este ligando en su
trayecto hacia los lisosomas aun no ha sido completamente caracterizada, asi como
tampoco en qué tipo de endosomas tiene lugar la disociacién de su receptor. Distinto es el
caso de transferrina (Tf), la cual es internalizada via clatrina por su receptor (TfR) y, a
diferencia de lo que sucede con a,M* y LDL, entre otras, no sufre degradacion a nivel de
lisosomas puesto que permanece unida a su receptor y junto a él recicla a la MP (Maxfield
y McGraw, 2004). Por este motivo, Tf conjugada con fluor6foros es cominmente utilizada
como trazador de la via de endocitosis y de reciclado endocitico celular, esta Gltima
previamente descripta como la “via de reciclado lento”. Ensayos de internalizacion
conjunta de Tf y LDL fluorescentes en células HEp-2, permitieron diferenciar las rutas de
reciclado endocitico de las rutas de endocitosis y degradacion en lisosomas. Al respecto, se
conoce que el ingreso de ambas proteinas a la célula se lleva a cabo compartiendo las
mismas vesiculas endociticas, del tipo endosomas de sorting (Ghosh y col., 1994). Luego
de los primeros minutos de endocitosis (~2,5 min de iniciado el proceso) se observa la
salida de Tf desde los endosomas de sorting hacia el CRE. Desde este compartimento, el
regreso de Tf a la MP se concreta en ~7 min, al mismo tiempo que los endosomas de
sorting suspenden la recepcion de nuevas moléculas de LDL y maduran hacia endosomas

tardios, proceso que demanda ~17 min (Ghosh y col., 1994).

Con el proposito de caracterizar las rutas de endocitosis y degradacion de a,M* en
comparacion con las de Tf, se determiné el nivel de colocalizacion en funcion del tiempo
de endocitosis de a,M* Alexa*® y Tf Alexa®®*. Para ello se llevaron a cabo ensayos de
unién-endocitosis conjunta de ambas proteinas fluorescentes durante diferentes tiempos (5,
10, 15, 30 y 60 min). Tal como se detalla en Materiales y métodos, la etapa de union de
ligandos a LRP1 en células MIO-M1 se llevo a cabo a 4 °C, condicion de temperatura que
se utiliza comunmente para inhibir el transporte intracelular. La etapa de endocitosis se

llevo a cabo a 37 °C.
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En la figura 4.2 es posible apreciar que transcurridos los primeros 5 min de internalizacién,
los endosomas que contenian aoM* Alexa*®® y Tf Alexa® eran vesiculas puntuales
ampliamente distribuidas en el citoplasma celular. Luego de los 10 min de endocitosis estas
vesiculas se relocalizaron en la region perinuclear de la célula formando estructuras
tubulares compatibles con endosomas de sorting. En simultaneo, las vesiculas que sélo
contenfan Tf Alexa>™ se reubicaron principalmente en la region yuxtanuclear de la célula,
describiendo una acumulacion de alta densidad de ligando caracteristica del CRE. A partir
de los 30 min, el botén yuxtanuclear Tf Alexa®* positivo disminuyé paulatinamente su
densidad, lo cual probablemente estuvo relacionado con el reciclado de Tf a la MP.
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Figura 4.2. Endocitosis conjunta de a,M* Alexa*® y Tf Alexa®®* en células MIO-M1. Ensayo de unién-
endocitosis de o,M* Alexa’®® y Tf Alexa>® seguido de FD y analizado por MC. Luego de la etapa de
endocitosis, se realizaron lavados éacidos frios (LA), tal como se detalla en Materiales y métodos, de manera
de minimizar la sefial de los ligandos unidos pero no endocitados que permanecieron en la MP luego de la
incubacion a 37 °C. La figura muestra la distribucion subcelular de a,M* Alexa*®® (primera fila), de Tf
Alexa®* (segunda fila) y de la colocalizacién de ambas proteinas (tercera fila) en funcién del tiempo de
endocitosis. También se observan ampliaciones (cuarta fila, zoom digital 4X) de las regiones celulares con
mayor densidad de o,M* Alexa®® provenientes de las imégenes Merge (recuadros 1-11), y sus
correspondientes imagenes binarias (quinta fila), en las que se muestran en color blanco los pixeles que
colocalizaron. Las imagenes son representativas de al menos 15 imagenes por condicion provenientes de tres
experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 15 pm.

Respecto a la proporcion de vesiculas que contenian oM™ Alexa?®® y eran Tf Alexa®®
positivas, durante la etapa de unién de los ligandos o binding (a 4 °C) fue del 14 + 3%, a
los 5 min de endocitosis fue del 43 + 14% y a los 10 min alcanz6 el 50 + 9%, siendo éste el
maximo nivel de colocalizacién observado. A los 15 min el porcentaje se redujo al 32 +
13% y continud disminuyendo hasta 7 + 3 y 6 £ 2% a los 30 y 60 min, respectivamente. Es

importante destacar que a los 10 min de iniciado el proceso endocitico, la proporcion de
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vesiculas que contenfan Tf Alexa®* y eran opM* Alexa*®® positivas (relacion inversa a la
previamente descripta, 42 * 13%) fue menor que la observada a los 5 min de
internalizacion (54 £ 10%), lo cual puede estar relacionado con la salida de Tf desde los
endosomas de sorting hacia el CRE y con la maduracion de los endosomas de sorting

conteniendo a,M* a LE.

A partir de estos resultados se concluyd que ap,M* y Tf compartieron la etapa temprana de
endocitosis, permaneciendo en endosomas de sorting durante los primeros 10 min de
internalizacion. A partir de los 15 min de endocitosis, ambas proteinas disminuyeron su
nivel de colocalizacion y se relocalizaron en compartimentos subcelulares diferentes, hecho
probablemente motivado por el reciclado endocitico de Tf a la MP desde el CRE y por la
maduracion simultanea de los endosomas de sorting conteniendo a;M* a compartimentos

subcelulares ulteriores (del tipo LE).
4.1.2.2 Participacion de vesiculas EEA1 y Rab7 positivas en la endocitosis de a;M*

Con el propdsito de continuar caracterizando la via endocitica de a,M* en células MIO-M1
se realizaron ensayos de unién-endocitosis para a,M* Alexa*® y o,M* Alexa®®, durante
diferentes tiempos (5, 10, 15, 30 y 60 min), seguidos de las respectivas inmunodetecciones
de EEA1 (marcador de EE) y Rab7 (marcador de LE). Las figuras 4.3 y 4.4 muestran que
aun cuando ap,M* estaba conjugada con diferentes fluoréforos, present6 el mismo patrén de
distribucion en relacion al tiempo de internalizacion: los endosomas que contenian a,M*
Alexa’® o a,M* Alexa®® fueron vesiculas puntuales que se distribuyeron de manera

homogénea en todo el citoplasma celular.

59



Endocitosis 37 °C

a,M* Alexa‘e®

]
o
c

o
7]

2

=
E

<

Figura 4.3. Colocalizacién de a,M* Alexa®® con el marcador de endosomas tempranos EEAL en
funcién del tiempo de endocitosis del ligando. Ensayo de unién-endocitosis de o,M* Alexa*®® en células
MIO-M1 seguido de FD e IFI para EEAL y analizado por MC. Luego de la etapa de endocitosis, se realizaron
lavados acidos frios (LA), tal como se detalla en Materiales y métodos, de manera de minimizar la sefial de
los ligandos unidos pero no endocitados que permanecieron en la MP luego de la incubacion a 37 °C. La
figura muestra la distribucion subcelular de a,M* Alexa*® (primera fila), de EEAL (segunda fila) y de la
colocalizacion de ambas proteinas (tercera fila) en funcién del tiempo de endocitosis. También se observan
ampliaciones (cuarta fila, zoom digital 4X) de las regiones celulares con mayor densidad de a,M* Alexa*®
provenientes de las imagenes Merge (recuadros 1-12), y sus correspondientes imagenes binarias (quinta fila),
en las que se muestran en color blanco los pixeles que colocalizaron. Las imagenes son representativas de al
menos 15 imagenes por condicién provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala
corresponde a 15 pm.
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Figura 4.4. Colocalizacion de a,M* Alexa™* con el marcador de endosomas tardios Rab7 en funcién del
tiempo de endocitosis del ligando. Ensayo de unién-endocitosis de o,M* Alexa®® en células MIO-M1
seguido de FD e IFI para Rab7 y analizado por MC. Luego de la etapa de endocitosis, se realizaron lavados
acidos frios (LA), tal como se detalla en Materiales y métodos, de manera de minimizar la sefial de los
ligandos unidos pero no endocitados que permanecieron en la MP luego de la incubacion a 37 °C. La figura
muestra la distribucion subcelular de Rab7 (primera fila), de a,M* Alexa®™ (segunda fila) y de la
colocalizacion de ambas proteinas (tercera fila) en funcién del tiempo de endocitosis. También se observan
ampliaciones (cuarta fila, zoom digital 4X) de las regiones celulares con mayor densidad de a,M* Alexa®®
provenientes de las imagenes Merge (recuadros 1-7) y sus correspondientes imagenes binarias (quinta fila),
en las que se muestran en color blanco los pixeles que colocalizaron. Las imagenes son representativas de al
menos 15 imagenes por condicién provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala
corresponde a 15 pum.

En las figuras también se observa que luego de transcurridos 5 min de internalizacion,
awM* Alexa*®® se encontré principalmente en vesiculas EEAL positivas (figura 4.3
recuadros de 2 a 5) mientras que, al mismo tiempo de endocitosis, la proporcion de a,M*
Alexa®® en vesiculas Rab7 positivas fue menor (figura 4.4 recuadro 2). Esto se confirmé a

partir del analisis de los coeficientes de colocalizacion de a,M* Alexa*® y apM* Alexa®™
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con los respectivos marcadores subcelulares en funcion del tiempo de endocitosis (figura
4.5). La proporcidn de vesiculas que contenian a,M* Alexa*® y eran EEAL positivas fue
maxima (44 £ 12%) a los 5 min de endocitosis del ligando respecto a los otros tiempos
analizados, mientras que la proporcion de vesiculas que contenian a,M* Alexa®* y eran
Rab7 positivas fue minima a los 5 min (16 £ 9%) y maxima a los 10 min de endocitosis del
ligando (47 + 16%). A partir de este Gltimo tiempo y hasta los 60 min de endocitosis, la
proporcion de vesiculas que contenian coM* Alexa*® y eran EEAL positivas siguié una
misma tendencia de disminucion que la observada para la proporcion de vesiculas que
contenfan 0;M* Alexa>® y eran Rab7 positivas, alcanzando los valores mas bajos al final
del ensayo (18 + 8% para a;M* Alexa*®/EEAL y 14 + 8% para a,M* Alexa>**/Rab7).
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Figura 4.5. Coeficientes de colocalizacion de a,M* Alexa’® con EEA1 y a,M* Alexa®® con Rab7 en
funcién del tiempo de endocitosis del ligando. Los coeficientes de colocalizacion (coeficientes de Manders)
fueron obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos 20 células por condicién provenientes
de tres experimentos independientes (cuyas imagenes representativas se muestran en las figuras 4.3 y 4.4).
Estos coeficientes indican la proporcion de vesiculas, en funcion del tiempo de endocitosis, que contenian
oM Alexa’®8 %% y eran positivas para el marcador subcelular (MS) correspondiente (EEAL o Rab7).

A partir de estos resultados se concluyo que, en células MIO-M1, a,M* se enriquecié en
endosomas de sorting hasta los 10 min de iniciado el proceso endocitico, para luego
relocalizarse en regiones que posteriormente maduraron a LE. Entre los 10 y los 60 min de
endocitosis, se produjo un equilibro entre la proporciéon de moléculas de a,M* en
endosomas de sorting que maduraron a LE, y la proporcion de moléculas en LE que

maduraron a compartimentos ulteriores de la ruta de degradacion.
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4.1.2.3 Participacion de los cuerpos multivesiculares en la endocitosis de a,M™*

En células de mamiferos los cuerpos multivesiculares (CMV) presentan caracteristicas que
los distingue de los EE y los LE. Los CMV no contienen proteinas especificas de EE ni
receptores de reciclado, asi como tampoco poseen los lipidos y proteinas constituyentes de
las membranas de los LE (Gruenberg, 2001). Ademas no presentan actividad de fusion
homotipica ni morfologias pleiotropicas, caracteristicas distintivas de los EE y LE (Scott y
col., 2014). En cierta forma podria decirse que estas vesiculas son compartimentos
intermedios entre los EE y los LE. Los CMV son estructuras subcelulares uniformes de
unas 0,5 um de didmetro que contienen en su interior vesiculas intralumen o ILV (del
inglés intraluminal vesicles) (Gruenberg, 2001). Estas vesiculas se forman en los
endosomas de sorting mediante un proceso que requiere de zonas ricas en clatrina en la
cara citosélica de las membranas endosémicas, y de los componentes del complejo de
endosomas de sorting requerido para el transporte 0 ESCRT (del inglés endosomal sorting
complex required for transport) (Huotari y Helenius, 2011). No obstante, éste no resulta ser
el Unico mecanismo para la formacion de las ILV, ya que, al menos en células de
mamiferos, otros mecanismos independientes de ESCRT participan de su formacion
(Woodman y Futter, 2008). Las ILV son utilizadas por los endosomas de sorting para un
estricto proceso de segregacion de su cargo, por el cual separan aquellas moléculas que son
recicladas de las que prosiguen hacia una via de degradacion. Por lo general, parte del
material que es internalizado por la célula sigue la via de reciclado endocitico, mientras que
otra fraccion continta por la via de degradacion. En este sentido, una vez formados, los
CMV se mueven a través de microtibulos hacia los LE con los que se fusionan para
continuar madurando hacia endolisosomas y lisosomas (Gruenberg, 2001). Ademas existen
evidencias de que los CMV son las principales vesiculas que fusionan con autofagosomas
(Berg y col., 1998; Gordon y Seglen, 1988). En este sentido, resultados preliminares
obtenidos recientemente en nuestro laboratorio, indican que las celulas MIO-M1, en
condiciones de estrés tales como situaciones de ayuno, responden rapidamente
desencadenando procesos autofagicos, los cuales se evidencian a partir del incremento en
los niveles de la proteina LC3B. Ademas, el estimulo con dosis patologicas de a,M*

produce efectos similares en este sistema celular.
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Con el propdsito de analizar si durante su endocitosis en células MIO-M1, a,M* se localiza
en CMV, se procedio al analisis de la colocalizacién de a,M* Alexa*® con el lipido
fluorogénico N-Rh-PE, marcador de CMV. Para ello se llevdo a cabo un ensayo de
endocitosis continua de 0,M* Alexa*® por 60 min, previa marcacién de los CMV con el
lipido fluorescente N-Rh-PE, tal como se detalla en Materiales y métodos. La figura 4.6
muestra que a,M* Alexa’®® y N-Rh-PE (CMV) se distribuyeron en vesiculas puntuales,
principalmente en la region perinuclear de la célula. Por su parte, la proporcion de vesiculas
que contenian 0,M* Alexa’® y eran N-Rh-PE positivas fue del 17 + 2%, lo cual es un nivel
de colocalizacion similar al observado para vesiculas que contenian a,M* Alexa>* y eran
Rab7 positivas, luego de 60 min de endocitosis del ligando (Figura 4.4 y 4.5). Es
importante mencionar que en el caso previamente descripto, no se tratd de una oferta

continua de ligando sino de un experimento del tipo unién-endocitosis.
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Figura 4.6. Colocalizacion en células MIO-M1 de a,M* Alexa*® con el marcador de CMV, N-Rh-PE.
Ensayo de endocitosis continua de a,M* Alexa*®® previa marcacién de los CMV con el lipido fluorescente N-
Rh-PE, seguido de FD y analizado por MC. La figura muestra, de izquierda a derecha (primera fila), la
distribucion de a,M* Alexa*®, de N-Rh-PE (CMV) y de la colocalizacién de ambos (Merge). También se
observan ampliaciones (segunda fila, zoom digital 4X) de las regiones celulares con mayor densidad de o,M*
Alexa*®® provenientes de la imagen Merge (recuadros 1-3) y sus correspondientes imégenes binarias (tercera
fila), en las que se muestran en color blanco los pixeles que colocalizaron. Las imagenes son representativas
de 15 imagenes provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 15 pm.

A partir de estos resultados se concluyd que una proporcion de a,M*, luego de su
endocitosis, se localizé en CMV. Sin embargo, esta evidencia no es suficiente para asegurar

que el destino final de esas moléculas fue su degradacion a nivel de lisosomas.
4.1.2.4 Degradacion de a,M* en compartimentos del tipo lisosomas

Luego de corroborar que a,M* siguid una ruta de endocitosis a través de endosomas de
sorting, CMV y/o LE, se decidio evaluar si la internalizacion de esta proteina culminaba en
compartimentos de degradacion, tales como lisosomas. Para ello se realizaron ensayos de
endocitosis continua de o,M* Alexa*® por 60 min en células MIO-M1 previamente

incubadas con DQ-BSA red (marcador de lisosomas). Este reactivo consiste en moléculas
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de albdmina sérica bovina o BSA (del inglés bovine serum albumin) acopladas a sondas
fluorescentes, que no generan sefial mientras la proteina mantiene su integridad. Ante la
degradacion proteolitica de BSA las sondas emiten fluorescencia a 618 nm de longitud de
onda (color rojo), lo que permite su utilizacion como marcador de vesiculas del tipo
lisosomas. En la figura 4.7 se observa que las vesiculas que contenian a,M* Alexa*®® eran
compartimentos de degradacion, ya que escindieron moléculas de DQ-BSA red. La
proporcion de vesiculas que contenian a;M* Alexa*® y DQ-BSA red degradada fue del 66
+ 5%. Las caracteristicas morfoldgicas de estos compartimentos subcelulares coincidieron
con las descriptas para los lisosomas secundarios, estructuras de tipo esféricas, claramente
diferenciados de los LE y de los endolisosomas o lisosomas primarios (Bissig y Gruenberg,
2013; Scott y col., 2014).

Figura 4.7. Degradacién de a,M* en compartimentos de degradacion. Ensayo de endocitosis continua de
a,M* Alexa*® en células MIO-M1 previa incubacién con DQ-BSA red, seguido de FD y analizado por MC.
La figura muestra de izquierda a derecha, la distribucion de a,M* Alexa’®, de DQ-BSA red y de la
colocalizacion de ambos (Merge). También se observan ampliaciones (zoom digital 4X) de las regiones

celulares con mayor densidad de a,M* Alexa*®® provenientes de la imagen Merge (recuadros 1-3), donde se

pueden apreciar vesiculas que contenian o,M* Alexa*® y eran del tipo lisosomas (puntas de flecha). Las
imagenes son representativas de al menos 15 imagenes provenientes de tres experimentos independientes. La
barra de escala corresponde a 15 pm.

A partir de estos resultados se sugiere que, en células MIO-M1, a,M* se degradaria en

compartimentos del tipo lisosomas.
4.1.2.5 Cinética de la degradacion de a,M*

Habiendo demostrado que, en células MIO-M1, a,M* se localiza en compartimentos del
tipo lisosomas durante la etapa final de su endocitosis, se decidi6o evaluar su cinética de
degradacion. Para ello se llevo a cabo un ensayo de unidn-endocitosis del ligando por
diferentes tiempos (5, 10, 15, 30 y 60 min), seguido de la inmunodeteccion de a,M

mediante ensayos de Western blot. En la figura 4.8 es posible apreciar que, para cada una
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de las condiciones ensayadas, se detectd una banda de 180 kDa correspondiente a a,M. Se
observa que la degradacion de a;M* se hizo evidente entre los 30 y 60 min de iniciada la
endocitosis. Por su parte, la intensidad de sefial para la condicién de union del ligando (U)
resulté menor a la de otras condiciones (5, 10 y 15 min), situacion que probablemente se
debié a la pérdida de a,M* unida a LRP1 por efectos mecanicos propios del raspado
utilizado para la cosecha de las células. También se observé que la condicion de control
negativo (células que no fueron incubadas con a,M*) mostrd una intensidad de sefial que
corresponde a ~5% de la observada para la condicion U, lo que podria indicar que las
células MIO-M1 sintetizan localmente a,M. En caso de que asi fuera, se trataria de a;M en
su estado nativo, la cual si bien es reconocida por el anticuerpo utilizado para la
inmunodeteccidn, no puede ser internalizada por LRP1, por lo que su procedencia no seria
de la oferta exdgena de ligando realizada durante el ensayo (Shi y col., 2008). En ese
hipotético caso, para la correcta interpretacion de los resultados es necesario descontar la
sefial del CN de la del resto de las condiciones evaluadas.

Tiempo de endocitosis
(min)

CP CN U 5 10 15 30 60

180 kDa - { 1 "w -w WB: anti-o,,M
B i
55 kDa - ““ Q “ ‘dq WB: anti-calreticulina
a,M*  + - + + + + + +

Figura 4.8. Cinética de la degradacion de a,M*. La figura muestra una imagen radiografica de un
experimento de Western blot (WB) para la inmunodeteccion de a,M en extractos proteicos de células MIO-
M1 luego de un ensayo de unidn-endocitosis del ligando. Se utilizd como control de carga proteica la
inmunodeteccidn de la proteina calreticulina. CP, control positivo de reaccién del anticuerpo (10 pg de a,M*
pura); CN, control negativo del ensayo de union-endocitosis (extracto proteico de células MIO-M1 que no
fueron incubadas con a,M*); U, control de unién del ligando a 4 °C (extracto proteico de células MIO-M1
que fueron sometidas a la etapa de unién pero no a la de endocitosis de a,M*). Las calles de la cuarta a la
octava, corresponden a los extractos proteicos de células MIO-M1 que fueron sometidas al ensayo de union-
endocitosis del ligando por 5, 10, 15, 30 y 60 min, respectivamente.

A partir de estos resultados se concluyé que la degradacion de a;M* en células MIO-M1
tuvo lugar a partir de los 30 min de iniciada su endocitosis. Ademas se observo una banda
tenue en condiciones de no estimulo, indicativo de que estas células sintetizan bajas dosis

de ayM. Si bien este resultado coincide con hallazgos de otros investigadores, es necesaria
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la realizacién de experimentos adicionales para corroborarlo, lo cual excede a los objetivos

planteados en el presente trabajo de tesis.
4.1.2.6 Conclusiones preliminares

Los experimentos detallados en la seccién 4.1.2 permitieron caracterizar la ruta de
endocitosis de a,M* en células MIO-M1. Se concluy6 que esta glicoproteina compartio su
ruta de internalizacion con Tf durante los primeros tiempos de endocitosis (hasta los 10
min), lo que tuvo lugar en EE del tipo endosomas de sorting. A partir de este tiempo, Tf
abandon6 los endosomas de sorting y reciclé a la MP a través del CRE. En simultaneo, los
endosomas de sorting que contenian a,M* maduraron a LE, lo que marcé su rumbo hacia
vesiculas del tipo lisosomas, donde a partir de los 30 min de endocitosis se hizo evidente su
degradacion. Lo interesante de estos resultados es que luego de la maduracion de los
endosomas de sorting, una proporcion de o,M* se localiz6 en CMV lo cual podria
constituir un paso intermedio entre los endosomas de sorting y una serie de destinos

intracelulares o extracelulares que estas vesiculas pueden alcanzar.
4.1.3 Distribucion subcelular de LRP1 en células M1O-M1

Como se mencion0 previamente, LRP1 es una proteina que se encuentra en un importante
namero de tejidos y células del organismo (Moestrup y col., 1992). Su expresion ha sido
caracterizada en hepatocitos, fibroblastos, adipocitos, células musculares lisas, monocitos
de sangre periférica, macrdfagos, células del sincitiotrofoblasto, entre otros (Moestrup y
col., 1990). En el afio 1990, Joachim Herz y colaboradores compararon la distribucion
intracelular de LRP1 con la de LDLR en células NRK. Los autores concluyeron que ambos
receptores presentaron un patron de distribucién similar “indistinguible uno de otro” con
“vesiculas distribuidas en la periferia celular y en un empaquetamiento condensado cerca
del nuicleo, en la region del compartimento de Golgi” (Herz y col., 1990). Este patron es
caracteristico de LRP1 y, si bien se reproduce practicamente en todos los sistemas celulares
donde se expresa, aun no existe una descripcion detallada de los compartimentos
subcelulares que ocupa, asi como tampoco de las modificaciones que sufre su distribucién
ante el estimulo con a;M*. Es por este motivo que se decidio caracterizar la localizacion
subcelular de LRP1 en células MIO-M1 en ausencia y presencia de a,M*. Para ello se

llevaron a cabo ensayos de FD y IFI analizados por MC para evaluar la colocalizacion de
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LRP1 con una amplia variedad de marcadores de los diferentes compartimentos
subcelulares, entre ellos reticulo endoplasmatico, EE (que incluyen endosomas de sorting y

el CRE), LE, lisosomas y compartimento de Golgi.
4.1.3.1 Distribucion de LRP1 en regiones celulares ricas en clatrina o caveolina

En gran parte de los sistemas celulares estudiados, LRP1 se ubica en regiones de
membranas ricas en clatrina y utiliza la endocitosis mediada por esta via para internalizar a
la mayoria de sus ligandos (Lillis y col., 2008). Sin embargo, tal como se menciono en la
Introduccion del presente trabajo de tesis, existen evidencias de que, bajo ciertas
condiciones, este receptor se localiza de manera transitoria en regiones de tipo lipid
rafts/caveolae (Boucher y col., 2002; Gonias y col., 2011; Kanai y col., 2014; Loukinova y
col., 2002; Wu y Gonias, 2005; Zhang y col., 2004).

Teniendo en cuenta que en células MIO-ML1 se desconoce en qué regiones de membrana se
ubica LRP1 y si a;M* promueve una relocalizacion subcelular del receptor, resultd de
interés el estudio de la distribucion de LRP1 en regiones celulares ricas en clatrina y
caveolina en condiciones de ausencia y presencia del ligando. Para ello, se llevaron a cabo
ensayos de endocitosis continua con a;M* por 30 min, seguidos de IFI para LRP1, clatrina

y caveolina.

En la figura 4.9 A es posible apreciar que clatrina se distribuyé homogéneamente en el
citoplasma celular con una moderada condensacion de vesiculas a nivel perinuclear. Las
estructuras subcelulares que contenian clatrina eran principalmente vesiculas puntuales. Por
su parte, LRP1 mostro su distribucion caracteristica con una alta densidad de receptor en la
region perinuclear, la cual coincidi6 con la zona de mayor proporcion de vesiculas clatrina
positivas. En la figura 4.9 B se muestra que en condiciones de ausencia de ligando la
proporcion de vesiculas que contenian LRP1 y eran clatrina positivas fue del 45 £ 11% y

luego del estimulo no evidencié cambios significativos (41 = 8%).
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Figura 4.9. Colocalizaciéon de LRP1 con clatrina en células MIO-M1. Ensayo de endocitosis continua de
a,M*, seguido de IFI y analizado por MC. A) Distribucion subcelular de clatrina (primera columna), de
LRP1 (segunda columna) y de la colocalizacién de ambas proteinas (Merge), en ausencia y presencia de
aM* (primera y segunda fila, respectivamente). También se observan ampliaciones (cuarta columna, zoom
digital 4X) de las regiones celulares de mayor densidad de LRP1 provenientes de las imagenes Merge
(recuadros), y sus correspondientes imagenes binarias (quinta columna), en las que se muestran en color
blanco los pixeles que colocalizaron. Las imagenes son representativas de 15 imagenes por condicién,
provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 20 um. B) Medias + DE
de los coeficientes de colocalizacion (proporcién de vesiculas que contenian LRP1 y eran clatrina positivas)
en ausencia y presencia de a,M*, obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos 20 células
por condicion. La comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de la prueba z-Student para
muestras independientes.

Coeficiente de Colocalizacion
(LRP1 en clatrina)

En la figura 4.10 es posible apreciar, a diferencia de lo observado para clatrina, que
caveolina se distribuyd de manera heterogénea en el citoplasma celular. Ademaés, LRP1,
que mostro su distribucion tipica, no ocupd las mismas estructuras que caveolina. En la
figura 4.10 B se observa que, en condiciones de ausencia de ligando, la proporcién de
vesiculas que contenian LRP1 y eran caveolina positivas fue del 2 £ 1% y luego del

estimulo no evidencio cambios significativos (4 + 2%).
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Figura 4.10. Colocalizacién de LRP1 con caveolina en células MIO-M1. Ensayo de endocitosis continua
de a,M*, seguido de IFI y analizado por MC. A) Distribucidn subcelular de caveolina (primera columna), de
LRP1 (segunda columna) y de la colocalizacién de ambas proteinas (Merge), en ausencia y presencia de
apM* (primera y segunda fila, respectivamente). También se observan ampliaciones (cuarta columna, zoom
digital 4X) de las regiones celulares de mayor densidad de LRP1 provenientes de las imagenes Merge
(recuadros), y sus correspondientes imagenes binarias (quinta columna), en las que se muestran en color
blanco los pixeles que colocalizaron. Las iméagenes son representativas de 15 imagenes por condicidn,
provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 20 um. B) Medias + DE
de los coeficientes de colocalizacidn (proporcién de vesiculas que contenian LRP1 y eran caveolina positivas)
en ausencia y presencia de a,M*, obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos 20 células
por condicion. La comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de la prueba z-Student para
muestras independientes.

A partir de los coeficientes de colocalizacion presentados en las figuras 4.9 y 4.10 se
concluy6 que la proporcion de LRP1 en vesiculas clatrina positivas fue significativamente
mayor a la proporcion de este receptor en vesiculas caveolina positivas, siendo en esta
ultima situacion menor al 5%. También es importante mencionar que la presencia de a,M*
en cultivos de MIO-M1 no produjo cambios significativos en la distribucion del receptor en
vesiculas clatrina y caveolina positivas. Por lo tanto, se concluyé que LRP1 se localizd
preferentemente en membranas subcelulares ricas en clatrina y que su ligando a;M* no
indujo la redistribucion del receptor hacia membranas ricas en caveolina. Estos datos

también permitieron inferir que la endocitosis de a,M™* en células MIO-M1 ocurri0 a través
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de un mecanismo mediado por clatrina, lo cual fue previamente demostrado para otros

ligandos de algunos receptores de la familia de LDLR (Lillis y col., 2008).
4.1.3.2 Distribucion de LRP1 en endosomas tempranos

Habiendo evidenciado que durante los primeros tiempos de su internalizaciéon en células
MIO-M1, aM* se encontré en EE del tipo endosomas de sorting, se decidi6 evaluar qué
proporcion de LRP1 se ubico en este tipo de vesiculas, tanto en ausencia como en presencia
del ligando. Para ello se llevo a cabo un ensayo de endocitosis continua de a,M* por 30
min en células MIO-M1, seguido de IFI para LRP1 y dos marcadores de endosomas
tempranos, EEAL y Rab5.

En la figura 4.11 A es posible apreciar que la inmunodeteccion de EEAL reveld vesiculas
homogéneamente distribuidas en el citoplasma celular que correspondieron a endosomas de
sorting. Por su parte, LRP1 mostrd su distribucion caracteristica y un alto grado de
colocalizacion con EEAL. En la figura 4.11 B se muestra que en condiciones de ausencia de
ligando la proporcion de vesiculas que contenian LRP1 y eran EEAL positivas fue del 44 +

10%, mientras que luego del estimulo se incrementd significativamente (76 + 12%).
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Figura 4.11. Colocalizacion de LRP1 con EEAL en células MIO-M1. Ensayo de endocitosis continua de
o,M*, seguido de IFI y analizado por MC. A) Distribucién subcelular de EEAL (primera columna), de LRP1
(segunda columna) y de la colocalizacion de ambas proteinas (Merge), en ausencia y presencia de a,M*
(primera y segunda fila, respectivamente). También se observan ampliaciones (cuarta columna, zoom digital
4X) de las regiones celulares de mayor densidad de LRP1 provenientes de las imagenes Merge (recuadros), y
sus correspondientes imagenes binarias (quinta columna), en las que se muestran en color blanco los pixeles
que colocalizaron. Las imagenes son representativas de 15 imagenes por condicion, provenientes de tres
experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 20 um. B) Medias + DE de los coeficientes de
colocalizacion (proporcién de vesiculas que contenian LRP1 y eran EEAL positivas) en ausencia y presencia
de a,M*, obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos 20 células por condicién. La
comparacion estadistica de las medias se llevd a cabo a través de la prueba -Student para muestras
independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p < 0,05).

Por su parte, en la figura 4.12 se aprecia que, al igual que para EEAL, la inmunodeteccion
de Rab5 reveld vesiculas homogéneamente distribuidas en el citoplasma celular que
correspondieron a EE del tipo endosomas de sorting. Por su parte, LRP1 mostré su
distribucion caracteristica y un alto grado de colocalizacion con Rab5. En la figura 4.12 B
se observa que en condiciones de ausencia de ligando la proporcion de vesiculas que
contenian LRP1 y eran Rab5 positivas fue del 41 + 9%, mientras que luego del estimulo se

incremento significativamente (63 + 8%).
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Figura 4.12. Colocalizacion de LRP1 con Rab5 en células MIO-M1. Ensayo de endocitosis continua de
op,M*, seguido de IFI y analizado por MC. A) Distribucién subcelular de Rab5 (primera columna), de LRP1
(segunda columna) y de la colocalizacion de ambas proteinas (Merge), en ausencia y presencia de a,M*
(primera y segunda fila, respectivamente). También se observan ampliaciones (cuarta columna, zoom digital
4X) de las regiones celulares de mayor densidad de LRP1 provenientes de las imagenes Merge (recuadros), y
sus correspondientes imagenes binarias (quinta columna), en las que se muestran en color blanco los pixeles
que colocalizaron. Las imagenes son representativas de 15 imagenes por condicién, provenientes de tres
experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 20 um. B) Medias + DE de los coeficientes de
colocalizacion (proporcion de vesiculas que contenian LRP1 y eran Rab5 positivas) en ausencia y presencia
de a,M*, obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos 20 células por condicién. La
comparacion estadistica de las medias se llevd a cabo a través de la prueba -Student para muestras
independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p < 0,05).

Coeficiente de Colocalizacion
(LRP1 en Rab5)

Habiendo observado el incremento de colocalizacién de LRP1 con marcadores de EE luego
del estimulo con a,M*, resultd de interés caracterizar la progresion de dicha colocalizacion.

Para ello se llevaron a cabo ensayos de endocitosis continua de a,M* en células MIO-M1

durante diferentes tiempos (5, 10, 15, 30 y 60 min) seguidos de IFI para LRP1 y EEAL.

En la figura 4.13 es posible apreciar que las distribuciones de EEA1 y LRP1 no se
modificaron, mientras que la proporcién de EE que contenian LRP1 incrementd en forma

progresiva en funcion del tiempo de estimulo con a;M*.
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Figura 4.13. Colocalizacién de LRP1 con EEA1 en funcién del tiempo de estimulo con a,M*. Ensayo de
endocitosis continua de o,M* en células MIO-M1, seguido de IFlI y analizado por MC. Distribucion
subcelular de EEAL (primera fila), de LRP1 (segunda fila) y de la colocalizacion de ambas proteinas (tercera
fila) en funcién del tiempo de estimulo con a,M*. También se observan ampliaciones (cuarta fila, zoom
digital 4X) de las regiones celulares de mayor densidad de LRP1 provenientes de las imagenes Merge
(recuadros 1-10), y sus correspondientes imagenes binarias (quinta fila), en las que se muestran en color
blanco los pixeles que colocalizaron. Las imagenes son representativas de 15 imagenes por condicién,
provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 20 um.

Por su parte, la figura 4.14 muestra que en condiciones de ausencia de ligando la
proporciéon de vesiculas que contenian LRP1 y eran EEAL positivas fue del 44 + 10%,
mientras que a los 5, 10, 15, 30 y 60 min de estimulo fue del 46 + 9%, 52 + 10%, 63 +
12%, 76 £ 12% y 66 £ 12%, respectivamente. Del andlisis estadistico de las medias se
concluy6 que el maximo nivel de colocalizacion entre LRP1 y EEAL (correspondiente a los
30 min de estimulo) difirio significativamente de los niveles observados para las
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condiciones control, 5 y 10 min de estimulo y no fue estadisticamente diferente de los

niveles correspondientes a 15y 60 min de estimulo.
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Figura 4.14. Coeficientes de colocalizacion de LRP1 con EEAL en funcién del tiempo de estimulo con
a,M*. Medias + DE de los coeficientes de colocalizacién (proporcion de vesiculas que contenian LRP1 y
eran EEAl positivas) en funciéon del tiempo de estimulo con o,M*. Se obtuvieron a partir de las
cuantificaciones realizadas en al menos 20 células por condicion provenientes de tres experimentos
independientes (cuyas imagenes representativas se muestran en la figura 4.13). La letra C corresponde a
células sin estimulo de a,M*. La comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de un analisis
de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas (p
< 0,05).

A partir de estos resultados se concluyé que una proporcion de LRP1 de ~40% se
distribuy6 en EE en células MIO-M1 en ausencia de a,M*. Los estimulos con ligando
incrementaron la proporcién de LRP1 en vesiculas EEA1 positivas en funcion del tiempo

de estimulo, alcanzando los maximos niveles a los 30 min.
4.1.3.3 Distribucion de LRP1 en endosomas tardios

Teniendo en cuenta que o,M* se degradd a nivel de compartimentos del tipo lisosomas,
resultd de interés estudiar si LRP1, bajo condiciones de ausencia y presencia del ligando, se
localizé en compartimentos de tipo LE y endolisosomas. Para ello, células MIO-M1 fueron
sometidas a dos tratamientos que permitieron evaluar la presencia de LRP1 en estos
compartimentos endociticos. Para evaluar LE, las células se transfectaron transitoriamente
con un plasmido que codifica para la proteina Rab7 acoplada a GFP (Rab7-GFP) y para
estudiar endolisosomas, células MIO-M1 se incubaron con el marcador fluorescente de

compartimentos acidos, Lysotracker. Luego de ambos tratamientos, se llevaron a cabo
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ensayos de endocitosis continua de a,M* por 30 min seguidos de FD e IFI analizados por

MC.

En la figura 4.15 A se muestra que, en lo que respecta a la distribucion subcelular de Rab7-
GFP, se produjo una acumulacion de vesiculas en la regiéon perinuclear, algunas de las
cuales tienen forma de anillos. En relacién a LRP1, aunque present6 su distribucion tipica,
se observo un muy bajo numero de las vesiculas que lo contenian y que eran Rab7-GFP
positivas. En la figura 4.15 B se muestra que, en condiciones de ausencia de ligando, la
proporcion de vesiculas que contenian LRP1 y eran Rab7-GFP positivas fue del 7 + 2%,

valor que no se modificé significativamente luego del estimulo (7 + 2%).
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Figura 4.15. Colocalizacion de LRP1 con Rab7-GFP en células MIO-M1. Ensayo de endocitosis continua
de a,M*, seguido de FD e IFl y analizado por MC. A) Distribucion subcelular de Rab7-GFP (primera
columna), de LRP1 (segunda columna) y de la colocalizacion de ambas proteinas (Merge), en ausencia y
presencia de ap,M* (primera y segunda fila, respectivamente). También se observan ampliaciones (cuarta
columna, zoom digital 4X) de las regiones celulares de mayor densidad de LRP1 provenientes de las imagenes
Merge (recuadros), y sus correspondientes imagenes binarias (quinta columna), en las que se muestran en
color blanco los pixeles que colocalizaron. Las iméagenes son representativas de 15 imégenes por condicion,
provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 20 um. B) Medias + DE
de los coeficientes de colocalizacion (proporcién de vesiculas que contenian LRP1 y eran Rab7-GFP
positivas) en ausencia y presencia de a,M*, obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos
20 celulas por condicion. La comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de la prueba z-
Student para muestras independientes.

Por su parte, la figura 4.16 A muestra que Lysotracker exhibié un patron de distribucion
perinuclear, que en ninguna de las condiciones ensayadas coincidio con las vesiculas que
contenian LRP1. En la figura 4.16 B se muestra que en condiciones de ausencia de ligando
la proporcion de vesiculas que contenian LRP1 y eran Lysotracker positivas fue del 2 + 1%,

valor que no se modificé significativamente luego del estimulo (5 + 3%).
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Figura 4.16. Colocalizacion de LRP1 con Lysotracker en células MIO-M1. Ensayo de endocitosis
continua de a,,M* por 30 min, seguido de FD e IFI y analizado por MC. A) Distribucidn subcelular de LRP1
(primera columna), de Lysotracker (segunda columna) y de la colocalizacién de ambos (Merge), en ausencia
y presencia de a,M* (primera y segunda fila, respectivamente). También se observan ampliaciones (cuarta
columna, zoom digital 4X) de las regiones celulares de mayor densidad de LRP1 provenientes de las imagenes
Merge (recuadros), y sus correspondientes imagenes binarias (quinta columna), en las que se muestran en
color blanco los pixeles que colocalizaron. Las imégenes son representativas de 15 imagenes por condicién,
provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 20 um. B) Medias + DE
de los coeficientes de colocalizacion (proporcion de vesiculas que contenian LRP1 y eran Lysotracker
positivas) en ausencia y presencia de a,M*, obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos
20 celulas por condicion. La comparacion estadistica de las medias se llevd a cabo a través de la prueba z-
Student para muestras independientes.

A partir de estos resultados se concluy6 que una baja proporcion de LRP1 se localiz6 en
LE, situacion que no se modifico significativamente luego del estimulo con a,M*. Esto
permitié inferir que el aporte de la endocitosis mediada por a,M* al pool de LRP1 en LE,
no fue significativo. En este sentido, es importante mencionar que se conoce que el
compartimento de Golgi se encuentra en equilibrio con LE, manteniendo un flujo

bidireccional constante de moléculas cargo (Scott y col., 2014).
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Por otra parte, habiendo observado que a diferencia de LRP1, a,M* se degrad6 a nivel de
lisosomas previo paso por LE, se sugirio que la disociacion molecular del complejo

ligando/receptor tendria lugar en EE.
4.1.3.4 Reciclado endocitico de LRP1

Teniendo en cuenta las vias de reciclado endocitico conocidas para la mayoria de los
receptores transmembrana, se decidié estudiar la distribucion de LRP1 en estructuras
subcelulares directa o indirectamente asociadas a este mecanismo de transporte intracelular.
Para ello, se llevaron a cabo ensayos de endocitosis continua de a,M* por 30 min en células
MIO-M1, seguidos de FD e IFI de LRP1 y los marcadores de endosomas de sorting, CRE,
compartimento de Golgi y reticulo endoplasmatico (Rab4, Rabl1, giantina y calreticulina,

respectivamente).

Para evaluar el posible reciclado rapido del receptor, se procedidé al estudio de la
colocalizacion de LRP1 con Rab4. En la figura 4.17 A se observa que Rab4 present6 una
localizacion preferentemente perinuclear. Esta distribucién subcelular en células MIO-M1
fue coincidente con lo observado en otras lineas celulares y respondié principalmente a que
esta pequefia GTPasa no solo forma parte de endosomas de sorting sino también del
compartimento de Golgi (Maxfield y McGraw, 2004). En la figura 4.17 B se muestra que
en condiciones de ausencia de ligando la proporciéon de vesiculas que contenian LRP1 y
eran Rab4 positivas fue del 13 * 3%, mientras que luego del estimulo disminuyo
significativamente (6 + 3%). Estos resultados fueron indicativos de que en condiciones de
ausencia de ligando, una baja proporcién de LRP1 mantiene un reciclado basal mediado por

Rab4, el cual disminuye significativamente luego del estimulo con a,M*.
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Figura 4.17. Colocalizacion de LRP1 con Rab4 en células MIO-M1. Ensayo de endocitosis continua de
op,M*, seguido de IFI y analizado por MC. A) Distribucién subcelular de Rab4 (primera columna), de LRP1
(segunda columna) y de la colocalizacion de ambas proteinas (Merge), en ausencia y presencia de a,M*
(primera y segunda fila, respectivamente). También se observan ampliaciones (cuarta columna, zoom digital
4X) de las regiones celulares de mayor densidad de LRP1 provenientes de las imagenes Merge (recuadros) y
sus correspondientes imagenes binarias (quinta columna), en las que se muestran en color blanco los pixeles
que colocalizaron. Las imagenes son representativas de 15 imagenes por condicion, provenientes de tres
experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 20 um. B) Medias + DE de los coeficientes de
colocalizacion (proporcion de vesiculas que contenian LRP1 y eran Rab4 positivas) en ausencia y presencia
de a,M*, obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos 20 células por condicién. La
comparacion estadistica de las medias se llevd a cabo a través de la prueba -Student para muestras
independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p < 0,05).

Coeficiente de Colocalizacion

Para evaluar si la disminucion de la proporcién de LRP1 en compartimentos de la ruta de
reciclado endocitico répido fue consecuencia de que aM* promovié un reciclado
endocitico lento, se procedid al estudio de la colocalizacién de LRP1 con Rabl11. Para ello
se transfectaron transitoriamente células MIO-M1 con Rab11-RFP y luego se procedid a
realizar ensayos de endocitosis continua de a,M*. En la figura 4.18 A se observa que
Rab11-RFP se localiz6 preferentemente en vesiculas cercanas al nucleo conformando una
estructura puntual de alta densidad en una regidn yuxtanuclear, lo que caracteriza a este
tipo de vesiculas endociticas (Maxfield y McGraw, 2004). En la figura 4.18 B se muestra

que en condiciones de ausencia de ligando la proporcion de vesiculas que contenian LRP1
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y eran Rab11-RFP positivas fue del 17 + 4%, valor que no se modificd significativamente
luego del estimulo (22 = 6%). Estos resultados fueron indicativos de que en condiciones de
ausencia de ligando, LRP1 ademas del reciclado rapido mediado por Rab4 mantuvo un
reciclado endocitico lento mediado por Rab11, el cual no se modifico significativamente

luego del estimulo con a;M*.
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Imagenes binarias
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Figura 4.18. Colocalizacion de LRP1 con Rabl1-RFP en células MIO-M1. Ensayo de endocitosis
continua de a,,M*, seguido de FD e IFI y analizado por MC. A) Distribucion subcelular de LRP1 (primera
columna), de Rab11-RFP (segunda columna) y de la colocalizacién de ambas proteinas (Merge), en ausencia
y presencia de ap,M* (primera y segunda fila, respectivamente). También se observan ampliaciones (cuarta
columna, zoom digital 4X) de las regiones celulares de mayor densidad de LRP1 provenientes de las imagenes
Merge (recuadros) y sus correspondientes imagenes binarias (quinta columna), en las que se muestran en
color blanco los pixeles que colocalizaron. Las imagenes son representativas de 15 imagenes por condicién,
provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 20 um. B) Medias + DE
de los coeficientes de colocalizacion (proporcién de vesiculas que contenian LRP1 y eran Rabll-RFP
positivas) en ausencia y presencia de a,M*, obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos

20 ceélulas por condicion. La comparacidn estadistica de las medias se llevo a cabo a través de la prueba z-
Student para muestras independientes.

Coeficiente de Colocalizacion
(LRP1 en Rab11-RFP)

Con el proposito de evaluar la colocalizacion de LRP1 con el marcador del CRE Rab11, se

llevaron a cabo ensayos de endocitosis continua de a,M* durante diferentes tiempos (5, 10,
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15, 30 y 60 min) en células MIO-M1 transfectadas transientemente con una construccién

que codifica para la proteina Rab11-GFP, seguidos de FD e IFI y analizados por MC.

En la figura 4.19 es posible apreciar que las distribuciones de Rab11-GFP y LRP1 no se
modificaron en funcion del tiempo de estimulo con a;M*, lo mismo que se observé para la

proporcidn de vesiculas que contenian LRP1 y eran Rab11-GFP positivas.

Tiempo de estimulo con o,M*

Control 5 min 10 min 15 min 30 min 60 min

LRP1p Rab11-GFP

Merge

Ampliaciones

Imagenes binarias
(colocalizacién)

Figura 4.19. Colocalizacion de LRP1 con Rab11-GFP en funcién del tiempo de estimulo con a,M*.
Ensayo de endocitosis continua de a,M* en células MIO-M1, seguido de FD e IFI y analizado por MC. La
figura muestra la distribucién subcelular de Rabl1-GFP (primera fila), de LRP1 (segunda fila) y de la
colocalizacion de ambas proteinas (tercera fila) en funcién del tiempo de estimulo con a,M*. También se
observan ampliaciones (cuarta fila, zoom digital 4X) de las regiones celulares de mayor densidad de LRP1
provenientes de las imagenes Merge (recuadros 1-10) y sus correspondientes imagenes binarias (quinta fila),
en las que se muestran en color blanco los pixeles que colocalizaron. Las imagenes son representativas de 15
iméagenes por condicion, provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a
20 pm.
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Por su parte, la figura 4.20 muestra que en condiciones de ausencia de ligando la
proporcion de vesiculas que contenian LRP1 y eran Rab11-GFP positivas fue del 18 + 6%
y luego de los 5, 10, 15, 30 y 60 min de estimulo fue del 22 + 7%, 20 + 9%, 20 £ 8%, 18 +
7% y 18 + 10%, respectivamente. Del analisis estadistico de las medias se concluyo6 que los
niveles de colocalizacion entre LRP1 y Rab11-GFP no mostraron diferencias significativas

entre ellos.

1,0 4
0,8 -
0,6

0,4 -

024 T L T 1 T [

(LRP1 en Rab11-GFP)

Coeficiente de Colocalizacion

Tiempo de estimulo con
o, M* (min)

Figura 4.20. Coeficientes de colocalizacion de LRP1 con Rab11-GFP en funcion del tiempo de estimulo
con a,M*. Medias + DE de los coeficientes de colocalizacion (proporcién de vesiculas que contenian LRP1 y
eran Rabl1-GFP positivas) en funcion del tiempo de estimulo con a,M*. Se obtuvieron a partir de las
cuantificaciones realizadas en al menos 20 células por condicién provenientes de 3 experimentos
independientes (cuyas imagenes representativas se muestran en la figura 4.19). La letra C corresponde a
células sin estimulo con o,M*. La comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de un
analisis de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey.

Estos resultados sugirieron la posibilidad de que otras vias de reciclado (que no son

dependientes de Rab11) juegan un papel importante en el retorno de LRP1 a la MP.

Paso siguiente, se decidio evaluar si LRP1 se encontraba en el compartimento de Golgi.
Para ello se procedio al estudio de su colocalizacion con giantina, marcador especifico de
medial-cis Golgi. En la figura 4.21 A es posible apreciar que la marca de giantina describio
la morfologia estructural del compartimento de Golgi, con conexiones tubulares y cisternas
perinucleares. En la figura 4.21 B se observa que en condiciones de ausencia de ligando la

proporcion de vesiculas que contenian LRP1 y eran giantina positivas fue del 7 £ 3%, valor
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que incremento significativamente luego del estimulo (18 + 4%). Estos resultados fueron
indicativos de que en condiciones de estimulo con a;M* un importante numero de
moléculas de LRP1 se ubicaron en la region medial-cis del compartimento de Golgi, lo que
podria estar relacionado con un incremento en la biosintesis del receptor y/o el transporte

retrogrado.

A

Imagenes binarias
(colocalizacion)

Giantina LRP1p Merge Ampliaciones

Control

%
a,M

[ Control
081 - oo™

Coeficiente de Colocalizacion
(LRP1 en giantina)

Figura 4.21. Colocalizacion de LRP1 con giantina en células MIO-M1. Ensayo de endocitosis continua de
op,M*, seguido de IFI y analizado por MC. A) Distribucion subcelular de giantina (primera columna), de
LRP1 (segunda columna) y de la colocalizacién de ambas proteinas (Merge), en ausencia y presencia de
aM* (primera y segunda fila, respectivamente). También se observan ampliaciones (cuarta columna, zoom
digital 4X) de las regiones celulares de mayor densidad de LRP1 provenientes de las imagenes Merge
(recuadros) y sus correspondientes imagenes binarias (quinta columna), en las que se muestran en color
blanco los pixeles que colocalizaron. Las imagenes son representativas de 15 imagenes por condicion,
provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 20 um. B) Medias + DE
de los coeficientes de colocalizacion (proporcién de vesiculas que contenian LRP1 y eran giantina positivas)
en ausencia y presencia de a,M*, obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos 20 células
por condicion. La comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de la prueba z-Student para
muestras independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p < 0,05).

Finalmente, se decidié evaluar la colocalizacion de LRP1 con el marcador de reticulo
endoplasmatico, calreticulina. La figura 4.22 A muestra que la distribucion subcelular de

calreticulina describié un patrén reticular en forma de red que se extendidé por todo el
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citoplasma celular y que no evidencié coincidencia estructural alguna con la distribucién
perinuclear caracteristica del LRP1. En la figura 4.22 B se muestra que en condiciones de
ausencia de ligando la proporcion de vesiculas que contenian LRP1 y eran calreticulina

positivas fue del 5 = 2% y no evidenci6 cambios significativos luego del estimulo (3 + 1%).
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Figura 4.22. Colocalizacion de LRP1 con calreticulina en células MIO-M1. Ensayo de endocitosis
continua de a,,M*, seguido de IFI y analizado por MC. A) Distribucién subcelular de calreticulina (primera
columna), de LRP1 (segunda columna) y de la colocalizacion de ambas proteinas (Merge), en ausencia y
presencia de ap,M* (primera y segunda fila, respectivamente). También se observan ampliaciones (cuarta
columna, zoom digital 4X) de las regiones celulares de mayor densidad de LRP1 provenientes de las imagenes
Merge (recuadros) y sus correspondientes imagenes binarias (quinta columna), en las que se muestran en
color blanco los pixeles que colocalizaron. Las imagenes son representativas de 15 imagenes por condicién,
provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 20 pm. B) Medias + DE
de los coeficientes de colocalizacion (proporcion de vesiculas que contenian LRP1 y eran calreticulina
positivas) en ausencia y presencia de a,M*, obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos
20 células por condicion. La comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de la prueba -
Student para muestras independientes.

4.1.3.5 Conclusiones preliminares

Los experimentos detallados en la seccion 4.1.3 permitieron caracterizar la distribucién
subcelular de LRP1 en células MIO-M1. En ausencia de a,M*, se observé que el receptor

se ubicd principalmente en membranas ricas en clatrina, las cuales podrian ser parte de
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vesiculas de reciente formacion o del compartimento de Golgi. Por su parte, la mayor
densidad de LRP1 se distribuy6 en vesiculas endociticas del tipo endosomas de sorting
(EEAL, Rab5 y Rab4 positivas). Una proporcion menor del receptor se localizo en
vesiculas del CRE, el compartimento de Golgi y los LE, mientras que no se observd LRP1

en membranas ricas en caveolina, lisosomas y el reticulo endoplasmatico.

En células MIO-M1 estimuladas con a,M* se produjeron cambios significativos en los
niveles del receptor en endosomas de sorting y en el compartimento de Golgi (aumento
significativo de la colocalizacién de LRP1 con EEAL, Rab5 y giantina; y disminucién
significativa de la colocalizacion del receptor con Rab4). El resto de los marcadores

evaluados no evidenciaron cambios significativos luego del estimulo con el ligando.

A partir de estos resultados se concluyé que LRP1, en células MIO-M1, se distribuyo
principalmente en compartimentos subcelulares del tipo EE y presentd diferentes vias
posibles de reciclado y/o exocitosis, entre ellas, la via de reciclado répido a través de
vesiculas Rab4 positivas (en ausencia de ligando), la via de reciclado lento a través del
CRE Rabl1 positivo (en ausencia y presencia de ligando) y la via biosintética/secretoria,
que involucraria el compartimento de Golgi. Ademas, se demostrd que, si bien LRP1 no
ocupa compartimentos acidos del tipo endolisosomas, una proporcién de este receptor
permanece en LE. Esto, asociado al hallazgo de que algunas moléculas de a,M* se ubican
en CMV, podria ser indicativo de la existencia de una relacion de la interaccion

a;M*/LRP1 con la via autofagica.
4.1.4 Nivel de LRP1 en la membrana plasmatica de células MIO-M1

Como se menciond en la Introduccion del presente trabajo de tesis, la mayor proporcion de
LRP1 en la mayoria de los sistemas celulares estudiados, se encuentra a nivel intracelular,
mientras que ~30% del total se distribuye a nivel de la MP (Moestrup y col., 1990). Sin
embargo, existen evidencias de que determinados factores extracelulares, como por ejemplo
estimulos con insulina, provocan un incremento de los niveles de LRP1 en la MP de
adipocitos y hepatocitos (Corvera y col., 1989; Descamps y col., 1993; Ko y col., 2001;
Laatsch y col., 2009).

Habiendo corroborado que, luego del estimulo con a;M*, LRP1 modificé su localizacion

subcelular, principalmente a nivel de endosomas de sorting y el compartimento de Golgi, se

87



procedid a investigar si a,M* también indujo cambios en el nivel de LRP1 en la MP. Para
ello, se llevaron a cabo ensayos de microscopia de TIRF, citometria de flujo (CF) y
biotinilacion de proteinas de MP seguidas de la inmunoprecipitacion (IP) de LRP1
analizada por Western blot. En todos los casos se determinaron los niveles de LRP1 en la
superficie de células MIO-M1, en ausencia y presencia de a,M*. Al mismo tiempo, se
buscé evaluar si pooles intracelulares del receptor incrementaron su movilidad en funcion
de la interaccion o,M*/LRP1. Con este propdésito se emplearon técnicas de microscopia de
FRAP utilizando un vector de expresion que reproduce una porcion de la molécula de
LRP1, denominada mLRP4, que codifica para la cadena  completa y el dominio IV de
union a ligandos de la subunidad a del LRP1; este mini-receptor se encuentra fusionado a
GFP (MLRP4-GFP) y no es capaz de unir a;M*.

4.1.4.1 Transporte intracelular de LRP1 desde compartimentos subcelulares a la

membrana plasmatica

Con el proposito de evaluar si el estimulo con a,M* promueve el reciclado endocitico de
LRP1 y un aumento de su nivel en la MP, células MIO-M1 fueron sometidas a ensayos de
estimulacion con a;M*, RAP y con ambas proteinas juntas durante 30 min, luego fueron
fijadas y procesadas para IFI y microscopia de TIRF tal como se detalla en Materiales y
métodos. La figura 4.23 muestra las imagenes adquiridas mediante microscopia de
epiflurescencia (Epi) y microscopia de TIRF. En las imagenes del plano Epi (~200 pm) se
puede apreciar la distribucion de LRP1 para el total del volumen celular, la cual se mantuvo
inalterada en todas las condiciones ensayadas. En las imagenes del plano TIRF (~200 nm)
se observa la distribucion de LRP1 a nivel de la MP, que a diferencia de lo observado en el
plano Epi, se modificd en funcion de las condiciones ensayadas. Las células que fueron
estimuladas con a,M*, presentaron zonas de alta densidad de receptor (picos de los
histogramas), claramente diferenciadas de aquellas zonas sin receptor o de baja densidad.
Estas acumulaciones también se observaron en condiciones control y en las co-
incubaciones con RAP y a,M*, aunque fueron menores en nimero, superficie e intensidad

de fluorescencia.
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Figura 4.23. Ensayo de microscopia TIRF: Expresién de LRP1 en la MP de células MIO-M1. Ensayo de
estimulacion con a,M*, GST-RAP y con ambos ligandos juntos, seguido de IFI para LRP1 y analizado por
microscopia de epifluorescencia y TIRF. En el panel superior se muestran imagenes representativas de la
distribucién subcelular de LRP1 obtenidas por microscopia de epifluorescencia (primera fila) y TIRF
(segunda fila), para cada una de las condiciones ensayadas (de izquierda a derecha: control, a,M*, GST-RAP,
GST-RAP + a,M*). La barra de escala corresponde a 20 um. En el panel inferior se muestran los histogramas
para cada condicidn de los valores de intensidad de fluorescencia media (IFM) de los pixeles en funcién de la
distancia en um (en direccion XY) de LRP1, provenientes de las imagenes del plano TIRF. Los picos de los
histogramas coinciden con las regiones de mayor intensidad de fluorescencia de las imagenes mostradas.

En la figura 4.24 se observa que el estimulo con a,M* produjo un incremento significativo
de la intensidad de fluorescencia media (IFM) de LRP1, indicativo de un aumento en la
expresion del receptor a nivel de la MP. Por su parte, la pre-incubacion con GST-RAP
(GST-RAP + 02M*) produjo la disminucion del efecto producido por a,M*, no obstante los
valores de IFM de LRP1 fueron significativamente mayores a los de las condiciones control
y estimulo con GST-RAP.

89



50 -

l:l Control
1 e

B GsTrAP

Ho

30

B GsTRAP + o M
20

IFM por condicion

10

Figura 4.24. Ensayo de microscopia TIRF: comparacién de los niveles de LRP en MP de células MIO-
M1 bajo diferentes condiciones de estimulacion. Valores de IFM + DE de LRP1 (en el plano TIRF),
obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos 19 células por condicién provenientes de dos
experimentos independientes (cuyas imagenes representativas se muestran en la figura 4.23). La comparacion
estadistica de las medias se llevé a cabo a través de un andlisis de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba
de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

Estos resultados permitieron inferir que luego del estimulo con o,M* se produjo un
incremento del nivel de LRP1 en la MP, lo cual result6 de la interaccion de este ligando con

su receptor, ya que el bloqueo con GST-RAP, atenud el efecto significativamente.

A fin de corroborar los resultados obtenidos, se procediéo a la utilizacion de CF,
metodologia que permitié evaluar el evento en mas de 30 000 células por condicion. Para
ello, se realizaron ensayos de estimulacion con a,M™* por diferentes tiempos (5, 10, 15,30y
60 min), seguidos de la inmunodeteccion de LRP1 y analizados por CF. En la figura 4.25 se
puede apreciar que estimulos con a;M* de hasta 30 min indujeron una disminucion de los
niveles de IFM de LRP1 en la superficie de las células MIO-ML1. Por el contrario, estimulos
de 60 min produjeron un incremento significativo de los valores de IFM, lo que permitio
inferir que un mayor nimero de moléculas del receptor se encontraban en la superficie
celular. Estos resultados muestran la misma tendencia que los obtenidos por microscopia de
TIRF, aunque a diferentes tiempos de estimulacion con a,M* (30 min vs 60 min en TIRF
vs CF, respectivamente). Esto podria estar asociado al principio metodologico utilizado por
cada una de las técnicas para la deteccién de la IFM de LRP1 asi como también el nimero

de células analizadas en cada caso.
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Figura 4.25. Ensayo de citometria de flujo para determinar niveles de LRP1 en la MP de células MI10-
M1. Ensayo de estimulacién con a,M*, seguido de la inmunodeteccion de LRP1 en la MP (marcacion a 4 °C)
y analizado por CF. El anticuerpo anti-LRP1o utilizado se encuentra conjugado con ficoeritrina o PE (del
inglés phycoerythrin). La figura muestra la IFM + DE de anti-LRPlo-PE en funcion del tiempo de
estimulacion. Estos valores de IFM son una medida, en unidades arbitrarias (u.a.), del nivel de expresion de
LRP1 en la MP, obtenidos a partir de determinaciones realizadas en al menos 30 000 células por condicion,
provenientes de 3 experimentos independientes. La comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a
través de un andlisis de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey. Letras distintas indican
diferencias significativas (p < 0,05). La letra C corresponde a la condicion de no estimulo con a,M*.

Finalmente, con el objetivo de corroborar lo observado por microscopia de TIRF y por CF,
se llevd a cabo un ensayo de biotinilacion de proteinas de la MP, seguido de IP de LRP1y
analizada por Western blot, en células MIO-M1 no estimuladas (control) y estimuladas con
a;M*. En la figura 4.26 se observa que los niveles de LRP1 en la superficie de células
MIO-M1 estimuladas con a;M* durante 30 min, se incrementaron respecto a la condicion
control. Esto se evidencio a partir de la deteccion de las bandas correspondientes a las dos
subunidades de LRP1, la de 515 kDa (subunidad o) y la de 85 kDa (subunidad ). Como
control se muestra el Western blot para la inmunodeteccion de LRPIB en los extractos

proteicos utilizados en el ensayo de IP.
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Figura 4.26. Ensayo de biotinilacion de proteinas de superficie e IP para determinar los niveles de
expresion de LRP1 en la MP de células MIO-M1. A) Deteccion quimioluminiscente de estreptavidina
peroxidasa (HRP) que se une a ambas subunidades de LRP1 biotiniladas e inmunoprecipitadas (IP),
provenientes de extractos proteicos luego de un ensayo de estimulacion con a,M*. Calle 1, control negativo
(CN) de IP (eluato de extracto proteico de células no estimuladas y biotiniladas, sometido a IP con un
anticuerpo no especifico); calle 2, control de estimulo (eluato de extracto proteico de células no estimuladas
con a,M* y biotiniladas, sometido a IP con el anticuerpo anti-LRP1a); calle 3, estimulo (eluato de extracto
proteico de células estimuladas con a,M* y biotiniladas, sometido a IP con el anticuerpo anti-LRP1a). B)
Imagen radiografica de un experimento de Western blot (WB) para la inmunodeteccion de LRP1f en los
mismos extractos proteicos utilizados en A (10% de la cantidad de proteinas totales utilizadas para la IP). Para
mas detalles ver Materiales y métodos.

4.1.4.2 Movilidad de LRP1 en ausencia y presencia de a,M*

Luego de corroborar que aM* indujo el incremento del nivel LRP1 en la MP de células
MIO-M1, se procedié a investigar si esto conllevaba un aumento en la movilidad
intracelular del receptor. Para ello, se llevo a cabo un ensayo de endocitosis continua de
a;M* durante 30 min en células MIO-M1 transfectadas transientemente con la construccion
mMLRP4-GFP, seguido de microscopia de FRAP. En la figura 4.27 puede apreciarse que
luego del estimulo con a;M* la fraccion movil de mLRP4-GFP se incrementd de un 35%
(condicion control, en A) a un 48% (condicidn con estimulo, en B). También se observa
que la recuperacion de la fluorescencia fue mayor en presencia de o,M*, aumentando de un
45% (condicion control) a un 52% (condicion con estimulo), mientras que el tiempo medio
para alcanzar el 50% de la recuperacién fue de 144,5 s en la condicion control y de 135,2 s

en la condicion de estimulo. Estos datos son indicativos de que bajo estimulo con a;M*, no
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solo se incrementd la fraccion movil del receptor, sino que ademas la velocidad de

movimiento de las moléculas de mLRP4-GFP fue mayor.
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Figura 4.27. Ensayo de microscopia de FRAP: movilidad de mLRP4-GFP en células MIO-M1
estimuladas con a,M*. Ensayo de estimulacion con a,M* de células MIO-M1 transfectadas transientemente
con la construccion mLRP4-GFP, seguido de microscopia FRAP. La figura muestra imagenes de células
MIO-M1 transfectadas transientemente con mLRP4-GFP, no estimuladas (A) y estimuladas con a,M* (B),
antes del foto-blanqueo de la region celular de interés (ROI) y luego del foto-blanqueo de dicha ROI
(iméagenes a tiempo 0 s y a tiempo final 266,6 s). En el extremo inferior derecho de cada imagen se muestra la
correspondiente ampliacion de la ROI (zoom digital 4X). La barra de escala corresponde a 10 pm. Los
graficos de puntos muestran la intensidad relativa de mLRP4-GFP en funcion del tiempo de recuperacion de
la fluorescencia luego del foto-blanqueo (s) para cada condicién ensayada. Del andlisis estadistico de los
datos se calcularon: Tiempo medio (tiempo medio en alcanzar el 50% del Plateau), Plateau (maximo nivel de
recuperacion de fluorescencia), Span (fraccion movil) y 1 — Span (fracciéon inmovil).

Estos hallazgos resultan interesantes si se tiene en cuenta que a,M* solo se une a los
dominios | y 1l del LRP1, condicién que le impide interaccionar con el mLRP4-GFP. Una
posibilidad es que 0;M* induzca la movilizacién de pooles de almacenamiento del receptor.
Si bien esto ha sido demostrado para LRP1 en adipocitos y hepatocitos luego del estimulo
con insulina, en esos sistemas celulares se ha comprobado la existencia de vesiculas
respondedoras a insulina (IRV), que contienen LRP1 como una de sus proteinas
constitutivas mayoritarias. En este sentido, aun se desconoce si células MIO-M1 poseen

este tipo de vesiculas o de naturaleza similar.
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4.1.4.3 Incremento del nivel de LRP1 en la membrana plasmatica: aportes del

reciclado endocitico lento y de la via biosintética

Habiendo corroborado que los niveles de LRP1 en la MP y en el compartimento de Golgi
de células MIO-M1 se incrementaron a partir del estimulo con a;M*, se decidié evaluar
cual es el aporte del reciclado endocitico lento y de la via biosintética en este proceso.

Si bien es posible que LRP1 recicle a la MP por méas de una ruta, la mas comun para los
receptores de membrana de este tipo es la que involucra el CRE y esta mediada por Rab11.
Por este motivo, y habiendo observado que LRP1 se ubicé en vesiculas Rab11 positivas en
ausencia y presencia de ap;M*, se decidio realizar un ensayo de estimulacion con el ligando
durante 30 min en células MIO-M1, no transfectadas (control) y transfectadas con un
plasmido que codifica para una dominante negativa de Rabll fusionada a GFP
(Rab11S25N-GFP). Luego se realiz6 la biotinilacion de proteinas de MP y una IP para el
LRP1 analizada por Western blot. En la figura 4.28 se observa que tanto en las células
control como en las transfectadas, el estimulo con a,M* indujo un incremento del nivel de
LRP1 en la MP, tal como se mostrd en la figura 4.26, lo que sugiere que este proceso no

seria consecuencia de un reciclado del receptor mediado por Rab11.

Input IP: anti-LRP1a
0,1% Control Rab11S25N-GFP
Biotina + + + + + +
A o, M* . + = + . +

2

1 2 3 4

Figura 4.28. Ensayo de biotinilacion de proteinas de superficie e IP para determinar los niveles de
expresion de LRP1 en la MP. A) Imagen radiogréfica de la deteccidon quimioluminiscente de estreptavidina
peroxidasa (HRP) que se une a la subunidad  de LRP1 biotinilada e inmunoprecipitada (IP), proveniente de
extractos proteicos de células MIO-M1 no transfectadas (control) y transfectadas transientemente con
Rab11S25N-GFP, luego de un ensayo de endocitosis continua de a,M*. Todas las calles corresponden a
eluatos de extractos proteicos de células cuyas proteinas de MP fueron biotiniladas y sometidas a IP con el
anticuerpo anti-LRP1a. Calles 1 y 3, controles de estimulo de células no transfectadas y transfectadas con
Rab11S25N-GFP, respectivamente; calles 2 y 4, células no transfectadas y transfectadas con Rab11S25N-
GFP, respectivamente, estimuladas con a,M*. B) Imagen radiografica de un experimento de Western blot
(WB) para la inmunodeteccion de LRP1fB en los mismos extractos proteicos utilizados en A (10% de la
cantidad de proteinas totales utilizadas para la IP). Para mas detalles ver Materiales y métodos.
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Paso siguiente, se evalud si el incremento de LRP1 en la MP por efecto de a,M* es
producto de la induccion de la biosintésis y secrecion de este receptor. Para ello, se analizé
la expresion génica de Irpl a través de un ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa reversa o RT-PCR (del inglés reverse transcription polymerase chain
reaction) en células MIO-M1 estimuladas con a,M*. La figura 4.29 muestra que los niveles
de ARN mensajero (ARNm) de LRP1 no se modificaron luego del estimulo con a;M*. Esto
indicd que el ligando no indujo la expresion génica de Irpl al menos a los tiempos
evaluados, sin embargo no se descarta que a;M* sea capaz de promover la traduccion de

pooles pre-existentes de ARNm de LRP1.

Tiempo de estimulo con o,M*
(min)

C 5 10 15 30 60

LRP1

GADPH

Figura 4.29. Ensayo de RT-PCR para LRP1 en células MIO-M1 estimuladas con a,M*. La figura
muestra bandas correspondientes a transcriptos de LRP1 provenientes de extractos de células MIO-M1 luego
de un ensayo de estimulacion con a;M* durante diferentes periodos de tiempo. Se utiliz6 SYBR green para la
deteccion por fluorescencia de los productos de RT-PCR. Como controles de carga se utilizaron los productos
de RT-PCR de transcriptos de GADPH. La primera calle corresponde al control de estimulo, C (extractos de
células MIO-M1 que no fueron estimuladas con a;M*). Las calles de la segunda a la sexta corresponden a los
extractos de células MIO-M1 que fueron estimuladas con a,M* durante 5, 10, 15, 30 y 60 min,
respectivamente.

Del mismo modo, también se llevo a cabo un ensayo de estimulacion con a,M* analizado
por Western blot para evaluar el nivel proteico de LRP1p. La figura 4.30 muestra que el
estimulo con aM* no indujo incrementos en la expresién de LRP1 a ninguno de los

tiempos ensayados.

95



Tiempo de estimulo
con o,M* (min)
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55 kDa - | S | anti-calreticulina

Figura 4.30. Ensayo de Western blot para LRP1 en células MIO-M1 estimuladas con a,M*. Imagen
radiografica de un experimento de Western blot (WB) para la inmunodetecciéon de LRPIP en extractos
proteicos de células MIO-M1 luego de un ensayo de estimulacion con a,M* por diferentes periodos de
tiempo. Se utiliz6 como control de carga proteica la inmunodeteccién de la proteina calreticulina. Letra C,
corresponde al control de estimulo (extracto proteico de células MIO-M1 que no fueron estimuladas con
a;M*); las calles de la segunda a la sexta corresponden a extractos proteicos de células MIO-M1 estimuladas
con a;M* durante 5, 10, 15, 30 y 60 min, respectivamente.

A partir de estos resultados se concluyé que a,M* indujo el incremento de LRP1 en la MP
de células MIO-M1 por un mecanismo que no involucré el reciclado endocitico lento (via

Rab11) ni la biosintesis del receptor.
4.1.4.4 Conclusiones preliminares

Mediante la utilizacion de tres técnicas experimentales diferentes se demostrd que a;M*
indujo el incremento de los niveles de LRP1 en la MP de células MIO-ML1. Si bien existen
evidencias de que insulina produce el mismo efecto en adipocitos y hepatocitos, a
diferencia de lo observado para a;M*, el mecanismo por el cual tiene lugar dicho proceso

no involucra la interaccion directa de esta hormona con LRP1.

Por otra parte, se demostrd que la fraccion de moléculas moéviles de LRP1 y su velocidad
de movimiento se incrementaron a partir de la interacciéon con a,M*. Dado que estos
resultados se obtuvieron a partir del seguimiento (mediante microscopia de FRAP) de una
proteina fluorescente que no es capaz de unir a,M*, pero que contiene todos los motivos de
LRP1 que se conoce estan involucrados en el transporte de este receptor, se sugiere que el
incremento en la MP involucraria la movilizacion de pooles de almacenamiento
intracelulares, similares a las IRV, y que el reciclado endocitico lento (via Rabl1l) y la

biosintesis del receptor no estarian involucrados en dicho proceso.
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4.2 Migracion celular inducida por la interaccion a,M*/LRP1

En trabajos previos de nuestro grupo de investigacion se demostré que las células MIO-M1,
a partir del estimulo con a,M*, incrementan su capacidad migratoria sobre matrices
proteicas (colageno tipo | y laminina) sin modificar significativamente su tasa de
proliferacion celular (Barcelona, 2010). Ademas se evidencio en este sistema celular que
apM* indujo la activacion extracelular de proMMP-2, el incremento de la expresion de
MT1-MMP, asi como también la relocalizacion de ambas MMP en las protrusiones
celulares (Barcelona, 2010). Al mismo tiempo, mediante ensayos de co-
inmunoprecipitacion se demostré una asociacion molecular entre MT1-MMP y LRP1, lo
que estaria relacionado con la activacion de proMMP-2 y el incremento de la migracion
celular mediada por a,M* (Barcelona, 2010). Si bien esta interaccion MT1-MMP/LRP1 ha
sido demostrada bioquimicamente, ain no ha sido totalmente caracterizada, por lo que se
desconoce en qué region de la célula tiene lugar y cuales son sus implicancias. En este
punto es importante mencionar que existe evidencia de que la endocitosis y el transporte
intracelular de LRP1 jugarian un rol clave en la regulacion de la actividad de otros
receptores de transmembrana, tales como PDGFRp y uPAR, los cuales ejercen importantes
funciones en el control de la migracion de células normales y tumorales (Boucher y col.,
2003; Gonias y col., 2011).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y habiendo demostrado durante el desarrollo del
presente trabajo de tesis que, en células MIO-M1, a,M* indujo la redistribucién subcelular
de LRP1 (al igual que lo observado para MT1-MMP) y el incremento de su nivel en la MP,
resulté de interés investigar la participacion de la interaccion LRP1/MT1-MMP en la

migracion celular inducida por a,M*.

4.2.1 Participacion de LRP1 y MT1-MMP en la activacion de proMMP-2 y en la

migracion celular inducida por a,M*
4.2.1.1 Participacion de LRP1 en la migracion celular inducida por a;M*

Con el propdsito de evaluar si la migracion celular inducida por a;M* es mediada por la
interaccion con su receptor, se llevo a cabo el silenciamiento (S) del ARNm de LRP1 en

células M10O-M1 mediante el uso dos estrategias experimentales: una basada en sShRNA (del
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inglés small harpin RNA) y otra en siRNA (del inglés small interfering RNA). La figura
4.31 muestra los resultados de un ensayo de Western blot para LRP1B, donde es posible
apreciar que ambas técnicas produjeron disminuciones significativas de los niveles

proteicos de LRP1 (~70% y ~80% para ShRNA y siRNA, respectivamente).

A
S

shRNA- siRNA-
C LRP1 LRP1

85kDa - | B & | WB: anti-LRP1p

42 kDa - |y S s | WB: anti-pactina

Intensidad Relativa

Figura 4.31. Ensayo de Western blot para la evaluacion del nivel de expresién de LRP1 en células MI1O-
M1. A) Imagen radiogréafica representativa de los analisis de Western blot (WB) de tres experimentos
independientes para la inmunodeteccion de la subunidad B del LRP1 en células MIO-M1 no transfectadas (1)
y transfectadas con shRNA-LRP1 (2) o siRNA-LRP1 (3). Se utiliz6 como control de carga proteica la
inmunodeteccion de la proteina PBactina. B) Medias + SEM de las intensidades relativas (respecto a Bactina) de
las bandas correspondientes a LRP1f, para las tres condiciones experimentales evaluadas (determinadas por
densitometria). La comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de un analisis de la varianza
(ANOVA) seguido de la prueba de Tukey. El asterisco (*) indica diferencias significativas respecto al control
(p < 0,05).

Luego, se realizé un ensayo de migracion bidimensional en la herida (del inglés two-
dimensional wound-scratch assay) donde las células MIO-M1, no transfectadas (Control) y
transfectadas con shRNA-LRP1 o siRNA-LRP1, se cultivaron en placas recubiertas con
colageno tipo I en ausencia y presencia de a,M*. La figura 4.32 muestra que el
silenciamiento de LRP1, en células MIO-M1, disminuyé significativamente la migracién
celular inducida por a,M*. Por el contrario, el silenciamiento del LRP1 no afectd la

migracion celular inducida por FGF-2 (Romo y col., 2011). Estos resultados estan
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relacionados con los obtenidos para ensayos de migracion en ausencia y presencia de a,M*
luego de la preincubacion con GST-RAP. Se observd que al bloquear la interaccion
a;M*/LRP1 se produjo una disminucion significativa de la migracion de células MIO-M1
(Barcelona, 2010). En conjunto estos resultados permitieron concluir que la migracion de
células MIO-M1 promovida por a,M* fue mediada por LRP1.

100 - ddy
— Control
== shRNA-LRP1
80 A mm SiRNA-LRP1 S
©
é—’ 60 -
(/]
3 b
= 40 4 b b
o b b
(&}
20 -
4 a g a 5 a a a a
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Control o, M* FGF-2

Figura 4.32. Ensayo de migracion bidimensional en la herida de células MI1O-ML1 silenciadas para
LRP1. Medias = SEM del nimero de células que invaden la zona de la herida (células/area) para células no
transfectadas (control de transfeccion) y transfectadas con shRNA-LRP1 o siRNA-LRP1; no estimuladas
(control de estimulacion) y estimuladas con a,M* durante 12 h. Se utilizé el FGF-2 como control positivo de
migracion celular. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. La comparacion
estadistica de las medias se llevo a cabo a través de un analisis de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba
de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

4.2.1.2 Participacion de LRP1y MT1-MMP en la activacion de proMMP-2

Las células gliales de Miiller de la retina pueden regular la expresion y la actividad de
MMP-2 y MMP-9, las cuales estarian implicadas en la migracion celular y la remodelacién
de la MEC (Limb y col., 2002a). En trabajos previos de nuestro grupo de investigacion, se
observo que los sobrenadantes de cultivos de células MIO-M1 estimuladas con a;M*, en
comparacion con los sobrenadantes controles, mostraron mayores niveles de la forma activa
de MMP-2. En este sentido, también se evidencio que los niveles de transcripto y proteina
de MT1-MMP y TIMP-2 se incrementaron luego del estimulo con a,M* (Barcelona, 2010).
Con el objeto de determinar si LRP1 media la activacion de proMMP-2 inducida por a;M*,
se realiz6 un ensayo de zimografia (gel de poliacrilamida co-polimerizado con gelatina) de

sobrenadantes de cultivo de células MIO-M1, control y silenciadas para LRP1, en ausencia
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y presencia de a,M*. En la figura 4.33 se muestra que el silenciamiento de LRP1 bloque6
la activacion de proMMP-2 inducida por o,M* en células MIO-M1 transfectadas con
shRNA-LRP1 o siRNA-LRP1.

o, NI - + - + - +
68 kDa - Forma latente
Forma activa
Control shRNA-LRP1 siRNA-LRP1

Figura 4.33. Ensayo de zimografia de sobrenadantes de células M1O-M1 silenciadas para LRP1. Las
calles corresponden a sobrenadantes de células MIO-M1 no transfectadas (control) y transfectadas con
SshRNA-LRP1 o siRNA-LRP1; no estimuladas (-) y estimuladas (+) con a,M* durante 60 min. La imagen que
se muestra es representativa de 3 experimentos independientes.

En el mismo sentido, y teniendo en cuenta que la activacion de proMMP-2 en células MIO-
M1 estimuladas con a;M* se produce principalmente a nivel extracelular (Barcelona,
2010), se decidio6 evaluar si dicha activacion requiere de MT1-MMP, la cual se conoce que,
bajo otras condiciones experimentales, media dicho proceso a través de la formacion de un

complejo trimolecular con proMMP-2 y TIMP-2 en la MP (Seiki y col., 2003).

En primer lugar, se llevo a cabo un ensayo de silenciamiento del ARNm de MT1-MMP en
células MIO-M1 mediante la transfeccion transiente con un siRNA especifico. La figura
4.34 muestra los resultados de un ensayo de Western blot para MT1-MMP, donde es
posible apreciar que el silenciamiento produjo una disminucién significativa del nivel
proteico de MT1-MMP (~70%).
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Figura 4.34. Ensayo de Western blot para la evaluacion del nivel de expresion de MT1-MMP en células
MIO-M1. A) Imagen radiogréfica representativa de los analisis de Western blot (WB) de 3 experimentos
independientes para la inmunodeteccion de MT1-MMP en células MIO-M1 no transfectadas (1) y
transfectadas con un siRNA-Random (2) o un siRNA-MT1-MMP (3). Se utiliz6 como control de carga
proteica la inmunodeteccion de la proteina Pactina. B) Medias + SEM de las intensidades relativas (respecto a
Bactina) de las bandas correspondientes a MT1-MMP, para las 3 condiciones experimentales evaluadas. La
comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de un analisis de la varianza (ANOVA) seguido
de la prueba de Tukey. El asterisco (*) indica diferencias significativas respecto al control (p < 0,05).

En segundo lugar se realizd un ensayo de zimografia de los sobrenadantes de cultivo de

células MIO-M1 transfectadas con siRNA-Random o siRNA-MT1-MMP, en ausencia y

presencia de a,M* durante 60 min. En la figura 4.35 se muestra que el silenciamiento de

MT1-MMP en células MIO-M1 bloque0 la activacion de proMMP-2 inducida por a,M*.
a,M* - + - +

68 kDa - e | .~ Forma latente
Forma activa

siRNA-Random siRNA-MT1-MMP

Figura 4.35. Ensayo de zimografia de sobrenadantes de células MI1O-M1 silenciadas para MT1-MMP.
Las calles corresponden a los sobrenadantes de células MIO-M1 transfectadas con siRNA-Random o siRNA-
MT1-MMP; no estimuladas (-) y estimuladas (+) con a,M*. La imagen que se muestra es representativa de
tres experimentos independientes.

Estos resultados sugieren que la activacion de proMMP-2 inducida por aoM* requeriria de
LRP1y MT1-MMP.
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4.2.1.3 Participacion de MT1-MMP en la migracion celular inducida por a,M*

En base a estos ultimos resultados, se decidié evaluar si la migracion celular inducida por
a;M* requiere de MT1-MMP. Para ello, se realizdé un ensayo de migracion bidimensional
en la herida donde las células MIO-M1, control y silenciadas para MT1-MMP, se
cultivaron en placas recubiertas con colageno tipo I en ausencia y presencia de a,M*. La
figura 4.36 muestra que el silenciamiento de MT1-MMP en células MIO-M1 disminuyo
significativamente la migracion celular inducida por a,M*. Resulto interesante que esta
migracion también fue inhibida por GM6001, un inhibidor de MMP, lo cual indica que la
motilidad de estas células estaria mediada por MT1-MMP y por la actividad extracelular de
MMP.
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Figura 4.36. Ensayo de migracion bidimensional en la herida de células MIO-ML1 silenciadas para
MT1-MMP y en presencia del inhibidor GM6001. Gréfico de barras de las medias + SEM del nimero de
células que invaden la zona de la herida (células/area) para células transfectadas con siRNA-Random, siRNA-
MT1-MMP o incubadas con GM6001; no estimuladas (control de estimulacién) y estimuladas con a,M*
durante 12 h. Los resultados que se muestran son representativos de tres experimentos independientes. La
comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de un anélisis de la varianza (ANOVA) seguido
de la prueba de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

4.2.2 Distribucion subcelular de MT1-MMP

La localizacion subcelular y la distribucion polarizada de MT1-MMP en la MP son eventos
claves para la migracion celular y para la activacion de proMMP-2 (Frittoli y col., 2011;

Strongin, 2010). En este sentido, resultados previos de nuestro grupo de investigacion
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demostraron que el estimulo de células MIO-M1 con a;M* indujo la relocalizacién celular
de MT1-MMP hacia las protuberancias celulares (Barcelona, 2010). Ademas se evidencio,
mediante experimentos de IP, que MT1-MMP forma un complejo molecular con LRP1,
asociacion que se incrementa significativamente en presencia de a,M* (Barcelona, 2010).
Teniendo en cuenta que a,M*, a través de LRP1, induce la redistribucion de MT1-MMP
hacia las protuberancias celulares, se evalué la endocitosis y las vias de reciclado

endociticas de MT1-MMP en asociacion con LRP1.

4.2.2.1 Localizacion subcelular del complejo MT1-MMP/LRP1

Para determinar la localizacion subcelular del complejo MT1-MMP/LRP1 se llevaron a
cabo ensayos de endocitosis continua de o,M* durante 60 min en células MIO-M1
transfectadas 0 no con una construccion que codifica para la proteina MT1-MMP-GFP.
Luego se procedi6 a realizar FD, IFI de LRP1 y MC. La figura 4.37 muestra que a;M*
indujo un incremento significativo de la colocalizacion de MT1-MMP-GFP con LRP1 (62
+ 2%) en vesiculas perinucleares, en comparacion con células no estimuladas (21 + 1%).
Por otra parte, la colocalizacion de MT1-MMP-GFP y LRP1 no se evidencio en las
regiones cercanas a las protuberancias celulares (recuadros 1 y 3) de células estimuladas

con a;M*, lo que indica que ocurrié mayoritariamente a nivel perinuclear (recuadros 2 y 4).
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Figura 4.37. Colocalizacion de MT1-MMP-GFP con LRP1 en células MIO-M1. Ensayo de endocitosis
continua de o,M*, seguido de FD e IFl y analizado por MC. A) Distribucién subcelular de la colocalizacién
de MT1-MMP-GFP y LRPI1, en ausencia y presencia de a,M* (paneles control y a,M*, respectivamente).
También se observan ampliaciones (recuadros 1-4, zoom digital 4X) de las protuberancias celulares (1y 3) y
de las regiones perinucleares (2 y 4) de las células, provenientes de las imagenes combinadas. Las puntas de
flecha indican vesiculas que contenian ambas proteinas (colocalizacion). Las imagenes son representativas de
15 imé&genes por condicidn, provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde
a 15 um. B) Medias £+ DE de los coeficientes de colocalizacion (proporcién de vesiculas que contenian MT1-
MMP-GEFP y eran LRP1 positivas) en ausencia y presencia de a,M*, obtenidos a partir de las cuantificaciones
realizadas en al menos 20 células por condicidn. La comparacion estadistica de las medias se llevd a cabo a
través de la prueba z-Student para muestras independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p
< 0,05).

Con el propésito de determinar si el aumento de los niveles de colocalizacidn entre ambas
proteinas es dependiente de la interaccion opM*/LRP1, se llevd a cabo un ensayo de
endocitosis continua de a,M* Alexa*® en células MIO-M1 en ausencia y presencia de
GST-RAP, seguido de FD, IFI de MT1-MMP y LRP1. La figura 4.38 muestra que la
colocalizacion de MT1-MMP y LRP1 en ausencia de GST-RAP es significativamente
mayor (51 * 7%) al nivel de colocalizacién en presencia de esta proteina (19 = 3%).
Resultd interesante observar un importante nimero de vesiculas que contenian a,M*

488

Alexa™, MT1-MMP y LRP1 (imagen binaria, colocalizacion triple), lo que sugirio que la

asociacion molecular se produciria en EE del tipo endosomas de sorting.
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Imagenes binarias
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Coeficiente de colocalizacion
MT1-MMP en LRP1

GST-RAP

Figura 4.38. Inhibicion de la colocalizacion de MT1-MMP con LRP1 en células MIO-M1. Ensayo de
endocitosis continua de a,M* Alexa*®® en células MI0-M1, seguido de FD e IFI y analizado por MC. A)
Distribucion subcelular de a,M* Alexa*® (primera columna), de MT1-MMP (segunda columna), de LRP1
(tercera columna) y de la colocalizacion de las tres proteinas (Merge), en ausencia y presencia de GST-RAP
(primera y segunda fila, respectivamente). También se observan ampliaciones (quinta columna, zoom digital
4X) de las regiones perinucleares de las células provenientes de las imagenes Merge (recuadros), y sus
correspondientes imagenes binarias (columnas sexta y séptima), en las que se muestran en color blanco los
pixeles que colocalizaron (sexta columna, colocalizacion triple; séptima columna, colocalizacion MT1-
MMP/LRP1). Las imagenes son representativas de 15 imagenes por condicién, provenientes de tres
experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 10 um. B) Medias + DE de los coeficientes de
colocalizacion (proporcion de vesiculas que contienen MT1-MMP y son LRP1 positivas) en ausencia y
presencia de GST-RAP, obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos 20 células por
condicion. La comparacion estadistica de las medias se llevd a cabo a través de la prueba z-Student para
muestras independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p < 0,05).

Con el propdsito de corroborar que la asociacion de MT1-MMP y LRP1 tuvo lugar en EE
del tipo endosomas de sorting, se procedi6 a realizar un ensayo de endocitosis continua de
axM* en células MIO-M1 transfectadas con el plasmido que codifica para la proteina MT1-
MMP-GFP. Luego se procedio a realizar FD, IFI de LRP1 y EEA1L. La figura 4.39 muestra
que el nivel de colocalizacién de MT1-MMP-GFP y EEAL (vesiculas que contenian MT1-
MMP-GFP y eran EEA1 positivas) en células estimuladas con a;M* fue significativamente
mayor (50 + 5%) respecto al observado en las células no estimuladas (15 £ 1%). Del mismo

modo, LRP1 también evidencié un aumento significativo de su colocalizacion con
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vesiculas EEAL positivas (57 = 1%) en células MIO-M1 estimuladas con a,M*, en
comparacion con células no estimuladas (30 + 2%), tal como se observd anteriormente
(seccion 4.1.3.2). En las imagenes Merge (MT1-MMP-GFP/LRP1/EEA1), asi como en sus
ampliaciones e imagenes binarias, es posible apreciar que el nivel de colocalizacién de las
tres proteinas fue mayor en células MIO-M1 estimuladas con a,M* respecto a células no
estimuladas. En conjunto, estos resultados demostraron que a,M* promovio la acumulacion

de la proteina MT1-MMP en EE del tipo endosomas de sorting LRP1 positivos.

A

Imagenes binarias
(colocalizacion)

MT1-MMP-GFP LRP1p EEA1 Merge Ampliaciones

Control

038 0,8

0,6 *
04
0,2
0
c a,M*

Figura 4.39. Colocalizacion de MT1-MMP-GFP con LRP1 en endosomas de sorting de células MI1O-
M1. Ensayo de endocitosis continua de a,M* seguido de FD e IFI y analizado por MC. A) Distribucién
subcelular de MT1-MMP-GFP (primera columna), de LRP1 (segunda columna), de EEA1 (tercera columna)
y de la colocalizacion de las tres proteinas (Merge), en ausencia y presencia de a,M* (primera y segunda fila,
respectivamente). También se observan ampliaciones (quinta columna, zoom digital 4X) de las regiones
perinucleares de las células provenientes de las imagenes Merge (recuadros) y su correspondiente imagen
binaria (sexta columna) en la que se muestra en color blanco los pixeles que colocalizaron. Las imagenes son
representativas de 15 imégenes por condicién, provenientes de tres experimentos independientes. La barra de
escala corresponde a 20 um. B) Medias + DE de los coeficientes de colocalizacion (proporcion de vesiculas
que contienen MT1-MMP-GFP y son EEAL positivas, a la izquierda; proporcion de vesiculas que contienen
LRP1 y son EEA1 positivas, a la derecha) en ausencia y presencia de a,M*. Los coeficientes de
colocalizaci6n se obtuvieron a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos 20 células por condicién.
La comparacion estadistica de las medias se llevd a cabo a través de la prueba z-Student para muestras
independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p < 0,05).
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(LRP1 en EEA1)
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4.2.2.2 Efecto de a,M™* sobre el reciclado endocitico de MT1-MMP

La actividad de MT1-MMP a nivel de superficie celular depende de su transporte
intracelular hacia la MP, que se produce a través de alguna de estas dos vias: 1) por una
ruta endocitica de reciclado dependiente de Rab11; y 2) por una ruta exocitica regulada por
Rab8 (Bravo-Cordero y col., 2007; Schram y col., 2011; Tang y Ng, 2009). El reciclado
endocitico de MT1-MMP a la MP es consecuencia de ambos tipos de endocitosis,
dependiente y no dependiente de clatrina, las cuales dirigen las moléculas de MT1-MMP
hacia EE y LE antes de ser recicladas a la MP (Poincloux y col., 2009). En contraste, la ruta
exocitica de MT1-MMP implica su movilizacion desde compartimentos de
almacenamiento, la cual es inducida por el contacto célula-MEC (Bravo-Cordero y col.,
2007). Se sugirié que estas dos rutas estarian implicadas en el control del transporte de
MT1-MMP a la invadopodia, cuando las células necesitan responder de manera rapida y
transitoria a factores mitogénicos solubles (Frittoli y col., 2011).

Para evaluar si a;M* indujo el reciclado endocitico de MT1-MMP en células MIO-M1, se
determind su nivel de colocalizacion con Rabl1l, marcador del CRE. Para ello, células
MIO-ML1 se co-transfectaron con MT1-MMP-GFP y Rab11-RFP. La figura 4.40 muestra
que el nivel de colocalizacién de MT1-MMP-GFP con Rab11-RFP en células MIO-M1
estimuladas con ap,M* (43 + 3%) fue significativamente mayor al de células no estimuladas
(25 + 3%). Resultd interesante observar que gran parte de esa colocalizacion se dio a nivel
de las protuberancias celulares (recuadros 3 y 4) de las células MIO-M1 estimuladas con

(XzM*.
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Figura 4.40. Colocalizacion de MT1-MMP-GFP con Rabl11-RFP en células MIO-M1. Ensayo de
endocitosis continua de o,M* seguido de FD y analizado por MC. A) Distribucién subcelular de MT1-MMP-
GFP (primera columna), de Rab11-RFP (segunda columna) y de la colocalizacion de ambas proteinas
(Merge), en ausencia y presencia de a,M* (primera y segunda fila, respectivamente). También se observan
ampliaciones (cuarta columna, zoom digital 4X) de las regiones celulares de mayor densidad de MT1-MMP-
GFP provenientes de las imagenes Merge (recuadros de 1-4) y sus correspondientes imagenes binarias
(quinta columna), en las que se muestran en color blanco los pixeles que colocalizaron. Las imagenes son
representativas de 15 iméagenes por condicién, provenientes de tres experimentos independientes. La barra de
escala corresponde a 20 um. B) Medias + DE de los coeficientes de colocalizacion (proporcién de vesiculas
que contenian MT1-MMP-GFP y eran Rabl1-RFP positivas) en ausencia y presencia de o,M*. Los
coeficientes de colocalizacion se obtuvieron a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos 20 células
por condicién. La comparacion estadistica de las medias se llevé a cabo a través de la prueba z-Student para
muestras independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p < 0,05).

Estos resultados fueron indicativos de que a;M* estimulé el reciclado endocitico de MT1-
MMP via Rabll, no solo en la region perinuclear de la célula sino también en las

protuberancias celulares.

4.2.2.3 Distribucion de MT1-MMP en endosomas tardios

Finalmente, con el propdsito de estudiar si a;M* en células MIO-M1 induce la localizacion
de MT1-MMP en compartimentos subcelulares de la via de degradacion endocitica, se
determind su nivel de colocalizacién con Rab7 y Lysotracker, dos marcadores especificos
de LE y compartimentos acidos del tipo endolisosomas, respectivamente. Para ello, se
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llevaron a cabo ensayos de endocitosis continua de a,M* seguidos de FD, IFl y MC. En la
figura 4.41 se muestra que en condiciones de ausencia de ligando la proporcion de
vesiculas que contenian MT1-MMP-GFP y eran Rab7 positivas fue del 9 £ 3%, valor que

no se modifico significativamente luego del estimulo (8 £ 3%).

Imagenes binarias
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Figura 4.41. Colocalizacion de MT1-MMP-GFP con Rab7 en células MIO-M1. Ensayo de endocitosis
continua de a,M* seguido de FD e IFI y analizado por MC. A) Distribucion subcelular de MT1-MMP-GFP
(primera columna), de Rab7 (segunda columna) y de la colocalizacion de ambas proteinas (Merge), en
ausencia y presencia de a,M* (primera y segunda fila, respectivamente). También se observan ampliaciones
(cuarta columna, zoom digital 4X) de las regiones celulares de mayor densidad de LRP1 provenientes de las
imagenes Merge (recuadros) y sus correspondientes imagenes binarias (quinta columna), en las que se
muestran en color blanco los pixeles que colocalizaron. Las iméagenes son representativas de 15 imagenes por
condicion, provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 20 um. B)
Medias + DE de los coeficientes de colocalizacién (proporcién de vesiculas que contenian MT1-MMP-GFP y
eran Rab7 positivas) en ausencia y presencia de a,M*, obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en
al menos 20 células por condicién. La comparacion estadistica de las medias se llevd a cabo a través de la
prueba z-Student para muestras independientes.

Coeficiente de colocalizacion
(MT1-MMP-GFP en Rab7)

Por su parte, en la figura 4.42 se muestra que en condiciones de ausencia de ligando la
proporcion de vesiculas que contenian MT1-MMP y eran Lysotracker positivas fue del 12

+ 1% y luego del estimulo no se modifico significativamente (13 £ 2%).
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Figura 4.42. Colocalizacion de MT1-MMP-GFP con Lysotracker en células MIO-M1. Ensayo de
endocitosis continua de o,M* seguido de FD y analizado por MC. A) Distribucién subcelular de MT1-MMP-
GFP (primera columna), de Lysotracker (segunda columna) y de la colocalizacién de ambos (Merge), en
ausencia y presencia de a,M* (primera y segunda fila, respectivamente). También se observan ampliaciones
(cuarta columna, zoom digital 4X) de las regiones celulares de mayor densidad de MT1-MMP-GFP
provenientes de las imagenes Merge (recuadros) y sus correspondientes imagenes binarias (quinta columna),
en las que se muestran en color blanco los pixeles que colocalizaron. Las imégenes son representativas de 15
imagenes por condicion, provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a
20 um. B) Medias + DE de los coeficientes de colocalizacion (proporcién de vesiculas que contenian MT1-
MMP-GFP y eran Lysotracker positivas) en ausencia y presencia de a,M*, obtenidos a partir de las
cuantificaciones realizadas en al menos 20 células por condicion. La comparacion estadistica de las medias se
Ilevo a cabo a través de la prueba z-Student para muestras independientes.

A partir de estos resultados se concluyé que el estimulo con a,M* en células MIO-M1 no

indujo la relocalizacion de MT1-MMP en compartimentos de la via de degradacion.

4.2.3 Relacion funcional entre el transporte intracelular de MT1-MMP y la migracién

celular inducida por a,M*

Considerando que proMMP-2 se activa principalmente a nivel de la MP y que para hacerlo
requiere de la forma activa de MT1-MMP, el transporte intracelular de ambas proteasas
juega un rol clave en la regulacion de los procesos migratorios que las involucran. En el

caso particular de la migracion inducida por a;M*, se ha demostrado que la participacion
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de LRP1, la actividad incrementada de MMP y la remodelacion de la MEC, son eventos
claves para el desarrollo de patologias del tipo retinopatias isquémicas proliferativas

(Barcelona y col., 2010; Bringmann y col., 2006; Sennlaub y col., 2002).

En este contexto y habiendo observado que el estimulo con dosis patologicas de a,M* (60
nM) indujo el reciclado endocitico de MT1-MMP via Rabll a la MP de protuberancias
celulares, se decidio estudiar si este tipo de transporte intracelular es capaz de regular la

migracion de celulas de la retina, tales como las células MIO-M1.
4.2.3.1 MT1-MMP y el reciclado endocitico mediado por Rabl1

Habiendo corroborado que a,M* indujo un incremento significativo de la proporcion de
moléculas de MT1-MMP en el CRE, se procedio a evaluar si el bloqueo de la via de
reciclado dependiente de Rab11 impedia el transporte intracelular de MT1-MMP a la MP.
Para ello, se realiz6 un ensayo de estimulacion con a,M* durante 60 min utilizando células
MIO-M1, no transfectadas (NT) y transfectadas con el plasmido Rab11-GFP (que codifica
para la version wild type de Rabll acoplada a GFP) o el plasmido Rab11S25N-GFP
(dominante negativa de Rab11). Luego se realizo la biotinilacién de proteinas de MP y una
IP para MT1-MMP analizada por Western blot. En la figura 4.43 A se observa que tanto en
células NT como en las transfectadas con Rabl1-GFP, el estimulo con a,M* indujo el
incremento del nivel de MT1-MMP en la MP. Sin embargo, en el caso de las células
transfectadas con la dominante negativa de Rab11, el nivel de MT1-MMP en la MP luego
del estimulo con a;M* no se incrementd respecto a la condicion de no estimulo. En la
figura 4.43 B se observan los niveles de transfeccion de ~65% para ambos plasmidos que
expresan Rabll (wild type y dominante negativa). Es importante mencionar que en los
mismos experimentos, no se pudo detectar bandas biotiniladas con pesos moleculares
similares a las subunidades a y B del LRP1, lo que sugiere que MT1-MMP y LRP1 no se
asociarian en la MP. Si bien esto se encuentra en concordancia con los resultados
mostrados en las figuras 4.37, 4.38 y 4.39, se requieren experimentos adicionales para

confirmar este supuesto.
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Figura 4.43. Ensayo de biotinilacion de proteinas de superficie e IP para determinar los niveles de
expresion de MT1-MMP en la MP de células MIO-M1 no transfectadas y transfectadas con Rabl1-
GFP o0 Rab11S25N-GFP. A) Panel superior: Deteccién quimioluminiscente de estreptavidina peroxidasa
(HRP) que se une a MT1-MMP biotinilada e inmunoprecipitada (IP), proveniente de extractos proteicos de
células MIO-M1 no transfectadas (NT) y transfectadas transientemente con Rab11-GFP o Rab11S25N-GFP,
luego de un ensayo de endocitosis continua de a,,M* por 60 min. Panel inferior: Western blot (WB) para la
inmunodeteccién de MT1-MMP en los mismos extractos proteicos utilizados en el ensayo de biotinilacion
(10% de la cantidad de proteinas totales utilizadas para la IP). Todas las calles corresponden a eluatos de
extractos proteicos de células cuyas proteinas de MP fueron biotiniladas y sometidas a IP con el anticuerpo
anti-MT1-MMP. Calles 1, 3 y 5, controles de estimulo de células no transfectadas, Rabll-GFP+ y
Rab11S25N-GFP+, respectivamente; calles 2, 4 y 6, células no transfectadas, Rab11-GFP+ y Rab11S25N-
GFP+, respectivamente, estimuladas con a,M*. B) Ensayo de CF para células Rab11-GFP+ y Rab11S25N-
GFP+ para determinar el porcentaje de transfeccion de ambas construcciones. Para mas detalles ver
Materiales y métodos.

Ademas, en la figura 4.44 se muestra que se inhibi¢ la redistribucion de MT1-MMP hacia
las protuberancias celulares en células MIO-M1 transfectadas con Rab11S25N-GFP y
estimuladas con a,M*. Resultd interesante que la presencia de la dominante negativa de
Rab11 promovi6 un aumento significativo de la acumulacion de MT1-MMP en el CRE de
células estimuladas con a;M* (37 + 3%) respecto a las células no estimuladas (17 £ 3%).
En conjunto, estos resultados demostraron que a,M* indujo el transporte intracelular de
MT1-MMP a la MP a través de una via dependiente de Rab11.
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Figura 4.44. Colocalizacion de MT1-MMP con Rab11S25N-GFP en células MIO-M1. Ensayo de
endocitosis continua de a,M* seguido de FD e IFI y analizado por MC. A) Distribucion subcelular de
Rab11S25N-GFP (primera columna), de MT1-MMP (segunda columna) y de la colocalizacion de ambas
proteinas (Merge), en ausencia y presencia de a,M* (primera y segunda fila, respectivamente). También se
observan ampliaciones (cuarta columna, zoom digital 4X) de las regiones celulares de mayor densidad de
MT1-MMP provenientes de las imagenes Merge (recuadros) y sus correspondientes imagenes binarias (quinta
columna), en las que se muestran en color blanco los pixeles que colocalizaron. Las imagenes son
representativas de 15 iméagenes por condicién, provenientes de tres experimentos independientes. La barra de
escala corresponde a 20 um. B) Coeficientes de colocalizacion (proporcion de vesiculas que contenian MT1-
MMP y eran Rabl1S25N-GFP positivas) en ausencia y presencia de o,M*, obtenidos a partir de las
cuantificaciones realizadas en al menos 20 células por condicion. La comparacion estadistica de las medias se
llevo a cabo a través de la prueba z-Student para muestras independientes. El asterisco (*) indica diferencias
significativas (p < 0,05).

4.2.3.2 Efecto del bloqueo del reciclado endocitico en la migracion celular y la

activacion de proMMP-2 inducidas por a,M*

Por altimo, la migracion celular y la activacion de proMMP-2 inducida por a;M* fueron
evaluadas en células MIO-M1 no transfectadas (NT) y transfectadas con Rabl11-GFP o
Rab11S25N-GFP. La figura 4.45 A muestra un ensayo de migracion celular donde las
células MIO-M1 NT y Rabll-GFP positivas estimuladas con a;M* presentaron un

aumento significativo de la motilidad celular en comparacion con las no estimuladas. Por
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otro lado, a;M* no indujo la migracion en células MIO-M1 transfectadas con Rab11S25N-

GFP.

Adicionalmente, se realizaron ensayos de zimografia de sobrenadantes de cultivos celulares
de células MIO-M1 no transfectadas (NT) y transfectadas con Rab11-GFP o Rab11S25N-
GFP. La figura 4.45 B muestra que la activacion de proMMP2 inducida por a,M* fue
suprimida en las células transfectadas con la dominante negativa de Rab11, a diferencia de

lo observado en las células NT y Rab11-GFP positivas estimuladas con a,M*.
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Figura 4.45. Migracion celular y activacion de proMMP-2 en células MIO-M1 transfectadas con
Rab11S25N-GFP. A) Medias + SEM del nimero de células que invaden la zona de la herida (células/area)
para células MIO-M1 no transfectadas (NT), transfectadas con Rabll-GFP y Rabl1S25N-GFP, no
estimuladas (C) y estimuladas con a,M* durante 12 h. Los resultados son representativos de tres
experimentos independientes. La comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de un andlisis
de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas (p
< 0,05). B) Ensayo de zimografia de sobrenadantes de cultivo de células MIO-M1 no transfectadas (NT),
transfectadas con Rab11-GFP y Rab11S25N-GFP, no estimuladas y estimuladas con a;M* durante 60 min.
La imagen es representativa de tres experimentos independientes.

Estos resultados demostraron que a,M* a través de LRP1 indujo la activacion de MT1-
MMP a nivel de la superficie celular mediante una via dependiente de Rabll, que

promovié la migracion celular y la activacion de proMMP2 en células MIO-ML1.
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5. DISCUSION

5.1 Caracterizacion subcelular de la interaccion a,M/LRP1

La interaccion a;M*/LRP1 es clave para la regulacion de la remodelacién de la MEC. La
concentracion plasmatica de esta glicoproteina es de ~4 uM y en condiciones fisiologicas
menos del 1% (~40 nM) se encuentra como o,M* capaz de interaccionar con LRP1.
Durante procesos en los que se produce una exacerbada remodelacion tisular, los niveles de
apM* se incrementan considerablemente en el sitio de la lesién, alcanzando en algunos
casos concentraciones mayores a 60 nM. Tal como se menciond previamente, hallazgos de
nuestro grupo de investigacion demostraron, en lineas celulares de macréfagos de raton,
que concentraciones patoldgicas de a,M* provocan una respuesta celular inmediata
promoviendo la expresion de MMP-9 y la proliferacion celular a través de la activacion,
mediada por LRP1 de las vias MAPK/ERK y NF-xB (Bonacci y col., 2007; Caceres y col.,
2010). Por otra parte, nuestro grupo también demostré que en células MIO-M1 esta
interaccion induce un incremento en la migracion celular y la activacion de proMMP-2. Si
bien datos preliminares de nuestro laboratorio indican que la sefializacion intracelular
inducida por a;M* requiere de la activacion de determinadas isoformas de la proteina
quinasa C (PKCa/BIl), y la participacion de diversas proteinas adaptadoras del tipo ShcA 'y
Grb2/SOS/Ras, los mecanismos moleculares que regulan esta interaccion aun no han sido
completamente esclarecidos. Es menos todavia lo que se conoce en relacién a la asociacion
entre la endocitosis del complejo a,M*/LRP1 y su capacidad para inducir la sefializacion
intracelular. En este sentido, algunos indicios han sido aportados por otros grupos de
investigacion, quienes demostraron que la actividad de endocitosis de LRP1 puede regular,
a nivel de los EE, la sefalizacion intracelular promovida por otros receptores
transmembrana, tales como PDGFRB y uPAR (Gonias y col., 2011; Muratoglu y col.,
2010).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo general del presente trabajo de tesis fue
investigar aspectos moleculares y celulares de la interaccion de o,M* con su receptor

LRP1. Como modelo experimental se emplearon células MIO-M1, las cuales, ademéas de
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conservar las caracteristicas de los cultivos primarios de células de Miiller, expresan
importantes niveles de LRP1, incluso mayores a los de otras lineas celulares cominmente

utilizadas para el estudio de este receptor.

Un punto importante a tener en cuenta a la hora de estudiar la interaccion o,M*/LRP1, es la
gran versatilidad de este receptor, la cual le permite participar de una gran variedad de
procesos bioldgicos, no solo relacionados con el control de la protedlisis extracelular y el
metabolismo de los lipidos, sino también asociados al desarrollo embrionario, la
transmision nerviosa, la progresion de procesos inflamatorios, entre otros (Herz y
Strickland, 2001; Lillis y col., 2008). Més allad de su expresion practicamente ubicua, la
versatilidad funcional de LRP1 subyace en la capacidad que tiene este receptor de
interaccionar con mas de 40 ligandos funcionalmente no relacionados, de asociarse con
otros receptores de transmembrana y de unir una gran variedad de proteinas adaptadoras a
través de su domino intra-citoplasmatico (Lillis y col., 2008). Lo que resulta ain maés
interesante, es que se trata de un receptor con una gran especificidad, lo que le permite
generar efectos no redundantes a pesar de interaccionar con una amplia variedad de
ligandos, receptores y proteinas adaptadoras. En este punto, la regulacion de la actividad de
LRP1 depende, ademas del tipo celular donde se expresa y de su naturaleza de receptor
multiligando, de su distribucion y dindmica dentro de la célula. Por ello, es de esperar que
el transporte intracelular del receptor resulte clave para el cumplimiento de sus funciones

bioldgicas.

La interaccién de a,M* con LRP1 ha sido estudiada incluso desde antes de que este
receptor fuera caracterizado como tal (Van Leuven y col., 1979). Sin embargo, aun se
desconoce si esta asociacion ligando/receptor, en todos los tejidos donde se produce, induce
las mismas respuestas celulares. En el presente trabajo de tesis se demostré que en células
MIO-M1 la degradacién de ap,M* es consecuencia de un proceso de maduracion de
vesiculas que involucra secuencialmente endosomas de sorting, endosomas tardios (LE) y
lisosomas. La etapa clave de este proceso es la segregacion de o,M* en regiones de
endosomas de sorting que posteriormente maduran a compartimentos del tipo LE. Esto se
deduce a partir de la observacion de que Tf, a diferencia de a,M*, sigue la ruta de reciclado
endocitico a traves del compartimiento de reciclado endocitico (CRE), luego de abandonar

los endosomas de sorting. Ademaés, el estudio de LRP1 en LE mostré que una baja
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proporcidn de este receptor reside en este tipo de vesiculas, 1o que no se modifica luego del
estimulo con a;M*. Estos resultados sugieren que la disociacion de a,M* de su receptor es
un evento que tendria lugar en los endosomas de sorting. Esto resulta importante en
relacion a la regulacion de la sefializacion intracelular del complejo a,M*/LRP1, la cual
podria ocurrir tanto en la membrana plasmatica (MP) como en compartimentos
intracelulares. En este sentido, es probable que la sefializacion intracelular se produzca en
vesiculas endosomicas, ya que a diferencia de lo que ocurre en la MP, en dichos
compartimentos aumenta la densidad molecular de todos los componentes necesarios para
la interaccion, activacion y transduccién de sefiales. Sin embargo, se requiere de estudios
adicionales que permitan corroborar esta suposicién. Por su parte, hay una proporcién de
a;M* endocitada que se ubica en cuerpos multi-vesiculares (CMV), lo cual podria
significar para estas moléculas del ligando, un destino intracelular diferente del resto de la
apM* endocitada. En células de mamiferos ha sido demostrado que las vesiculas intra-
lumen (ILV) contenidas en los CMV pueden ser el sustento de procesos bioldgicos tales
como el reciclado endocitico, la secrecidn y la exocitosis mediada por exosomas. Ademas,
existen evidencias de que los CMV son las principales vesiculas que se fusionan con los
autofagosomas (Berg y col., 1998; Gordon y Seglen, 1988). Esto podria estar asociado a
procesos de activacion de la autofagia en células MIO-M1 a partir de su incubacién con
aM*. En este sentido, resultados preliminares de nuestro grupo de trabajo muestran que
dosis patoldgicas de a,M* inducen un incremento significativo del nimero y tamafio de

vesiculas LC3B positivas en el citoplasma de estas células.

La distribucion subcelular de LRP1, tal como se menciond anteriormente, resulta clave para
la regulacién de la actividad de este receptor. Si bien existe el patron de distribucion de
LRP1 es el mismo en la mayoria de los sistemas celulares donde se expresa, existen
situaciones particulares en las cuales este receptor se ubica en vesiculas tejido-especificas,
tales como las vesiculas respondedoras a insulina (IRV). Estas vesiculas se caracterizan por
contener grandes cantidades del transportador de glucosa GLUT4, y ante el estimulo con
insulina se movilizan rapidamente a la MP de células adiposas y musculares lisas. Esta via
secretoria estaria regulada por la pequefia GTPasa Rab10 (Chen y Lippincott-Schwartz,
2013a; b). Como fuera mencionado anteriormente, la caracterizacion protedmica de estas

vesiculas demostrd que una de sus principales y mas abundantes proteinas es LRP1 (Bogan
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y Kandror, 2010; Jedrychowski y col., 2010; Kandror y Pilch, 2011). Sin embargo, este tipo
de reservorios, que responden a estimulos extracelulares, no son comunes a todos los tipos
celulares. En células MIO-M1 se observo que LRP1 se ubicé principalmente en membranas
de vesiculas ricas en clatrina. A este nivel LRP1 se localiz6 mayoritariamente en vesiculas
del tipo EE, ubicandose la mayor proporcion de receptor en vesiculas EEA1 o Rab5
positivas, y en menor medida, en el CRE Rabl11l positivo. Por su parte, en el cis-medial
Golgi y en las vesiculas Rab4 y Rab7 positivas la proporcién de moléculas de LRP1 fue
baja comparada con la proporcién de moléculas presentes en los compartimientos
subcelulares previamente mencionados. No obstante, luego del estimulo con a,M* se
produjo una relocalizacion del receptor que increment6 significativamente su proporcion de
moléculas en compartimentos EEAL, Rab5 y giantina positivos, mientras que solo
disminuy6 significativamente en vesiculas Rab4 positivas. Esto fue indicativo de que ante
el estimulo con a;M* se indujo una disminucién significativa del reciclado rapido, via
Rab4. Ademas, estos hallazgos fueron indicativos de que el reciclado endocitico via Rab11,
ante el estimulo con o;M*, no incremento significativamente respecto de la condicién
basal. Por su parte, lo mas interesante resultd ser el incremento de la proporcion de
moléculas de LRP1 a nivel del cis-medial Golgi, lo que sugiri6é se promoveria un aumento
de la sintesis del receptor y/o un incremento del transporte retrogrado. Sin embargo, es
necesaria la realizacion de nuevos experimentos para determinar los efectos de a,M* sobre

LRP1 en este compartimento subcelular.

En la mayoria de los tejidos, la proporcion de moléculas de LRP1 que se localizan en la MP
en relacion a las que se encuentran a nivel intracelular, es considerablemente menor
(Moestrup y col., 1990). Sin embargo, ha sido demostrado que luego del estimulo
postprandial de insulina, hepatocitos muestran un incremento significativo de los niveles de
LRP1 en MP, lo cual se observé también en células adiposas (Corvera y col., 1989;
Descamps y col., 1993; Laatsch y col., 2009). Por su parte, en células MIO-M1 se demostrd
que el estimulo con a,M* produjo un incremento significativo de los niveles de LRP1 en la
MP. En este sentido, al menos tres mecanismos podrian explicar esta respuesta celular al
estimulo con el ligando: 1- el reciclado endocitico, 2- la movilizacion de pooles
intracelulares de almacenamiento, y 3- la sintesis de novo. En relacion al aporte del

reciclado endocitico al incremento de LRP1 en la MP, resultados de este trabajo de tesis
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han demostrado que este receptor presenta un reciclado basal, producto de la combinacién
del reciclado mediado por Rab4 y del reciclado mediado por Rabll. Bajo condiciones de
estimulacion, no se produjeron cambios en el reciclado lento pero si se observd una
disminucidn significativa en la proporcion de moléculas de LRP1 que siguieron una via
rapida de reciclado endocitico. Esto podria deberse a que o,M*, al seguir una via de
degradacion por lisosomas, arrastr6 a LRP1 hacia de endosomas de sorting donde se
produciria la disociacién del complejo ligando/receptor, impidiendo su reciclado inmediato
a la MP. Por otra parte, el bloqueo de la via Rab11 positiva no fue suficiente para atenuar el
incremento de los niveles de receptor en la MP inducido por el estimulo con el ligando, lo
que sugirié que este efecto bioldgico seria producto de una via de reciclado de LRP1
independiente de Rab11.

La movilizacién de pooles de receptores almacenados en compartimentos intracelulares, ha
sido corroborada para algunos sistemas celulares, donde proteinas como MT1-MMP y
GLUT-4 almacenadas en estos compartimentos se movilizan a la MP ante la presencia de
colageno tipo | e insulina, respectivamente. En el caso de LRP1, este receptor es parte
integral de las IRV y ante el estimulo con insulina incrementa su nivel en la MP de algunos
tipos celulares. Sin embargo, a la fecha no habia sido demostrado que un ligando de este
receptor pudiera mediar efectos similares en lineas celulares que a priori no cuentan con
vesiculas del tipo IRV. Si bien, corroborar la existencia de estos compartimentos requiere
ensayos adicionales, los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis podrian
significar un indicio de su existencia en células MIO-M1. En este sentido, el incremento de
la movilidad de moléculas simil LRP1 sin la capacidad de unir el ligando, sugiere que el
estimulo con apM* movilizaria un pool de reserva de LRP1, por lo que el aumento en la

MP no seria consecuencia del incremento en la tasa de reciclado endocitico.

Finalmente el aporte de la via de sintesis de novo quedo practicamente descartado por la
ausencia de biosintesis de nuevo receptor, evidenciada a través del estudio de los niveles de
ARNmM vy de proteina, lo cual sugiere que el incremento de LRP1 en la MP no seria
consecuencia de la secrecion de nuevas moléculas del receptor. Como perspectiva para
futuras investigaciones resulta de interés el bloqueo de diferentes vias de transporte hacia la
MP, de manera de poder dilucidar los mecanismos moleculares y celulares que provocan el

incremento de LRP1 a este nivel, por accién de a,M*.
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5.2 Migracion celular inducida por la interaccion a,M*/LRP1

En la retina, las células gliales de Miller (CM) cumplen roles estructurales y funcionales
claves, y en condiciones fisioldgicas tienen una limitada capacidad para migrar y proliferar.
Sin embargo, en determinadas alteraciones patoldgicas, las CM pueden sufrir cambios
funcionales y fenotipicos adquiriendo la capacidad de migrar hacia los sitios de lesion para
promover la remodelacion de la retina y la repoblacion celular (Bull y col., 2008; Romo y
col., 2011). Aunque los mecanismos que promueven esta migracién aun no han sido
completamente esclarecidos, se propuso que la remodelacion de MEC, producida por la
MMP-2 y MMP-9, puede facilitar e inducir la migracion de las CM (Limb y col., 2002a;
Tackenberg y col., 2009). Ademas, sugirid que las CM serian capaces de volver a ingresar
en el ciclo celular mediante una reprogramacion de su linaje, adoptando caracteristicas de
células progenitoras y de células madre. Las CM pueden migrar al tejido de retina dafiado y
producir nuevas neuronas, proceso conocido colectivamente como trans-diferenciacion
(Fischer y Reh, 2001; Ooto y col., 2004). Ademas, a;M se ha detectado en altos niveles en
varios trastornos degenerativos de la retina, tales como glaucoma (Bai y col., 2011; Shi y
col., 2008) y enfermedades isquémicas proliferativas (Barcelona y col., 2010; Sanchez y
col., 2006). En estas retinas, oM nativa puede interactuar con proteasas activas liberadas y
formar complejos a,M-proteasa, que luego se unen a LRP1 (Chu y Pizzo, 1994). Se sabe
que la interaccion a,M*/LRP1, ademas de inducir la endocitosis del complejo inhibidor de
proteasas-proteasa, también activa diferentes vias de sefializacion intracelular (Bonacci y
col., 2007; Caceres y col., 2010). En este sentido, tal como se menciond previamente,
nuestro grupo demostrd que a;M* promueve la expresion de GFAP en células MIO-ML1, lo
que se asocio con la activacion de estas células de retina (Barcelona y col., 2011). En el
presente trabajo de tesis, se demostrd que la induccion de la migracion celular y la
activacion de proMMP-2 por a;M*, en las células MIO-M1, es mediada por la interaccion

con su receptor LRP1.

Ademas de su funcion como inhibidor de proteasas, 0,M puede unirse de forma reversible a
factores de crecimiento, como por ejemplo el factor de crecimiento nervioso (NGF). Estas
interacciones involucran la region interna de la molécula de a,M, pero no los sitios RBD

que reconocen a LRP1 (Gonias y col., 2000; Mantuano y col., 2008). La union de NGF a
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a;M bloqua la activacion de la sefializacion de Akt y ERK/MAPK (Mantuano y col., 2008)
y neutraliza la accion neuroprotectiva inducida por esta neurotrofina (Bai y col., 2011). Por
esta razon, se ha sugerido que oM puede tener una funcidén neurotdxica en glaucoma a
través de su capacidad para bloguear la accion neurotréfica de NGF (Mantuano y col.,
2008). Interesantemente, resultados de nuestro grupo indican que a,M*, a través de sus
sitios RBD, puede ser un factor inductor de la migracion de CM, facilitando asi la
repoblacion celular en la retina dafiada. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para
explicar las propiedades migratorias de a,M* en células gliales con diferentes patologias de

retina.

Se ha informado previamente que la interaccion a,M*/LRP1 induce proliferacion celular en
macréfagos (Bonacci y col., 2007), libera factores proinflamatorios en las células de
Schwann (Shi y col., 2011), e inhibe el crecimiento de neuritas inducido por NGF en
células PC12 (Chiabrando y col., 2002). Estudios previos de nuestro grupo demostraron
que las células MIO-M1 adquirieren propiedades migratorias bajo estimulacién con a;M*,
lo que se caracteriza por la redistribucion celular de MT1-MMP hacia protuberancias
celulares. En este sentido, se establecio que la migracion de células normales y malignas
depende de la acumulacion de MT1-MMP en las protuberancias de membrana, que se
requiere para la degradacion pericelular focal de la MEC (Artym vy col., 2006). La actividad
de MT1-MMP en estas protuberancias de la membrana es, en parte, dependiente del
reciclado endocitico de esta proteasa activa, que podria estar mediada por una via
dependiente de Rab11 (Li y col., 2008; Remacle y col., 2003; Wang y col., 2004). Aqui se
demostré que apM* indujo la acumulacion intracelular de MT1-MMP en endosomas
tempranos y de reciclado, asi como el transporte intracelular hacia la MP mediado por
Rab11. Mediante el uso de una dominante negativa de Rab11 (Rab11S25N-GFP), también
se observé que la migracion de células MIO-M1 vy la activacion de proMMP-2, ambas
inducidas por apM*, disminuyeron significativamente, lo que indicaria que esta pequefia
GTPasa juega un papel clave en el mantenimiento de la MT1-MMP activa en la superficie
celular. Ademas, mediante un ensayo marcacion con biotina de proteinas de superficie, se
encontrd que la Rab11S25N-GFP también inhibi6 el transporte de MT1-MMP hacia la MP
inducida por o,M*. Bajo estas condiciones experimentales MT1-MMP se acumul6

principalmente en el CRE, lo que indicaria que el transporte intracelular de esta proteasa
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hacia la MP inducida por ap,M*, utiliza una via dependiente de Rabll. Otros autores
demostraron que MT1-MMP podria ser dirigida hacia las protuberancias de la membrana a
traveés de una ruta exocitica dependiente de Rab8, donde ésta mediaria la migracion celular
de células MDA-MB-23 de adenocarcinoma en matrices de colageno tipo | de dos y tres
dimensiones (Bravo-Cordero y col., 2007). Estos investigadores observaron que la ruta
exocitica de MT1-MMP hacia la MP tenia lugar a partir de vesiculas VSV-G/Rab8
positivas, pero no a partir de compartimentos Rabl11l positivos en células incubadas en
matrices de colageno tipo I. Sin embargo, la via de reciclado de MT1-MMP dependiente de
Rabll parecio estar activa cuando las mismas células se cultivaron en cubreobjetos sin
colageno tipo | (Bravo-Cordero y col., 2007). Por lo tanto, estos datos sugieren que el
transporte intracelular de MT1-MMP hacia la superficie celular, y su participacion en la
migracion celular, podrian depender de las caracteristicas tumorales o no tumorales de las
celulas, asi como de la presencia de determinados factores extracelulares que inducen la
migracion celular, tal como el colageno de tipo I. De manera interesante, resultados previos
de nuestro grupo demostraron que la migracion de las células MIO-M1 en matrices de
colageno de tipo | de dos dimensiones es significativamente mayor luego del estimulo con
azM*, con respecto a las células cultivadas sin estimulo. Ademas, resultados no publicados
de nuestro laboratorio muestran que a,M* también promueve la migracion de células M1O-
M1 cuando son cultivadas en cubreobjetos sin colageno tipo | o adsorbidos con otros
componentes de la MEC, como laminina. En conjunto, estos resultados indican que
colageno tipo | per se no fue un factor inductor de la migracion de células MIO-M1, lo que
podria explicar en parte el transporte de MT1-MMP mediante una via dependiente de
Rabll (pero no dependiente de Rab8). Por lo tanto, se concluyé que oa,M* reguld el
transporte intracelular de MT1-MMP hacia las protuberancias celulares e indujo migracién
celular y activacion de proMMP-2 en CM a través de la ruta de reciclado dependiente de
Rabll. En el futuro, seria interesante investigar si a,M* también puede activar la via
dependiente de Rabl1 para el transporte de MT1-MMP vy su efecto sobre la migracién de

células malignas.

Tal como se mencion6 anteriormente LRP1 es un receptor endocitico y de sefializacion
celular que puede regular las funciones celulares de otras proteinas de membrana, tales
como UPAR (Gonias y col., 2011) y PDGFR (Boucher y col., 2003). Sin embargo, aun
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resta dilucidar cuales son los mecanismos por los que LRP1 controla la actividad de MT1-
MMP de la superficie celular. En el presente trabajo de tesis, se observd que una
proporcion de moléculas de LRP1 y MT1-MMP compartieron su localizacion en
compartimentos intracelulares, lo cual se increment6 significativamente en las células que
fueron estimuladas con a,M*. Por microscopia confocal se evidencié que LRP1 y MT1-
MMP colocalizan principalmente en EE, lo que parece indicar que a,M*, ademas de
inducir la endocitosis de LRP1, también induce la endocitosis de MT1- MMP. A partir del
conocimiento de que MT1-MMP es internalizada por endocitosis dependiente y no
dependiente de clatrina (Poincloux y col., 2009), y que el complejo a,M*/LRP1 es
internalizado s6lo por endocitosis dependiente de clatrina (Herz y Strickland, 2001), se
sugiere que estas proteinas de membrana serian internalizadas por diferentes vias
endociticas y se acumularian en EE. Sin embargo, ain se desconoce cudl es el mecanismo
que regula la internalizacion de MT1-MMP inducida por a,M*. Se ha demostrado que la
endocitosis de MT1-MMP se produce cuando el residuo Thr-567 es fosforilado por la
PKCaoa (Williams y Coppolino, 2011). En este sentido, resulta interesante que PKCa
también induce la fosforilacion de serina y treonina en el dominio intracitoplasmatico
(DIC) de LRP1, promoviendo asi la interaccion con proteinas adaptadoras como Dabl y
CED-6/GULP, que modulan las funciones endociticas y de la sefializacion de este receptor
(Ranganathan y col., 2004). Tal como se mencion0 anteriormente, nuestro grupo de
investigacion ha demostrado que la interaccion o;M*/LRP1 indujo diferentes vias de
sefializacion intracelulares, incluyendo PKCao (Caceres y col., 2010), que podria estar
implicada en la fosforilacion de Thr-567 de MT1-MMP, promoviendo asi su endocitosis y
acumulacion en EE. Ademaés, tanto LRP1 como MT1-MMP en ensayos previos, fueron
inmunoprecipitados en células no estimuladas, lo que indicd que ambas proteinas estaban
molecularmente asociadas, lo cual se increment6 bajo el estimulo de a,M*. Sin embargo,
no se ha determinado si esta interaccion LRP1/MT1-MMP es directa o estd mediada por
moléculas intermediarias o proteinas adaptadoras. En este sentido, un informe reciente ha
demostrado que el dominio catalitico de MT1-MMP puede interactuar directamente con
subunidad B de LRPI, promoviendo asi su escision proteolitica a nivel de la superficie
celular (Lehti y col., 2009). En este caso, no se detectd colocalizacion entre la subunidad f
de LRP1 y MT1-MMP en la MP, lo que sugiere que este tipo de interaccion no se
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produciria en células MIO-M1 cultivadas tanto en ausencia como en presencia de a;M*.
Por otra parte, los DIC de la subunidad B del LRP1 y MT1-MMP pueden interaccionar con
varias proteinas adaptadoras (Ranganathan y col., 2004; Wickramasinghe y col., 2010). Por
lo tanto, una posibilidad es que la asociacion LRP1/MT1-MMP sea mediada por una
proteina adaptadora comdn, similar a FE65, que se conoce interviene en la interaccion entre
LRP1 y la proteina precursora de amiloide o APP (Trommsdorff y col., 1998). Sin

embargo, se necesitan estudios adicionales para corroborar esta hipétesis.

Por ultimo, en el presente trabajo de tesis, también se observd que MT1-MMP, pero no
LRP1, se increment6 en el CRE Rabll positivo bajo estimulacién con a,M* en células
MIO-ML1. Estas distribuciones celulares de ambas proteinas sugieren que o,M* induciria el
reciclado de MT1-MMP de regreso a la superficie de la célula a través de una via de
reciclado, mientras que LRP1 aparentemente se mantendria en EE. Como se menciond
previamente, MT1-MMP y LRP1 colocalizaron principalmente en EE, donde podria
regularse el transporte intracelular diferencial de MT1-MMP y LRP1. Esta posibilidad
podria estar avalada por estudios mencionados previamente, que informaron que LRP1
puede interactuar y regular la funcién del receptor de PDGF (PDGF-Rp) en EE, modulando
su actividad de sefializacion intracelular (Muratoglu y col., 2010). De la misma manera,
LRP1 y MT1-MMP se acumularon en EE por induccion de a,M*, y luego, MT1-MMP
pero no LRP1, se moviliz6 a los compartimentos de reciclado y desde alli a la MP a través
de una via dependiente de Rabll. En relacion a la acumulacion de MT1-MMP en los
compartimientos de reciclado endocitico, ésta podria recibir el aporte de nuevas moléculas
de MT1-MMP provenientes de la via de sintesis de novo, las se sumarian a las moléculas de
MT1-MMP pre-existentes provenientes de la endocitosis desde la superficie celular
(Poincloux y col., 2009). Sin embargo, debido a que la redistribucion de MT1-MMP a las
protuberancias celulares y su transporte a la MP se produjeron en tiempos relativamente
cortos (entre 30 y 60 min) luego del estimulo con a,;M*, en el contexto del presente trabajo
de tesis, resulta poco probable que ocurriera una contribucion de MT1-MMP a partir de la
ruta de biosintesis. En este sentido, deben llevarse a cabo otros estudios con el fin de
evaluar el efecto a,M* en la sintesis de nuevas moléculas de MT1-MMP y su contribucion

al transporte hacia la MP en células MIO-M1.
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En su conjunto estos resultados sugieren que opM* seria un factor extracelular que
promueve la migracion de células de Muller y la activacion de proMMP2. Ademas, la
interaccion a,M*/LRP1 provocaria una movilizacion répida y localizada de MT1-MMP.
Por lo tanto, esto podria tener relevancia clinica y terapéutica en el tratamiento de los

trastornos de la retina, tales como las retinopatias isquémicas proliferativas.
5.3 La interaccion a,M*/LRP1 como reguladora de la funcion celular

En los procesos patolégicos que desencadenan una remodelacion exacerbada de la MEC,
como es el caso de las retinopatias isquémicas proliferativas, o.M extravasa la barrera
hemato-retinal y llega al sitio de la lesion para iniciar la compleja tarea de recuperar la
homeostasis tisular a través de la inhibicion de la protedlisis extracelular. Alli interacciona
con proteasas a las que inhibe a través de un singular mecanismo de “atrapamiento”
molecular (Feldman y col., 1985). Inmediatamente se inicia un proceso de depuracion de
los complejos a,M-proteasa mediante endocitosis y degradacion en lisosomas, a través de
la interaccion con su receptor LRP1. El incremento paulatino de la concentracion de a,M*
en la MEC produce sobre el componente celular de la retina, una serie de efectos biologicos
que incluyen desde simples procesos de activacion de vias de sefializacion intracelular hasta
complejos fendmenos migratorios, con produccion y redistribucion de MMP. Este es el
caso de las células de Muiller, las cuales en condiciones fisioldgicas cumplen importantes
funciones metabdlicas y estructurales, manteniéndose practicamente inalteradas vy
conservando su localizacion topografica en el espacio retinal. La presencia de dosis
elevadas de a,M* promueve, en estas células, la adquisicion de un fenotipo migratorio el
cual incluye la redistribucién de MT1-MMP, TIMP-2 y MMP-2 hacia las protuberancias
celulares. Ademas se produce un incremento de la interaccion molecular de LRP1y MT1-
MMP en EE, proceso que regula el reciclado de esta MMP a la MP a través de una via
dependiente de Rab11.

Por su parte, la interaccion de a,M* con LRP1 incrementa los niveles del receptor en la MP
y su redistribucion subcelular. Esta regulacion del transporte de LRP1 es clave para su
participacion en la adhesion y migracion de células normales y tumorales (Barcelona y col.,

2011; Caceres y col., 2010; Song y col., 2009). Resultados preliminares de nuestro grupo
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de investigacion dan cuenta de que macrdfagos de raton cultivados en superficies
adsorbidas con colageno tipo I, luego del estimulo con a,M* promueven la asociacion de
LRPI1 con Bl-integrina, lo cual resultaria clave para la migracion celular. Ademas, LRP1
presenta elevados niveles de expresion en subpoblaciones de monocitos de sangre
periférica (clasicos e intermedios) con un alto potencial inflamatorio y gran capacidad
migratoria. Estos monocitos son los principales productores de especies reactivas del
oxigeno y luego del estimulo con lipopolisacaridos inducen la expresion selectiva de IL-1§
y TNFa (Ferrer y col., 2014). En este sentido, y teniendo en cuenta que los monocitos de
sangre periférica cumplen roles claves en el desarrollo y la progresién de patologias
cardiovasculares, resulta de interés el estudio de los mecanismos moleculares que regulan

la migracion de este tipo de células durante el desarrollo de la placa de ateroma.

En este contexto a,M* se considera un mediador clave en la remodelacion de la MEC, ya
gue no solo ejerce una accion directa sobre las proteasas, inhibiéndolas y depurandolas del
medio extracelular, sino que ademas regula el transporte de proteinas claves para la

migracion celular, tales como MT1-MMP y LRP1.
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