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RESUMEN

El LRP1 (low density lipoprotein receptor-related protein 1) es un receptor que se
encuentra expresado en diferentes tipos celulares tales como células gliales de
Muller y cardiomiocitos. Entre las diversas funciones de este receptor se destaca
su capacidad de regular la expresion y actividad de diferentes proteinas en la
membrana plasmatica, como ser el caso del receptor de insulina (IR). Se ha
demostrado que la deficiencia de LRP1 en neuronas y hepatocitos genera
resistencia a la insulina. En este sentido, la insulina estimula el trafico de LRP1 a
la superficie celular en adipocitos, hepatocitos y células musculares, aunque se
desconoce como es la regulacion de este tréafico intracelular. Esta movilizacion de
LRP1 hacia la membrana plasmatica, a su vez, le permitiria regular la actividad del
IR en respuesta a la hormona.

Numerosos estudios relacionan la resistencia a la insulina con el incremento de
subfracciones aterogénicas de lipoproteinas de baja densidad, como las
modificadas por agregacion (agLDL). El exceso de estas lipoproteinas es
almacenado en diferentes tejidos, como musculo e higado, contribuyendo con la
resistencia a la insulina, aunque el mecanismo a través del cual esto ocurre no es
del todo claro. ElI LRP1 es uno de los receptores involucrados en la captacion de
colesterol esterificado desde agLDL, lo que podria tener relacion con alteracion de
la respuesta a la insulina.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo de tesis
fue caracterizar la relacién funcional entre el tréfico intracelular de LRP1 y la
respuesta celular a la insulina. Dentro de este marco general se plantearon los
siguientes objetivos especificos: i) lIdentificar las estructuras vesiculares de
almacenamiento de LRP1, asi como las proteinas de transporte vesicular y las
vias de sefializacién intracelulares implicadas en el trafico hacia la membrana
plasmatica de este receptor por accién de insulina; y ii) Establecer la participacion
de LRP1 sobre la respuesta celular a insulina, y como este evento es alterado por
la presencia de ligandos como las agLDL.



Como modelo experimental se utilizaron las lineas celulares: MIO-M1, células
gliales de Mller de retinas humanas; y HL-1, cardiomiocitos de raton. En cuanto al
tréfico intracelular de LRP1 inducido por insulina en células MIO-M1, por
microscopia confocal se evidencié un incremento significativo de la localizacion de
LRP1 principalmente en endosomas tempranos [EEA1+] y en el compartimento de
reciclado rapido [Rab4+] en presencia de insulina. Mediante ensayos de
biotinilacion de proteinas de superficie celular, se evidencio que insulina promueve
la movilizacion de LRP1 hacia la membrana plasmatica en estas células. Este
trafico de LRP1 hacia la membrana plasmatica fue mediado por la activacion de la
via de sefalizacion intracelular IR/PI3K/Akt, evidenciado mediante ensayos de in
cell Western blot. Por microscopia electronica de trasmisién se pudo identificar
vesiculas intracelulares de =100 nm, que almacenan LRP1 junto con otras
proteinas caracteristicas de estas estructuras como sortilin y VAMP2. Finalmente,
insulina promovio el trafico de LRP1 a la superficie celular a través diferentes vias
posibles de reciclado y/o exocitosis, entre ellas, la via de reciclado rapido [Rab4+]
y la via exocitica mediada por Rab8A y Rab10, como se pudo observar mediante
ensayos de biotinilacion de proteinas de superficie celular.

En cuanto a la participacién de LRP1 sobre la respuesta celular a insulina, y como
este evento es afectado por las agLDL en células HL-1, se demostré que el
tratamiento con agLDL durante 8 horas produjo una acumulacion significativa de
colesterol esterificado evidenciada por extraccion lipidica y cromatografia en capa
delgada. La captacién de estas lipoproteinas modificadas fue mediada por LRP1,
ya que este efecto fue bloqueado por GST-RAP. Mediante microscopia confocal
se evidencio que la interaccion entre las agLDL y LRP1 promovié la localizacion
del receptor en compartimentos de degradacion del tipo endosomas tardios o
lisosomas, los cuales resultaron ser disfuncionales, y afect6 la localizacion de este
receptor en regiones celulares ricas en caveolina por accion de insulina. Mediante
ensayos de inmunoprecipitacién, se evidencié la alteracion de la asociacién
molecular entre LRP1 e IR. A continuacion, mediante Western blot, ensayos de
marcacion de proteinas de superficie con biotina y microscopia confocal,

encontramos que las agLDL afectaron la activacion de la cascada de sefializacion



intracelular inducida por insulina lo que resultdé en una reducciéon de la exocitosis
hacia la membrana plasméatica de GLUT4 y una menor captacion de glucosa por
accion de insulina en los cardiomiocitos expuestos a agLDL.

En conclusion, la insulina regularia el trafico de LRP1 hacia la membrana
plasmatica, principalmente desde vesiculas intracelulares, a través de la activacion
de la cascada de sefializacion intracelular IR/PI3K/Akt, y en parte mediante una
ruta de exocitosis regulada por insulina que involucraria la participacion de Rab8A
y Rabl0. Este evento resulta en un aumento de la expresion de LRP1 en la
superficie celular, lo cual tendria implicancias en la respuesta celular a la insulina.
La presencia de un ligando especifico de LRP1 como agLDL alteraria la
distribucion intracelular de este receptor, afectando la asociacién molecular entre
LRP1 e IR, la sefalizacion intracelular inducida por insulina y la captacién de
glucosa extracelular en cardiomiocitos. Estos resultados en su conjunto presentan
una nueva perspectiva en el estudio bioquimico y celular de la relacion del trafico
intracelular de LRP1 y la respuesta celular a la insulina, lo que podria tener
implicancias fisiopatoldégicas en los procesos de neovascularizacion vy
neurodegeneracion retinal como asi también en la alteracion de la funcién

cardiaca que se producen en situaciones de resistencia a la insulina.
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SUMMARY

LRP1 (low density lipoprotein receptor-related protein 1) is a receptor expressed in
different cell types such as Miller glial cells and cardiomyocytes. LRP1 can
regulate the expression and activity of different membrane proteins in the cell
surface, such as the insulin receptor (IR). It has been shown that LRP1 deficiency
in neurons and hepatocytes generates insulin resistance. In this way, insulin
stimulates the LRP1 translocation to the cell surface in adipocytes, hepatocytes
and muscle cells, although the regulation of this intracellular traffic is unknown.
This mobilization of LRP1 towards the plasma membrane, in turn, would allow it to
regulate IR activity in response to the hormone, which could have
pathophysiological implications in the retinal neovascularization and retinal
neurodegeneration as well as in the alteration of cardiac function that occur in
insulin resistance.

Several studies have linked insulin resistance with atherogenic subfractions of low
density lipoproteins, such as those modified by aggregation (agLDL). The excess
of these lipoproteins is stored in different tissues, such as muscle and liver,
contributing to the resistance to insulin, although the mechanism through which this
occurs is not clear. LRP1 is one of the receptors involved in the uptake of esterified
cholesterol from agLDL, which could be related to impaired insulin response.
Taking this background into account, the principal aim of this Ph.D. thesis was to
characterize the functional relationship between the intracellular trafficking of LRP1
and the cellular response to insulin. Within this general framework, the following
specific aims will be considered: i) identify vesicular storage structures of LRP1, as
well as vesicular transport proteins and intracellular signaling pathways involved in
insulin-induced traffic of this receptor; and ii) to establish the participation of LRP1
on the cellular response to insulin, and how this event is altered by the presence of
ligands such as agLDL.

As experimental model, cell lines were used: MIO-M1, Miller glial cells from
human retinas; and HL-1, mouse cardiomyocytes. Regarding insulin-induced

intracellular traffic of LRP1 in MIO-M1 cells, by confocal microscopy we showed a
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significant increase in the localization of LRP1 mainly in early endosomes [EEAL +]
and in the recycling compartment [Rab4 +] in the presence of insulin, with respect
to non-stimulated conditions. By biotinylation assays of cell surface proteins, it was
evidenced that insulin promotes the LRP1 translocation towards the plasma
membrane in these cells. This trafficking was mediated by the activation of the IR /
PI3K / Akt intracellular signaling pathway, evidenced by cell surface proteins
detection assays. Transmission electron microscopy characterized intracellular
vesicles of =100 nm, which store LRP1 together with other proteins such as sortilin
and VAMP2. Finally, insulin promoted the LRP1 translocation to the cell surface
through two different possible pathways, including Rab4-dependent endocytic
recycling pathway and Rab8A and Rab10 mediated exocytic route. Regarding the
participation of LRP1 on the cellular response to insulin, and as this event is
affected by agLDL in HL-1 cells, it was demonstrated that the treatment with agLDL
for 8 hours produced a significant accumulation of esterified cholesterol evidenced
by lipid extraction and thin layer chromatography, without the formation of lipid
droplet in these cells. The uptake of these modified lipoproteins was mediated by
LRP1, since this effect was blocked by GST-RAP. Confocal microscopy showed
that agLDL promoted LRP1 localization of this receptor in degradation
compartments of the late endosome or lysosome, which turned out to be
dysfunctional. Moreover, agLDL also affected the LRP1 location in caveolin-rich
cellular regions by insulin action. Through immunoprecipitation assays, alteration of
the molecular association between LRP1 and IR was found. Then, by Western blot,
cell surface protein biotin-labeling assay and confocal microscopy, we found that
agLDL affected the activation of the insulin-induced intracellular signaling pathway,
which resulted in a reduction of exocytosis towards the plasma membrane of
GLUT4 and a lower glucose uptake by insulin action in cardiomyocytes exposed to
agLDL.

In conclusion, insulin migth regulate the LRP1 trafficking to the plasma membrane,
mediated by the IR/PI3K/Akt activation and Rab8A/Rabl10-dependent exocytosis.
The presence of a specific ligand of LRP1 as agLDL could alter the intracellular

distribution of this receptor, affecting the molecular association between LRP1 and
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IR, the insulin-induced intracellular signaling and the extracellular glucose uptake
in cardiomyocytes. These results present a new perspective in the biochemical and
cellular study of the relationship of the intracellular traffic of LRP1 and the cellular
response to insulin, which may be an important contribution in the research for new

therapeutic targets for the treatment of diabetic retinopathy and cardiomyopathy.

14



1. INTRODUCCION



1. INTRODUCCION
1.1 Aspectos generales del LRP1

1.1.1 La familia del receptor de lipoproteinas de baja densidad

La familia de genes de receptores de lipoproteinas de baja densidad (ldl-r) tiene
como maximo exponente al LDL-R (del inglés low density lipoprotein receptor)
(Goldstein y Brown, 2009). Esta familia esta constituida por 7 miembros con alta
homologia estructural: LDL-R, VLDL-R (del inglés very low density lipoprotein
receptor), ApoER2 (del inglés apolipoprotein E receptor 2), LRP4, LRP1 (del inglés
low density lipoprotein receptor-related protein 1), LRP1b y LRP2 o Megalina
(Figura 1 A). También pertenecen a esta familia otros 3 receptores que no son
homologos en estructura: LRP5, LRP6 y SorLa o LR11 (Figura 1 B) (Herz y Bock,
2002; Herz y Strickland, 2001; Lillis y col.,, 2008). Todos estos receptores
participan de numerosos procesos biolégicos, como ser en la union e
internalizacion de una gran variedad de ligandos extracelulares, en la regulacion
del metabolismo de lipidos y proteinas, asi como también en la modulacién del
transporte y la actividad de diversas proteinas de superficie celular (van de Sluis,
B., Wijers, M., Herz, J., 2017; Mahley, R.W., 2016; Wagner, T.y Pietrzik, C.U.,
2012). Algunos de estos receptores son capaces de generar sefalizaciéon
intracelular a partir de su interaccion con ligandos y tienen una activa participacion
en la regulacion del desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso central (Herz
y Bock, 2002; May y col., 2005).
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Figura 1. Miembros de la familia de receptores de lipoproteinas de baja densidad. (A)
Receptores que presentan alta homologia estructural. (B) Miembros de la familia que no son
homologos estructuralmente. Modificado de Herz y colaboradores (Herz y Bock, 2002).

Dentro de esta familia de receptores, el LRP1 presenta una amplia distribucién en
diversos tejidos y tipos celulares como ser fibroblastos, monocitos y macréfagos,
adipocitos, hepatocitos, cardiomiocitos, células epiteliales y musculares, neuronas
y astrocitos, células gliales de Miller y células dendriticas intersticiales de rifidn
(Herz y col., 2001; Moestrup y col., 1992; Ferrer y col., 2014; Moestrup y col.,
1990, Cal y col., 2012; Barcelona y col., 2010; Bonacci y col., 2007). El LRP1
también se expresa en diversos tipo de tumores como glioblastomas y leucemias

mielomonociticas (Moestrup y Hokland, 1992; Song y col., 2009).

Este receptor fue identificado y caracterizado a fines de la década de 1980, de
manera casi simultdnea por dos grupos de trabajo diferentes. Por un lado,
Joachim Herz y colaboradores, lo describieron como una proteina de superficie
celular altamente expresado en higado y con similitudes estructurales y
bioquimicas al LDL-R (Herz y col.,, 1988). Mientras que, James Ashcom vy

colaboradores, definieron a este receptor como una glicoproteina de superficie

17



celular de 420 kDa que reconocia a la az-Macroglogulina activa (Ashcom y col.,
1990). En ese momento fue considerado un mero receptor endocitico o
transportador intracelular de ligandos, pero en la actualidad se sabe que es un

regulador activo de importantes procesos fisiologicos y patolégicos.

1.1.2 Funciones bioldgicas del LRP1

El LRP1 tiene la capacidad de unir mas de 40 ligandos no relacionados ni
estructural ni funcionalmente, entre los que se destacan proteasas y sus
inhibidores, proteinas involucradas en el transporte de lipidos, factores de
crecimiento, particulas virales y toxinas (Lillis y col., 2008). El LRP1 también es
capaz de asociarse y regular el transporte a la membrana plasmatica de diferentes
proteinas y receptores transmembrana tales como, B1-integrina, MT1-MMP (del
inglés membrane type 1 metalloproteinase), GLUT4 (del inglés glucose transporter
type 4), PDGFRp (del inglés platelet-derived growth factor receptor ), uPAR (del
inglés urokinase receptor) e IR (del inglés insulin receptor), entre otros (Ferrer y
col.,, 2016 ; Barcelona y col., 2013; Bogan y col., 2010; Boucher y col., 2003;
Gonias y col.,, 2011; Liu y col.,, 2015). Esta cualidad le permite participar
activamente en una gran variedad de eventos fisiolégicos y patoldgicos asociados
principalmente con, la remodelacion de la matriz extracelular ya que LRP1 actla
como un receptor depurador de proteasas mediante su interaccién con a,M*
principalmente a nivel del higado y a su vez regula la expresion de
metaloproteinasas de matriz, como la MMP-9 en fibroblastos y macrofagos
(Gaultier y col., 2010; Caceres y col., 2010). Participa en la iniciacion y progresion
de procesos inflamatorios y en eventos de proliferacion, diferenciacion y migracion
celular (Baitsch y col., 2011; Xian y col., 2017; Bonacci y col., 2007; Mantuano y
col., 2010; Barcelona y col, 2013, Ferrer y col., 2016). Este receptor esta
involucrado también en la regulacion del metabolismo de lipidos y glucidos. En
este sentido, LRP1 actia como receptor “scavenger’ de lipoproteinas en su
conformacién nativa, principalmente en higado, o modificadas en macréfagos y

VSMCs, como asi también participa en la regulacién del trafico intracelular de
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trasportadores de glucosa en células musculares y adipocitos (Lillis y col., 2015;
Llorente- Cortes y col., 2006; Kruth, H.S., 2002; Jedrychowski y col.,, 2010;
Kandror y Pilch, 2011). Ademas, este receptor esta involucrado en el ingreso de
virus y toxinas bacterianas a la célula, en la transduccidn de sefales intracelulares
y la transmision nerviosa (Herz y Strickland, 2001; Lillis y col., 2008). Por ultimo,
LRP1 es clave para el desarrollo embrionario, proceso durante el cual cumple
importantes funciones en la implantacion del embridn y el desarrollo del sistema
nervioso central y vascular (Pankov y Yamada, 2002; Lillis y col., 2008; Nakajima y
col., 2014). En resumen, LRP1 tiene una activa participacion en diversos procesos
fisiologicos y patolégicos que puede explicarse a partir de su capacidad de
interaccionar con un gran variedad de ligandos, promover su endocitosis y en
algunos casos también la activacion de cascadas de sefializacion intracelular, que
regulan procesos biologicos tan diversos como la naturaleza de los ligandos que

unen este receptor.

1.1.3 Organizacion estructural del LRP1

El LRP1 es una proteina transmembrana tipo | que es sintetizada como una
glicoproteina precursora de 600 kDa y luego del procesamiento proteolitico
postraduccional mediado por furina en el compartimento de trans-Golgi, se
conforma como un heterodimero asociado de manera no covalente, conteniendo
dos subunidades: i) una subunidad extracelular de 515 kDa (subunidad a) y ii) una
subunidad transmembrana e intracelular de 85 kDa (subunidad B) (Herz y col.,
1990; Willnow y col., 1996). Como se muestra en la Figura 2, la subunidad a
posee 31 repeticiones de tipo complemento ricas en cisteinas, las que se
distribuyen en 4 dominios de unién a ligandos o clusters (I-1V), donde el dominio |
posee dos repeticiones, el Il ocho, el lll diez y finalmente el dominio IV once
repeticiones. Estos dominios se encuentran delimitados por uno o mas dominios
homologos al precursor de EGF (del inglés epidermal growth factor), los cuales
consisten en dos repeticiones EGF ricas en cisteinas seguidas de una repeticidon
YWTD vy una tercera del EGF-like. Por su parte la subunidad B, de 100
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aminoacidos, esta conformada por un ectodominio, una porcion transmembrana y
un dominio intracitoplasmatico (DIC) que contiene motivos YxxL, di-Leucina (LL) y
NPxY, ademas de residuos serina y treoninas, que son potenciales sitios de
fosforilacién y union de proteinas adaptadoras citoplasmaticas (Lillis y col., 2008;
Herz y Strickland, 2001).
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Figura 2. Esquema de la conformacién estructural de LRP1. En la subunidad a los dominios |-
IV representan los sitios de unién de ligandos. También se muestra la subunidad B cuyo sitio de
union con la subunidad a representa el sitio de corte de furina en el compartimento de trans-Golgi.
Modificado de Herz y Strickland (Herz y Strickland, 2001).

1.1.4 Ligandos del LRP1

Como fue mencionado, el LRP1 es capaz de unir mas de 40 ligandos no
relacionados ni de manera estructural ni funcional. La mayoria de los ligandos
reconocidos por este receptor se unen a los dominios Il y IV de la subunidad a, a

excepcion de a;M* que se une a los dominios | y Il (Mikhailenko y col., 2001). A
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continuacion, 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

Lipoproteinas ricas en Apolipoproteina E (apoE), Proteina activadora de esfingolipidos,

Lipasa hepatica, Lipoproteina lipasa (LPL), B8-VLDL, LDL agregadas.

Proteasas y complejos proteasal/inhibidor

a-, Macroglobulina activada (a,M*), Proteina precursora amiloide (isoformas conteniendo
KPI), Complejos Trombospondina-2-MMP-2, MMP-9, MMP-13, Complejos tPA-PAIl, tPA,
Complejos uPA-PAI, Pro-uPA/uPA, Complejos PZP-proteasa, Complejos Neuroserpina-tPA,
Complejos Trombina-PAI-1, Aprotinina, Trombina/Antitrombina Ill, Trombina/Proteasa
Nexina-1, Inhibidor C1s-C1q, Factor 1Xa, Factor VIla/TFPI, fVIIl/fVilla, fXla/Proteasa nexina 1,
Cofactor Il Trombina/Heparina, Neuroserpina, Elastasa/a1-anti-tripsina, Proteasa/Inhibidor
de proteina C, TFPI.

Proteinas intracelulares

RAP, Calreticulina, Proteina Tat de HIV.

Proteinas de la matriz extracelular

Trombospondina 1, Trombospondina 2, Fibronectina.

Factores de crecimiento

PDGF, TGF-8, Midkina, CTGF.

Otros

Lactoferrina, Péptido AB (monémero), C3 (complemento), Ricina A, Gentamicina, Colectina
(via calreticulina), Saposina, Polimicina B, Proteina Circumsporozoito, Rhinovirus,

Exotoxina A de Pseudomonas (EAPS).
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En general, estos ligandos no compiten entre si por la union a LRP1, a excepcion
de la proteina asociada al receptor RAP (del inglés receptor associated protein),
de 39 kDa capaz de interaccionar con alta afinidad con los dominios I-IV
bloqueando asi la unién de todos los ligandos conocidos al receptor (Willnow y
col., 1996; Chiabrando y col., 2002). RAP es esencial durante el procesamiento
post-traduccional de LRP1, ya que impide por accion alostérica la unién de otros
ligandos durante el plegamiento de la proteina y su posterior secrecion a la
membrana plasmatica (Herz y col., 1991). La estructura primaria de RAP fue
determinada por Strickland y colaboradores (Strickland y col., 1991) y mediante
técnicas de biologia molecular se gener6 un homdlogo recombinante acoplado a
GST (del inglés glutatione S-transferase) que puede ser utilizado de manera
exdgena para inhibir la union de ligandos a LRP1 (Barcelona y col., 2013; Ferrer y
col., 2016).

1.1.5 LRP1 como receptor endocitico y de sefalizacion

intracelular

El LRP1 une e internaliza sus ligandos principalmente a través de un mecanismo
de endocitosis mediada por clatrina, junto con la participacion de proteinas
adaptadoras y otros receptores de membrana (May y col., 2005; Lillis y col., 2008).
No obstante, el LRP1 ha sido localizado de manera transitoria en dominios de la
membrana plasmatica 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., 2003; Gonias y col.,
2011; Kanai y col., 2014; Loukinova y col., 2002; Wu y Gonias, 2005; Zhang y col.,
2004; Delint-Ramirez y col., 2015). En general, la internalizacién de ligandos por
endocitosis mediada por clatrina genera inicialmente un proceso de invaginacion
de la membrana plasmatica o clathrin coated pit, a partir del cual se produce el
reclutamiento de la proteina AP2 (del inglés adaptor-related protein type 2)
(Edeling y col., 2006). Luego, por accion de proteinas como epsina y endofilina, se
produce la formacion de la vesicula endocitica, que se desprende de la membrana

plasmatica por un proceso de fision llevado a cabo principalmente por accion de
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dinamina. Paso siguiente, la vesicula se fusiona con endosomas tempranos o
preexistentes, que interaccionan, de forma simultanea, con diversas estructuras
subcelulares direccionando a las moléculas cargo hacia diferentes destinos dentro
de la célula como ser hacia, endosomas tardios para su degradacion, el
compartimento de reciclado endocitico para que las moléculas cargo sean
devueltas a la membrana plasmatica o también es posible que algunas moléculas
retornen directamente desde estos endosomas tempranos hacia la superficie
celular (Maxfield y McGraw, 2004).

Los ligandos de LRP1 ingresan a la célula a través un mecanismo comun pero no
todos tienen el mismo destino intracelular. En el caso de o;M* luego de su
endocitosis sufre degradacién a nivel de lisosomas (Salzman y Maxfield, 1989;
Borth, 1992; Tesis Doctoral Dr. Jaldin-Fincati FCQ-UNC, 2014). Mientras que la
apolipoproteina E (apoE) se localiza en endosomas tempranos, luego se disocia
de su receptor y se ubica en endosomas que no contienen LRP1, desde donde
recicla a la membrana plasmatica para su eliminacion a través de lipoproteinas de
alta densidad 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
evade la via de degradacion al igual que apoE (Walters y Berwin, 2005). En
resumen, no existen rutas endociticas comunes para el transporte intracelular de
los diferentes ligandos de LRP1, lo que permite explicar la ausencia de
redundancia funcional de este receptor en determinadas condiciones fisiolégicas y

patoldgicas.

Por otro lado, la subunidad B de LRP1 contiene los motivos YxxL, LL y NPxY que
participan de la endocitosis del receptor, aunque los mecanismos moleculares
involucrados en este proceso no estan completamente esclarecidos (Donoso y
col., 2009; Farfan y col.,, 2013; Herz y Strickland, 2001). Los motivos NPxY
cumplen funciones adicionales a la de endocitosis ya que participan en la
activacion de la sefalizacion intracelular mediada por este receptor,
interaccionando con dominios denominados PTB (del inglés phosphotyrosine
binding domain) de diversas proteinas adaptadoras citosdlicas, que son las

encargadas de reclutar moléculas que promueven la activacion de vias de
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sefalizacion intracelular (Lee y col., 2008; Beffert y col., 2006;Tao y col., 2016). El
LRP1 contiene dos motivos NPxY en el DIC de la subunidad j, siendo el motivo
distal el que tiene 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 condicionan dicha interaccion (Tao y col., 2016). Si bien la totalidad
de los ligandos son endocitados por este receptor, no todos activan de manera
redundante las mismas vias de sefalizacion intracelular ni producen, por
consiguiente, los mismos eventos celulares. Por ejemplo, a,M* activa vias de
sefalizacion 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 (del inglés protein kinase B) (PIsK/Akt) en
neuronas; y lactoferrina activa AMPc y PKA, que regulan la producciéon de
colageno en fibroblastos (Bonacci y col., 2007; Caceres y col., 2010; Mantuano y
col., 2011; May y col., 2005; Shiy col., 2011; Takayama y Takezawa, 2006).

1.1.6 Distribucion y trafico intracelular del LRP1

En relacién a la localizacion subcelular de LRP1, en condiciones basales este
receptor se localiza principalmente a nivel intracelular, ocupando la region
perinuclear en estructuras vesiculares y tubulares. Una pequefia proporcion de
LRP1 se localiza a nivel de la superficie celular, este porcentaje oscila de 10-20%
dependiendo del tipo celular y puede ser modificado por la presencia de ligandos o
también por otros factores extracelulares que no son ligandos de este receptor, tal
es el caso de la insulina (Barcelona y col., 2013; Ferrer y col., 2016; Ding y col.,
2016; Laatsch y col., 2009). Luego de la interaccion de LRP1 con algun ligando, se
desencadena un evento de endocitosis seguido de la disociaciéon ligando/receptor
en los endosomas tempranos, a partir de alli el LRP1 es reciclado a la membrana
plasmatica a través de mas de una via posible, como se puede ver en la Figura 3.

En este sentido una de las posibilidades es que LRP1 retorne a la superficie
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celular mediante reciclado endocitico rapido o lento. El reciclado endocitico rapido
se produce directamente desde los endosomas tempranos hacia la membrana
plasmética con la participacion de la GTPasa Rab4 e insume aproximadamente 2
minutos desde el ingreso del receptor a la célula (Maxfield y McGraw, 2004).
Mientras que el reciclado endocitico lento se produce a través del compartimento
de reciclado endocitico (CRE), insume aproximadamente 12 minutos desde la
endocitosis del receptor y es mediado por la GTPasa Rab11 (Donoso y col., 2009;
Farfan y col., 2013). Otra posibilidad ademas del reciclado endocitico, es que
LRP1 sea transportado a la membrana plasmatica directamente desde el
compartimento de trans-Golgi mediante la participacion de la GTPasa Rab8, que
ademas regula el equilibrio entre este compartimento y el reticulo endoplasmico.
Sin embargo, en presencia de ciertos estimulos como a,M*, LRP1 retorna a la
superficie celular por vias independientes del reciclado endocitico rapido y lento
(Barcelonay col., 2013). Es también conocido que insulina estimula la movilizacion
de LRP1 hacia la membrana plasmética en hepatocitos, aunque la ruta de trafico
intracelular atn no ha sido caracterizada (Laatsch y col., 2009).
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Figura 3. Distribucién intracelular de LRP1. Bajo condiciones basales LRP1 se encuentra
principalmente a el nivel intracelular y se endocita constitutivamente desde la membrana
plasmatica (MP) hasta los endosomas tempranos (ET), y luego regresa a la superficie celular a
través de una ruta de reciclado endocitico (RE) dependiente de la GTPasa Rab4 (reciclado rapido)
0 Rabl1l (reciclado lento), una tercera posibilidad de retorno a la MP se produciria luego de ciertos
estimulos mediante una exocitosis regulada directamente desde el compartimento de trans-Golgi

mediante la participacion de la GTPasa Rab8.

Algunos aspectos de la regulacion del trafico de LRP1 por accién de insulina
parecen ser similares a lo que ocurre en adipocitos y células musculares con el

trasportador de glucosa GLUT4. Este transportador es movilizado hacia la

membrana plasmatica desde vesiculas intracelulares sensibles a insulina

denominadas GSV (del inglés GLUT4 storage vesicles) mediante un mecanismo
conocido como exocitosis regulada (Bogan y Kandror, 2010; Bogan y col., 2012).
Es importante destacar que LRP1 es una de las proteinas constitutivas
mayoritarias de estas GSV y es fundamental tanto para la formacion como para la

funcionalidad de las mismas (Bogan y Kandror, 2010; Jedrychowski y col. 2010;
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Kandror y Pilch, 2011). Por accion de insulina estas GSV son traficadas y
fusionadas a la membrana plasmética mediante la activacion de la cascada de
sefalizacion intracelular de IR/PI3K/Akt y de un conjunto de diversas GTPasas que
participan de la via exocitica tales como Rab8A y Rab10, entre otras (Leto y col.,
2012; Sun y col., 2014; Chen y col., 2013). Si bien este mecanismo de exocitosis
regulada por insulina podria ser compartido para LRP1 en adipocitos y células
musculares, no se conoce cOmo es la regulacion de este trafico en estas células y
menos aun como se produce en otros tipos celulares que no expresan GLUT4
como ser hepatocitos y células gliales de Miller, entre otras. En este sentido, ha
sido demostrado por varios grupos de investigacién que LRP1 cumple importantes
funciones en la regulaciéon de procesos que involucran migraciéon y activacién de
las células gliales de Miller en la retina, como ser durante la neovascularizacion
inducida por isquemia, donde se evidencia un incremento en la expresién de LRP1
en estas células y en el humor vitreo de pacientes con ciertos desordenes
proliferativos (Barcelona y col., 2010; Hollborn y col., 2004; Sanchez y col., 2007).
Por su parte, también existe evidencia que los niveles de LRP1 en la superficie de
las células gliales de Miller son claves para la regulacion de la migracion de este
tipo de células, la remodelacion de la matriz extracelular y la vascularizacion en la
retina (Tesis Doctoral del Dr. Jaldin-Fincati, FCQ-UNC, 2014; Barcelona y col.,
2013, Hossaina y col., 2017). Sin embargo, las funciones de este receptor en
dichos procesos, como asi también la regulacion de su trafico intracelular aun no

han sido completamente esclarecidas.

Las células gliales de Miller son las principales células gliales de la retina que dan
soporte estructural y funcional a neuronas y vasos sanguineos en este tejido (Limb
y col., 2002; Subirada y col., 2018). Ha sido demostrado que la insulina presente
en el microambiente retinal es capaz de regular diversos procesos en estas
células (Barnet y col., 2000; Biswas y col., 2008; Reiter y col., 2003). Uno de estos
procesos es la regulacion de la actividad y contenido de la enzima glutamina
sintasa (GS) involucrada en la conversion del glutamato del microambiente retinal
a glutamina previniendo asi la neurotoxicidad inducida por el neurotransmisor, sin

embargo aun no se conoce el mecanismo intracelular que regula este evento
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(Lieth y col., 2000). Adicionalmente, las células gliales de Miuller cumplirian
importantes funciones en la regeneracion neuronal, lo que se deduce a partir de
los hallazgos que muestran que células MIO-M1 (del inglés Moorfields/Institute of
Ophthalmology-Mdller 1) 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
patolégicas o mecanicas (Bull y col., 2008; Johnson y col., 2009). En relacién al
presente trabajo de tesis, el tejido retinal es una region del organismo que se
encuentra en contacto con insulina, siendo varias de sus funciones reguladas por
la presencia de esta hormona (Klefter y col., 2016). En situaciones de resistencia a
la insulina se desencadenan eventos de migracion celular, remodelacién de la
matriz extracelular y vascularizacién anormal, en los cuales ha sido demostrado
que LRP1 tiene participacion, que en conjunto forman parte de lo que se
denomina como retinopatia diabética (RD) (Lutty y col., 2013). Teniendo en cuenta
todos estos aspectos, resultd de interés la utilizacion de la linea celular MIO-M1
para el estudio de los efectos que provoca la insulina sobre la distribucién y trafico
intracelular de LRP1, con el propésito de entender su participacién en diferentes
procesos patolégicos a nivel de la retina, que se desarrollan debido a la resistencia

a la insulina en patologias como la Diabetes Mellitus.

1.2 Regulacion del trafico intracelular y funcionalidad del LRP1

por Insulina

1.2.1 Aspectos generales y funciones bioldgicas de la insulina

La insulina es una hormona polipeptidica producida y secretada por las células
de los islotes de Langerhans del pancreas. Entre los vertebrados, esta hormona
conserva una intima similitud estructural. En las células B, la insulina se sintetiza
como proinsulina y por accién de enzimas proteoliticas en el compartimento de
Golgi, pierde una region del centro de la molécula denominada péptido C

guedando libres los extremos C-terminal y N-terminal. Estos extremos tienen 51
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aminoacidos en total y se denominan cadenas A (21 aminoacidos) y B (30
aminoécidos), los cuales estan unidos entre si por medio de puentes disulfuro
(Sanlioglu y col., 2013). De esta manera, la insulina se une a Zn** conformando
una estructura hexamérica que se almacena en vesiculas secretorias en el interior
celular, mientras que la forma activa de esta hormona es la estructura monomérica
que se genera cuando la insulina es liberada a la circulacion sanguinea (Doyle y
col., 2003).

La insulina es secretada por el pancreas bajo la influencia de varios estimulos,
como ser la ingesta de carbohidratos, grasas y proteinas, también por accién de la
hormona del crecimiento y el neurotransmisor acetilcolina, entre otros. En
individuos sanos hay una liberacion basal constante de insulina en respuesta a la
produccioén de glucosa hepatica. Mientras que luego de la ingesta de alimentos se
produce una liberacion bifasica de la insulina, donde la primera fase de secrecién
se desencadena rapidamente dentro de los 5 minutos después del estimulo y
consiste principalmente en la liberacion de insulina existente que se encuentra
almacenada en vesiculas secretorias intracelulares. La segunda fase (fase de
meseta), en contraste, requiere del procesamiento de la insulina recién sintetizada
gue se libera de manera sostenida y lenta durante 1- 2 horas hasta que se

reestablece la normoglucemia (Yaribeygi y col., 2018).

La insulina es la principal hormona anabdlica en el ser humano. En sus tejidos
diana, principalmente higado, musculo y tejido adiposo, incrementa la captaciéon
de glucosa favoreciendo su utilizacion y almacenamiento como glucoégeno, inhibe
la glucogenolisis, promueve la glucélisis y favorece la sintesis de triglicéridos y
proteinas. Con la reduccién de la concentracion de glucosa circulante, se produce
la degradacion de la insulina secretada, finalizando asi la respuesta 2-3 horas

luego del estimulo (Kraegen y col., 1985; Saltiel y Kahn, 2001).
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1.2.2 Respuesta celular alainsulina

La via de sefalizacion de insulina se inicia después de la interaccion de la
hormona con su receptor especifico IR en la superficie celular de hepatocitos,
adipocitos, células musculares, entre otras. Es conocido que IR se localiza
principalmente en dominios de la membrana plasmatica ricos en colesterol o lipid
rafts/caveolae (Delint-Ramirez y col., 2015). Este receptor es una proteina
heterotetramérica compuesta por dos subunidades a idénticas extracelulares y
dos subunidades B transmembrana también idénticas entre si y unidas por
puentes disulfuro. Las unidades a contienen los “sitios” de unién de la insulina.
Como se puede ver en la Figura 4, luego de la interaccion de IR con la hormona
se produce la autofosforilacion de la subunidad B del receptor lo que conduce al
reclutamiento y fosforilacion de residuos Tyr del sustrato del receptor de insulina
(IRS) que sirven como sitios de acoplamiento para el dominio SH2 de la subunidad
p85 de PI3K, para su subsecuente activacion y produccién de fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato (PIP3). A su vez, el PIP3 sirve como sitio de acoplamiento para
residuos Ser/Thr de ciertas quinasas como PDK1 (del inglés phosphoinositide-
dependent kinase 1) y Akt (también conocida como PKB). PDK1 y mTORC2 (del
inglés mammalian target of rapamycin complex 2) activan a Akt mediante la
fosforilacion dual de residuos Ser/Thr. Akt es un eje clave que conecta la
sefalizacion intracelular de insulina con el trafico de GLUT4 en adipocitos y
células musculares que expresan este transportador (Saltiel y Khan 2001; Bai y
col., 2007; Gonzalez y McGraw, 2006). En este sentido, es conocido que Akt actia
sobre dos proteinas reguladoras de GTPasas, una de ella es AS160 (también
conocido como TBC1D4) y la otra es el complejo RAL-GAP (RGC). Cuando Akt se
activa, fosforila a AS160 y a RGC favoreciendo la activacion de GTPasas
involucradas en la exocitosis de las vesiculas GSVs que almacenan GLUT4, como
ser Rab8A y Rabl4 en células musculares y Rab10 en adipocitos (Sun y col.,
2010; Miinea y col., 2005; Sano y col., 2007; Chen y col., 2010). No obstante, Akt
también es capaz de actuar sobre algunas proteinas reguladoras del tipo SNARE,
como Synip (también conocida como STXBP4) y CDP138 (del inglés 138 kDa C2
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domain-containing phosphoprotein) que regulan la fusién de las GSVs con la
membrana plasmatica (Xie y col., 2011; Yamada y col., 2005).

Insulina
o°

_Receptor de
Insulina

GLUT4

l Translocacion vesicular ]

Figura 4. Sefializacién intracelular de insulina. La cascada de sefalizacién de insulina se inicia
cuando la hormona interacciona con IR en la superficie celular, este se autofosforila y activa a IRS
y PI3K. Esta Ultima quinasa convierte el fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PIP2) a fosfatidilinositol-
3,4,5-trisfosfato (PIP3), que sirve como plataforma para el reclutamiento de PDK1 y AKT. Cuando
en la membrana plasmatica, AKT es fosforilado por PDK1 y mTORC?2, se promueve la fosforilacion
de AS160 y RGC lo que lleva a sus respectivas inhibiciones y la subsecuente exocitosis de GSV
mediante la activacién de GTPasas involucradas en la exocitosis de estas vesiculas. Modificado de
Leto y Saltiel (Leto y Saltiel, 2012).

Este tipo de exocitosis regulada de GLUT4 inducida por insulina ha sido bien
estudiada en adipocitos y células musculares (Pessin y Saltiel, 2000). GLUT4 es
uno de los miembros de la familia de transportadores de hexosas GLUT o SLC2,
que presenta alta afinidad por la glucosa y esta expresado principalmente en
musculo y tejido adiposo (Mueckler y Thorens, 2013). Ante el estimulo con insulina
o el ejercicio fisico, se produce la exocitosis de estas vesiculas GSVs que

almacenan este transportador, lo que aumenta mas de diez veces la captacion de

31



glucosa por los tejidos respecto a una situacion basal (Bogan y Kandror, 2010).
Respecto a la estructura de las GSVs, son vesiculas de doble membrana que se
originan a partir del compartimento de trans-Golgi y que se encuentran en un
equilibrio dinamico con el mismo y con compartimentos endosomales como los
compartimentos de reciclado endocitico (Figura 5) (Shewan y col., 2003;
Karylowski, Zeigerer, Cohen y McGraw, 2004). En base a la composicién proteica
las GSVs se caracterizan por la presencia de GLUT4, IRAP (del inglés insulin-
responsive aminopeptidase), sortilin, VAMP2 (del inglés vesicle-associated
membrane protein 2) y LRP1, como los componentes mayoritarios de estas
vesiculas (Leto y Saltiel, 2012; Jedrychowski y col., 2010). Aunque las funciones
de estas proteinas en las GSVs aun no han sido caracterizadas completamente,
se conoce que sortilin, IRAP y LRP1 interaccionan en el lumen de estas vesiculas
lo que seria clave para la formacion y estabilidad de las mismas (Jedrychowski y
col., 2010; Shi, Huang y Kandror, 2008). Mientras que, VAMP2 es una v-SNARE
requerida para las fusion de las GSVs a la membrana plasmética (Leto y Saltiel,
2012).
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Figura 5. Tréafico intracelular de GLUT4. A) GLUT4 cicla constantemente entre compartimentos
endosomales y la MP. Luego de su endocitosis, GLUT4 puede retornar a la superficie celular a
través de diferentes vias, una de ellas implica su paso por endosomas de reciclado endocitico
rdpido o lento en condiciones basales. Otra de las posibilidades, es que ante el estimulo con
insulina se promueva ademas su exocitosis desde vesiculas GSVs hacia la MP. Insulina es capaz
de aumentar de 10-40 veces los niveles de GLUT4 en la superficie celular al favorecer no solo el
reciclado endocitico sino ademas la exocitosis de GSVs que almacenan este transportador. Este
trafico intracelular de GLUT4 requiere de la participacion de varias GTPasas involucradas en los
diferentes pasos, como ser Rab5, Rab4 y Rabll, entre otras. B) La formacion de las GSVs se
produce gracias a la donacion de membrana principalmente a partir del compartimento de trans-
Golgi. En el lumen de esta estructura GLUT4, IRAP, sortilin y LRP1 interaccionan entre si formando
complejos de proteinas oligoméricas. Mediante la participacibn de la GTPasa ARF6 y el
reclutamiento de proteinas adaptadoras y clatrina se produce la formacién de las GSVs. Ante el
estimulo de insulina se produce el aumento de la liberacion de GSVs ya que se inactiva Rab31 y
se activan las GTPasas involucradas en la via exocitica como Rab10 en adipocitos y Rab8 y
Rab14 en células musculares que favorecen la movilizaciéon de GSVs hacia la MP. Modificado de
Leto y Saltiel (Leto y Saltiel, 2012).

Las GSVs no se movilizan a la membrana plasmatica, o lo hacen muy lentamente
en ausencia de insulina, lo que sugiere la existencia de un mecanismo
especializado que retiene a estas vesiculas en el interior celular en musculo y
tejido adiposo (Zeigerer y col., 2002; Govers Yy col., 2004; Muretta y col., 2008).
Ante el estimulo con insulina, se produce una rapida movilizacion de las GSVs
hacia la superficie, pero cuando el reservorio de GSVs preformadas se agota se
ve favorecida la produccion de nuevas GSVs desde los compartimentos donores
de estas estructuras (Muretta y col., 2008; Xu y col., 2011). Ademas la insulina
favorece el reciclado endocitico de GLUT4 través de compartimentos de reciclado

endocitico rapido, dependientes de la GTPasa Rab4, o lento, dependiente de la
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GTPasa Rab11 (Mariy col., 2006). Si bien el reciclado endocitico de GLUT4 se ve
favorecido, la insulina incrementa la expresion de este transportador en la
superficie celular principalmente promoviendo la exocitosis de las GSVs. Este
evento se puede separar en tres procesos distintos: movilizacion a la periferia
celular; anclaje y fusion con la membrana plasmatica (Leto y Saltiel, 2012). De
esta manera incrementa la expresion de GLUT4 en la superficie celular lo que
favorece la captacion de glucosa extracelular. Cualquier alteracion en el trafico
GLUT4 hacia la membrana plasmatica en respuesta a insulina puede llevar al

desarrollo de resistencia a insulina (Ng y col., 2008).

1.2.3 Resistencia a lainsulina

La resistencia a la insulina es la disminucion de la capacidad de ésta hormona
para ejercer sus acciones bioldgicas en tejidos diana tipicos, como musculo
esquelético, higado o tejido adiposo, y se presenta de manera sostenida en
enfermedades crénicas no transmisibles como la diabetes mellitus (DM) tipo 2,
siendo una de las principales causas de la enfermedad cardiovascular (ECV)
(Yaribeygi y col., 2018). Existen otras circunstancias como son la edad, la
gestacion y el sindrome de ovario poliquistico, donde la resistencia a la insulina
también juega un papel importante (Fachinniy col., 2001).

La resistencia a la insulina es, quizas, el componente esencial del sindrome
metabdlico (SM), pero estos términos no son equivalentes. La resistencia a la
insulina se refiere a un mecanismo fisiopatolégico, mientras que el SM es un
término descriptivo de una situacion clinica de alto riesgo para el desarrollo de
ECV.

Los mecanismos responsables del desarrollo de la resistencia a la insulina son
multiples y estan sujetos a variabilidad interindividual. Los mismos se clasifican
segun el nivel topografico en: a) nivel pre — receptor (antes de la union insulina —
IR), b) nivel receptor (en la unién insulina — IR) o c¢) nivel post — receptor (tras la
unién de insulina —IR). Los defectos post — receptor son los mas frecuentes en

situaciones patologicas de mayor prevalencia clinico — epidemiolégica como la
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obesidad, SM y DM tipo 2, y estan asociados a una o varias de las siguientes

alteraciones:

a) Defectos del IR, en la activacién de proteinas IRS o de la fosfatidilinositol-3-
quinasa, como se ha detectado en el musculo esquelético en pacientes con DM
tipo 2 (Saltiel y Khan 2001). En este sentido, es importante destacar que en
cerebro e higado se ha demostrado que LRP1 es crucial para la activacion del IR
mediado por insulina. De esta manera la pérdida de la expresion de LRP1 lleva a
la alteracion en el trafico de IR hacia la membrana plasmética, lo que genera una
disminucién de la sefializacién intracelular inducida por insulina y, por ende, la
reduccion de la captacion de glucosa en neuronas y hepatocitos (Liu y col., 2015;
Ding y col., 2016).

b) Antagonismo de la accién de la insulina por citoquinas del tejido adiposo, como
la leptina, TNF-a, resistina, adiponectina o la proteina acrp30, que tienen efectos
paracrinos y autécrinos, que pueden modular la actividad de otros tejidos
sensibles a la insulina (Hotamisligil y col., 1996; Matsubara y col., 2000; Weyer y
col., 2001; Berg y col., 2001).

c) Antagonismo de la accion de insulina por acidos grasos no esterificados
(AGNE) y / o acidos grasos libres (AGL). En la DM tipo 2 o en la obesidad las
concentraciones plasmaticas de AGNE y AGL estan aumentadas, por lo que se les
atribuye un papel importante en el desarrollo y mantencion de la resistencia a la
insulina, ya que interfieren con los procesos de captacion, transporte y utilizacion
de glucosa inducidos por la insulina en el musculo esquelético y cardiaco. El
mecanismo por el que estos acidos grasos ejercen su accion antiinsulinica aun es
desconocido, pero se cree que tiene un efecto reductor de la activacion de
proteinas claves, como IRS o PI3K, lo que altera la cascada de sefializacion

intracelular inducida por insulina (Chen y col., 2018).

d) El estrés oxidativo, que se asocia a la disfuncidon endotelial precoz en la

obesidad, DM tipo 2 y SM, e inhibe la sefalizacién intracelular inducida por
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insulina, lo que reduce la efectividad de la accién de la hormona promoviendo o

potenciando la resistencia a la insulina (Aoi y col., 2013).

e) Debido a otras alteraciones relacionadas a factores genéticos (Itahana y col.,
2018; Davegardh y col.,, 2018; Wen y Duffy, 2017) o a diversas situaciones
fisiopatolégicas que se caracterizan por una produccion inapropiada de
determinadas hormonas con efectos opuestos a la accion de la insulina, como la
hormona del crecimiento (por ejemplo, en la acromegalia) o catecolaminas (por
ejemplo, en el feocromocitoma) que contribuyen al desarrollo de la resistencia a la

insulina (Sanchez-Margalet, 1999).

En resumen, las consecuencias de la resistencia a la insulina son muy amplias, ya
gue se generan una gran variedad de anormalidades entre las que se incluyen
hiperglucemia, hiperinsulinemia, aumento del nivel de triglicéridos y LDL en
sangre, una disminucion de los niveles de HDL, aumento de secrecion de VLDL
por parte del higado, desérdenes en la coagulacion, aumento de resistencia
vascular, cambios en las concentraciones de hormonas tiroideas, atenuacion del
flujo de sangre periférico y ganancia de peso. Por todo ello, la resistencia a la

insulina se asocia con obesidad, hipertension, dislipemia, aterosclerosis y la ECV.

1.2.4 Resistencia a lainsulinay dislipemia

La resistencia a la insulina se asocia a distintos trastornos del metabolismo de los
lipidos, promoviendo un aumento de la lipdlisis y de la movilizacion de acidos
grasos libres hacia la circulacion sanguinea, lo que lleva a la alteracion del perfil
lipidico y de lipoproteinas. Las lipoproteinas son complejos moleculares formados
por lipidos y proteinas (apolipoproteinas), que presentan una estructura
pseudomicelar. Dependiendo del tamafo, densidad y porcentaje de lipidos las
lipoproteinas se dividen en quilomicrones (QM) y lipoproteinas de alta, baja y muy
baja densidad (HDL, LDL y VLDL, respectivamente). En la tabla 1, se resumen las

principales caracteristicas fisico-quimicas y funciones de las lipoproteinas.
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Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas y principales funciones de las lipoproteinas.

Lipoproteina

%
Tamafio (nm)
Densidad (g/ml)
Trigliceridos (%)
Colesterol (%)
Fosfolipidos (%)
Principales
apolipoproteinas
Origen
Funcioén

Mientras tanto, la Figura 6.

QM
2
>200
<0.95
87
6
4
B-48,A-1,A-Il, A-
IV,C-1,C-1I,C-lll, E
Lipidos dieta
Transporte de
triglicéridos de la
dieta (postprandial)

VLDL

7
30-200
0.95-1.006
64-80
8-13
6-15
A-1V,B-100,C-1,C-
I, C-ll, E
Lipidos hepéticos
Transporte de
triglicéridos
hepaticos a tejidos
periféricos

LDL

21
10-30
1.006-1.063
10
45
25

B-100

Metabolismo VLDL
Transporte de
colesterol y
fosfolipidos a
tejidos periféricos

metabolismo exdgeno y enddgeno de las lipoproteinas.

HDL

46
<10
1.063-1.210
2-5
20
30
A-l, A-ll, A-IV,C-
1,C-11,C-lll,D,E
Lipidos tisulares
Transporte reverso
de colesterol

resume los principales mecanismos que median el
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Figura 6. Metabolismo de las lipoproteinas. Los lipidos de la dieta son absorbidos en el intestino
y empaquetados en forma de QM que son transportados a través de la sangre hacia los tejidos
periféricos. La lipoproteina lipasa (LPL) del endotelio hidroliza los TG de los QM lo que permite la
captacion de acidos grasos por el musculo y el tejido adiposo, mientras que los quilomicrones
remanentes son metabolizados en el higado. En higado se forman las VLDL que se encargan del
transporte endégeno del colesterol, estas lipoproteinas se convierten en LDL por medio de la
accion de la LPL. Las LDL son captadas en el higado y demas 6rganos mediante su interaccion
con LDL-R, lo que favorece la utilizacién del colesterol por los tejidos. Por otra parte, las HDL son
las particulas encargadas del transporte reverso del colesterol. Estas lipoproteinas se generan en
el higado e intestino y captan el colesterol desde los tejidos periféricos a través del transportador
ABCA-1. Finalmente, las HDL son captadas por el higado a través del receptor scavenger-
B1.Modificado de Rader y Daugherty, 2008.

El exceso de &cidos grasos libres, que se libera en condiciones de insulino-
resistencia, se reesterifica en el higado para la formacion de triglicéridos, que junto
con las apolipoproteinas B-100, E y C y colesterol esterificado (CE), conllevan al
incremento en la formacién de VLDL (Gibbons y col., 2004). Paralelamente, en
condiciones de resistencia a la insulina se produce una disminucién en la
actividad de la lipoproteina lipasa (LPL), enzima que digiere los triglicéridos de las
VLDL en el endotelio de capilares de tejido adiposo y muscular (Su y Abumrad,
2009). El exceso en la secrecion de VLDL y su inadecuado procesamiento por la
LPL genera la acumulacion de particulas como IDL (lipoproteina de densidad
intermedia o VLDL remanente) y LDL, ricas en triglicéridos y con menos colesterol

que el habitual lo que hace que tengan un menor tamafio y una densidad
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incrementada por lo que se las denomina como LDL “pequefias y densas” y
presentan altas caracteristicas aterogenicas (Laws y col., 1997; Goldberg, 2001;
Wilcox, 2005, Grundy, 2006). Estas LDL se unen con facilidad a los proteoglicanos
de la matriz extracelular arterial, lo que favorece la modificaciéon de las mismas
mediante oxidacién, glicosilacion, agregacion (agLDL), entre otras modificaciones
a nivel del endotelio (Bancells y col., 2010, Sorany col., 2016). El exceso de estas
lipoproteinas modificadas se acumula de manera ectépica en diferentes tejidos,
entre ellos musculo liso, esquelético y miocardio alterando la funcionalidad de los
mismos (Mcneely y col., 2001; Laclaustra y col., 2005; Samouillan y col., 2014;
Borén y col.,, 2013). Los receptores involucrados en la captacion de estas
lipoproteinas son los receptores tipo scavenger (SR) y los de la familia del LDL-R
(LRP1 y VLDL-R) principalmente. Los receptores tipo scavenger (SR) son una
familia de receptores de superficie celular que unen multiples ligandos y participan
en diversos procesos (Canton, J., Neculai, D. y Grinstein, S., 2013; Feng y col.,
2011). Si bien existen diferentes clases de SR, los mas involucrados en la
captacion de lipoproteinas modificadas son los de clase A y B. Dentro de los SR
de clase B, es importante destacar el rol de CD36 en la captaciéon de LDL
oxidadas en macréfagos lo que lleva a su transformacién a células espumosa,
contribuyendo al desarrollo y agravamiento de la lesién aterosclerética (Febbraio y
col., 2000; Park y col., 2009). Por otro lado, dentro de la familia de LDL-R, ha sido
demostrado que LRP1 es clave en la internalizacién de agLDL en VSMCs, ya que
la utilizacion de ligandos de LRP1 como lactoferrina, como asi también de
anticuerpos anti-LRP1 o siRNA para este receptor redujeron de manera
significativa la captaciéon de CE, siendo el dominio CR9 del cluster Il del LRP1
critico para la captacion de las agLDL (Llorente-Cortés y col., 2000; Llorente-
Cortés y Badimon, 2005; Costales y col.,, 2015). Por otro lado, las agLDL
prolongan el tiempo de vida media de LRP1 en VSMCs, lo que favorece la
captaciéon de CE a partir de estas lipoproteinas modificadas en este tipo celular
(Cal y col., 2013). La acumulacién ectdpica de lipoproteinas modificadas lleva a la
formacion de lipid droplets (LD) en hepatocitos y células musculares, estas

organelas son sintetizadas a partir de membrana donada por el reticulo
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endoplasmico y por aporte de colesterol esterificado de la captacion de las
lipoproteinas procesadas en los lisosomas (Figura 7) (Walther y Farese, 2012;
Walther y col., 2017; Xu y col., 2017). Ha sido demostrado que la formacion de LD
en células diferentes a las del tejido adiposo como en hepatocitos y células
musculares esta asociado con la alteracion en la respuesta a insulina en esos
tejidos, aunque el mecanismo involucrado en este proceso es aun desconocido
(Boren y col., 2013). Si bien los adipocitos son células que forman LD para la
reserva de lipidos neutros, la sobreexposicion a estos genera la alteracion de la
respuesta a la insulina en estas células principalmente atribuida en la actualidad al

efecto estérico de estos LD en el citoplasma celular (Kim y col., 2015).
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Figura 7. Dinamica de la biogénesis de Lipid droplets. Los acidos grasos (FA) ingresan a la
célula mediante su unién a receptores como CD36 y FATP. Mientras que las lipoproteinas LDL
(principalmente en hepatocitos) u oxLDL (principalmente en macréfago) ingresan a la célula
mediante endocitosis mediada por receptor. EI CE de estas lipoproteinas se hidroliza a FA y
colesterol libre (CL) en los lisosomas. El CL es transportado hacia el reticulo endoplasmico (ER) a
través de peroxisoma y se reesterifica a CE en ER por accién de la enzima acyl- CoA-colesterol
acyltransferasa (ACAT). Este CE es empaquetado con fosfolipidos y proteinas provenientes de la
membrana del ER formando los lipid droplets (LD). Estas organelas pueden sufrir hidrolisis por
estimulos como el frio o la inanicion, de esta manera se liberan FA que sufren B-oxidacion en las
mitocondrias para la obtencion de energia. Modificado de Xu y col., 2017.

1.2.5 Resistencia a la insulina, dislipemia y disfuncion cardiaca

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen la principal causa de
muerte a nivel mundial (Organizacion Mundial de la Salud, 2011). En base a datos
estadisticos, se calcula que en 2030 morirdn cerca de 23,3 millones de personas
por ECV (Mathers et al.,, 2006). En los dultimos afios, en las sociedades
occidentales, ha incrementado la prevalencia de la obesidad y de las
enfermedades metabdlicas relacionadas con la ECV, como el SM y la DM tipo 2
(Haffner y Taegtmeyer, 2003). Una caracteristica subyacente en los individuos
gue presentan dichas patologias, es la resistencia a la insulina y el dafo

cardiovascular (Saltiel y Khan, 2001; Falcdo-Pires y Leite-Moreira, 2012). Como
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resultado, estos pacientes tienen un riesgo mucho mayor de infarto agudo de
miocardio y de apoplejia. A lo largo de varios estudios clinicos se ha demostrado
una fuerte relacion entre la hiperglucemia y la resistencia a la insulina, que parece
tener un importante papel en el desarrollo de las complicaciones patogénicas
macrovasculares (Ebara y col., 2000; Wong y Marwick, 2007; Witteles y Fowler,
2008). Sin embargo, poco se sabe sobre el mecanismo molecular implicado en el

impacto de la resistencia a la accion de la insulina en la funcion cardiaca.

El corazén es un 6rgano que requiere de una enorme cantidad de energia para su
funcién diaria. El metabolismo cardiaco esta regulado por la disponibilidad de
sustratos, presencia de hormonas como la insulina, demanda de energia por
trabajo cardiaco y el aporte de oxigeno. Dada la importancia de la funcion
contractil continua de este 6rgano, es de esperar que el corazdén sea capaz de
utilizar sustratos diferentes, como ser acidos grasos, cuerpos cetonicos,
aminoéacidos o glucosa, para generar ATP bajo diversas situaciones fisiolégicas y
patologicas (Depre y col., 1999). La captacion de glucosa por el miocardio
representa aproximadamente el 30 % de la fuente de energia disponible para este
tejido, y esta determinada principalmente por dos factores independientes pero
interrelacionados, como son la concentracion local de insulina y la intensidad del
ejercicio/contraccion. La insulina favorece la captacion y utilizacién de glucosa en
los cardiomiocitos, mediante la activacion de la cascada de sefializacion
intracelular inducida por la hormona y la movilizacibon de GLUT4 hacia la
membrana plasmatica (McQueen y col., 2005; Bertrandy col., 2008; Domenighett y
col., 2010; Saha y col., 2011). De esta manera, la resistencia a la insulina tiene
una marcada influencia en el metabolismo cardiaco debido a que la accién de la
insulina en el miocardio se ve afectada, el aporte de sustratos se encuentra
alterado y existen inconvenientes en las adaptaciones metabdlicas en este 6rgano

(Young y col., 2002; Neubauer y col., 2007; Doehener y col., 2014).

La resistencia a la insulina produce un marcado incremento de la ECV debido a la
cardiomiopatia diabética, definida como una disfuncion ventricular producida en

ausencia de enfermedad coronaria o hipertension. Es importante destacar que el
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miocardio que presenta mayor actividad metabdlica y, que por ende, es afectado
por accion de insulina es principalmente el del ventriculo izquierdo. Si bien la
patogénesis de la cardiomiopatia diabética es indudablemente multifactorial, se ha
propuesto que las alteraciones en el metabolismo energético cardiaco, como el
metabolismo de la glucosa y de los acidos grasos, serian uno de los principales
mecanismos implicados (Jagasia y McNulty, 2003). Los pacientes con
cardiomiopatia diabética muestran cambios en la estructura cardiaca con
hipertrofia ventricular izquierda concéntrica y aumento de la masa cardiaca.
Mientras que a nivel de la ultraestructura se observa hipertrofia de los
cardiomiocitos, fibrosis perivascular y un incremento en el depdésito de lipidos y
coldgeno (Horwich y Fonarow, 2010; Ashrafian, Frenneaux y Opie, 2007; Gray y
Kim, 2011).

Durante la resistencia a la insulina el corazén estd expuesto a un ambiente
hiperinsulinémico e hiperglucémico. Inicialmente, este 6rgano se adapta a este
ambiente incrementando la expresion de proteinas y receptores involucrados en el
metabolismo de acidos grasos, de esta forma aumenta su dependencia a este
sustrato como combustible ya que no puede utilizar glucosa, este cambio del
metabolismo de la glucosa al de los acidos grasos disminuye la eficiencia cardiaca
(Nagoshi y col., 2011; Saha y col.,, 2011; Sowers, 2012; Gray y Kim, 2011,
Ormazabal y col., 2018). Sin embargo, la exposicion continuada a este ambiente
metabdlico conduce a una disfuncién cardiaca, debido a que la excesiva
disponibilidad de acidos grasos excede la tasa de uso por el corazén, produciendo
una acumulacion lipidica nociva en los cardiomiocitos (van de Weijer, Schrauwen-

Hinderling y Schrauwen , 2011; Samouillan y col., 2014).

La resistencia sistémica a la insulina junto con el depdsito patolégico de lipidos en
el corazén modifica multiples procesos intracelulares como la apoptosis inducida
por ceramida, la produccion de especies reactiva de oxigeno, la inflamacion, la
disfuncion mitocondrial y/o el estrés del reticulo endoplasmico (RE), como se
resume en la Figura 8 (Bugger y Abel, 2014; Chokshi y col., 2012; Kim , Wei y
Sowers, 2008; Aroor y col., 2012; Cnop, Foufelle y Velloso, 2012; Park y Goldberg,

2012; Rochay Folco, 2011; Sena y col., 2009). Estos eventos llevan a la alteraciéon
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de la flexibilidad metabdlica, con menor utilizacion de la glucosa debido por un
lado a la alteracion de la sefializacion de la insulina y por otro a la disminucion de
la expresion de genes de enzimas involucradas en la glicolisis y oxidacion de la
glucosa, lo que termina generando resistencia a la insulina cardiaca secundaria
(Bertrandy col., 2008; Zhang y col., 2008; Pulakat y col., 2012; Falcao-Pires y
Leite-Moreira, 2012). Esto tiene impacto sobre la utilizacién de Ca** y por ende en
la contractibilidad cardiaca (Lebeche, Davidoff y Hajjar, 2008; Domenighett y col.,
2010; Ruiz-Ramirez y col., 2016). Todas estas alteraciones a nivel intracelular,
contribuyen al remodelado cardiaco que resulta en la hipertrofia ventricular
izquierda, alteracion de la funcion diastolica, muerte de cardiomiocitos y fibrosis
cardiaca que son caracteristicas de la cardiomiopatia diabética (Horwich y
Fonarow, 2010; Ashrafian, Frenneaux y Opie, 2007; Gray y Kim, 2011; Tuunanen
y Knuuti, 2011; Samoullian y col., 2014).

Aunque la relacién entre resistencia a la insulina, dislipemia y la enfermedad
cardiovascular se conocen desde hace décadas, los mecanismos moleculares
implicados en la fisiopatologia de estos procesos y su interrelacion alin no estan

claros.
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Figura 8. Mecanismos moleculares de la resistencia a insulina, dislipemia y disfuncién
cardiaca. Las principales consecuencias de la resistencia a la insulina y la dislipemia en el
miocardio son los problemas en el manejo del calcio intracelular, inflexibilidad metabdlica,
disfuncién mitocondrial y endotelial y estrés de RE. Estos eventos contribuyen a la hipertrofia
cardiaca, muerte los cardiomiocitos, fibrosis cardiaca y disfuncion diastélica. La progresion de la
lesion cardiaca conduce a disfuncién contractil e insuficiencia cardiaca. Modificado de Annayya y
col., 2012.

En resumen, parte de los mecanismos moleculares, bioquimicos y celulares
implicados en la resistencia a la insulina podrian ser explicados desde el aporte
funcional del LRP1 y su capacidad de regular la actividad del IR. En este sentido, y
basados en los antecedentes descriptos en este capitulo, es posible que LRP1
desempenie diversas funciones celulares inducidas por la insulina, influyendo de
algin modo la distribucion subcelular y el trafico intracelular de este receptor
regulado por accion de la hormona. Este efecto regulatorio de la insulina permitiria
que LRP1 esté involucrado en procesos de migracion y activacion del componente
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celular retinal, en particular de células gliales de Miiller, en procesos fisiologicos y
patologicos de la retina. De la misma manera, seria importante establecer si LRP1
tiene una activa capacidad de regular la funcién del IR, actuando como un receptor
de andamiaje o scaffold protein necesario para la activacion de IR inducida por la
hormona. En este sentido, la produccion de lipoproteinas modificadas del tipo
agLDL, que se unen a LRP1 podrian ser responsables de inducir cambios en la
funcionalidad de este receptor, lo que afectaria la activacion de IR llevando
consecuentemente a resistencia a la insulina. Este fendbmeno, extrapolado a nivel
de los cardiomiocitos, podria ser responsable de la produccion de esteatosis y
disfuncién cardiaca. Es por ello, que el estudio bioguimico y celular de la relacién
del trafico intracelular de LRP1 y la respuesta celular a la insulina constituye un
aspecto interesante para comprender los mecanismos moleculares involucrados

en la retinopatia y la cardiomiopatia diabética.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo de tesis fue caracterizar la relacion funcional entre
el trafico intracelular de LRP1 y la respuesta a la insulina. Dentro de este marco general,
se pretendié evaluar si insulina cumple algun rol en la regulacion del trafico intracelular de
LRP1, y como este evento regulatorio a su vez impacta en los procesos metabolicos
celulares regulados por la insulina. De este modo, este trabajo de tesis presenta una
nueva perspectiva en el estudio bioquimico y celular de la participacién de LRP1 en la
respuesta celular a la insulina tanto a nivel de la retina como asociado a las dislipemias a
nivel del musculo cardiaco, dos de las dianas tisulares mas afectadas durante la
resistencia a la insulina.

2.2 Objetivos especificos

Como objetivos especificos se propuso:

1) Estudiar el trafico intracelular de LRP1 por accién de insulina, caracterizando:
i) Las estructuras vesiculares de almacenamiento de LRP1.
ii) Las vias de sefalizacion intracelular implicadas en el trafico de LRP1
activadas por insulina.
iii) Las proteinas de transporte vesicular implicadas en el trafico de LRP1
hacia la membrana plasmatica activadas por accién de insulina.
2) Establecer la participacion de LRP1 sobre la respuesta celular a insulina, y cémo

este evento es regulado por la presencia de agLDL, caracterizando:

i) El rol de LRP1 en la captacién de agLDL.
ii) La distribucién subcelular de LRP1 en presencia de agLDL.
i) La asociacion molecular entre IR y LRP1, la sefializacién intracelular

inducida por insulina y la regulaciéon de la exocitosis de GLUT4 en
presencia de agLDL.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

Kits y reactivos

GlutaMAX™

HBSS buffer

DMEM High Glucose

Medio Claycomb High Glucose
Penicillin/Streptomycin 10 000 U/ml
Nor-epinefrina

Fibronectina

Gelatina

Céctel de inhibidores de proteasas
EZ Link Sulfo-NHS-SS Biotina
Hoestch 33258
Lipofectamine® 2000
Lipofectamine RNAIMAX
Insulina

RNAIMAX

Lysotracker red DND-99
LY-294002

Kit para MiniPreps

Kit para MidiPreps

PEI

PMA

Gibco®

Gibco®

Gibco®
Sigma-Aldrich
Gibco®
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Molecular Probes®
Invitrogen
Invitrogen
Sanofi-Aventis
Invitrogen
Molecular Probes®
Sigma-Aldrich
Qiagen

PureLink®
Polysciences, Inc.

Sigma-Aldrich
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Suero fetal bovino

Suero fetal de cabra

Trypsin 0,5% EDTA

HEPES

Opti-MEM 1X

Protein A-conjugated agarose beads
Pierce™ Streptavidin Agarose beads
TRIzoI®

Wortmannina

Internegocios

Gibco®

Gibco®

Gibco®

Gibco®

Santa Cruz Biotechnology
Thermo Scientific
Invitrogen

Sigma-Aldrich

51


http://www.thermoscientific.com/

Anticuerpos primarios
APT1A1 (mouse)
Akt (rabbit)

p-Akt (rabbit)
AS160 (rabbit)
p-AS160 (rabbit)
Calreticulina (rabbit)
Caveolina (rabbit)
Clatrina (rabbit)
EEA1 (rabbit)

Gall (mouse)

Gal3 Alexa 488
GLUT1 (mouse)
GLUT2 (mouse)
GLUT4 (rabbit)

GLUT4 (mouse)
HA (rabbit)
IR (rabbit)

p-IR (rabbit)
LRP1p (rabbit)

LRP1 (mouse)
LAMP2 (mouse)
Myc (mouse)
B-actina (mouse)
Rab4 (rabbit)
Rab5 (rabbit)

Dilucion
WB: 1/2000
WB: 1/ 500
WB: 1/500
WB: 1/1000
WAB: 1/1000
WAB: 1/5000 IF: 1/200
IF: 1/250
IF: 1/250
IF: 1/200
IF: 1/50

IF: 1/200
IF: 1/200
IF: 1/200

WAB: 1/ 2000 IF:1/150
ME: 1/15

WAB: 1/1000 IF: 1/200
IF: 1/ 500

WB: 1/1000 IF: 1/ 100
IP:2 ug/200 ug proteina

WB:1/500

WAB: 1/10000 IF: 1/200
ME: 1/ 20

IF: 1/100
IF: 1/100
IF: 1/100
WAB: 1/5000
IF: 1/100
IF: 1/250

Marca comercial
Thermo Scientific
Cell signaling
Merck

AbCam

AbCam

Santa Cruz
AbCam
Sigma-Aldrich
AbCam

AbCam

AbCam

AbCam

AbCam

AbCam

AbCam
Sigma-Aldrich

Cell signaling

Cell signaling
AbCam

AbCam
AbCam
AbCam
AbCam
AbCam
AbCam

52



Rab7 (rabbit)
Rab8A (mouse)
Rab10 (mouse)
Rabl1 (rabbit)
Sortilin (rabbit)

TGNA46 (rabbit)
TfR (mouse)
VAMP2 (rabbit)

Anticuerpos secundarios

IF: 1/100
IF: 1/100
IF: 1/100
IF: 1/100

WB: 1/200 IF: 1/200
200 ME: 1/20

IF: 1/250
WAB: 1/1000

WAB: 1/2000 IF: 1/250
ME:1/25

Dilucién

AbCam
AbCam
AbCam
AbCam
AbCam

AbCam
Abnova

AbCam

Marca comercial

Goat anti-mouse Alexa fltor
488

Goat anti-mouse Alexa fltor
594

Goat anti-mouse Alexa fltor
647

Goat anti-rabbit Alexa flGor 488

Goat anti-rabbit Alexa flior 594

Goat anti-rabbit Alexa flGor 647

Donkey anti-goat Alexa fluor
488

IF: 1/800

Molecular Probes®

Goat anti-mouse IgG IRDye®
680CW

Goat anti-rabbit IgG IRDye®
800CW

WAB: 1/10000

LI-COR®
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Plasmidos

Construccion
MLRP4-GFP
GLUT4-GFP
Rab8A-GFP
Rab8AT22N-GFP
Rab10-GFP
Rab10T23N-GFP
SsiRNA-Rab8A
siRNA-Rab10
siRNA-Random

Vector GFP

Medios, buffers y soluciones

Buffer de corrida

3,03 g Tris
14,4 g glicina
1,0g SDS

H,Od c.s.p. 1000 ml

Buffer de transferencia

3,03 g Tris

14,4 g glicina

Procedencia

Ceschin DG, Chiabrando Lab.
Amira Klip (Toronto, Canada)

Amira Klip (Toronto, Canada)

Amira Klip (Toronto, Canada)

Amira Klip (Toronto, Canada)
Amira Klip (Toronto, Canada)
Ambion (Austin, TX, EE.UU.)

Sigma-Aldrich

Ambion (Austin, TX, EE.UU.)

Maria Isabel Colombo (Mendoza,
Argentina)

PBS 10X

1,4 M NaCl

27 mM KCI

100 mM NayHPO4
18 mM KH,POq4
H,Od c.s.p. 1000 ml

pH 7,3

Stacking buffer

10 g Tris base

H,Od c.s.p. 100 ml
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200 ml metanol (20%)

H.Od c.s.p. 1000 ml

LB

10 g tripeina (triptona)

5 g extracto de levadura
10 g NaCl

H20d c.s.p. 1000 ml

Autoclavar 20 min a 121 °C

LB-Agar
100 ml LB
1,5 g agar-agar

Autoclavar 20 min a 121° C

Medio para congelamiento 95 %

0.5 ml DMSO

9.5 ml SFB

Solucién de blogueo para Western blot

5 g leche descremada

pH 6,8

Resolving buffer

18,5 g Tris base
H.Od c.s.p. 100 ml

pH 8,8

Sample buffer

1,25 ml stacking buffer

2,5 ml glicerol

2m SDS al 10%

0,2 ml Azul de bromofenol 0,5% (v/v)

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

Solucién de Albumina/Saponina 100X

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

Solucién de incubacién con anticuerpo
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TBS 1X c.s.p. 100 ml

Solucién de lisis no desnaturalizante

5 g albumina sérica bovina

TBS 1X c.s.p. 100 ml

Solucidn de lisis RIPA

20 mM Tris-HCI

137 mM NacCl

10% de glicerol

1% Triton-X100

EDTA2 mM

pH 8,0

1 mM PMSF

10 mM orto-vanadato de sodio

Inhibidores de proteasas

Solucién de montaje

2,4 g Mowiol 4-88
6 g glicerol
6 ml Hzod

12 ml buffer fosfato 0,2 M

TBS 10X

137 mM NacCl

20 mM Tris

50 mM Tris-HCI pH 8

150 mM NacCl

1% Triton X-100

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

1 mM PMSF

10 mM orto-vanadato de sodio

Inhibidores de proteasas

Solucién de guenching

50 mM NH,4Cl en PBS 1X

TBS-Tween 20

TBS 1X

0,5% Tween 20
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Solucién de persulfato de amonio

10 g persulfato de amonio

H.Od c.s.p. 100 ml

Solucién colorante

0,25 g Azul Brillante Coomassie R-250
45,0 ml metanol

10 ml &cido acético glacial

H.Od c.s.p. 100 ml

Detaching buffer

10 mM glucosa
3 mM EDTA
PBS 1X

pH 7,4

FACS buffer

2% SFB
5mM EDTA
0,1% azida s6dica

En PBS 1X

Solucién decolorante

30 ml metanol
10 ml &cido acético

H,Od c.s.p. 100 ml

Medio de ayuno

DMEM-High glucose

0% SFB

Lineas celulares y cepas bacterianas

Linea celular MIO-M1: (del inglés Moorfields/Institute of Ophthalmology-Mdller 1)

es una linea de células gliales de Mdiller inmortalizadas aisladas de retinas

humanas. La linea MIO-M1, fue amablemente donada por la Dra. G. Astrid Limb
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(University College London, Institute of Ophthalmology y Moorfields Eye Hospital,
London, United Kingdom) a la Dra. Maria Cecilia Sanchez (CIBICI-CONICET,
Departamento de Bioquimica Clinica, FCQ-UNC). Esta linea posee las mismas
caracteristicas fenotipicas y funcionales que los cultivos primarios de células de
Muller en relacion a marcadores antigénicos y respuesta electrofisiologica al
glutamato, respectivamente. En cultivo in vitro crecen como una monocapa de
células adherentes con morfologia bipolar. Esta linea celular fue cultivada en
medio DMEM-High glucose (4,5 mg / ml) suplementado con 2 mM de L-glutamina
(GlutaMAX; Invitrogen), suero fetal bovino (SFB) 10 % y 100 U / ml de penicilina /
estreptomicina (Invitrogen) a 37 ° C con 5% de CO..

Linea celular HL-1: es una linea celular de cardiomiocitos de ratén generada por el

Dr. W.C. Clay-comb (Louisiana State University Medical Center, Nueva Orleans,
Louisiana, EE. UU.). Esta linea celular presenta caracteristicas fenotipicas y
electrofisiolégicas similares a los cardiomiocitos adultos. Las células HL-1 fueron
cultivadas en medio Claycomb (Sigma-Aldrich) Suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB) (Invitrogen), 100 y norndinefrina (Sigma-Aldrich), 100 unidades /
ml de penicilina, 100 g / ml de estreptomicina (Invitrogen) y I-glutamina 2 mM
(GlutaMAX; Invitrogen) en placas de plastico, recubiertos con 12,5 g / ml de
fibronectina (Sigma-Aldrich) y gelatina al 0,02% , en una atmésfera de CO; al 5%
a37°C.

Bacterias

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

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

ensayos de transfeccidn transiente de células eucariotas.

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

ensayos de transfeccidn transiente de células eucariotas.
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Software

Adobe Photoshop CS4
Adobe lllustrator CS4
ImageJ

ImageStudio

FlowJo

FluoView 4.0

Graphpad Prism 5.0
Sequence Detection v1.4

Microsoft Office 2010

3.2 Métodos

Procedimiento de transfeccion transiente

Se cultivaron células MIO-M1 (4x10° células / posillo) en placas de 6 posillos con
Opti-MEM 1X suplementado con 10% de SFB, y se transfectaron transitoriamente
con 2 pg / posillo de plasmidos durante 4 horas, usando Lipofectamine 2000
(Invitrogen) y Opti-MEM 1X (Gibco®) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Luego, estas células se lavaron con HBSS e incubaron durante 18 horas en
DMEM-high glucose a 37 ° C con 5% de CO..

Procedimiento de silenciamiento

Para inhibir la expresion de proteinas GTPasa, se cultivaron células MIO-M1
(15000 células / ml) en placas de 96 posillos y se transfectaron transitoriamente
con 5 pmol / pocillo de siRNA durante 24 horas, utilizando reactivo Lipofectamina
ARNIMAX (Invitrogen) y Opti-MEM 1X (Gibco®) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para controlar el efecto del silenciamiento, se uso el siRNA de control
negativo SilencerTM (Ambion 4390846). El siRNA-Rab8A (Ambion 4390824)
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utilizado fue un 21-mer (5"-GCAAGAGAAUUAAACUGCA [dT][dT]-3") y el siRNA-
Rab1l0 (Sigma # SASI Hs02 000348924) fue un 21-mer (5-
GCAAAUGGCUUAGAAACAU [dT] [dT] -3"). En todos los casos, los experimentos
se realizaron 24 horas después de la transfeccion. Para probar el nivel de
silenciamiento de las proteinas de interés se realiz6 una inmunofluorescencia

analizada posteriormente por microscopia confocal.

Microscopia confocal

Las células se cultivaron como se menciond anteriormente sobre coverslips,
después de finalizados los diferentes tratamientos las células fueron lavadas con
PBS 1Xy fijadas con paraformaldehido/Sucrosa al 4% durante 15 minutos. Luego
se incubaron con solucién de quenching por 20 minutos, se permeabilizaron
durante 30 minutos con saponina al 0,5% (v / v) y se bloquearon con BSA al 2%.
Finalmente se incubaron con el anticuerpo primario (diluido de 1/100 a 1/250)
durante 1 hora, y se reveldé con un anticuerpo secundario conjugado con Alexa
Fluor (1/800) durante 1 hora. Las células se montaron en portaobjetos de vidrio
con Mowiol 4-88 (Merck KGaA, Alemania). Para los analisis de colocalizaciéon
entre diferentes proteinas celulares se obtuvieron imagenes con el microscopio
Olympus FluoView FV1200 (Centro de Micro y Nanoscopia de Cordoba,
CEMINCO). Se escanearon células enteras y se obtuvieron secciones épticas de
0,25 um perpendiculares al eje z utilizando el objetivo PLAPON 60X Oil/1,42 NA.
Las células se procesaron usando el software FluoView 4.0 (Olympus) y los
coeficientes de colocalizacion de Manders se obtuvieron mediante el software
ImageJ a través del plugin JAPoC (Bolte y Cordelieres, 2006). Las imagenes
binarias de los pixeles que colocalizaron se obtuvieron a partir del empleo del
plugin Colocalization Highlighter. Al menos 20 células por condicion fueron

analizadas.

Microscopia electrénica

Las células MIO-M1 fueron transfectadas con el vector que codifica para GFP-
GLUT4 y se incubaron durante 30 minutos a 37 °C en presencia o ausencia de

insulina 100 nM. Las células se fijaron en paraformaldehido al 4% en PBS 1X

60



durante 2 horas a 4 °C. Después de lavar con PBS 1X solo y PBS que contenia 50
mM de glicina, las células se incubaron con gelatina al 10% 30 minutos a 37 °C y
con sacarosa 2,3 M a 4 °C durante 2 horas y luego se congelaron en nitrogeno
liquido. Se prepararon criosecciones ultrafinas usando un Leica Ultracut R (IHEM-
CONICET, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina) y se recuperaron
con una mezcla de 2% de metilcelulosa y 2,3 M de sacarosa (vol / vol). Las
secciones de 60 nm se marcaron con anti-LRP1 (rabbit), seguido de LA marcacion
con particulas de oro de 15 nm acopladas con proteina A para detectar
anticuerpos primarios. Posteriormente, las células se incubaron con una anti-
sortilin (rabbit), que se detecté con particulas de oro de 5 nm acopladas con
proteina A. Finalmente, las muestras se incubaron con anti-GLUT4 de rabbit, que
se detectd con particulas de oro de 10 nm acopladas con proteina A. Para reparar
el inmunocomplejo y evitar una posible reaccion cruzada, se afiadio glutaraldehido
al 1% al final de cada procedimiento de marcacion. Las secciones se contrastaron
y se incluyeron en una mezcla de metilcelulosa y acetato de uranilo, y se
observaron con un microscopio electronico Zeiss 900 (IHEM-CONICET,
Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina). Tambien se realiz6 este
ensayo en células MIO-M1 sin transfectar con el vector que codifica para GFP-
GLUT4, en este caso las secciones ultra finas se marcaron con el anticuerpo anti-
VAMP2 (rabbit), anti-sortilin (rabbit) y anti-LRP1 (rabbit). Estos anticuerpos se
detectaron con proteina A acoplada a particulas de oro de 20 nm, 15 nmy 5 nm,
respectivamente. El tamafio de las vesiculas positivas a GLUT4 / LRP1 / sortilin o
LRP1 / sortilin / VAMP2 en células transfectadas o no con GFP-GLUT4, obtenidas
por microscopia electronica, se cuantific6 usando el software Gatan Inc. Digital
Micrograph 2.31.734. Se analizaron al menos 50 vesiculas con triples marcas y se

calculo el promedio del diametro mayor y menor de cada vesicula.

Esta técnica fue realizada con la colaboracion del Dr. Claudio Fader (IHEM-
CONICET, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina) y particulas de
oro de diferentes tamafios conjugadas a proteina a proteina A fueron
amablemente donadas por el Dr. Gareth Griffith (Laboratorio de Biologia Molecular

Europeo (EMBL), Heidelberg, Alemania).
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Citometria de flujo para determinar porcentaje de transfecciéon

Células MIO-M1 cultivadas sobre placas de 6 posillos previamente sometidas a
ensayos de transfeccion transiente de plasmidos especificos se levantaron con
solucion de tripsina-EDTA 10X por 1 minuto a 37 °C y se centrifugaron 5 minutos a
2500 rpm. Se resuspendieron en FACS buffer y se adquirieron en el citometro de

flujo sin fijacion previa.

Citometria de flujo para evaluar captacion de lipoproteinas marcadas con Dil

Las células HL-1 se incubaron con agLDL-Dil 100 ug/ml durante 8 horas a 37 ° C.
Posteriomente se lavaron con PBS 1X frio y se levantaron mediante scrapper en 1
ml por posillo de detaching buffer. Se centrifugaron a 4 °C 5 minutos a 2500 rpm.
Los pellets se lavaron con FACS buffer y se fijaron con 200 ul de Cytofix en frio
durante 20 minutos. Posteriormente las células se lavaron, se resuspendieron en

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

Para la adquisicion de las células de los ensayos de citometria se utilizé el
citometro FACS Canto 1I-BD y para el andlisis de los datos se utiliz6 el software

FlowJo.
Western blot

Se obtuvieron los extractos proteicos de células MIO-M1, HL-1 y/o HelLa usando
solucion de lisis RIPA (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, Tritén X-100 al 1%,
0.5% de desoxicolato de sodio, 0.1% de SDS, 1 mM de PMSF, 10 mM de
ortovanadato de sodio y coctel de inhibidores de proteasa (Sigma-Aldrich)).
Cuarenta pg de lisado se diluyeron en sample buffer 5X con o sin el agregado de
DTT (ditiotreitol) segun la necesidad de condiciones reductoras o no reductoras,
respectivamente, dada por las especificaciones de los fabricantes de los
anticuerpos primarios. Las muestras sin DTT se incubaron a 65 °C durante 10
minutos y las muestras con DTT se calentaron a 95 °C durante 5 minutos. Luego

las proteinas fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida (10% de
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acrilamida/bis-acrilamida) en presencia de SDS (EGPA-SDS). La corrida se llevo a
cabo a voltaje constante (100 V) durante al menos 120 minutos. Posteriormente
fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (GE Healthcare Life Science,
Amsterdam) durante 60 minutos a voltaje constante (100 V). La union no
especifica se blogqueo con buffer de bloqueo para Western blot durante 60 minutos
a temperatura ambiente. Las membranas se incubaron durante la noche a 4 ° C
con la diluciéon de los anticuerpos primarios. Posteriormente fueron lavados con
TBS 1X-T20 e incubados con las diluciones de los anticuerpos secundarios
durante 1 hora a temperatura ambiente. Las bandas especificas fueron reveladas
mediante la utilizacion del equipo Odyssey CLx (LI-COR,) y se cuantificaron por
andlisis densitométrico usando el software ImageStudio (LI-COR).

Inhibicién de unidn de ligandos a LRP1 con GST-RAP

Para inhibir la interacciéon de ligandos con LRP1, células HL-1 cultivadas en medio
de cultivo celular, fueron lavadas con PBS 1X e incubadas con GST-RAP 400 nM
en medio de incubacion durante 30 minutos previo al ensayo. Paso siguiente se
lavaron nuevamente con PBS 1X y se sometieron a las correspondientes

incubaciones con GST-RAP 400 nM junto con las agLDL en medio de incubacion.

Aislamiento y modificacion de LDL

Se aisl6 LDL total mediante ultracentrifugaciones secuenciales utilizando
gradientes de KBr, en el rango de densidad de 1.019-1.063 g / ml, de 6 grupos
diferentes de plasma de voluntarios normocolesterolémicos. Para la cuantificacion
de proteinas se us6 un kit Pierce (23225). La integridad de la ApoB se evalu6
mediante SDS-PAGE en geles de acrilamida al 10%. La agregacion de LDL
(agLDL) se gener6 mediante agitacibn mecanica con vértex de las LDL en PBS 1X
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se centrifugaron a 10.000 rpm
durante 10 minutos para precipitar el agLDL. Finalmente, las lipoproteinas
agregadas se resuspendieron en PBS 1X a una concentracion de proteina de 1
mg / ml. La ultraestructura de la agLDL obtenida mediante agitacion mecéanica fue

similar a la de LDL modificada por versican, uno de los principales proteoglicanos
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de sulfato de condroitina que estructuran la intima arterial (Llorente-Cortes y col.,
2002).

Caracterizacion de las lipoproteinas

La caracterizacion de las lipoproteinas se llevd a cabo mediante su cuantificacion
y analisis de la movilidad electroforética. Para la cuantificacion de las lipoproteinas
se realiz0 la determinacion de la concentracion proteica mediante la utilizacion de
acido bicinconinico (BCA), para ello las muestras diluidas se incubaron 30 minutos
a 60 °C para romper la estructura lipoproteica, luego se midi6 la absorbancia a 562
nm. Por otro lado, la caracterizacion de la movilidad electroforética se realizo
utilizando un gel de agarosa del 0.8% en un buffer Tris-glicina 1X pH=8,3 y una
tincion con azul de Coomassie que permite identificar las diferentes fracciones

lipoproteicas.

Tincién con Oil Red O

El Oil Red O es un colorante que se usa para la deteccion de lipidos neutros. Las
células HL-1 se expusieron a agLDL (100 ug / ml) durante diferentes tiempos de
incubacion. Después, se lavaron exhaustivamente con PBS 1X y se fijaron con
paraformaldehido al 4% durante minutos. Posteriormente se realizaron tres
lavados con isopropanol al 65% y a continuacion se incubaron con una solucion de
Oil Red O (0,7g en 200 ml de isopropanol) durante 30 minutos. Se removio la
solucion del colorante y se lavo inmediatamente con isopropanol al 65% y luego
con agua destilada. Se obtuvieron imagenes de fluorescencia a 562 nm utilizando

el microscopio Leica DMI8.

Tincién de LDL con Dil

Dil (1,1_-dioctadecil-3,3,3_,3 tetrametilindocarbocianina) es una
dialquilcarbocianina de cadena larga lipofila que se une a las lipoproteinas y emite
fluorescencia a 565 nm. Las LDL (1 mg / ml) se incubaron durante 12 horas con
Dil (0.1 mM stock) en una concentracién de 3 pyL por cada 1 mg de lipoproteina en
500 L de PBS 1X a 37 ° C y luego se dializaron exhaustivamente en PBS 1X

durante 24 horas para eliminar el exceso Dil libre utilizando una membrana con un

64



filtro de 0,22 um. Finalmente, estas LDL tehidas se agregaron mecanicamente

mediante agitacion mecanica como se describié anteriormente.

Extraccion de lipidos y determinacion del contenido de ésteres de colesterol,

triglicéridos y colesterol libre

Las células HL-1 se expusieron a nLDL o agLDL (100 pg / ml). Después, se
lavaron exhaustivamente y se lisaron en NaOH 0,1 M. Se extrajeron los lipidos y
se analizo el contenido de CE, CL y TG mediante cromatografia de capa delgada.
El disolvente organico (diclorometano/metanol [1:2]) se eliminG mediante corriente
de N, el extracto lipidico se redisolvié en diclorometano y se evalué mediante
cromatografia en capa delgada (TLC) en placas de silice G-24. Las diferentes
concentraciones de estandares (una mezcla de colesterol, colesterol palmitato y
triglicéridos) se aplicaron a cada placa. La solucion eluyente fue heptano /
dietiléter / acido acético (74: 21: 4, v / v / v). El revelado se realiz6 con una
solucion 5% de &cido fosfomolibdico/ 5% é&cido sulfarico en etanol y calentando 7
minutos a 100 °C. Las marcas correspondientes a ésteres de colesterol,
triglicéridos y colesterol libre se cuantificaron por densitometria frente a la curva

estandar utilizando un densitbmetro.

Esta técnica fue realizada en colabolacién con la Dra. Vicenta Llorente-Cortes
(ICCC-CSIC, Barcelona, Espafia).

Biotinilacién de proteinas de superficie

Después de finalizados los diferentes tratamientos, las células se lavaron con PBS
1X frio sobre hielo para detener la reaccion y se incubaron durante 2 horas a 4°C
con una solucion de biotina (EZ-Link ™ Sulfo-NHS-SS-Biotin [cat: 21331], Thermo
Scientific) de 0,12 mg / ml en PBS 1X pH 8. Posteriormente se realiz6 un lavado
con una solucion de glicina 0,1 mM durante 30 minutos y lavado con PBS 1X tres
veces para eliminar el exceso de biotina. A continuacion, el LRP1 biotinilado se
aislo utilizando beads de agarosa conjugadas con estreptavidina (Pierce ™
Streptavidin Agarose [cat: 20353], Thermo Scientific), la incubacion se realizé
durante 2 horas a temperatura ambiente, y las proteinas se evaluaron mediante

Western blot. Como control de carga proteica para la fraccibn de proteinas
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biotiniladas se utilizé la deteccion de B-actina, ya que ha sido demostrado que se
encuentra expresada a nivel de la membrana plasmética (DeNofrio, Hoock y
Hetman, 1989) o la de la ATPasa ATP1ALl.

Inmunoprecipitacion de proteinas

Después de finalizados los diferentes tratamientos se obtuvieron los extractos de
proteinas celulares usando buffer de lisis RIPA. Estos extractos proteicos se
incubaron durante 2 horas a 4 °C con el anticuerpo anti-IR (rabbit), o anti-LRP1
(rabbit), o la IgG no inmune rabbit como control de IP (2 ug / 200 ug de proteinas
totales). Luego, se incubaron durante la noche a 4 °C con beads de agarosa
conjugadas con proteina A siguiendo el procedimiento del fabricante (sc-2001;
Santa Cruz Biotechnology, CA), finalmente las proteinas se separaron e

identificaron mediante Western blot.

Deteccibn de proteinas de superficie celular en células enteras usando

anticuerpos conjugados a fluorocromos (In cell Western blot)

Las células se cultivaron como se mencioné anteriormente en placas de 96
posillos (15000 células / ml). Después de ayunarlas durante 30 minutos, las
células se trataron con distintos estimulos durante diferentes tiempos, se lavaron
con PBS 1X frio, se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% (v / V),
posteriormente se lavaron con glicina 0,1 mM y se bloquearon con 5% (v / v) suero
de caballo durante 30 minutos en hielo. Luego se realizé la incubacion con los
anticuerpo primarios durante 1 hora en hielo, seguido de tres lavados de 5 minutos
cada uno con PBS 1X frio antes de volver a incubar con los anticuerpos
secundarios 1gG IRDye® (LI-COR) (1 / 10000) durante 1 hora en hielo. Después
de tres lavados con PBS 1X frio, la fluorescencia resultante se midi6 usando el
sistema de escaneo de imagen de fluorescencia Odyssey CLx y se cuantificd
mediante analisis densitométrico usando el software ImageStudio. Para algunos
ensayos, las células se preincubaron durante 30 minutos con wortmanina 40 yM o
LY-294002. También se llevaron a cabo experimentos similares con células MIO-
M1 transfectadas con plasmido mLRP4-GFP-HA y utilizando un anticuerpo
primario anti-HA (rabbit) (1/1000).
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Ensayo de viabilidad celular

Las células se cultivaron como se indicé anteriormente en placas de 96 posillos y
se trataron con o sin nLDL o agLDL (100 pg / ml). La viabilidad celular se evaluo
usando el colorante metabdlico 3- (4,5-dimetiltiazol-2). -il) -2,5-difenil-tetrazolio
bromuro (MTT). Brevemente, se afiadio soluciéon de MTT (5 mg / ml) al medio de
cultivo (1:10) y se incubd durante 2-3 horas a 37 ° C. Después de la incubacion, el
medio se elimind y el colorante precipitado se disolvio en 100 yl de DMSO. La
absorbancia se ley6 a 540 nm, y los resultados se expresaron como porcentaje de

viabilidad celular en relacién con el control.

Real Time-PCR

Los células se expusieron a los diferentes estimulos y luego se trataron con el
reactivo TRIzol® (Invitrogen) para la extraccion ARN total. Un ug de ARN total se
transcribié de forma inversa en un volumen total de 20 yl usando hexaprimers al
azar y transcriptasa inversa. Los primers de PCR que figuran mas abajo se
emplearon para cuantificar los transcritos de LRP1, y B-actina. Los resultados se
normalizaron a productos de RT-PCR de transcriptos de [-actina. Las
transcripciones se cuantificaron mediante gRT-PCR en tiempo real (ABI 7500
Sequence Detection System, Applied Biosystems) utilizando el software Sequence
Detection v1.4. Las condiciones de amplificacién incluyeron un arranque en
caliente a 95 °C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 15
segundos y 60 °C durante 1 minuto. La especificidad se verificé por andlisis de
curva de fusion y electroforesis en gel de agarosa al 2% con deteccion por
fluorescencia con SYBR® Safe DNA (Invitrogen). La expresion génica relativa se
calcul6 de acuerdo con el método 2-Ct. Cada muestra se analiz6 por triplicado. No
se observd amplificacion en las PCR utilizando agua o muestras de ARN

incubadas sin transcriptasa inversa durante la sintesis de ADNCc.

Secuencias de primers de raton y humano:

Humano
Irpl forward 5’- AGTGCTGCCCAGACACAGCTCAAGTGTG-3’
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Irpl reverse 5’-CACAATCTTGCTGTCGACGAGCTTGGTG-3’
(- actina forward 5'-AAATCTGGCACCACACCTTC-3'
B- actina reverse 5-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3'

Raton

Irpl forward 5-TGGAGCAGATGGCAATCGACT-3’
Irpl reverse 5’- CGAGTTGGTGGCGTAGAGATAGTT-3'

(- actina forward 5-AAATCTGGCACCACACCTTC-3'
(- actina reverse 5-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3'

Ensayo de captacion de 2-NBDG

Las células HL-1 se trataron con o sin agLDL (100 ug / ml) durante 8 horas y luego
se estimularon o no con insulina 100 nM durante 30 minutos junto con un 2-NBDG
80 Mu. 2-NBDG es un anélogo de glucosa fluorescente que no se metaboliza y
muestra una emision maxima de 540 nm. Después del estimulo, las células se
lavaron con PBS 1X, se fijaron con PFA al 4%, se incubaron con solucion de
guenching 20 minutos, se permeabilizaron durante 30 minutos con saponina al
0,5% (v / v), se bloquearon con BSA al 2% y se incubaron con colorante Hoechst
33258 (1 / 2000) durante 1 hora. Finalmente, las células se montaron con Mowiol
4-88. Las imagenes fluorescentes se obtuvieron con un microscopio biolégico de
exploracion laser confocal Olympus FluoView FV1200 (Olympus, Nueva York,
NY).

Tratamiento estadistico de datos

En el caso de resultados derivados de dos condiciones experimentales, la
comparacion estadistica de las medias se llevdo a cabo mediante la prueba r1-
Student para muestras independientes, mientras que en situaciones donde las
condiciones experimentales fueron méas de dos, se realiz6 analisis de la varianza

(ANOVA) seguido de la prueba de Tukey. Para las cuantificaciones de
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colocalizacibn de microscopia confocal se utilizd un plugin JAPoC (Bolte y
Cordelieres, 2006) del software ImageJ. Se analizaron al menos 20 células /
condicion, y los promedios de los porcentajes de vesiculas que contenian ambas
proteinas se calcularon usando los coeficientes de Manders y se compararon
mediante la prueba de la t-Student. Los valores de p <0.05 se consideraron
significativos. Para Western blot e in cell Western blot, los datos se expresaron
como media £ SEM, y se uso el test ANOVA de una via y el test t -Student para el
analisis estadistico. Los valores de p <0.05 se consideraron significativos. El
analisis estadistico fue realizado mediante la utilizacion del software GraphPad
Prism 5.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion del trafico intracelular de LRP1 por accion de

insulina.

4.1.1 Expresién de LRP1 e IR en la linea de células gliales de
Muller MIO-M1.

Para responder el objetivo especifico 1 del presente trabajo de tesis se utilizo la
linea de células gliales de Muller humanas espontaneamente inmortalizadas,
denominadas MIO-M1, ya que en estas células se demostré la participacion de
LRP1 en diferentes funciones de este sistema celular en la retina, tales como la
motilidad y activacion celular implicada en diversos procesos fisioldgicos y
patologicos (Barcelona y col., 2010; Barcelona y col., 2011; Lorenc y col., 2015;
Lorenc y col., 2018). Ademas, estas células son adecuadas para estudios de
biologia celular, puesto que son facilmente transfectables, lo que era importante
para la utilizacion de diferentes herramientas moleculares necesarias para la
caracterizacion de estructuras vesiculares y proteinas de transporte vesicular de
interés, como asi también porque tiene una relacion citoplasma/nacleo éptima
para estudiar la distribucion subcelular de LRP1 y otras proteinas a través de

diferentes principios de microscopia.

En primera instancia, mediante ensayos de Western blot, se procedi6é a evaluar el
nivel de expresion de IR y LRP1 en células MIO-M1. En la Figura 9A, se muestra
gue estas células expresan ambos receptores de manera constitutiva, evidenciado
por la deteccién de una banda proteica de 95 kDa para IR y del doblete proteico
de 90-85 kDa para la subunidad-B de LRP1. También se muestra un analisis
comparativo de la expresion de ambos receptores en células MIO-M1 con la linea
celular de cardiomiocitos HL-1, las cuales también fueron utilizadas en el presente
trabajo de tesis para estudiar aspectos funcionales de LRP1 sobre la respuesta a
la insulina. En la Figura 9B, se puede observar que el IR estd expresado
aproximadamente en un 30% mas en células HL-1 que en células MIO-M1,

mientras que la cantidad de LRP1 es similar en ambas lineas celulares, en
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relacion a la expresion proteica de actina. Esto podria tener implicancias
funcionales en relacién a la respuesta de insulina asi como en la capacidad de
regular la homeostasis de la glucosa extracelular, aspectos que serdn analizados y
discutidos mas adelante en el transcurso del presente trabajo de tesis. Teniendo
en cuenta la expresion constitutiva de IR y LRP1, sumado a la ventaja de su
naturaleza no tumoral y a su capacidad para conservar en cultivo in vitro los
aspectos distintivos del tejido al que pertenecen, hizo que las células MIO-M1
fueran un modelo experimental propicio para el estudio del efecto de insulina

sobre el trafico intracelular de LRP1.
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Figura 9. Analisis de la expresion de IR y LRP1 en células MIO-M1 y HL-1. A) Ensayo de
Western blot para la inmunodeteccion de la subunidades 8 de IR (95 kDa) y LRP1 (90-85kDa) en
lisados celulares de MIO-M1 y HL-1. Como control de carga proteica se utilizé la inmunodeteccion
de B-actina. B) Andlisis cuantitativo de la expresion relativa de IR y LRP1 respecto a 3-actina. Las
barras expresan la Media + SEM de las densidades Opticas (D.O.) de las bandas proteicas de IRf3
y LRP1B (85 y 90 kDa) relativas a la banda de -actina para los dos tipos celulares analizados. Los
valores relativos densitométricos fueron realizados por duplicado en analisis de Western blot (WB)
correspondientes a tres experimentos independientes.

Finalmente se procedid a corroborar que el tratamiento con insulina no afectara la
viabilidad de las células durante los tiempos empleados. Para ello, las células
MIO-M1 fueron tratadas con insulina 100 nM y luego se realiz6 un ensayo con
MTT. En la Figura 10, se muestra que el tratamiento con insulina no afect6 de

manera significativa la viabilidad celular.
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Figura 10. Ensayo de viabilidad celular. La grafica de barras representa la Media + SEM de los
porcentajes de viabilidad celular. Las células MIO-M1 fueron estimuladas con insulina 100 nM
durante 15, 30 y 60 minutos. La viabilidad celular se evalu6 usando el colorante metabolico 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio bromuro (MTT) (5 mg / ml) agregado al medio de cultivo
(1:10) durante 2-3 horas a 37 °C. La comparacion estadistica de las medias se llevd a cabo a
través de la prueba Anova de una via. Se realizaron tres experimentos independientes por
triplicado.

4.1.2 Distribucion subcelular del LRP1 en células MIO-ML1.

LRP1 es un receptor que presenta un patron de distribucion intracelular en
estructuras vesiculares de localizacion perinuclear, que se reproduce
practicamente en todos los sistemas celulares donde se expresa (Herz y col.,
1990). No obstante, hasta el momento sélo se han realizado estudios parciales
sobre la distribucion de LRP1 en diferentes compartimentos subcelulares (Dr.
Jaldin Fincati R. Tesis de Doctorado FCQ-UNC. 2014). Por otro lado, tampoco se
conoce como la distribucion subcelular de LRP1 puede ser modificada ante
diferentes estimulos. Por este motivo, se decidid caracterizar la localizacion
subcelular de LRP1 en células MIO-M1 en ausencia y presencia de insulina. Para
ello se llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia indirecta analizados por
microscopia confocal para evaluar la colocalizacion de LRP1 con marcadores
moleculares de los diferentes compartimentos subcelulares, entre ellos
endosomas tempranos [EEA1+], compartimentos de reciclado endocitico rapido
[Rab4+] y lento [Rabl1l1+], y compartimento del trans-Golgi [TGN46+]. La Figura 11
y 12 B, muestran que en ausencia de insulina LRP1 se encuentra distribuido en
=30 % en endosomas tempranos, en =18 % en compartimentos de reciclado
endocitico rapido, en =26 % en compartimentos de reciclado endocitico lento, en

=14 % en compartimentos trans-Golgi y en endosomas tardios en =6 %.
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Figura 11. Analisis de colocalizacion de LRP1 con diferentes marcadores de
compartimentos intracelulares en células MIO-M1. Inmunofluorescencia indirecta y microscopia
confocal en células en condiciones basales para el andlisis de colocalizacion entre LRP1 (verde) y:
endosomas tempranos [EEA1+], compartimentos de reciclado rapido [Rab4+], compartimentos de
reciclado lento [Rab11+], compartimentos de trans-Golgi [TGN46+] y endosomas tardios [ Rab7+]
(todos en rojo). La tercer columna (MERGE) muestra las regiones de colocalizacion entre las
marcas indicadas con las flechas de puntas blanca y su respectivo andlisis cuantitativo informado
como la Media + DE de los coeficientes de colocalizaciéon de Manders. La linea de puntos amarilla
enmarca el contorno celular. Las imagenes son representativas de al menos 20 células por
condicién, provenientes de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 10
pm.
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Por otra parte, luego del estimulo con insulina 100 nM durante 30 minutos se
encontré6 un aumento significativo de la colocalizacion entre LRP1 y EEAL en un
=42 %, lo que seria indicativo de que el estimulo con insulina favorece la
endocitosis de este receptor. También se observo un incremento significativo en la
colocalizacion de LRP1 y Rab4 en un =33 %, lo que indicaria que insulina
aumenta también el reciclado endocitico de este receptor a través del loop corto o
reciclado rapido hacia la membrana plasmética. Por el contrario, no se
encontraron cambios significativos en los niveles de colocalizacion de LRP1 con
Rabll, Rab7 ni con TGN46 luego del estimulo con insulina como se observa en la
Figura 12, lo cual sugiere que este estimulo no promoveria el reciclado endocitico
por loop largo o reciclado lento, ni su procesamiento a nivel del Golgi, asi como
tampoco induciria a que LRP1 ingrese a una via de degradacion dependiente de

endosomas tardios.
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Figura 12. Analisis de colocalizacibn de LRP1 con diferentes marcadores de
compartimentos intracelulares en células MIO-M1 estimuladas con insulina. A)
Inmunofluorescencia indirecta y microscopia confocal en células estimuladas con insulina 100 nM
durante 30 minutos para el analisis de colocalizacion entre LRP1 (verde) y: endosomas tempranos
[EEAL+], compartimentos de reciclado corto [Rab4+], compartimentos de reciclado largo [Rab11+],
compartimentos de trans-Golgi [TGN46+] y endosomas tardios [ Rab7+] (todos en rojo). El MERGE
muestra las regiones de colocalizacion entre las marcas indicadas con las flechas de puntas
blanca y su respectivo analisis cuantitativo informado como la Media + DE de los coeficientes de
colocalizacion de Manders. La linea de puntos amarilla enmarca el contorno celular. Las imagenes
son representativas de al menos 20 células por condicién, provenientes de tres experimentos
independientes. La barra de escala corresponde a 10 um. B) Andlisis comparativo de la
colocalizacion de LRP1 y marcadores de compartimentos intracelulares en condiciones basal y con
insulina. Las graficas de barras representan la Media + SEM de los coeficientes de colocalizacion
de Manders en ausencia y presencia de insulina, obtenidos a partir de las cuantificaciones
realizadas en al menos 20 células por condicion. La comparacién estadistica de las medias se llevé
a cabo a través de la prueba r-Student para muestras independientes, considerando las
condiciones de ausencia (Figura 11) y en presencia de insulina (Figura 12). (*) indica diferencias
significativas (p < 0,05).
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Debido al incremento de colocalizacion observado entre LRP1 y marcadores de
endosomas tempranos [EEA1+] y compartimentos de reciclado endocitico rapido
[Rab4+] luego del estimulo con insulina, resulté de interés caracterizar la cinética
de dicha colocalizacion. Para ello se llevaron a cabo ensayos de estimulo con
insulina en células MIO-M1 durante diferentes tiempos (5, 10, 15, 30 y 60 minutos)
seguidos de inmunofluorescencia indirecta para el andlisis de LRP1, EEA1 y Rab
4,

En la Figura 13, se muestra que la proporcion de endosomas tempranos y
compartimentos de reciclado endocitico rapido que contenian LRP1 increment6 en
forma progresiva en funcion del tiempo de estimulo con insulina, encontrandose el
méaximo nivel de colocalizacion de LRP1/EEAl1 y de LRP1/Rab4 entre los 15-30

minutos de estimulo con insulina.

Estos resultados serian indicativos que el estimulo con insulina, induciria la
endocitosis de LRP1, conjuntamente con un incremento en el reciclado endocitico
rapido mediado por Rab4 hacia membrana plasmatica, lo que estaria relacionado
con la necesidad de mantener los niveles de LRP1 en la superficie celular en

células MIO-M1 estimuladas con insulina.
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Figura 13. Andlisis de colocalizacion de LRP1 con EEAl1l y Rab4 en funcion del tiempo de
estimulo con insulina. Ensayo de estimulo continuo con insulina en células MIO-M1, seguido de
inmunofluorescencia indirecta y microscopia confocal. La figura muestra la distribucion subcelular
de LRP1 (rojo) y de EEA1 (verde) (A), y LRP1 (rojo) y Rab4 (verde) (B) en funcion del tiempo de
estimulo con insulina 100 nM a los tiempos indicados. Las imagenes son representativas de al
menos 20 células por condicién, provenientes de tres experimentos independientes. La barra de
escala corresponde a 10 um. Las graficas de barras representan la Media + SEM de los
coeficientes de colocalizacién de Manders (proporcién de vesiculas que contenian LRP1 y eran
EEA1 positivas (A) o Rab4 positivas (B) en funcion del tiempo de estimulo con insulina). La
comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de la prueba Anova de una via. (¥)
Indica diferencias significativas (p < 0,05) y (**) indica diferencias significativas (p < 0,01).
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4.1.3 Distribucion del LRP1 en membrana plasmatica de células
MIO-M1.

Como fue mencionado en la introduccion del presente trabajo de tesis, la mayor
proporcién de LRP1 se encuentra a nivel intracelular, mientras que ~10-20% del
total se distribuye a nivel de la membrana plasmatica en la mayoria de los tipos
celulares estudiados (Moestrup y col., 1990; Ferrer y col., 2014; Barcelona y col.,
2013). Sin embargo, ha sido demostrado que estimulos con insulina, incrementan
los niveles de expresion de LRP1 en la membrana plasmatica de adipocitos y
hepatocitos, aunque los mecanismos moleculares y celulares que median dicho
incremento aun se desconocen (Descamps y col., 1993; Ko y col., 2001; Laatsch
y col., 2009). Debido a que por microscopia confocal no se pudo apreciar la
localizacion de LRP1 en la superficie celular, quizds por la baja expresion de este
receptor en la superficie de la célula, se procedioé a evaluar la accidén de insulina
sobre los niveles de LRP1 en la membrana plasmatica mediante técnicas
bioguimicas con mayor poder de deteccion. Para esto se realizé un ensayo de
biotinilacion de proteinas de superficie celular, seguida de la precipitacién del
complejo proteina/biotina por medio del uso de perlas o beads conjugados con
estreptavidina y posterior ensayo de Western blot para el analisis de LRP1 y otras
proteinas de membrana de superficie celular usadas como controles, siguiendo lo
especificado en el capitulo Materiales y Métodos. De este modo, se determinaron
los niveles de LRP1 en la superficie celular de células MIO-M1 en presencia de
insulina durante 10, 30, 60 y 90 minutos de estimulo. Se observo un incremento
significativo de los niveles de LRP1 en la membrana plasmética, a los tiempos de
10, 30y 60 minutos de estimulo con insulina como se muestra en la Figura 14.
Estos resultados coinciden con lo previamente demostrado en adipocitos y

hepatocitos (Descamps y col., 1993; Ko y col., 2001; Laatsch y col., 2009).
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Figura 14. Andlisis de los niveles de expresion de LRP1 en membrana plasmatica de células
MIO-M1 estimulas con insulina. A) Ensayo de biotinilaciéon de proteinas de superficie celular y
Western blot para LRP1 biotinilado precipitado mediante la incubacién con beads-estreptavidina a
partir de extractos proteicos de células estimuladas con insulina 100 nM a los tiempos indicados.
En la primera calle, se muestra el control negativo de precipitacion utilizando extractos proteicos de
células no biotiniladas. En el panel inferior del Western blot se muestra la deteccién de LRP1 en los
lisados totales donde se ofreci6 el 20% de la carga proteica destinada a la incubacién con beads.
En ambas condiciones se utilizé B-actina (biotinilada y total) como control de carga proteica. Para
mas detalles ver Materiales y métodos. B) El grafico de barras representa la Media + SEM de las
densidades ¢pticas (D.O.) relativas (respecto a -actina) de las bandas correspondientes a LRP1
de membrana plasmatica para los diferentes tiempos de estimulo con insulina, expresadas como
veces de cambio respecto al control sin estimulo (barra blanca).Tres experimentos independientes
fueron realizados en triplicado. La comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través
de la prueba Anova de una via. (*) Indica diferencias significativas (p < 0,05) y (**) indica
diferencias significativas (p < 0,01).

Estos resultados fueron corroborados mediante ensayos de in cell Western blot
para la deteccion de proteinas de superficie en células MIO-M1 sin permeabilizar
como se muestra en la Figura 15. Para ello, las células fueron estimuladas con
insulina 100 nM por diferentes tiempos (15, 30, 60 y 90 minutos), seguido de la
inmunodeteccion de LRP1 expresado a nivel de la membrana plasmatica en
células sin permeabilizar a 4°C. Posteriormente, el inmunocomplejo primario fue
revelado a través del uso de un anticuerpo secundario conjugado a 680CW vy el
analisis de la fluorescencia resultante usando el sistema de escaneo de imagen de
fluorescencia Odyssey CLx. A través de este ensayo corroboramos nuestros
resultados que demuestran que insulina efectivamente incrementa de manera
significativa los niveles de LRP1 en la superficie celular en células MIO-M1,

alcanzando su nivel maximo de expresion a los 30 minutos de estimulo.
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Figura 15. Analisis de la expresion de LRP1 en la superficie celular en células MIO-M1
estimuladas con insulina. In cell Western blot para el analisis del LRP1 constitutivo en células
MIO-M1 sin permeabilizar, estimuladas con insulina 100 nM durante diferentes tiempos. El gréafico
de barras representa la Media + SEM de la emisién de fluorescencia de deteccion de LRP1
(anticuerpo secundario conjugado a 680CW) relativas a la deteccién de [B-actina (anticuerpo
secundario conjugado a 800CW) y expresadas como veces de cambio respecto al control sin
estimulo (barra blanca). Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado. La
comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de la prueba Anova de una via. (*)
Indica diferencias significativas (p < 0,05). Los detalles del experimento estan indicados en la
seccién de Materiales y Métodos.

4.1.4 Movilidad de LRP1 hacia la membrana plasmatica de células
MIO-ML1.

Luego de demostrar que insulina induce el incremento de la expresion de LRP1 en
la membrana plasméatica de células MIO-M1, se procedi6 a evaluar si esto se
asociaba con un aumento en la movilidad de vesiculas intracelulares que
almacenan el receptor. Para ello, las células MIO-M1 fueron transientemente
transfectadas con un vector de expresion que reproduce una porciéon de LRP1,
denominado mLRP4-GFP-HA. Como se muestra en la Figura 16 A, esta version
reducida de LRP1, codifica para la cadena 3 completa y el dominio IV de unién a
ligandos de la subunidad a del LRP1, y se encuentra fusionado a GFP y
Hemaglutinina (HA) en el extremo N-terminal. Este constructo posee las mismas
propiedades endociticas que el LRP1 de secuencia completa y se expresa en la
membrana plasméatica y demdas compartimentos intracelulares luego de sus
sintesis (Obermoeller-McCormick y col., 2001; Fuentealba y col., 2010). En la

Figura 16 B, se muestran imagenes representativas de microscopia confocal
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donde se observa que el mLRP4-GFP-HA se localizé en vesiculas en la region
perinuclear, similar al patron de distribucion que se observa para LRP1
constitutivo en este tipo de células. Para evaluar los niveles de mLRP4-GFP-HA
en la superficie celular por microscopia confocal, se utilizO un anticuerpo
monoclonal anti-HA en células sin permeabilizar luego de una ensayo de estimulo
con insulina 100nM durante 30 minutos. En la Figura 16C, se puede observar que
insulina increment6 la expresiéon del tag de HA en membrana plasmética en
células MIO-M1 luego de 30 minutos de estimulo en comparacion con células no

estimuladas.
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Figura 16. Anédlisis del trafico intracelular de mLRP4-GFP-HA hacia la membrana plasmatica
en células MIO-M1 estimuladas con insulina. A) Esquema representativo del vector de
expresion que codifica para mLRP4-GFP-HA. SP: péptido sefial, HA: tag de Hemaglutinina; GFP:
green fluorescence protein y NPxY; motivo [Asn, Pro, residuo X y Tyr]. B) Microscopia confocal de
células transfectadas transientemente con el vector de expresién que codifica para mLRP4-GFP-
HA en células estimuladas o no con insulina 100 nM durante 30 minutos. La deteccion de mLRP4-
GFP-HA se realiz6 a través del anticuerpo monoclonal anti-HA incubado en células sin
permeabilizar a 4 °C y luego revelado con un anticuerpo secundario conjugado a Alexa flior 647.
En la primer columna se observa la distribucion de GFP (expresién total del mini-receptor) y en la
segunda la del tag de HA (expresion en superficie del mini-receptor). El Mask representa las
imagenes binarias de colocalizacion entre GFP y el tag de HA. La barra de escala corresponde a
10 pm. C) La grafica de barra representa la Media £+ SEM de los niveles de expresién del tag de
HA del mLRP4-GFP-HA en la superficie celular de células MIO-M1 estimuladas con insulina 100
nM durante 30 minutos con respecto a células sin estimular (barra blanca). La cuantificacion se
realiz6 teniendo en cuenta la intensidad de fluorescencia del tag de HA normalizado segun la
intensidad de fluorescencia de GFP, y esto relativo al area celular. Se realizaron tres experimentos
independientes y se analizaron 20 células por experimento. La comparaciéon estadistica de las
medias se llevd a cabo a través de la prueba r-Student para muestras independientes. (**) indica
diferencias significativas (p < 0,01).
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Estos resultados fueron corroborados mediante ensayos de in cell Western blot en
células MIO-M1 transientemente transfectadas con el vector de expresion que
codificaba para mLRP4-GFP-HA como se muestra en la Figura 17. Para ello, se
realizaron ensayos de estimulacion con insulina por diferentes tiempos (15, 30, 60
y 90 minutos), seguidos de la inmunodeteccion del tag de HA en células sin
permeabilizar a 4°C y andlisis de la fluorescencia resultante usando el sistema de
escaneo de imagen de fluorescencia Odyssey CLx. De esta manera,
corroboramos que al igual que con el receptor constitutivo, la insulina seria capaz
de incrementar de manera significativa los niveles de mLRP4-GFP-HA en la

superficie celular en células MIO-M1 luego de 30 minutos de estimulo.
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Figura 17. Analisis de la expresion de mLRP4-GFP-HA en la membrana plasmatica de células
MIO-M1 estimuladas con insulina. Inmunodeteccion de HA en células MIO-M1 transientemente
transfectadas con un vector de expresion que codificaba para mLRP4-GFP-HA estimuladas con
insulina 100 nM durante diferentes tiempos. La grafica de barras representa la Media + SEM de la
emision de fluorescencia de detecciébn de HA (anticuerpo secundario conjugado a 680CW),
relativas a la deteccion de GFP y expresadas como veces de cambio respecto al control sin
estimulo (barra blanca).Tres experimentos independientes fueron realizados en triplicado. La
comparacion estadistica de las medias se llevé a cabo a través de la prueba Anova de una via. (*)
Indica diferencias significativas (p < 0,05). Los detalles del experimento estan indicados en la
seccion de Materiales y Métodos.

Estos resultados indicarian que insulina podria inducir el trafico intracelular de
LRP1 desde compartimientos endosomales hacia la membrana plasmatica, lo cual
se traduce en un aumento de la expresion de LRP1 en la superficie celular en
células MIO-M1.
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4.1.5 Evaluacion de la expresion de LRP1 por acciéon de insulina
en células MIO-M1.

Previamente demostramos que ante el estimulo con insulina se produce un
incremento de la localizacion de LRP1 en endosomas tempranos, lo que podria
suponer un aumento de la endocitosis de este receptor. Junto a estos hallazgos,
también encontramos un incremento significativo de la localizacion de LRP1 en
compartimentos de reciclado endocitico rapido [Rab4+], lo que podria dar idea de
que insulina induce un aumento del reciclado de LRP1 hacia la membrana
plasmatica. No obstante, como finalmente se evidencié un incremento significativo
de la expresion de LRP1 a nivel de membrana plasmatica luego del estimulo con
insulina, procedimos a evaluar si este incremento también involucraba la induccion
de la sintesis de este receptor. Para ello, se evalu6 la expresion génica de Irpl a
través de un ensayo de RT-PCR cuantitativa, asi como los niveles proteicos de
LRP1 mediante ensayos de Western blot, en células MIO-M1 estimuladas con
insulina a diferentes tiempos. La Figura 18 muestra que tanto los niveles de ARN
mensajero (ARNm) como de proteina de LRP1 no se modificaron luego del

estimulo con insulina al menos a los tiempos evaluados.
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Figura 18. Andlisis del nivel de expresion de LRP1 en células MIO-M1 estimuladas con
insulina. A) Ensayo de RT-PCR cuantitativa para LRP1. El grafico de barras representa la Media +
SEM de la cuantificacion los niveles de ARNm obtenidos por RT-PCR, luego de un ensayo de
estimulo continto con insulina 100 nM durante diferentes tiempos en células MIO-M1. Como
control de carga se utilizaron los productos de RT-PCR de transcriptos de Actina. B) Ensayo de
Western blot para la inmunodeteccion de la subunidad $ de LRP1 en las lineas celulares MIO-M1
estimuladas con insulina 100 nM a diferentes tiempos. Se utiliz6 como control de carga proteica la
inmunodeteccién de B-actina. Se realizaron tres experimentos independientes.

Estos resultados sugeririan que el aumento de la expresion de LRP1 a nivel de la

superficie celular no seria producto de un aumento en la sintesis de este receptor.
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4.1.6 Caracterizacion de vesiculas intracelulares de

almacenamiento de LRP1 en células MIO-M1.

Si bien es posible que LRP1 sea transportado a la superficie celular a través de
diferentes rutas, en base a los resultados obtenidos, este receptor se movilizaria a
la membrana plasméatica desde compartimentos endosomales que almacenan este
receptor movilizados por accién de insulina. Una parte de estos reservorios
podrian ser los compartimentos de reciclado endocitico rapido [Rab4+], donde
encontramos que LRP1 incrementa su localizacién luego del estimulo con insulina,
y otra parte podria provenir del aporte generado desde estructuras vesiculares que
sean sensibles a insulina. Esto ha sido demostrado en adipocitos y células
musculares, donde LRP1 forma parte de vesiculas denominadas GSVs (del inglés
GLUT4 storage vesicles) que también almacenan otras proteinas como sortilin y
VAMP2 ademas de GLUT4, y donde LRP1 es uno de las proteinas constitutivas
mayoritarias (Bogan y col., 2010). Ante el estimulo con insulina estas vesiculas
son rapidamente transportadas hacia la membrana plasmética con la cual se
fusionan e incrementan la expresion de GLUT4 para la captacién de glucosa
extracelular. En este sentido, fue de nuestro interés evaluar si células MIO-M1
poseian este tipo de vesiculas o de naturaleza similar, ya que ésta linea celular no
expresa GLUT4 (datos propios de nuestro laboratorio no publicados). Para evaluar
esta posibilidad se realizaron ensayos de microscopia confocal en células MIO-M1
transfectadas de manera transiente con un vector de expresion que codifica para
GLUT4-GFP, utilizado como una proteina caracteristica de estas vesiculas GSV,
donde se evalu6 por inmunofluorescencia la distribucién intracelular de LRP1, asi
como de otras proteinas de GSV como sortilin o VAMP2. Como se observa en la
Figura 19, encontramos un porcentaje de estructuras de =12% que fueron
positivas para GLUT4-GFP, LRP1 y sortilin, y de localizacién perinuclear. Ante el
estimulo con insulina, el porcentaje de colocalizacion entre estas marcas

incremento de manera significativa.
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Figura 19. Anédlisis de colocalizacion de LRP1 con sortilin en células MIO-M1 estimuladas
con insulina. Microscopia confocal de células MIO-M1 transfectadas de manera transiente con un
vector que codifica para GLUT4-GFP (verde) estimuladas o no con insulina 100 nM durante 30
minutos e inmunomarcadas para la detecciéon de LRP1 (rojo) y sortilin (azul). EI Merge representa
la colocalizacion entre las tres marcas y su respectivo analisis cuantitativo esta informado como la
Media + DE de los coeficientes de colocalizacion de Manders. El INSET representa la ampliacion
de la regibn enmarcada en las lineas de puntos. Las puntas de flecha blancas indican los sectores
de triple colocalizacién. La comparacién estadistica de las medias se llevé a cabo a través de la
prueba r-Student para muestras independientes. (*) indica diferencias significativas (p < 0,05). Las
imagenes son representativas de al menos 20 células por condicidn, provenientes de tres
experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 10 um.

Resultados similares se obtuvieron cuando se analizdé la distribuciéon de LRP1,
GLUT4-GFP y VAMP2, tal como se puede ver en la Figura 20.
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Figura 20. Andlisis de colocalizacion de LRP1 con VAMP2 en células MIO-M1 estimuladas
con insulina. Microscopia confocal de células MIO-M1 transfectadas de manera transiente con un
vector que codifica para GLUT4-GFP (verde) estimuladas o no con insulina 100 nM durante 30
minutos e inmunomarcadas para la deteccion de LRP1 (rojo) y VAMP2 (azul). El Merge representa
la colocalizacion entre las tres marcas y su respectivo analisis cuantitativo esta informado como la
Media + DE de los coeficientes de colocalizacion de Manders. El INSET representa la ampliacion
de la regidon enmarcada en las lineas de puntos. Las puntas de flecha blancas indican los sectores
de triple colocalizacion. La comparacion estadistica de las medias se llevé a cabo a través de la
prueba r-Student para muestras independientes. (*) indica diferencias significativas (p < 0,05). Las
imagenes son representativas de al menos 20 células por condicién, provenientes de tres
experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 10 um.

A fin de corroborar estos resultados y analizar la ultraestructura de estos
compartimetos que almacenan LRP1, realizamos microscopia electronica de
transmision (MET) en células MIO-M1 transientemente transfectadas con el vector
de expresion que codifica para GLUT4-GFP. Como se muestra en la Figura 21,
encontramos que una proporcion importante de LRP1 se localiz6 en las mismas
estructuras que GLUT4 y sortilin, estas vesiculas presentaron una cubierta
electrodensa compatible con clatrina y un tamafio aproximado de 100 nm. Bajo el
estimulo con insulina, estas vesiculas se redistribuyeron hacia zonas cercanas a la

membrana plasmatica, tal como se representa en la Figura 21.
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Con el fin de descartar que la formacion de estas vesiculas fuera consecuencia de
la expresion transiente de GLUTA4, se realizaron analisis de MET para la deteccion
de LRP1 en vesiculas positivas para sortilin y VAMP2 con caracteristicas similares
a las visualizadas anteriormente, en células sin transfectar con el vector que
codifica para GLUT4-GFP. Como se observa en la Figura 22, una parte importante
del LRP1 se localizé en vesiculas positivas para sortilin y VAMP2 en estas células.
Luego del estimulo con insulina, estas vesiculas presentaron una redistribucion

hacia zonas cercanas a la membrana plasmatica.

Todos estos hallazgos indicarian que LRP1 se podria almacenar en vesiculas
intracelulares constitutivas en células MIO-M1, cuya distribucion subcelular se
modifica en respuesta a la insulina. Estas estructuras vesiculares, a las cuales
denominamos LSVs (del inglés LRP1 storage vesicles), tendrian caracteristicas
estructurales similares a las GSVs previamente caracterizadas en adipocitos y
células musculares, en lo que respecta a su tamafio y por la presencia de sortilin y
VAMP2. A partir de estas vesiculas se podria explicar desde donde se origina el
trafico de LRP1 hacia la membrana plasmatica luego del estimulo con insulina en
las células MIO-ML1.
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Figura 21. Microscopia electronica de transmisiéon para evaluar las vesiculas de
almacenamiento de LRP1 en células MIO-M1. A y B) Microscopia electronica de transmision
(MET) de células transfectadas de manera transiente con un vector de expresién que codifica para
GLUT4-GFP estimuladas o no con insulina 100 nM durante 30 minutos. Los cortes ultra finos
fueron inmunomarcados con anticuerpos anti-sortilin, anti-LRP1 y anti-GLUT4. La deteccién de
estos anticuerpos primarios se realizé utilizando Proteina A acoplada a particulas de oro de
diferentes tamafios, siguiendo lo detallado en la seccion de Materiales y Métodos. Las flechas
corresponden a particulas de oro de 5 nm que detectan sortilin, las puntas de flechas negras
corresponden a particulas de oro de 10 nm que detectan GLUT4 y las puntas de flechas blancas
corresponden a particulas de oro de 15 nm que detectan LRP1. Las regiones enmarcadas
representan las magnificaciones 4X de las imagenes. La barra de escala corresponde a 100 nm.
C) Cuantificacion del nimero de vesiculas triple positivas para LRP1, sortilin y GLUT4 en la
periferia celular por célula expresado como la Media + SEM. La comparacion estadistica de las
medias se llevé a cabo a través de la prueba 7-Student para muestras independientes. (**) indica
diferencias significativas (p < 0,01). D) Gréafico de la distribucion de tamafios vesiculares
cuantificados como se mencioné en la seccién de Materiales y Métodos.
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Figura 22. Microscopia electronica de transmisiéon para evaluar las vesiculas de
almacenamiento de LRP1 en células MIO-M1. A y B) Microscopia electronica de transmision
(MET) de células estimuladas o no con insulina 100 nM durante 30 minutos. Los cortes ultra finos
fueron inmunomarcados con anticuerpos anti-sortilin, anti-LRP1 y anti-VAMP2. La deteccion de
estos anticuerpos primarios se realizé utilizando Proteina A acoplada a particulas de oro de
diferentes tamafios. Las flechas corresponden a particulas de oro de 5 nm que detectan LRP1, las
puntas de flechas negras corresponden a particulas de oro de 15 nm que detectan sortilin y las
puntas de flechas blancas corresponden a particulas de oro de 20 nm que detectan VAMP2. Las
regiones enmarcadas representan las magnificaciones 4X de las imagenes. La barra de escala
corresponde a 100 nm.

4.1.7 Evaluacion de la via de senalizacion de insulina en el trafico

de LRP1 hacia la membrana plasmética en células MIO-M1.

Como se menciono previamente en la Introduccion de la presente tesis, en varios

trabajos se ha demostrado que insulina es capaz de incrementar los niveles de
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expresion de LRP1 en la membrana plasmatica de diversos tipos celulares como
adipocitos, células musculares y hepatocitos, aunque el mecanismo de este trafico
no ha sido aun suficientemente caracterizado (Bogan y col., 2010; Ding y col.,
2016; Laatsch y col., 2009). También ha sido ampliamente demostrado que esta
hormona es capaz de activar diferentes vias de sefializacién intracelular, luego de
su interaccion con su receptor especifico IR (Leto y Saltiel, 2012). No obstante, de
todas ellas la mejor caracterizada, principalmente asociada con la homeostasis de
la glucosa, es la mediada por la via PKB cuyo principales mediadores son PI3K y
Akt (Leto y Saltiel, 2012; Jaldin-Fincat y col., 2017). Con el propdsito de evaluar si
el estimulo con insulina era capaz de activar esta via de sefalizacién en las
células MIO-M1, se realizaron ensayos de estimulo continuo con insulina 100 nM
durante diferentes tiempos y luego por un andlisis de inmunoprecipitacién y
Western blot se evaluaron los niveles de fosforilacion del IR y Akt. Como se
muestra en la Figura 23 Ay B, el estimulo de 10 minutos con insulina incrementé
de manera significativa los niveles de fosforilacién del IR (p-IR). Del mismo modo,
a través de un andlisis a diferentes tiempos de estimulo, se encontré que insulina
produjo un incremento significativo de los niveles de fosforilacion de Akt (p-Akt) a
los 5 y 10 minutos de estimulo con insulina, como se observa en la Figura 23 C y
D.
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Figura 23. Evaluacién del nivel de fosforilacién de IR y Akt por accion de insulina en células
MIO-M1. A) Ensayo de inmunoprecipitacion para IR seguido de Western blot para el andlisis del IR
fosforilado (p-IR) y el IR total. Las células MIO-M1 fueron estimuladas o no con insulina 100 nM
durante 10 minutos. La primera calle (Ig) corresponde al control de isotipo de inmunoglobulina. B)
El grafico de barras representa la cuantificacién densitometrica relativa de las bandas obtenidas
mediante el ensayo de Western blot. Los valores se expresaron como la Media * SEM de la
intensidad relativa de p-IR/IR. La comparacion estadistica de las medias se llevé a cabo a través
de la prueba 1-Student para muestras independientes. (***) indica diferencias significativas (p <
0,0001). Se realizaron tres experimentos independientes. C) Ensayo de Western blot para el
andlisis de los niveles de Akt fosforilado (p-Akt) y Akt total (t-Akt) en células MIO-M1 estimuladas
con insulina 100 nM durante 5 y 10 minutos. La primera calle corresponde al control de 10 minutos
con PMA (1 uM). Se utilizé la inmunodeteccion de B-actina como control de carga proteica. D) El
grafico de barras representa la cuantificacién densitometrica relativa de las bandas obtenidas
mediante el ensayo de Western blot. Los valores se expresaron como la Media + SEM de la
intensidad relativa de p-Akt/t-Akt. La comparacion estadistica de las medias se llevd a cabo a
través del test Anova de una via. (**) indica diferencias significativas (p < 0,01) y (***) indica
diferencias significativas (p < 0,0001). Se realizaron tres experimentos independientes.

Posteriormente, fue de interés demostrar si LRP1 se moviliza a membrana
plasmatica por activacion de la via de sefializacion de PKB inducida por insulina.
Para ello, las células MIO-M1 fueron transfectadas de manera transiente con el
vector de expresion que codifica para mLRP4-GFP-HA, luego las células fueron
preincubadas durante 30 minutos en presencia de Wortmanina o LY-294002,
ambos inhibidores de PI3K, y finalmente estimuladas con insulina 100 nM a
diferentes tiempos. Mediante ensayos de in cell Western blot encontramos que el

efecto de insulina sobre la expresion de LRP1 a nivel de la membrana plasmatica

94



fue significativamente bloqueado por Wortmanina e LY-294002, como se observa

en la Figura 24.

A
4 * |# * [ Vehiculo (DMSO)
' I Il Wortmannina
s ol2 4 g
S5
o 2 €10
vl
5 008
o
T gos
5804
a2
0.2
0 5 10 15 30 60 Ins(min)
B
1.5 * #
% [JVehiculo (DMSO)
) Ml LY294002
=5 o
o @ £1.0
w8
0w
o8
.y E 0
g 8os|| |
3 o
@z ‘
0.0l

0 ic Ins(min)

Figura 24. Andlisis del efecto de la via de sefalizacién PKB inducida por insulina sobre el
trafico de mLRP4-GFP-HA hacia la membrana plasmatica de células MIO-M1. A) Ensayo de in
cell Western blot a través de la inmunodeteccion de HA en células MIO-M1 transientemente
transfectadas con un vector de expresion que codifica para mLRP4-GFP-HA. Las células fueron
preincubadas con Wortmanina (40 mM) por 30 minutos (barra negra) y estimuladas con insulina
100 nM por 5, 10, 15, 30 y 60 minutos.Los niveles de HA en la superficie celular se analizaron en
células sin permeabilizar a 4 °C, utilizando un anticuerpo anti-HA y revelado con un anticuerpo
secundario conjugado con 680CW. La grafica de barras representa la Media £+ SEM de la
intensidad de fluorescencia correspondiente a la deteccion del tag de HA en membrana plasmaética,
relativa a la intensidad de fluorescencia de GFP, expresadas como veces de cambio respecto al
control sin estimulo. La comparacion estadistica de las medias se llevé a cabo a través de la
prueba Anova de una via. (*) Indica diferencias significativas (p < 0,05) entre la condicion de
estimulo con insulina respecto a sin estimular. (#) Indica diferencias significativas (p < 0,05) entre la
condicién sin tratar y tratada con Wortmanina en células estimuladas con insulina. Se realizaron
tres experimentos independientes por triplicado. B) Ensayo de in cell Western blot a través de la
inmunodeteccion de HA en células MIO-M1 transientemente transfectadas con un vector de
expresion que codifica para mLRP4-GFP-HA. Las células fueron preincubadas con LY294002 (40
mM) por 30 minutos (barra negra) y estimuladas con insulina 100 nM por 15 minutos.Los niveles
de HA en la superficie celular se analizaron en células sin permeabilizar a 4 °C, utilizando un
anticuerpo anti-HA y revelado con un anticuerpo secundario conjugado con 680CW. El gréfico
representa la Media + SEM de la intensidad de fluorescencia correspondiente a la deteccion del tag
de HA en membrana plasmaética, relativas a la intensidad de fluorescencia de GFP, expresadas
como veces de cambio respecto al control sin estimulo. La comparacion estadistica de las medias
se llevo a cabo a través de la prueba Anova de una via. (*) Indica diferencias significativas (p <
0,05) entre la condicion de estimulo con insulina respecto a sin estimular. (#) Indica diferencias
significativas (p < 0,05) entre la condicion sin tratar y tratada con LY294002 en células estimuladas
con insulina. Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado.
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Estos resultados indican que insulina induciria la movilizacion de LRP1 a la

membrana plasmatica mediante la activacion del eje de sefializacion IR/PI3K/Akt.

4.1.8 Participaciéon de proteinas de transporte vesicular en el
trafico de LRP1 hacia la membrana plasméatica por accion de

insulina en células MIO-M1.

En estudios previos del grupo de investigacion se demostré que la GTPasa Rab11
no esta involucrada en el retorno de LRP1 a la superficie celular en células MIO-
M1 (Barcelona y col. 2013), lo que sugiriere la posibilidad de que otras vias de
reciclado, independientes de Rabll, participen en el trafico intracelular de LRP1
hacia la membrana plasmatica. Actualmente se sabe que varias GTPasas estan
involucradas en el trafico vesicular inducido por insulina mediante la activacion del
eje IR/PIsK/Akt (Leto y Saltiel, 2012). De esta manera, tanto Rab8A como Rabl10
son claves durante la movilizacion de las vesiculas GSVs a la membrana
plasmatica a través de una via exocitica regulada por insulina en células
musculares y adipocitos (Sun y col., 2010; Miinea y col., 2005; Sano y col., 2007,
Chen y col., 2010). Por lo tanto, en esta instancia, resulto de interés evaluar si las
GTPasas Rab8A y Rab10 participaban en la regulacién del transporte de LRP1
dependiente de insulina hacia la membrana plasmatica en células MIO-M1. Lo
primero que procedimos a analizar fue la distribucién subcelular de Rab8A y
Rabl0 para evidenciar si colocalizaban en las mismas estructuras con LRP1. La
Figura 25 A y B muestra que en una condicion basal, el LRP1 se localiz6 en
vesiculas positivas para Rab8A en un =30 % y Rab10 en un =17 % con un patron
de distribucion vesicular. Ademas encontramos que células transfectadas con el
vector de expresion que codifica para Rab8A-GFP, esta GTPasa mostrd0 una
significativa colocalizacion con Rab10 en estructuras vesiculares distribuidas de
manera perinuclear (Figura 25 C). Estos patrones de distribucién subcelular de las
GTPasas entre si y con respecto a LRP1 no sufrieron modificaciones significativas

en células tratadas con insulina, por lo que estos resultados no fueron mostrados.
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Figura 25. Andlisis de colocalizaciéon de LRP1 con las GTPasas Rab8A y Rab10 en células
MIO-M1. Microscopia confocal de células MIO-M1 inmunomarcadas para la deteccion de LRP1
(verde) y Rab8A (Panel A; rojo) o Rab10 (Panel B, rojo). El Merge representa la colocalizacion
entre las marcas, donde también se muestran recuadros que corresponden a ampliaciones 4X. El
Mask representa las imagenes binarias en donde se muestran en color blanco los pixeles de
colocalizacién entre las marcas y su respectivo analisis cuantitativo en el que se representa la
Media + DE de los coeficientes de colocalizacion de Manders. Las imagenes son representativas
de al menos 20 células por condicién, provenientes de tres experimentos independientes. La barra
de escala corresponde a 10 um. C) Microscopia confocal de células MIO-M1 transientemente
transfectadas con un vector de expresion que codifica para Rab8A-GFP en su version salvaje
(verde) e inmunomarcadas para la deteccion de Rabl0 (rojo). El Merge representa la
colocalizacién entre las marcas, donde también se muestran recuadros que corresponden a
ampliaciones 4X. EI Mask representa las imagenes binarias en donde se muestran en color blanco
los pixeles de colocalizacién entre las marcas y su respectivo andlisis cuantitativo esta informado
como las Media + DE de los coeficientes de colocalizacién de Manders. Las imagenes son
representativas de al menos 20 células por condicién, provenientes de tres experimentos
independientes. La barra de escala corresponde a 10 um.

Posteriormente procedimos a evaluar si estas GTPasas participaban en la
movilizacion de LRP1 hacia la membrana plasmatica por accion de insulina. Para

ello las células fueron transfectadas de manera transiente con las versiones
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salvajes [wt-Rab8A y wt-Rabl0] y dominantes negativas (funcionalmente
inactivas) [dn-Rab8AT22N y dn- Rab10T23N] de las GTPasas Rab8A y Rabl0
fusionadas a GFP. Mediante citometria de flujo se corrobor6 que el porcentaje de
transfeccion para cada uno estos plasmidos fue mayor al 50% como se observa

en la Figura 26.

100- X

Celulas (%)

GFP

Figura 26. Porcentaje de células que expresan la proteina blanco a partir de la transfeccién
con vectores de expresién en células MIO-M1. Niveles de expresién de proteinas GFP
analizados por citometria de flujo de células MIO-M1 transientemente transfectadas con vectores
que codifican para wt-Rab8A-GFP, wt-Rab10-GFP, dn-Rab8A-GFP y dn-Rab10-GFP. La gréafica de
barras representa la Media £+ SEM de la intensidad de fluorescencia media (IFM) expresadas como
porcentaje (%) de células que expresan GFP, considerando el descuento de la autofluorescencia.
Tres experimentos independientes fueron realizados en triplicado.

En estas condiciones, las células fueron estimuladas con insulina 100 nM durante
30 minutos y posteriormente se realizé un ensayo de biotinilacion de proteinas de
superficie para analizar la expresion de LRP1 en la membrana plasméatica. Como
se observa en la Figura 27 Ay C, en las células transfectadas con wt-Rab8A se
encontré un incremento significativo de la expresion de LRP1 a nivel de la
membrana plasméatica en comparacién con las células control. Mientras que, en
las células transfectadas con la dn-Rab8A y sin estimulo con insulina se afect6 de
manera significativa la expresion de LRP1 en la membrana plasmatica respecto al
control sin transfeccion, sugiriendo que existe un trafico constitutivo de LRP1 hacia
la superficie celular que podria estar regulado por esta GTPasa. Bajo el estimulo
con insulina, células transfectadas con la dn-Rab8A mostraron un incremento de
LRP1 en la membrana plasmatica aunque dicho nivel fue significativamente menor
qgue la condicion sin transfeccion estimulada con insulina. Por otra parte, en las

células transfectadas con wt-Rab10 se encontré un incremento significativo de la
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expresion de LRP1 a nivel de la membrana plasmatica en comparacion con las
células control sin transfeccion. No obstante, cuando se analiz6 la condicion de
transfeccion con la dn-Rab10, encontramos que tanto en la condicién con y sin
estimulo se vio afectado el transporte de LRP1 hacia la membrana plasmética en
comparacion con la condicion control de células sin transfeccion, como se observa
en la Figura 27 By D.

Estos resultados demuestran que las GTPasas Rab8A y Rabl0 estarian
involucradas en el mantenimiento de niveles estables de LRP1 en la superficie
celular, asi como en la exocitosis regulada por insulina de este receptor en células
MIO-M1.
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Figura 27. Analisis del efecto de Rab8A y Rab10 sobre los niveles de expresion de LRP1 en
la membrana plasmética de células MIO-M1 estimulas con insulina. Ensayo de biotinilacion de
proteinas de superficie en células transientemente transfectadas con vectores de expresion que
codifican para wt-Rab8A y dn-Rab8A (A) o wt-Rab10 y dn- Rabl10 (B), estimuladas o no con
insulina 100 nM durante 30 minutos .En ambos experimentos el LRP1 superficial biotinilado fue
aislado mediante incubacion con beads- estreptavidina y luego analizado por Western blot para la
deteccion de la subunidad B de LRP1. La primera calle representa el control negativo de
precipitacion (eluato de extracto proteico de células no biotiniladas).En el panel inferior del Western
blot se muestra la deteccion de LRP1 en los lisados totales donde se ofrecié el 20% de la carga
proteica destinada a la incubacion con los beads. Se utilizd6 B-actina como control de carga
proteica. C y D) Los gréficos de barras que representan la Media = SEM de las densidades Opticas
(D.O.) relativas (respecto a B-actina) de las bandas correspondientes a LRP1 de membrana
plasmatica para los diferentes tiempos de estimulo con insulina, expresadas como veces de
cambio respecto al control sin estimulo (barra blanca). La comparacion estadistica de las medias
se llevé a cabo a través de la prueba Anova de una via. (*) Indica disminucion significativas (p <
0,05) vs. control, (**) indica disminucién significativas (p < 0,01) vs. control, (**) indica diferencias
significativas (p < 0,01) vs. control y (***) indica diferencias significativas (p < 0,0001) vs. control.
Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado.

Con el objetivo de corroborar estos resultados y descartar los posibles efectos
adversos que conduzcan a interpretaciones erréneas producto de la expresion
ectdpica de proteinas, se procedio a realizar un silenciamiento de Rab8A o Rab10
utilizando siRNA especificos de estas GTPasas (SIRNA-Rab8A y siRNA-Rab10),

tal como se detalla en la secciébn de Materiales y Métodos. De este modo, en

100



células tratadas con siRNA-Rab8A y siRNA-Rabl10, asi como con siRNA de
secuencia control no especifica (nc-siRNA), se procedié a evaluar la expresion de
LRP1 en la membrana plasmatica mediante un ensayo de in cell Western blot en
células sin permeabilizar a 4 °C. Como se puede ver en la Figura 28 A la
disminucién del 50% de expresion de Rab8A, producto del tratamiento con siRNA-
Rab8A afectd de manera significativa el trafico de LRP1, en células estimuladas
con insulina respecto a la situacion control con nc-siRNA. En el mismo sentido,
cuando la expresion constitutiva de Rabl0 se redujo al 50% por efecto del
tratamiento con siRNA-Rabl0 se observo una disminucion de la expresion de
LRP1 en la superficie celular en condiciones sin y con estimulo con insulina
respecto a las condiciones controles de células tratadas con nc-siRNA, como se

puede observar en la Figura 28 B.
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Figura 28. Andlisis del efecto del silenciamiento de Rab8A y Rab10 sobre la expresién de
LRP1 en membrana plasmética de células MIO-M1 estimuladas con insulina. In cell Western
blot en células silenciadas utilizando siRNA control negativo (nc-siRNA), Rab8A (A) y Rabl10 (B),
estimuladas o no con insulina 100 nM durante 30 minutos. Los niveles de LRP1 en la superficie
celular fueron analizados en células sin permeabilizar a 4 °C utilizando un anticuerpo anti-LRP1 o
un anticuerpo anti-B actina y revelados con anticuerpos secundarios conjugados a 680CW vy
800CW, respectivamente. Los graficos de barras representan la Media + SEM de la intensidad de
fluorescencia correspondiente a la deteccion de LRP1 en membrana plasmaética, relativas a la
intensidad de fluorescencia de 3-actina, expresadas como veces de cambio respecto al control nc-
siRNA sin estimulo. La comparacion estadistica de las medias se llevd a cabo a través de la
prueba Anova de una via. (*) y (*) Indican diferencias significativas de disminucién o incremento
respectivamente (p < 0,05) vs. nc-siRNA . Se realizaron tres experimentos independientes por
triplicado. En la parte derecha de ambos paneles se muestran los INSETS correspondientes a
imagenes de microscopia confocal de células MIO-M1 silenciadas para Rab8A y Rab10 donde se
realiz6 una inmunodeteccion de estas GTPasas. El grafico de barras representa la cuantificacion
de la intensidad de fluorescencia para Rab8A (A) y Rab10 (B) por area celular. Los resultados se
expresaron como la Media + SEM del % de expresion de cada GTPasa. La comparacion
estadistica de las medias se llevd a cabo a través de la prueba 7-Student para muestras
independientes. (**) indica diferencias significativas (p < 0,01) vs. nc-siRNA. Se realizaron tres
experimentos independientes.

También encontramos que sortilin, otra de las proteinas constituyentes de las
LSVs, mostro un patrén de expresion similar en la membrana plasmatica a la de
LRP1 observado mediante ensayos de biotinilacion de proteinas de superficie,
mientras que el TfR, un receptor de reciclado endocitico dependiente de Rabl1l,
no mostré ningun cambio sustancial en su nivel en superficie celular en células
transfectadas dn-Rab8A o dn-Rab10 , como se observa en la Figura 29, lo que
constituye un control interesante para corroborar la especificidad de este

transporte exocitico regulado por insulina.
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Figura 29. Andlisis del efecto de formas inactivas de Rab8A y Rab10 sobre la expresion de
sortilin y del receptor de transferrina (TfR) en la membrana plasmatica de células MIO-M1
estimuladas con insulina. Ensayo de biotinilacion de proteinas de superficie en células
transientemente transfectadas con vectores de expresion que codifican para wt-Rab8A y dn-Rab8A
(A) o wt-Rab10 y dn- Rab10 (B), estimuladas o no con insulina 100 nM durante 30 minutos. En
ambos experimentos tanto sortilin como TfR superficiales biotinilados fueron aislados mediante
incubacion con beads -estreptavidina y luego analizado por Western blot para la deteccion de estas
proteinas. La primera calle, es el control negativo de precipitacion (eluato de extracto proteico de
células no biotiniladas). En el panel inferior del Western blot se muestra la deteccién de sortilin y
TfR en los lisados totales donde se ofrecio el 20% de la carga proteica destinada a la incubacion
con beads. Se utilizé B-actina como control de carga proteica. C y D) Las graficas de barras
representan la Media + SEM de las densidades opticas (D.O.) relativas (respecto a B-actina) de las
bandas correspondientes a sortilin (C) y TfR (D) de membrana plasmatica, expresadas como veces
de cambio respecto al control sin estimulo (barra blanca). La comparacién estadistica de las
medias se llevé a cabo a través de la prueba Anova de una via. () Indica disminucién
significativas (p < 0,05) vs. control, (*) Indica diferencias significativas (p < 0,05) vs. control, (**)
indica diferencias significativas (p < 0,01) vs. control y (***) indica diferencias significativas (p <
0,0001) vs. control. Se realizaron tres experimentos independientes.
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4.1.9 Principales conclusiones de la seccién 4.1

Los resultados detallados en esta seccion permitieron caracterizar el trafico
intracelular de LRP1 inducido por insulina en células MIO-M1, a partir de los
cuales se concluy6 que: i) En ausencia de insulina la mayor proporcion de LRP1
se distribuyé en vesiculas endociticas del tipo endosomas tempranos [EEA1+] y
compartimentos de reciclado endocitico rapido [Rab4+]. Una proporcién menor del
receptor se localizé6 en compartimentos de reciclado endocitico lento [Rab11+], en
compartimentos de trans-Golgi [TGN46+] y menor aun fue la localizacion de LRP1
en endosomas tardios [Rab7+]. ii) En presencia de insulina se encontraron
cambios significativos en la distribucion subcelular de LRP1 principalmente en
endosomas tempranos [EEAl1+] y en el compartimento de reciclado rapido
[Rab4+]. El resto de los marcadores endosomales evaluados no evidenciaron
cambios significativos luego del estimulo con insulina. iii) A nivel de la membrana
plasmatica, encontramos que insulina promovié el trafico de LRP1 hacia la
superficie celular. iv) Mediante MET se pudo identificar pequefias vesiculas
intracelulares de =100 nm, que almacenan LRP1 junto con otras proteinas
caracteristicas de estas estructuras como sortilin, VAMP2 y GLUT4 cuando este
transportador fue ectépicamente expresado. v) Este trafico de LRP1 hacia la
membrana plasmatica fue mediado por la activacion de la via de sefializacion
intracelular dependiente del eje IR/PIsK/Akt y vi) esta via de sefalizacion
intracelular inducida por insulina promovio el trafico de LRP1 a la superficie celular
a través de diferentes vias posibles de reciclado y/o exocitosis, entre ellas, la via
de reciclado rapido [Rab4+] y la via exocitica mediada por las GTPasas Rab8A y
Rab10.
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4.2 Evaluacion de la participacion de LRP1 sobre la respuesta

celular alainsulina.

Para responder el objetivo especifico 2 del presente trabajo de tesis se utilizé la
linea celular de cardiomiocitos de raton HL-1, ya que estas células son sensibles a
la insulina en términos de expresar su receptor especifico IR (Figura 9) y GLUT4
como mediadores moleculares claves para controlar la homeostasis de la glucosa
y poseen toda la maquinaria necesaria para evaluar el trafico intracelular de LRP1,
asi como también el efecto de ligandos de LRP1 como agLDL sobre la respuesta a

la hormona en cardiomiocitos.

4.2.1 Captacion de colesterol esterificado desde agLDL en la linea
de celular HL-1.

Como se menciond en la Introduccién del presente trabajo de tesis, ha sido
demostrado que las lipoproteinas modificadas son responsables de generar la
formacion de gotas lipidicas o lipid droplets (LD) en el interior de diversos tipos
celulares luego de aproximadamente 15 horas de estimulo (Walther y Farese,
2012; Walther y col., 2017; Xu y col., 2017). Esta formacion de LD en células
diferentes a las del tejido adiposo como en hepatocitos y células musculares esta
asociada con la alteracion en la respuesta a insulina en esos tejidos, aunque el
mecanismo molecular involucrado en este proceso es aun desconocido (Boren y
col., 2013). Si bien los adipocitos son células que forman LD para la reserva de
lipidos neutros, la generacion excesiva de estos produce alteraciones de la
respuesta a la insulina en estas células, principalmente atribuida al efecto estérico
de estos LD en el citoplasma celular (Kim y col., 2015). Sin embargo, poco se
conoce hasta el momento si estimulos a tiempos cortos con lipoproteinas
modificadas, donde no se evidencia formacibn de LD, pueden producir
alteraciones en la respuesta intracelular a la insulina. Por lo que, en primera
instancia se procedio a evaluar el contenido intracelular de lipidos esterificados
acumulados producto de la incubacion con agLDL en las células HL-1. Para ello,

las células fueron incubadas con agLDL en una concentracion 100 pg/ml durante
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un tiempo corto de 8 horas. Posteriormente, se analizo el contenido de colesterol
esterificado (CE) vy triglicéridos (TG) intracelular mediante extraccion lipidica y
cromatografia en capa delgada. Como se muestra en la Figura 30, las agLDL
indujeron exclusivamente la acumulacion intracelular de CE en células HL-1, no
asi la de TG, lo que concuerda con el contenido lipidico estructural de estas

lipoproteinas.
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Figura 30. Caracterizaciéon del contenido lipidico intracelular en células HL-1 incubadas en
presencia de agLDL. A) Ensayo de cromatografia en capa delgada de extractos lipidicos
provenientes de células HL-1 incubadas con agLDL 100 ug/ml durante 8 horas, donde se muestran
las bandas correspondientes a colesterol esterificado (CE), triglicéridos (TG) y colesterol libre (CL).
En el panel derecho se muestran las bandas de CE/TG/CL de los estandares analizados por
duplicado. B) El grafico de barras representa la Media + SEM de las densidades oépticas de las
bandas correspondientes a CE y TG relativo al contenido de CL para cada condicién. La
comparacion estadistica de las medias se llevd a cabo a través de la prueba 71-Student para
muestras independientes. (***) indica diferencias significativas (p < 0,0001) vs. control. Se
realizaron tres experimentos independientes.

Luego se procedid a evaluar si esta acumulacion de CE inducida por la incubacion
con agLDL durante 8 horas se asociaba con una evidente formacién de LD en las
células HL-1. Para ello, las células fueron tratadas con agLDL 100 ug/ml durante
8 y 18 horas y posteriormente se realiz6 una tincion con Oil Red O para la
deteccion de gotas de lipidos por microscopia de epifluorescencia. En la Figura 31,
se puede observar que no se produjo formacion significativa de LD luego de 8
horas de tratamiento con 100 pg/ml agLDL a diferencia de lo que ocurre luego de
la incubacién con las agLDL durante 18 horas en las células HL-1, como ha sido
demostrado en VSMCs (Costales y col.,, 2015). Tiempos prolongados de
incubacion escapan al objetivo central de este trabajo de tesis, por lo cual los

experimentos siguientes fueron realizados a 8 horas de incubacion con agLDL.
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Figura 31. Andlisis de la formacién de LD en células HL-1. A) Ensayo de microscopia Optica
para la deteccion de gotas lipidica en células HL-1 tratadas o no con agLDL 100 pg/ml durante 8 y
18 horas, posteriormente tefiidas con Oil Red O. La linea amarilla de puntos enmarca el contorno
celular. La barra de escala corresponde a 10 um. B) El gréafico representa la Media + SEM de
intensidad de fluorescencia de Oil Red O por area celular relativo a la situaciéon control. La
comparacion estadistica de las medias se llevd a cabo a través de la prueba Anova de una via, (**)
indica diferencias significativas (p < 0,001) vs. control. Se realizaron tres experimentos
independientes y se analizaron 20 células por condicién en cada experimento.

Finalmente se procedi6é a corroborar que el tratamiento con las agLDL no afectaba
la viabilidad de las células durante los tiempos empleados. Para ello, las células
HL-1 fueron tratadas con nLDL o agLDL 100 ug/ml durante 8 horas 'y se realiz6 un
ensayo con MTT. En la Figura 32, se muestra que el tratamiento con las

lipoproteinas agLDL no afecté de manera significativa la viabilidad celular.
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Figura 32. Ensayo de viabilidad celular de células HL-1 tratadas con agLDL. Las células HL-1
fueron incubadas con nLDL o agLDL 100 pg/ml durante 8 horas. La viabilidad celular se evalu6
usando el colorante metabdlico 3- (4,5-dimetiltiazol-2). -il) -2,5-difenil-tetrazolio bromuro (MTT) (5
mg / ml) agregado al medio de cultivo (1:10) durante 2-3 horas a 37 ° C. La gréafica de barras
representa la Media £+ SEM de los porcentajes de viabilidad celular respecto al experimento control.
La comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de la prueba Anova de una via.
Se realizaron tres experimentos independientes.

4.2.2 Evaluacion de la expresion de LRP1 por accion de agLDL en

células HL-1.

Como se menciond en la introduccion del presente trabajo de tesis, se ha
demostrado que la presencia de agLDL prolonga el tiempo de vida media de LRP1
en VSMCs producto de inhibir el proceso de degradacién proteasomal, lo que
favorece la captacion y acumulacion intracelular de ésteres de colesterol a partir
de lipoproteinas modificadas en este tipo celular (Cal y col., 2013). Por lo tanto, en
esta instancia se procedié a evaluar si el tratamiento por 8 horas con las agLDL
producia modificaciones en los niveles de expresion de LRP1. Para ello, se evalu6
la expresion génica de Irpl a través de un ensayo de RT-PCR cuantitativa y los
niveles proteicos de LRP13 mediante Western blot, en células HL-1 tratadas con
agLDL 100 pg/ml durante 8 horas. La Figura 33, muestra que los niveles de ARN
mensajero (ARNm) y de proteina de LRP1 no se modificaron de manera

significativa luego del tratamiento de 8 horas con las lipoproteinas modificadas.
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Figura 33. Analisis del nivel de expresion de LRP1 en células HL-1 tratadas con agLDL. A)
Ensayo de RT-PCR cuantitativa para evaluar la expresion de ARNm para LRPL1. El grafico de barra
representa la Media = SEM de la cuantificacion de los niveles de ARNm obtenidos por RT-PCR,
luego de la incubacién con agLDL 100 pg/ml durante 8 horas en células HL-1. Como controles de
carga se utilizaron los productos de RT-PCR de transcriptos de Actina. B) Ensayo de Western blot
para la inmunodetecciéon de la subunidad  de LRP1 en células HL-1 incubadas con agLDL 100
pg/ml durante 8 horas. Como control de carga proteica se utilizé la inmunodeteccion de B-actina. Se
realizaron tres experimentos independientes.

Estos resultados demuestran que las agLDL no modifican la expresion de ARN

mensajero ni de proteina para LRP1 al tiempo de incubacion evaluado.

4.2.3 Participacion de LRP1 en la captacion de agLDL en células
HL-1.

Como se ha mencionado previamente, diversos trabajos han demostrado que
LRP1 es uno de los receptores involucrados en la incorporacién de colesterol
esterificado a partir de la captacién de las agLDL en VSMCs y otras tipos celulares
(Costales y col., 2015; Swarnakar y col., 2001). Con el objetivo de corroborar si
LRP1 es el receptor responsable de mediar la unién y endocitosis de agLDL en las
células HL-1, se realiz6 un ensayo de bloqueo de la unién ligando/receptor
evaluado por microscopia confocal. Para ello, las células HL-1 fueron
preincubadas con la proteina chaperona GST-RAP, que impide la unién de todos
los ligando con LRP1, en una concentracion de 400 nM durante 30 minutos
previos al tratamiento con las lipoproteinas. Luego las células fueron incubadas
con agLDL 100 pg/ml marcadas con la carbocianina lipofilica Dil, durante 8 horas

junto con GST-RAP 400 nM en el medio de cultivo celular. Como se observa en la
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Figura 34, la presencia de GST-RAP bloque6 la captacion de las agLDL de

manera significativa en estas células.
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Figura 34. Analisis de la captacion de agLDL en células HL-1. A) Microscopia confocal de
células HL-1 preincubadas o no con GST-RAP 400 nM y tratadas con agLDL-Dil 100 yg/ml| durante
8 horas. En rojo se observa la fluorescencia de agLDL-Dil y la linea de puntos amarilla representa
el contorno celular. Los ndcleos celulares fueron marcados con Hoechst. La barra de escala
corresponde a 10 um. B) El gréafico de barras representa la Media + SEM de la intensidad de
fluorescencia de Dil por area celular. La comparacion estadistica de las medias se llevé a cabo a
través de la prueba 7-Student para muestras independientes. (*) indica diferencias significativas (p
< 0,05). Tres experimentos independientes fueron realizados y se analizaron 20 células por
experimento.

Estos resultados fueron corroborados mediante ensayos de citometria de flujo en
células HL-1 tratadas de la misma manera como se menciond anteriormente.
Como se muestra en la Figura 35, la incubacion con GST-RAP redujo de manera

significativa la intensidad de fluorescencia media (IFM) de Dil en estas células.
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Figura 35. Andlisis de citometria de flujo para determinar la captacion de agLDL en células
HL-1. Citometria de flujo de células HL-1 preincubadas o no con GST-RAP 400 nM vy tratadas con
agLDL-Dil 100 upg/ml durante 8 horas. El grafico de barras representa la Media + SEM de la
intensidad de fluorescencia media (IFM) correspondientes a Dil en unidades arbitrarias (a.u.),
donde ha sido descontada la autofluorescencia. La comparacién estadistica de las IFM se llevé a
cabo a través de la prueba 7-Student para muestras independientes. (*) indica diferencias
significativas (p < 0,05). Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado.

Esta evidencia indicaria que la internalizacion de las agLDL ocurre

mayoritariamente a través de la union a LRP1 en células HL-1.

4.2.4 Efecto de las agLDL en la distribucién subcelular de LRP1

en células HL-1.

A partir de los resultados previamente mostrados en el item 4.1, demostramos que
LRP1 presenta una distribucion subcelular en diferentes estructuras vesiculares y
compartimentos incluidos, endosomas tempranos, compartimento de reciclado
endocitico, compartimentos de trans-Golgi, membrana plasmaética y vesiculas de
almacenamiento del receptor denominadas LSVs. Mientras que una proporcion
muy baja de LRP1 fue localizada en compartimentos de degradacién y lisosomas.
En esta instancia, fue de interés evaluar la distribucion intracelular de LRP1 luego
del tratamiento con las agLDL, como asi también la localizacion de estas
lipoproteinas modificadas luego de su internalizacion en las células HL-1. Para
ello, las células fueron incubadas con agLDL-Dil 100 ug/ml durante 8 horas,
posteriormente fueron inmunomarcadas para la detecciéon de LRP1 y diferentes
marcadores de compartimentos intracelulares, y analizadas mediante microscopia

confocal. En la Figura 36 A, se muestra que el tratamiento con agLDL modifico la
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distribucion perinuclear tipica de LRP1 observada en células sin tratamiento.
Ademas, se encontré que las agLDL-Dil colocalizaron en las mismas estructuras

vesiculares junto con LRP1 en una proporcién aproximada del 50 % como se

puede observar en la Figura 36 B.

Control INSET agLDL l:,

A

54.1+3.7%

Figura 36. Distribucion intracelular de LRP1 en células HL-1 tratadas con agLDL. A)
Microscopia confocal de células HL-1 incubadas o no con agLDL 100 pg/ml durante 8 horas. En
verde se observa la distribucién subcelular de LRP1. Los INSET representan la ampliacion de las
regiones enmarcadas en las lineas de puntos color amarilla. Los nucleos celulares fueron
marcados con Hoechst. B) Microscopia confocal de células HL-1 incubadas o no con agLDL-Dil
100 pg/ml durante 8 horas. En verde se observa la distribuciéon subcelular de LRP1 y el rojo la de
agLDL-Dil. EI INSET representa la ampliacién de la regiéon enmarcada en las lineas de puntos. El
MASK representa la imagen binaria en donde se muestra en color blanco los pixeles de
colocalizacién entre las marcas y su respectivo andlisis cuantitativo esta informado como las Media
+ DE de los coeficientes de colocalizacién de Manders. Las imagenes son representativas de al
menos 20 células por condicién, provenientes de tres experimentos independientes. La barra de
escala corresponde a 10 um.

Posteriormente se analizo la localizacion de LRP1 y agLDL-Dil en diferentes
compartimentos intracelulares. En la Figura 37, se muestra que aproximadamente

el =20 % de la colocalizacién ocurria en endosomas tempranos [EEAL1+], lo que
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era de esperar puesto que la interaccion entre las lipoproteinas y LRP1
desencadenan un evento de endocitosis del complejo ligando-receptor. Mientras
que, no se encontrd colocalizacion importante en compartimentos de reciclado
endocitico lento [Rab11+], rdpido [Rab4+], en el compartimento de trans-Golgi
[TGN46+] ni en LSVs. Un hallazgo interesante fue que el tratamiento con las
agLDL produjo una redistribucién de LRP1 hacia compartimentos de degradacion
de tipo endosomas tardios/lisosomas [LAMP1+] en un =30 % donde, como

previamente demostramos, no es habitual encontrar este receptor.
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Figura 37. Colocalizacion de LRP1 y agLDL-Dil con diferentes marcadores de
compartimentos intracelulares en células HL-1. A) Inmunofluorescencia indirecta y microscopia
confocal en células HL-1 incubadas con agLDL-Dil 100 ug/ml durante 8 horas para el andlisis de
colocalizacién entre LRP1 y: endosomas tempranos [EEA1+] (primera fila) y compartimentos de
degradacion del tipo endosoma tardio/lisosomal [LAMP1+] (segunda fila).El INSET representa la
ampliacion de las regiones enmarcadas en las lineas de puntos amarilla. Las puntas de flecha
blancas indican los sectores de triple colocalizacién. Las imagenes son representativas de al
menos 20 células por condicién, provenientes de tres experimentos independientes. La barra de
escala corresponde a 10 um. B) EIl grafico de barras representa a la Media + SEM de los
coeficientes de colocalizacion de Manders de la triple colocalizacién, obtenidos a partir de las
cuantificaciones realizadas en al menos 20 células por condicion.

Esta evidencia sugiere que el tratamiento con las agLDL incrementa la localizacion
de las mismas junto con LRP1 en endosomas tempranos y compartimentos de

degradacion del tipo endosoma tardio/lisosoma, donde en este Ultimo caso no es
habitual encontrar a LRP1.
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4.2.5 Efecto de las agLDL en la funcionalidad lisosomal en células
HL-1.

Como se menciond previamente en los resultados del item 4.2.2, el tratamiento
con las agLDL durante 8 horas no afectd de manera significativa los niveles de
ARNmM ni de proteina de LRP1 en las células HL-1. Por otro lado, otros grupos de
trabajo han demostrado que estas lipoproteinas modificadas incrementan la
expresion de LRP1 como asi también su estabilidad a tiempos mas prolongados
de tratamiento, mayores a 18 horas en VSMCs (Cal y col., 2013). Dado que una
importante proporcion de LRP1 se localiz6 en compartimentos de degradacion del
tipo endosoma tardio/lisosoma luego del tratamiento con agLDL, y que al mismo
tiempo las lipoproteinas no modificaron los niveles de este receptor, resultd de
interés evaluar la funcionalidad de la via de degradacién lisosomal de estas
células luego del tratamiento con las agLDL. Una causa importante de
disfuncionalidad lisosomal es la alteracion de la permeabilidad de la membrana de
dicha organela, una de las formas de estudiar este proceso es mediante un
ensayo de microscopia confocal para evaluar el patron de distribucion de galectina
1 (Gall), ya que la misma es capaz de ingresar a los lisosomas cuando la
permeabilidad de los mismos esta alterada y reconocer a los B-galactosidos
presentes en el lado interno de la membrana lisosomal, mostrando un patrén de
distribuciéon en estructuras vesiculares (Aits y col., 2015). De esta manera, las
células HL-1 fueron incubadas con agLDL 100 ug/ml durante 8 horas y
posteriormente fueron inmunomarcadas para la deteccion de Gall y LRP1. En la
Figura 38, se observan las imagenes de microscopia confocal donde se encontrd
que en condiciones basales Gall presentd un patrén de distribucion homogéneo
en citoplasma y nucleo en estructuras pequefias, con una escasa colocalizacién
con LRP1 del =5%. Luego de la incubacion con agLDL, la distribucion subcelular
de Gall se modificO de manera evidente observandose en estructuras vesiculares
de mayor tamafo distribuidas en el citoplasma celular, que ademas contenian
LRP1.
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Figura 38. Analisis de la permeabilidad lisosomal a partir de la distribucion subcelular de
Gall en células HL-1 tratadas con agLDL. A) Inmunofluorescencia indirecta y microscopia
confocal en células HL-1 incubadas o no con agLDL 100 ug/ml durante 8 horas para el analisis de
colocalizacion entre LRP1 y Gall. El merge representa la colocalizacion entre las marcas, donde
también se muestran recuadros que corresponden a ampliaciones 4X (INSET). Las puntas de
flecha blancas indican los sectores de colocalizacién. Las imagenes son representativas de al
menos 20 células por condicién, provenientes de tres experimentos independientes. La barra de
escala corresponde a 10 um. B) El grafico de barra representa la Media + SEM de los coeficientes
de colocalizacion de Manders (proporcion de vesiculas que contenian LRP1 y eran positivas para
Gall), obtenidos a partir de las cuantificaciones realizadas en al menos 20 células por condicion.
La comparacion estadistica se llevdo a cabo a través de la prueba r-Student para muestras
independientes. (*) indica diferencias significativas (p < 0,05).

Estos resultados fueron corroborados utilizando DQ™ BSA red, un sustrato
fluorogenico de las proteasas lisosomales. La DQ™ BSA red no genera sefial
fluorescente mientras se mantiene su integridad, en los lisosomas es escindida
proteoliticamente y se liberan péptidos fluorescentes (618 nm de longitud de onda
(color rojo)), que permiten identificar estas organelas. Si el lisosoma es
disfuncional y presenta un aumento de la permeabilidad de su membrana estas

proteasas son liberadas al citoplasma y por lo tanto la eficiencia para escindir la
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DQ™ BSA red se verd reducida. En base a esto, las células HL-1 fueron
incubadas con agLDL 100 pg/ml durante 8 horas, en presencia de DQ™ BSA red.
La Figura 39, muestra las imadgenes de microscopia confocal donde se puede
observar que en la condicién basal la DQ™ BSA red se distribuyé en estructuras
vesiculares compatibles con lisosomas (Bissig y Gruenberg, 2013; Scott y col.,
2014). Mientras que en las células tratadas con las agLDL este patrén de
distribucién subcelular se vio alterado, observdndose una disminucién de la

intensidad de fluorescencia de la DQ™ BSA red.
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Figura 39. Analisis de la funcionalidad proteolitica lisosomal a partir de la distribucién
subcelular de DQTM BSA red en células HL-1 tratadas con agLDL. A) Microscopia confocal de
células HL-1 incubadas o no con agLDL 100 pg/ml y DQT'\’I BSA red durante 8 horas. En rojo se
observa la fluorescencia de DQ™ BSA red. Cada condicién es mostrada por duplicado. EI INSET
representa las ampliaciones de las zonas marcadas con el recuadro en linea de puntos amarillos.
La barra de escala corresponde a 10 um. Las imagenes son representativas de al menos 20
células por condicion, provenientes de tres experimentos independientes. B) El grafico de barras
representa la Media + SEM de la intensidad de fluorescencia de DQ™ BSA red por &area celular
relativo al control. La comparacion estadistica de las medias se llevé a cabo a través de la prueba
7-Student para muestras independientes. (*) indica diferencias significativas (p < 0,05). Tres
experimentos independientes fueron realizados por triplicado y se analizaron 20 células por
experimento.

Esta evidencia sugeriria que luego de su internalizacién las agLDL son
transportadas junto con LRP1 hacia los lisosomas. Estas organelas presentaron
una aumentada permeabilidad de su membrana lo que seria la causa de la

disfuncion lisosomal. Esto podria explicar por qué no se observa perdida de
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expresion proteica de LRP1, siendo que este receptor aumenta su localizacién en

estos compartimentos luego del tratamiento con las agLDL.

4.2.6 Efecto de las agLDL en la asociacion molecular entre LRP1 e

IR en células HL-1.

En base a los resultados previamente mostrados, surgio el interés de estudiar si la
incubacion con agLDL afectaba la funcionalidad de LRP1 en esta linea celular. En
este sentido, en cerebro e higado ha sido propuesta la asociacion molecular entre
IR y LRP1, que seria clave para permitir la fosforilacion de IR por accion de
insulina (Liu y col., 2015; Ding y col., 2016). Por lo tanto, en esta instancia nos
enfocamos en investigar el efecto de las agLDL sobre la asociacion entre LRP1 e
IR. Para ello las células HL-1 fueron incubadas con agLDL 100 pug/ml durante 8
horas y luego estimuladas con insulina 100 nM por 30 minutos. Posteriormente, se
realiz6 una inmunoprecipitacién utilizando un anticuerpo monoclonal anti-IR,
seguido de ensayos de Western blot para la deteccion de LRP1. En la Figura 40,
se muestra que en condiciones basales existe una asociacion molecular entre
LRP1 e IR, la cual se vi6 incrementada bajo el estimulo con insulina. Por el
contrario, el tratamiento con las agLDL redujo significativamente esta asociacion,
la cual fue débilmente reestablecida por la presencia de insulina aunque sin

alcanzar el valor de asociacion obtenido en las células sin tratar con agLDL.
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Figura 40. Ensayo de inmunoprecipitacién de IR para evaluar la asociaciéon molecular con
LRP1 en células HL-1 tratadas con agLDL. A) Ensayo de inmunoprecipitacién para IR seguido
de Western blot para el andlisis de la subunidad B del LRP1 e IR total. Las células HL-1 fueron
incubadas o no con agLDL 100 pg/ml durante 8 horas y luego estimuladas o no con insulina 100 nM
por 30 minutos. La primera calle corresponde al control de isotipo de inmunoglobilina. En el panel
inferior del Western blot se muestra la deteccion de LRP1, IR y B-actina en los lisados celulares
totales. B) El gréafico de barras representa la cuantificacion densitometrica de las bandas obtenidas
en el Western blot. Los valores se expresaron como la Media + SEM de la intensidad relativa de la
deteccion de LRP1 respecto a IR, como veces de cambio respecto al control (barra blanca). La
comparacion estadistica de las medias se llevé a cabo a través de la prueba Anova de una via.
**) 'y (**) indica incremento y disminucién significativas respectivamente (p < 0,0001) vs. control.
Se realizaron tres experiementos independientes.

Estos resultados fueron corroborados realizando el mismo ensayo, en las mismas
condiciones, pero con la inmunoprecipitacion de LRP1 empleando un anticuerpo
monoclonal especifico anti-subunidad 3 del LRP1, seguido de ensayos de Western
blot para la deteccion de IR. Como se observa en la Figura 41, se obtuvieron
resultados similares a los demostrados previamente, donde el estimulo con
insulina incrementd significativamente la asociacion molecular entre LRP1 e IR,
mientras que la presencia de agLDL afect6 dicha asociacion de ambos receptores

bajo el estimulo con insulina.
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Figura 41. Ensayo de inmunoprecipitacién de LRP1 para evaluar la asociacién molecular con
IR en células HL-1 tratadas con agLDL. A) Ensayo de inmunoprecipitacién para LRP1 seguido
de Western blot para el analisis de IR y la subunidad B del LRP1. Las células HL-1 fueron
incubadas o no con agLDL 100 ug/ml durante 8 horas y luego estimuladas o no con insulina 100 nM
por 30 minutos. La primera calle corresponde a al control de isotipo de inmunoglobilina. En el panel
inferior del Western blot se muestra la deteccion de LRP1, IR y B-actina en los lisados celulares
totales. B) El gréfico de barras representa la cuantificacién densitometrica de las bandas obtenidas
en el Western blot. Los valores se expresaron como la Media £+ SEM de la intensidad relativa de la
deteccion de IR respecto a LRP1, como veces de cambio respecto al control (barra blanca). La
comparacion estadistica de las medias se llevo a cabo a través de la prueba Anova de una via.
(***) indica diferencias significativas (p < 0,0001) respecto al control. Se realizaron tres
experiementos independientes.

Por dltimo, para evaluar si el efecto inhibitorio de las agLDL sobre la asociacion
molecular entre IR y LRP1 estaba mediado por la interaccion de las lipoproteinas
con LRP1, se realiz6 un ensayo de inmunoprecipitacion en células HL-1
preincubadas con la proteina chaperona RAP, que como se demostré en el item
4.2.3, bloguea la interaccion entre las agLDL y LRP1 impidiendo el ingresos de las
lipoproteinas al interior celular. Para ello, las células fueron preincubadas con
GST-RAP en una concentracion de 400 nM durante 30 minutos previos al
tratamiento con las lipoproteinas modificadas. Luego fueron incubadas con agLDL
100 pg/ml durante 8 horas junto con GST-RAP 400 nM en medio de cultivo celular.
Posteriormente, se realizO una inmunoprecipitacion utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-IR, seguido de ensayos de Western blot para la deteccion de
LRP1. En la Figura 42, se muestra que GST-RAP inhibi6 el efecto de las agLDL

sobre la asociacién molecular entre LRP1 e IR (calle 3) respecto a la situacién sin
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GST-RAP (calle 8). A su vez, la presencia de esta proteina chaperona también
restituyo la respuesta a insulina incrementando la asociacion entre LRP1 e IR en
presencia de agLDL (calle 5) comparado con las condiciones de estimulo con
insulina (calles 4 y 7) y con los resultados mostrados en la Figura 41. Por ultimo,
un hallazgo importante que arrojan estos resultados es que la asociacién entre
LRP1 e IR involucraria la subunidad B transmembrana o intracelular de LRP1,
puesto que no vimos alteracion significativa de dicha asociacion cuando las
células fueron incubadas con GST-RAP, que une y bloquea todos los dominios de

la subunidad a de este receptor (calles 2 y 6).
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Figura 42. Efecto de GST-RAP sobre la accién de agLDL en la asociacion molecular entre
LRP1 e IR en células HL-1. A) Ensayo de inmunoprecipitacion para IR seguido de Western blot
para el analisis de la subunidad B del LRP1 e IR. Las células fueron preincubadas o no con GST-
RAP 400 nM durante 30 minutos previos al ensayo. Luego fueron incubadas o no con agLDL 100
pg/ml durante 8 horas junto con GST-RAP 400 nM en medio de cultivo celular y posteriormente
fueron estimuladas o no con insulina 100 nM por 30 minutos. La calle 1 corresponde al control de
isotipo de inmunoglobulina. En el panel inferior del Western blot se muestra la deteccién de LRP1 y
B-actina en los lisados celulares totales. B) El grafico de barras representa la cuantificacion
densitometrica de las bandas obtenidas en el Western blot. Los valores se expresaron como la
Media £+ SEM de la intensidad relativa de la deteccién de LRP1 respecto a IR, informado como
veces de cambio respecto al correspodiente control (barra blanca). La comparacion estadistica de
las medias se llevé a cabo a través de la prueba Anova de una via. (**) Indica diferencias
significativas (p < 0,01), (*) y (*) indican diferencias significativas de incremento o disminucién
respectivamente (p < 0,05) vs. los controles con o sin GST-RAP. Se realizaron tres experiementos
independientes.

Estos resultados sugieren que en la linea celular HL-1 existe una asociacion

molecular entre LRP1 e IR, como ha sido descripto en otros tipo celulares. Esta
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asociacion con IR involucraria la participacion de la subunidad 8 de LRP1 y se ve
incrementada por accion de insulina, mientras que dicho efecto se ve alterado por

el tratamiento con las agLDL.

4.2.7 Efecto de las agLDL en la distribucion de LRP1 e IR en
dominios de membranas enriquecidas en clatrina o caveolina en

células HL-1.

Tal como se menciond en la Introduccion del presente trabajo de tesis, en gran
parte de los sistemas celulares estudiados, el LRP1 se localiza principalmente en
dominios de membranas ricos en clatrina e internaliza a la mayoria de sus
ligandos mediante endocitosis mediada por esta via (May y col., 2005; Lillis y col.,
2008). Por su parte, ha sido descripto que el IR se ubica en dominios de la
membrana plasmatica ricos en colesterol o de tipo lipid rafts/caveolae, y es desde
alli donde se activa la cascada de sefializacion corriente abajo de IR por accion
de insulina (Delint-Ramirez y col., 2015). Existe evidencia que, bajo ciertas
condiciones como el estimulo con insulina, el LRP1 se localiza de manera
transitoria en regiones de tipo lipid rafts/caveolae (Zhang y col., 2004). Este
evento favoreceria la asociacion molecular entre LRP1 e IR y por ende la
activacion de la cascada de sefializacion de insulina. Teniendo en cuenta que en
células HL-1 se desconoce en qué regiones de membrana plasmatica se ubica
LRP1, como asi también si la insulina o las agLDL afectan esa localizacion, resulté
de interés el estudio de la distribucion de LRP1 en regiones celulares ricas en
clatrina y caveolina en condiciones de ausencia y presencia tanto de insulina como
de agLDL. Para ello, las células fueron incubadas con agLDL 100 pg/ml durante 8
horas y luego estimuladas con insulina 100 nM por 30 minutos. Posteriormente, se
realizd una inmunodeteccion de LRP1 y clatrina o caveolina para su analisis por
microscopia confocal. En la Figura 43, se muestra la distribucién intracelular de
LRP1 y clatrina, donde en una situacion basal o control, el LRP1 se localiz6 en
regiones positivas para clatrina en un =40 %, que ademas de corresponder a

dominios de la membrana plasmatica podrian tratarse de otros compartimentos
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como el trans-Golgi o0 endosomas tempranos. Luego del estimulo con insulina la
colocalizacién entre ambas marcas se redujo de manera significativa a un =26 %.
Por otra lado, frente a la situacion de tratamientos con las agLDL se vi6é que la
localizacion de LRP1 en regiones ricas en clatrina fue de un =44 %, lo que no fue
sustancialmente modificado por accién de insulina donde se encontré6 un

porcentaje de colocalizacion del =51 %.
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Figura 43. Colocalizacién de LRP1 y clatrina en células HL-1 tratadas con agLDL e insulina.
A) Inmunofluorescencia indirecta y microscopia confocal en células HL-1 incubadas o no con
agLDL 100 ug/ml durante 8 horas y estimuladas o no con insulina 100 nM por 30 minutos para el
analisis de colocalizacién entre LRP1 (rojo) vy clatrina (verde). El Merge representa la imagen de
colocalizacion entre ambas marcas. El INSET representa la ampliacion de la region enmarcada en
las lineas de puntos. Las puntas de flecha blancas indican los sectores de colocalizacién. Las
imagenes son representativas de al menos 20 células por condicion, provenientes de tres
experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 10 um. B) El gréafico de barras
representa la Media + SEM de los coeficientes de colocalizacion de Manders (proporciéon de
vesiculas que contenian LRP1 y eran positivas para clatrina), obtenidos a partir de las
cuantificaciones realizadas en al menos 20 células por condicion. La comparacién estadistica de
las medias se llevé a cabo a través de la prueba Anova de una via, (#) indican diferencias
significativas (p < 0,05) vs. control.
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Posteriormente se procedid a realizar el mismo analisis pero sobre la distribucion
de LRP1 en regiones celulares ricas en caveolina. En la Figura 44, se puede
observar la distribucion intracelular de LRP1 y caveolina, donde en una condicién
basal o control, el LRP1 se localiz6 de manera escasa en regiones positivas para
caveolina en un =5 %, a diferencia de lo encontrado para clatrina. No obstante,
luego del estimulo con insulina la colocalizacion entre ambas proteinas incrementé
de manera significativa a un =23 %. Bajo el tratamiento con las agLDL no se
vieron diferencias significativas respecto al control (=3%). Para la condicién de
tratamiento con las agLDL y estimulo con insulina se encontré un porcentaje de
colocalizacién del =4 %, lo que representé una disminucién de la presencia de
LRP1 en regiones ricas en caveolina respecto a la condicion de estimulo con

insulina.
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Figura 44. Colocalizacion de LRP1 y caveolina en células HL-1 tratadas con agLDL e
insulina. A) Inmunofluorescencia indirecta y microscopia confocal en células HL-1 incubadas o no
con agLDL 100 ug/ml durante 8 horas y estimuladas o no con insulina 100 nM por 30 minutos para
el analisis de colocalizacion entre LRP1 (verde) y caveolina (rojo). El Merge representa la imagen
de colocalizacién entre ambas marcas. ElI INSET representa la ampliacion de la region enmarcada
en las lineas de puntos. Las puntas de flecha blancas indican los sectores de colocalizacién. Las
imagenes son representativas de al menos 20 células por condicion, provenientes de tres
experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 10 um. B) El grafico de barras
representa la Media + SEM de los coeficientes de colocalizacion de Manders (proporcion de
vesiculas que contenian LRP1 y eran positivas para caveolina), 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 Anova de una via, (**) indica diferencias
significativas (p < 0,01) vs. control.
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Esta evidencia sugeriria que tras el estimulo con insulina LRP1 se localiza en
regiones celulares ricas en caveolina. Mientras que, el tratamiento con las agLDL
incrementaria la localizacion del receptor en regiones ricas en clatrina, lo que no
fue revertido por accién de la hormona. Estos resultados podria explicar el efecto
de las agLDL sobre la asociacion entre LRP1 e IR al redistribuir a LRP1 hacia
dominios ricos en clatrina y no hacia lipid rafts/caveolae como si lo hace insulina,

afectando de esta manera las posibilidades de interaccion con el IR.

4.2.8 Efecto de las agLDL en la expresion de LRP1 e IR en la

membrana plasmatica en células HL-1.

Dado que en resultados previos del item 4.1.3 demostramos que insulina es capaz
de promover la movilizacion de LRP1 hacia la membrana plasmatica por
activacion de la via de sefalizacion intracelular inducida por insulina, surgio el
interés de evaluar si el tratamiento con las agLDL afectaba la expresién de LRP1 e
IR en la superficie celular en células HL-1. Para ello, se realiz6 un ensayo de
biotinilacion de proteinas de superficie seguida de la precipitacion de proteinas
biotiniladas y analisis por Western blot, en células tratadas con agLDL 100 pg/ml
durante 8 horas y estimuladas o no con insulina 100 nM durante 30 minutos. En la
Figura 45, se muestra que tanto la insulina como las agLDL incrementaron de
manera significativa la expresiéon de IR en la membrana plasmatica respecto al
control, sin embargo el estimulo con insulina en células tratadas con agLDL
produjo un efecto opuesto disminuyendo la expresion de IR en la superficie
celular. Cuando se analiz6 la expresién de LRP1 en la membrana plasmatica se
encontré que tanto con insulina, agLDL como también en la condicion de estimulo
con insulina en células tratadas con agLDL, se produjo incremento de la expresion

de LRP1 en la superficie celular de manera significativa respecto al control.
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Figura 45. Anélisis de la expresion de LRP1 e IR en la membrana plasmética de células HL-1
tratadas con agLDL e insulina. A) Ensayo de biotinilacion de proteinas de superficie para la
deteccion de LRP1 e IR. Ambas proteinas de superficie celular biotiniladas, provenientes de
extractos proteicos luego de un ensayo de incubacion con agLDL 100 ug/ml durante 8 horas y
posterior estimulacion con insulina 100 nM durante 30 minutos, fueron precipitadas mediante
incubacion con beads-estreptavidina. En el panel inferior del Western blot se muestra la deteccién
de LRP1 e IR en los lisados totales donde se ofrecié el 20% de la carga proteica destinada a la
incubacion con beads. Se utilizaron ATP1A1 y B-actina como controles de carga proteica. B) Los
gréficos de barras representan la Media + SEM de las densidades épticas (D.O.) relativas (respecto
a ATP1A1l) de las bandas correspondientes a LRP1 e IR de superficie celular para las diferentes
condiciones, expresadas como veces de cambio respecto al control sin estimulo (barra blanca). La
comparacion estadistica de las medias se llevd a cabo a través de la prueba Anova de una via.
(***) Indica diferencias significativas (p < 0,001). Se realizaron tres experiementos independientes.

Esta evidencia indica que la insulina y las agLDL aumentan la expresién de LRP1
e IR en la superficie celular. Sin embargo, en la condicion de células tratadas con
agLDL y estimuladas con insulina se ven efectos opuestos para estos receptores,
encontrandose un incremento en la expresion de LRP1 y una diminucién en la

expresion de IR en la superficie celular.
4.2.9 Efecto de las agLDL en la cascada de sefalizacion
intracelular inducida por insulina en células HL-1.

En base a los resultados previamente mostrados, resultd de interés evaluar si las
agLDL al afectar la asociacion molecular entre LRP1 e IR podian tener

consecuencias en la sefalizacion intracelular inducida por insulina en las células
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HL-1. Para ello, las células fueron tratadas con agLDL 100 ug/ml durante 8 horas y
estimuladas con insulina 100 nM durante 5 a 30 minutos. La activacion de la
cascada de sefializacion intracelular inducida por insulina fue evaluada mediante
un ensayo de Western blot para la deteccion de la fosforilacion de IR (p-IR) y de
otros intermediarios involucrados en esta via como ser Akt (p-Akt) y AS160 (p-
AS160). De esta manera, en la Figura 46, se puede observar que el tratamiento
con las agLDL redujo de manera significativa la fosforilacion de IR a tiempos
cortos de estimulo con insulina de 5 minutos, a partir del cual también se vi6

afectada corriente abajo la fosforilaciéon de Akt y AS160 inducida por insulina.
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Figura 46. Evaluacién del nivel de fosforilacion de IR, Akt y AS160 inducida por insulina en
células HL-1 tratadas con agLDL. A) Ensayo de Western blot para el analisis de los niveles de
fosforilacion de IR (p-IR), Akt (p-Akt) y AS160 (p-AS160) y de sus correspondientes niveles
proteicos totales en células HL-1 tratadas o no con agLDL 100 pg/ml durante 8 horas y estimuladas
0 no con insulina 100 nM durante 5 a 30 minutos. Se utilizé la inmunodeteccion de B-actina como
control de carga proteica. B) Los gréficos de barras representan la cuantificacién densitometrica de
las bandas obtenidas en el Western blot. Los valores se expresaron como la Media + SEM de la
intensidad relativa de p-IR/IR, p-Akt/t-Akt o p-AS160/t-AS160, informado como veces de cambio
respecto a al condicion control (barra blanca). La comparacion estadistica de las medias se llev6 a
cabo a través del test Anova de una via. (#) indica diferencias significativas (p < 0,05) y (##) indica
diferencias significativas (p < 0,01) entre las condiciones indicadas. (***) indica diferencias
significativas (p < 0,0001) vs. control. Se realizaron tres experiementos independientes.

Posteriormente evaluamos si el efecto de las agLDL sobre la sefalizacion
intracelular inducida por insulina podia ser revertido mediante la incubacion con
GST-RAP. Para ello, se realizaron experimentos similares a los anteriormente
mostrados, donde las células fueron preincubadas con GST-RAP en una
concentracion de 400 nM durante 30 minutos previos al tratamiento con las
lipoproteinas modificadas. Luego, las células fueron incubadas con agLDL 100
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pg/ml durante 8 horas junto con GST-RAP 400 nM en medio de cultivo celular y
estimuladas con insulina 100 nM durante 5 y 15 minutos. A través de ensayos de
Western blot se evalud la activacion de la cascada de sefalizacion intracelular
mediante el andlisis de la fosforilacion de Akt. En la Figura 47, se muestra que la
incubacion con GST-RAP (calle 4) no afecto la fosforilacion de Akt respecto al
control sin estimulo (calle 1). Por otro lado, la presencia de la proteina chaperona
permitio restablecer la respuesta a la insulina, observada como un incremento
significativo de la fosforilacion de Akt a los tiempos de 5y 10 minutos (calles 6 y
7), en comparacion a lo demostrado anteriormente bajo el tratamiento con las

agLDL como se mostrd en la Figura 46.
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Figura 47. Evaluacion del nivel de fosforilacién de Akt inducida por insulina en células HL-1
tratadas con GST-RAP y agLDL. A) Ensayo de Western blot para el analisis de los niveles de
fosforilacion de Akt (p-Akt) y Akt total (t-Akt) en células HL-1 preincubadas o no con GST-RAP 400
nM durante 30 minutos, tratadas o no con agLDL 100 ug/ml durante 8 horas y estimuladas o no con
insulina 100 nM durante 5 y 15 minutos. Se utilizé la inmunodeteccién de B-actina como control de
carga proteica. B) El grafico de barras representa la cuantificaciéon densitométrica de las bandas
obtenidas en el Western blot. Los valores se expresaron como la Media + SEM de la intensidad
relativa de p-Akt/t-Akt, informados como veces de cambio respecto a los correspondientes
controles (calles 1 y 5). La comparacion estadistica de las medias se llevé a cabo a través del test
Anova de una via. (**) indica diferencias significativas (p < 0,01) y (***) indica diferencias
significativas (p < 0,0001) vs. los controles indicados. Se realizaron tres experiementos
independientes.

Estos resultados sugieren que las agLDL tiene un efecto inhibitorio en la activacion
de la sefializacion intracelular inducida por insulina en las células HL-1, lo que
podria estar relacionado con la pérdida de asociacion molecular con IR que

presenta LRP1 luego de su interaccion con las agLDL.

132



4.2.10 Efecto de las agLDL en la expresion de GLUT4 en la

membrana plasmatica en células HL-1.

Como se menciono en la Introduccion del presente trabajo de tesis, la cascada de
sefalizacion intracelular inducida por insulina finalmente lleva a la movilizacién de
GLUT4 hacia la membrana plasmatica, incrementando la expresion de este
transportador en la superficie celular lo que favorece la captacion de glucosa (Leto
y Saltiel, 2012). Por lo tanto, resultd de interés evaluar el efecto de las agLDL en la
expresion de GLUT4 a nivel de la superficie celular mediante un ensayo de
biotinilacion de proteinas de superficie seguido de un andlisis por Western blot. De
esta manera, las células HL-1 fueron tratadas con agLDL 100 pg/ml durante 8
horas y estimuladas con insulina 100 nM durante 30 minutos. En la Figura 48, se
puede observar que el estimulo con insulina incrementd de manera significativa la
expresion de GLUT4 en la membrana plasmatica, mientras que este efecto fue

bloqueado por el tratamiento con las agLDL.
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Figura 48. Anédlisis de los niveles de expresion de GLUT4 en membrana plasmatica en
células HL-1 tratadas con agLDL e insulina. A) Ensayo de biotinilacién de proteinas de
superficie para la deteccion de GLUT4 biotinilado, proveniente de extractos proteicos luego de un
ensayo de incubacién con agLDL 100 ug/ml durante 8 horas y posterior estimulacion con insulina
100 nM durante 30 minutos, y posteriormente precipitado mediante incubacion con beads-
estreptavidina. En el panel inferior del Western blot se muestra la deteccion de GLUT4 en los
lisados celulares totales donde se ofreci6 el 20% de la carga proteica destinada a la incubacion
con los beads. Se utilizaron ATP1A1 y B-actina como controles de carga proteica. B) El gréafico de
barras representa la Media £+ SEM de las densidades opticas (D.O.) relativas (respecto a ATP1A1)
de las bandas correspondientes a GLUT4 en la superficie celular para las diferentes condiciones,
expresadas como veces de cambio respecto al control sin estimulo (barra blanca). La comparacion
estadistica de las medias se llevé a cabo a través de la prueba Anova de una via. (**) Indica
diferencias significativas (p < 0,01). Se realizaron tres experiementos independientes.
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Estos resultados permiten corroborar el efecto de insulina sobre la expresion de
GLUT4 en la superficie celular, y demuestran a su vez que las agLDL afectan la
exocitosis de este transportador hacia la membrana plasmética probablemente
debido a la alteracion en la sefalizacion intracelular inducida por insulina que

generan, segun lo demostrado en el item 4.2.9.

4.2.11 Efecto de las agLDL sobre la captacion de glucosa en

células HL-1.

Considerando que las agLDL afectan el trafico de GLUT4 inducida por insulina
hacia la membrana plasmética, en esta etapa se procedié a evaluar el efecto de
las agLDL sobre la captacion de glucosa en células HL-1. Para ello, las células
fueron tratadas con agLDL 100 pg/ml durante 8 horas y estimuladas con insulina
100 nM por 30 minutos. Ademas conjuntamente con el estimulo de insulina, se
agregd 2-NBDG (80uM), un anélogo fluorescente de la glucosa, durante 30
minutos. La Figura 49, muestra que el estimulo con insulina increment6 de manera
significativa la captacion de 2-NBDG, mientras que el tratamiento con las agLDL
no produjo cambios importantes respecto a la situacion control. No obstante, en la
condiciones de células tratadas con las agLDL se encontré una disminuciéon

significativa de la captacién de 2-NBDG en respuesta a insulina.
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Figura 49. Ensayo de captacion de 2-NBDG en células HL-1 tratadas con agLDL e insulina.
A) Microscopia confocal de células HL-1 incubadas o no con agLDL 100 pg/ml durante 8 horas y
estimuladas o no con insulina 100 nM por 30 minutos, conjuntamente con 2-NBDG 80uM (verde).
Las imagenes son representativas de al menos 15 células por condicién, provenientes de tres
experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 10 um. B) El grafico de barras
representa la Media + SEM de la intensidad de fluorescencia de 2-NBDG por area celular,
expresadas como veces de cambio respecto al control sin estimulo (barra blanca). La comparacién
estadistica de las medias se llevé a cabo a través de la prueba Anova de una via. (***) Indica
diferencias significativas (p < 0,0001) vs control y (###) Indica diferencias significativas (p < 0,0001)
vs insulina. Se realizaron tres experiementos independientes.

Finalmente, se evalud si el efecto inhibitorio de las agLDL sobre la captacion de
glucosa inducida por insulina en estas células podia ser revertido mediante la
incubacion con GST-RAP. Para ello, se realizaron experimentos de microscopia
confocal similares a los anteriormente mostrados, donde las células fueron
preincubadas con GST-RAP 400 nM durante 30 minutos previos al tratamiento con
las lipoproteinas modificadas. Luego, las células fueron incubadas con agLDL 100
Mg/ml durante 8 horas junto con GST-RAP 400 nM en el medio de cultivo celular, y
estimuladas con insulina 100 nM durante 30 minutos en presencia de 2-NBDG
80uM. En la Figura 50, se muestra que la incubacion con GST-RAP permitié
recuperar la respuesta a la insulina, observada como un incremento significativo

de la captacion de 2-NBDG, que habia sido afectada por el tratamiento con las
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agLDL, como se encontré en los resultados anteriormente mostrados en la Figura
49.

GST-RAP 2-NBDG | GST-RAP +
agLDL

5_
—
— —i
2 4+
£
Z35,
N9 —
(9] p——
()
21
0
Insulina - + - +
agLDL - - + +
GST-RAP

GST-RAP +
GST-RAP + agLDL +
INSULINA 2-NBDG INSULINA 2-NBDG

Figura 50. Ensayo de captacién de 2-NBDG en células HL-1 preincubadas con GST-RAP. A)
Microscopia confocal de células HL-1 preincubadas con GST-RAP 400 nM vy tratadas o no con
agLDL 100 ug/ml durante 8 horas. Luego las células fueron estimuladas o no con insulina 100 nM
por 30 minutos, conjuntamente con 2-NBDG 80uM (verde). Las imagenes son representativas de al
menos 20 células por condicién, provenientes de tres experimentos independientes. La barra de
escala corresponde a 20 um. B) El gréfico de barras representa la Media + SEM de la intensidad
de fluorescencia de 2-NBDG por area celular, expresadas como veces de cambio respecto al
control sin estimulo (barra blanca). La comparacion estadistica de las medias se llevé a cabo a
través de la prueba Anova de una via. (***) Indica diferencias significativas (p < 0,0001) vs control.
Se realizaron tres experiementos independientes.

Esta evidencia sugiere que la internalizacion de las agLDL mediante LRP1 es
capaz de afectar la captacion de glucosa en células HL-1.
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4.2.12 Principales conclusiones de la seccion 4.2

Los resultados detallados en esta seccion permitieron demostrar la participacion
de LRP1 sobre la respuesta celular a insulina, y como este evento es afectado por
las agLDL en células HL-1. Se concluyé que i) el tratamiento con agLDL durante 8
horas produjo una acumulacion significativa de CE en estas células, sin la
formacioén evidente de lipid droplet ii) la captacibn de estas lipoproteinas
modificadas fue mediada por la interaccion de las mismas con LRP1, ya que este
efecto fue bloqueado por GST-RAP; iii) la interaccion entre las agLDL y LRP1
generé cambios significativos en la distribucion subcelular del receptor,
incrementando su localizacibn en compartimentos de degradacion del tipo
endosomas tardios o lisosomas, los cuales resultaron ser disfuncionales; iv) la
alteraciéon en la distribucién subcelular de LRP1 producida por las agLDL, afectd
su localizacion en dominios de membranas ricas en caveolina por accion de
insulina y por ende su interaccion con IR; v) las agLDL afectaron la activacion de
la cascada de sefalizacion intracelular inducida por insulina y vi) finalmente, se
encontré una reduccion de la exocitosis hacia la membrana plasmatica de GLUT4
y una menor captacion de glucosa por accion de insulina en los cardiomiocitos
expuestos a agLDL. Por lo tanto, concluimos que LRP1 es un regulador clave de

la respuesta a la insulina en células HL-1, siendo su accion afectada por agLDL.
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5. DISCUSION



5. DISCUSION

5.1 Caracterizacion de la distribucion y trafico intracelular de

LRP1 regulado por insulina

El LRP1 es un receptor clave para la regulacion de una gran variedad de procesos
fisiologicos y patologicos en diversos tejidos y tipos celulares (Herz y Strickland,
2001; Lillis y col., 2008). Ademas de su funcion endocitica, LRP1 también
participa de la regulacién de eventos de sefializacion intracelular y es capaz de
asociarse y regular el transporte hacia la superficie celular de diferentes proteinas
y receptores transmembrana, como ser el caso de la expresion del IR en la
membrana plasmatica en neuronas y hepatocitos (Liu y col., 2015, Ding y col.,
2016). Varias actividades del LRP1 estan relacionadas con su nivel de expresion
en la superficie celular, que depende en mayor medida de la relacion endocitosis /
reciclado de este receptor (Ferrer y col., 2016; Barcelona y col., 2013; Gonias y
col.,, 2011). Ha sido demostrado, que la presencia de insulina favorece la
expresion de LRP1 en la membrana plasmatica de hepatocitos, entre otras
celulas, y que este evento es clave para la respuesta intracelular inducida por esta
hormona (Laatsch y col., 2009; Ding y col., 2016). Sin embargo, hasta el momento
se desconoce como ocurre el tréfico intracelular de LRP1 hacia la membrana
plasmatica en respuesta a insulina, y es menos todavia lo que se conoce en
relacion a cémo la alteracién de este trafico de LRP1 puede afectar la respuesta
intracelular inducida por la hormona. En este sentido, algunos hallazgos aportados
por otros grupos de investigacion, demostraron que la ausencia de LRP1 en
hepatocitos y neuronas, por supresion dirigida del gen de Irp-1, altera de manera
significativa la sefializacion intracelular inducida por insulina, como asi también la

captacion de glucosa en estas células (Liu y col., 2015; Ding y col., 2016).

Una caracteristica importante a tener en cuenta a la hora de estudiar el trafico
intracelular de LRP1, es la versatilidad funcional de este receptor, dada no solo
por la expresion practicamente ubicua de LRP1, sino también por su capacidad de

interaccionar con una gran variedad de ligandos, de asociarse con otros
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receptores de transmembrana y de unir diferentes proteinas adaptadoras a través
de su domino intra-citoplasmatico (Lillis y col., 2008). La regulacion de la actividad
de LRP1 depende, ademas del tipo celular donde se expresa y de su naturaleza
de receptor multiligando, de su distribucién y dinamica dentro de la célula. Por ello,
es de esperar que el transporte intracelular del receptor resulte clave para sus

funciones biolégicas.

En el presente trabajo de tesis se demostr6 que en células MIO-M1, LRP1
presentd una localizacion principalmente intracelular con un patron de distribucion
caracteristico observado en la mayoria de las células donde este receptor se
expresa, en el cual LRP1 se localiz6 en estructuras tubulares y vesiculares de
distribucion perinuclear. Gran parte de estas estructuras correspondieron a
endosomas tempranos, compartimentos de reciclado endocitico rapido y lento, y a
compartimento de trans- Golgi. Es importante destacar que una baja proporcién de
LRP1 se localiz6 en endosomas tardios, lo que concuerda con la evidencia
provista por otros grupos de investigacibn que demuestra que al menos la
subunidad B de este receptor se degrada principalmente por via proteasomal
(Melman y col., 2002; Ceschin y col., 2009). Luego del estimulo con insulina se
encontr6 un aumento significativo de la localizacion de LRP1 en endosomas
tempranos y en compartimentos de reciclado rapido entre los 15-30 minutos
posteriores al estimulo, lo que seria indicativo que la insulina favorece la
endocitosis del receptor, como asi también su retorno a través del reciclado
endocitico rapido hacia la membrana plasmética. Este trafico de LRP1 por accién
de insulina podria estar relacionado con la necesidad de mantener los niveles de
este receptor en la superficie celular en células MIO-M1 estimuladas con esta

hormona.

En la mayoria de los tipos celulares, la proporcion de LRP1 que se localiza a nivel
de la membrana plasmatica es considerablemente menor en relacion a la que se
encuentra a nivel intracelular (Moestrup y col., 1990; Ferrer y col.,, 2014). Sin
embargo, ha sido demostrado que luego del estimulo postprandial de insulina se
incrementan los niveles de expresidon de LRP1 en membrana plasméatica en

hepatocitos y células adiposas, o que se asocia con una mayor capacidad para
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interaccionar y depurar de la circulacion sanguinea diferentes lipoproteinas ricas
en apolipoproteina E (Laatsch y col., 2009; Ding y col., 2016). Por su parte, en
células MIO-M1, demostramos que insulina efectivamente increment6 de manera
significativa los niveles de LRP1 en la superficie celular a los 30 minutos de
estimulo. Este trafico de LRP1 hacia la membrana plasmatica por accién de
insulina en este tipo celular podria ser explicado por al menos dos mecanismos: 1-
Por aporte del reciclado endocitico rapido, ya que resultados de este trabajo de
tesis han demostrado que luego del estimulo con insulina, se produjo un
incremento significativo de la localizacion de LRP1 en compartimentos de
reciclado endocitico rapido [Rab4 +] y 2- por movilizacion de vesiculas de
almacenamiento intracelular de LRP1, puesto que, demostramos que insulina es
capaz de incrementar los niveles de mLRP4-GFP-HA en la superficie celular
desde compartimentos intracelulares de almacenamiento de este receptor
quimérico constructo en células MIO-M1 luego de 30 minutos de estimulo. Este
hallazgo indicaria que el aumento de la expresion de LRP1 en la membrana
plasmatica por accion de insulina no seria consecuencia solo del incremento en la
tasa de reciclado endocitico del receptor, sino que también se deberia al aporte
del tréfico exocitico del mismo desde vesiculas de almacenamiento intracelular de
LRP1. En este sentido, ha sido demostrado en adipocitos y células musculares
gue LRP1 forma parte de vesiculas denominadas GSVs que también almacenan
otras proteinas como sortilin y VAMP2 ademas de GLUT4, y donde LRP1 es una
de las proteinas constitutivas mayoritarias (Bogan y col., 2010; Jedrychowski y
col., 2010). Ante el estimulo con insulina estas vesiculas son rapidamente
transportadas hacia la membrana plasmatica con la cual se fusionan e
incrementan la expresiéon de GLUT4 para la captacion de glucosa extracelular
(Bogan y Kandror, 2010; Kupriyanova y col., 2002). En el presente trabajo de tesis,
demostramos la existencia de vesiculas intracelulares que almacenan LRP1 en las
células MIO-M1, a partir de las cuales se produciria la exocitosis del mismo por
accion de insulina en estas células. Estas vesiculas, denominadas aqui como LSV
(del inglés LRP1 storage vesicles), presentaron un tamafo aproximado de 100 nm

y una distribucién perinuclear en condiciones basales en estas ceélulas. No
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obstante, luego del estimulo con insulina estas estructuras se relocalizaron hacia
zonas mas periféricas de las células. Un aspecto interesante es que el proceso de
formacién de estas vesiculas podria implicar la donacion de membrana desde el
compartimento de trans-Golgi, ya que mediante la evaluacion de la ultraestructura
por microscopia electronica de transmision encontramos que estas vesiculas
presentaban una cobertura electrodensa compatible con cubiertas de clatrina (Leto
y Saltiel, 2012; Robinson, 2015). Sin embargo, estudios adicionales son
necesarios para explicar los motivos de la formacién dinamica de estas vesiculas

en células gliales de Miiller.

Resumiendo, el trafico de LRP1 hacia la membrana plasmatica inducido por
insulina ocurriria a través del aporte del reciclado endocitico rapido desde
endosomas tempranos y de la exocitosis regulada del receptor desde vesiculas

intracelulares preformadas o LSV.

Ha sido ampliamente demostrado, que insulina es capaz de activar la via de
sefializacion intracelular mediada por intermediarios moleculares como PI3K y Akt,
luego de la interaccion con su receptor especifico (IR) en la superficie celular de
hepatocitos, adipocitos y células musculares (Leto y Saltiel, 2012). De esta
manera se induce la exocitosis de GLUT4 hacia la membrana plasméatica
favoreciendo la captacion de glucosa en células del tejido adiposo y muscular. La
evidencia obtenida en el presente trabajo de tesis demuestra que insulina es
capaz de activar la via de sefalizacion de IR, evidenciada por la fosforilacion de IR
y Akt, en células MIO-M1. En este sentido, demostramos que mediante la
utilizacion de inhibidores farmacolégicos de PI3K, como Wortmanina o LY-294002,
se afectd el retorno de LRP1 hacia la superficie celular. Estos resultados son
indicativos de que insulina induciria el trafico de LRP1 a la membrana plasmética

mediante la activacion del eje IR/PI3K/Akt en células MIO-M1.

Mediante la via de sefializacion intracelular inducida por insulina se produce la
activacion de Rab8A y Rab13 en células musculares y Rab10 en adipocitos, las
cuales son algunas de las GTPasas mas estudiadas encargadas de motorizar el

transporte de las vesiculas GSVs para favorecer su fusion con la membrana
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plasmatica (Chen y col., 2010; Zeigerer y col., 2004). Resultados del presente
trabajo de tesis permitieron evidenciar que una proporcion importante de Rab8A y
Rabl10 colocalizaron en las mismas estructuras que LRP1. Al utilizar vectores de
expresion de las versiones wt-Rab8A y wt-Rab10 se encontré un incremento
significativo de la expresidon de LRP1 a nivel de la membrana plasmatica en
comparacion con las células control sin transfeccion. Mientras que las dominantes
negativas, constitutivamente inactivas, de estas GTPasas, dn-Rab8A y dn-Rab10,
afectaron de manera significativa el trafico de LRP1 hacia la membrana plasméatica
tanto en una situacion basal como en la condicion de estimulo con insulina. Estos
hallazgos fueron corroborados mediante la utilizacion de siRNA especificos de
estas GTPasas. En este sentido, ha sido demostrado que Rab8A esta implicada
en el trafico de membrana entre endosomas y el compartimento de trans-Golgi,
mientras que Rabl0 tiene un papel importante en la via exocitica (Sun y col.,
2014; Jaldin-Fincati y col., 2017).

También encontramos que sortilin, otra de las proteinas constituyentes de las
LSVs, mostré un patron de expresion similar en la membrana plasmatica a la de
LRP1, mientras que el TfR, un receptor de reciclado endocitico dependiente de
Rabl11, no mostr6 ningin cambio sustancial en su nivel en membrana plasmética
en células transfectadas con dn-Rab8A o dn-Rabl0, lo que corrobora la
especificidad de este transporte exocitico (Maxfield y McGraw, 2004). Estos
resultados son indicativos de que las GTPasa Rab8A y Rabl0 estarian
involucradas en el mantenimiento de niveles estables de LRP1 en la superficie
celular, asi como en la exocitosis regulada por insulina de este receptor en células
MIO-ML1.

En conjunto estos hallazgos sugieren que el estimulo con insulina induce el trafico
intracelular de LRP1 favoreciendo su localizacion en endosomas tempranos y
compartimentos de reciclado endocitico rapido luego de 30 minutos de estimulo. A
nivel de la membrana plasmatica, encontramos que insulina promovié el transporte
de LRP1 hacia la superficie celular posiblemente mediante el aporte del reciclado
endocitico rapido, como asi también a la exocitosis regulada desde LSVs que

almacenarian este receptor. Este trafico de LRP1 hacia la membrana plasmatica
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seria mediado por la activacion de la via de sefalizacion intracelular dependiente
del eje IR/PIsK/Akt y presentaria diferentes vias posibles de reciclado y/o
exocitosis, entre ellas, la via de reciclado endocitico rapido [Rab4+] y la via
exocitica mediada por las GTPasas Rab8A y Rab10, como se detalla en la Figura
51.
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Figura 51. Esquema de la distribucion y trafico intracelular de LRP1 regulado por insulina en
células MIO.M1. Bajo condiciones basales LRP1 se encuentra principalmente en el nivel
intracelular y se endocita constitutivamente desde la membrana plasmatica hasta los endosomas
tempranos (EE), y luego regresa a la superficie celular a través de una ruta de reciclado endocitico
(RE) dependiente de la GTPasa Rab4 (reciclado rapido) o Rabll (reciclado lento). Luego del
estimulo con insulina, LRP1 puede movilizarse a la membrana plasmatica por diferentes vias. Una
de ellas seria a través del reciclado endocitico rapido (Rab4 +) y otra seria mediante exocitosis
regulada a partir de vesiculas de almacenamiento intracelulares de LRP1 (LSV), las cuales serian
originadas a partir de la donaciéon de membranas provenientes del compartimento de trans-Golgi
(TGN), compartimentos de reciclado endocitico y los endosomas tempranos (EE), y transportadas
principalmente por las GTPasas Rab8A y Rab10, entre otras.
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5.2 Evaluacion de la participacion de LRP1 sobre la respuesta

celular alainsulina

La resistencia a la insulina estd estrechamente relacionada con la insuficiencia
cardiaca. En situaciones clinicas, ambas condiciones coexisten con mayor
frecuencia acompafadas del desbalance en los niveles de lipoproteinas, lo que
contribuye negativamente a la progresion de la cardiomiopatia. Sin embargo, la
relacion entre la resistencia a la insulina, la dislipemia y la disfuncién cardiaca no
estan claras en la actualidad. Como se ha mencionado previamente, varios
trabajos han demostrado que LRP1 es uno de los receptores involucrados en la
captacion de colesterol esterificado desde las lipoproteinas, principalmente desde
las agLDL en VSMCs vy otros tipos celulares (Costales y col., 2015; Swarnakar y
col., 2001). También es conocido, que LRP1 coopera con el IR para su adecuada
fosforilacién por accion de insulina, aunque el mecanismo molecular a través del
cual esto ocurre todavia no estd claro y requiere una mayor investigacion (Liu y
col., 2015; Ding y col., 2016). Es por ello, que el estudio de la participacion de
LRP1 en estos procesos a nivel cardiaco puede resultar clave para entender las
causas de la resistencia a la insulina y poder asi prevenir la cardiomiopatia e
insuficiencia cardiaca.

Los resultados del presente trabajo de tesis demostraron que en células HL-1, el
LRP1 es un receptor clave para la union e internalizacion de agLDL. Este proceso
fue revertido mediante la incubacién con GST-RAP, la cual es una proteina
chaperona que se une a LRP1 y bloguea todos los dominios de unién a ligandos
del receptor. De esta manera al bloquear la uniéon de las agLDL al LRP1, se
encontré una menor incorporacion de lipidos provenientes de estas lipoproteinas
en estas células. Respecto a la distribucion subcelular, pudimos observar que un
porcentaje importante de la colocalizacién entre las agLDL y LRP1 ocurria en
endosomas tempranos, lo que sugeriria que luego de la interaccion entre el
ligando y el receptor se desencadenaria un evento de endocitosis. Un hallazgo
importante fue que el tratamiento con las agLDL produjo una redistribucion de

LRP1 hacia compartimentos de degradaciéon del tipo endosomas tardio/lisosoma
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[LAMP1+] en donde, como previamente demostramos, no es habitual encontrar
este receptor. Este incremento de la localizacion de LRP1 en compartimentos de
degradacion podria tener relacion con el proceso de biogénesis de LD. Estas
organelas son sintetizadas a partir de membranas donadas por el reticulo
endoplasmico y por aporte de CE proveniente de la captacion de las lipoproteinas
procesadas en los lisosomas, aunque el mecanismo y las proteinas participantes
en este proceso no estan lo suficientemente caracterizadas (Walther y col., 2017;
Xu y col., 2017). En este sentido, una hipoétesis interesante que surgid de estos
resultados fue que LRP1 podria interactuar con las agLDL y mediar su endocitosis.
En los endosomas tempranos, este receptor generalmente se disocia de su cargo,
pero en base a estos resultados, las agLDL se mantendrian unidas a LRP1 y
juntos serian transportados hasta los lisosomas para el aporte de CE a la
formacion de los LD. De esta manera se podria explicar la presencia de LRP1 en

estos compartimentos de degradacion.

Un punto importante en este sentido es que varios grupos de trabajo han
demostrado que estas lipoproteinas modificadas incrementan la expresion de
LRP1 como asi también su estabilidad a tiempos prolongados de tratamiento en
VSMCs (Cal y col.,, 2013). Los resultados del presente trabajo de tesis
demostraron que si bien habia una importante localizacién de este receptor en
compartimentos de degradacién luego del tratamiento con agLDL por 8 horas, no
se encontré una disminucion en la expresion de proteina para LRP1, ni como asi
tampoco un aumento en los niveles de ARNm de este receptor. Estos hallazgos
permitieron pensar en una posible disfuncionalidad lisosomal producto del
tratamiento con las lipoproteinas modificadas. Una causa importante de
disfuncionalidad de los lisosomas es la alteracion de la permeabilidad de la
membrana de dicha organela (Aits y col.,, 2015). En este sentido, nuestros
resultados demostraron que luego del tratamiento con las agLDL los lisosomas
presentaron un aumento de la permeabilidad de su membrana, evidenciada por un
incremento de la localizacion de Gall en estas estructuras vesiculares. Esto
generd disfuncionalidad de estas organelas con una menor actividad de las

proteasas lisosomales, lo cual pudimos demostrar a través de la pérdida de
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protedlisis de DQ™ BSA red en células tratadas con agLDL respecto a
condiciones controles. Esta evidencia sugiere que luego de su internalizacién las
agLDL serian transportadas junto con LRP1 hacia lisosomas generando su
disfuncionalidad, lo que permite explicar por qué no se observa pérdida en la

expresion proteica de LRP1.

En base a los resultados obtenidos, se procedié a evaluar si la alteracion en el
tréfico y localizacion subcelular LRP1 producida por la incorporacion de las agLDL
podia afectar alguna de las funciones de este receptor en las células HL-1. En
este sentido, se sabe que ademas de su funcion como receptor endocitico, LRP1
coopera como una proteina scaffold con el IR, lo que resulta clave para permitir la
fosforilacion de este dltimo receptor por accidon de insulina en neuronas y
hepatocitos (Liu y col., 2015; Ding y col., 2016). De esta manera, la alteracién de
la expresion de LRP1 en estos tipos celulares resulta en una sefializacion
defectuosa de la insulina, con disminucion de la fosforilacién del IR, Akt y GSK3B y
en una supresion incompleta de la expresion de genes gluconeogénicos (Liu y
col.,, 2015; Ding y col., 2016). Por su parte, también se ha demostrado que el
LRP1 hepéatico es importante para mantener la sensibilidad hepatica a la insulina,
prevenir la esteatosis inducida por dieta y regular la movilizacion de GLUT2 a la
membrana plasmatica en respuesta a la insulina (Laatsch y col., 2009; Ding y col.,
2016).

En este sentido, los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis sugieren
que en la linea célular HL-1 efectivamente existe una asociacién molecular entre
LRP1 e IR evidenciada mediante ensayos de inmunoprecipitacion en células no
estimuladas. Esta asociacion con el IR involucraria la participacion de la
subunidad B de LRP1, ya que al preincubar con GST-RAP, que se asocia y
bloguea la subunidad a, no vimos alteracion de la interaccion con IR. Sin embargo,
se requieren estudios adicionales para determinar por un lado, si esta asociacion
ocurre en la membrana plasméatica o en endosomas tempranos, y por otro, si esta
interaccion es directa o estd mediada por moléculas intermediarias o proteinas
adaptadoras, ya que tanto el DIC de la subunidad (3 del LRP1 como la subunidad 3

del IR podrian interaccionar con varias proteinas adaptadoras en comdn como ser
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quinasa Fyn (Maier y col., 2013; Rushworth y col., 2013; Samovski y col., 2018).
Esta asociacion entre LRP1 e IR ademas se vio incrementada por accién de
insulina, mientras que dicho efecto fue alterado por la incubacién con las agLDL, lo
que podria explicar las consecuencias de la acumulacion de estas lipoproteinas

sobre la funcionalidad del IR ante estimulos con insulina.

Como se ha mencionado previamente, el LRP1 se localiza principalmente en
dominios de la membranas ricos en clatrina e internaliza a la mayoria de sus
ligandos mediante endocitosis mediada por esta via (May y col., 2005; Lillis y col.,
2008). Por su parte, ha sido descripto que el IR se ubica en dominios de la
membrana plasmatica ricos en colesterol o de tipo lipid rafts/caveolae, y es desde
alli donde se activa la cascada de sefializacion corriente abajo de IR por accién
de insulina (Delint-Ramirez y col., 2015). En este sentido, existe evidencia que,
bajo ciertas condiciones como el estimulo con insulina, el LRP1 puede localizarse
de manera transitoria en dominios de la membrana plasmatica de tipo lipid
rafts/caveolae (Zhang y col., 2004). Este evento favoreceria la asociacion
molecular entre LRP1 e IR y por ende la activacion de la cascada de sefializacion
de insulina mediante la fosforilacion de IR. Es importante destacar, que la
activacion de la cascada de sefalizacion intracelular inducida por insulina ocurre
tanto a nivel de la membrana plasmatica como desde compartimentos
endosomales (Giudice y col, 2013). Esta posibilidad podria tener relacion con
estudios que describieron que LRP1 interactua y regula la funcién de receptores
como el de PDGF (PDGF-R[) en endosomas tempranos, modulando su capacidad
de sefializacion intracelular (Muratoglu y col., 2010).

La evidencia obtenida en el presente trabajo de tesis sugiere que tras el estimulo
con insulina, LRP1 se localiza en regiones de la membrana plasmatica ricas en
caveolina, lo que podria favorecer su interaccion con IR. No obstante, bajo el
tratamiento con las agLDL solas o junto al estimulo con insulina se produce un
incremento de la localizacion del receptor en dominios ricos en clatrina. Este
altimo resultado sugeriria que las agLDL afectan la asociacion entre LRP1 e IR al
redistribuir a LRP1 hacia dominios ricos en clatrina y no hacia lipid rafts/caveolae
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como si lo hace insulina, disminuyendo de esta manera las posibilidades de

asociacion de este receptor con el IR.

Posteriormente, al analizar la expresion de LRP1 e IR en la superficie celular
encontramos que tanto la insulina como las agLDL favorecen la expresion de
ambos receptores a nivel de la membrana plasmatica, ya sea probablemente
debido al aumento del reciclado endocitico y/o exocitosis de los mismos, como asi
también por la disminucion de su endocitosis. Un hallazgo interesante fue que en
la condicion de células tratadas con agLDL y estimuladas posteriormente con
insulina se encontraron efectos opuestos en la expresion en membrana plasmaética
para estos receptores, observandose un incremento en la expresion de LRP1 en la
superficie celular, probablemente debido a la combinacion del estimulo de
captacion de las lipoproteinas y al efecto de la insulina previamente demostrado.
Por el contrario en estas mismas condiciones, encontramos una disminucion en la
expresion de IR en la superficie celular, 1o que podria deberse a la combinacién
de, el aumento de la endocitosis de IR desencadenada por insulina (Giudice y col.,
2013), sumado a la disminucién de su retorno a la membrana plasmatica debido al
efecto de las lipoproteinas sobre su interaccion con LRP1, que seria necesaria

para el anclaje de IR en la superficie celular.

Es ampliamente conocido que la insulina al interaccionar con IR en la en la
membrana plasméatica de diferentes tipos celulares desencadena la
autofosforilacion de residuos de tirosina presentes en la subunidad B de este
receptor, lo que lleva a la propagacion de una cascada de sefalizacion
intracelular que finalmente regula numerosos procesos bioldgicos en la célula
(Leto y Saltiel, 2012). En este sentido, los resultados obtenidos en el presente
trabajo de tesis sugieren que efectivamente las agLDL tienen un efecto negativo
en la activacion de la sefalizacion intracelular de insulina en las células HL-1. Este
efecto no se deberia meramente a un inconveniente estérico por la formacion de
LD para el almacenamiento del colesterol proveniente de estas lipoproteinas,
como ha sido propuesto en otros trabajos (Kim y col., 2015). Sino que la pérdida

de la sefializacién intracelular inducida por insulina podria estar relacionada con la
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alteracion de la asociacion molecular entre LRP1 e IR producida por la
redistribucién subcelular de LRP1 luego de su interaccion con las agLDL. Mas
especificamente, en este punto, nuestros resultados demostraron que el
tratamiento con las agLDL afecto la fosforilacion de intermediarios de la via de
sefalizacion intracelular inducida por insulina como Akt y AS160 en las células
HL-1. Este efecto a su vez tuvo consecuencias en la expresion del GLUT4 a nivel
de la membrana plasmética, de manera que nuestros hallazgos permitieron
corroborar que las agLDL afectan la exocitosis de este transportador hacia la
superficie celular probablemente debido a la alteracion en la sefializacion

intracelular de insulina.

Finalmente, en este sentido, nuestra evidencia sugiere que la captacién de las
agLDL mediante LRP1 es capaz de afectar la captacion de 2-NBDG, un analogo
fluorescente de glucosa, por parte de las células HL-1. Esto produciria la perdida
de la flexibilidad metabdlica y una disminucion de la eficiencia energética en los
cardiomiocitos que podrian ser la causa de las alteraciones en el metabolismo,

estructura y funcién cardiaca.

Sin embargo, se requieren estudios adicionales para explicar si este proceso de
resistencia a la insulina debido a la captacion de lipoproteinas modificadas por el
corazdén es capaz de generar procesos inflamatorios, produccién de especies
reactivas de oxigeno y alteracion de la actividad mitocondria que finalmente
también contribuyan a las alteraciones cardiacas y al desarrollo de Ila
cardiomiopatia.

En su conjunto estos resultados sugieren que LRP1 tiene una activa participacion
sobre la respuesta celular a insulina en células HL-1. El tratamiento con agLDL
durante 8 horas produjo captaciéon de CE en estas células, sin la formacién
evidente de LD a los tiempos evaluados. La captacion de estas lipoproteinas
modificadas fue medida por LRP1, ya que este efecto fue bloqueado por GST-
RAP. Esta interaccion entre las agLDL y LRP1 generé cambios significativos en la
distribucion  subcelular del receptor, favoreciendo su localizacibn en

compartimentos de degradacién del tipo endosomas tardio/lisosomas que
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resultaron disfuncionales, por lo que no se encontré una disminucion en los niveles
de expresion de ARN mensajero ni de proteina para LRP1. La alteracion en la
distribucion subcelular de LRP1, afecté su localizacion en dominios del tipo lipid
rafts/caveolae por accion de insulina y por ende su asociacion molecular con IR. A
nivel de la membrana plasmatica, encontramos que las agLDL afectaron la
expresion de IR en la superficie celular, como asi también la consecuente
activacion de la cascada de sefializacion intracelular inducida por insulina.
Finalmente, se encontr6 una reduccion de la exocitosis hacia la membrana
plasmatica de GLUT4 y una menor captacion de glucosa por accion de insulina en
los cardiomiocitos expuestos a las lipoproteinas modificadas, como se puede
observar en la Figura 52. Por lo tanto, concluimos que LRP1 es un regulador clave
de la respuesta a la insulina en cardiomiocitos, siendo su acciéon afectada por
agLDL.
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Figura 52. Esquema de la distribucién intracelular de LRP1 por accion de agLDL y la
consecuente pérdida de sefalizacion del sistema insulina/IR en células HL-1. LRP1 participa
en la union e internalizacion de agLDL en células HL-1. Luego de este evento, LRP1 se localiza en
compartimentos de degradacién lisosomal, contribuyendo al aporte del colesterol esterificado para
la formacién de lipid droplet. La alteracion de la distribucion subcelular habitual de LRP1 generada
por las agLDL, produce la disminucion de la localizacién de LRP1 en regiones de la MP del tipo
lipid/rafts, alterando de esta manera su interaccion molecular con IR. Esto lleva a la alteracion de la
activacion de la via de sefalizacion intracelular inducida por insulina, con una menor expresion de
GLUT4 nivel de la superficie celular y por ende una disminucién en la captaciéon de glucosa por
parte de los cardiomiocitos.

En resumen, los resultados del presente trabajo de tesis sugeririan que parte de
los mecanismos moleculares, bioquimicos y celulares implicados en la resistencia
a la insulina podrian ser explicados desde la funcionalidad del LRP1 y su
capacidad de regular la actividad del IR. En este sentido, LRP1 podria
desempeiniar diversas funciones celulares, influyendo de algiin modo la distribucién
subcelular y el trafico intracelular de este receptor regulado por accion de la
insulina. En este sentido, la insulina regularia la participacion de LRP1 en
procesos de migracion y activacion del componente celular retinal, en particular de

células gliales de Miller, en procesos fisioldgicos y patoldgicos de la retina. De la
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misma manera, LRP1 tendria una activa capacidad de regular la funcion del IR,
actuando como un receptor de andamiaje o scaffold protein necesario para la
activacion de IR inducida por la hormona. En este sentido, la produccion de
lipoproteinas modificadas del tipo agLDL, que se unen a LRP1 podrian ser
responsables de inducir cambios en la funcionalidad de este receptor, lo que
afectaria la activacion de IR produciendo consecuentemente resistencia a la
insulina. Es por ello, que la relacion del tréfico intercelular de LRP1 y la respuesta
celular a la insulina constituiria un aspecto clave para comprender los mecanismos

moleculares involucrados en la retinopatia y la cardiomiopatia diabética.

5.3 Perspectivas

El estudio realizado en el presente trabajo de tesis doctoral abre varias
perspectivas a futuro relacionadas con comprender y dilucidar mecanismos
celulares y moleculares béasicos relacionados a la participacion de LRP1 en
procesos neurodegenerativos retinales y de disfuncién cardiaca, como asi también
con el disefio de estrategias terapéuticas racionales que permitan intervenir en el
desarrollo de enfermedades asociadas a la dislipemia y resistencia a la insulina,
como lo son la retinopatia y cardiomiopatia diabética.

En este sentido, en células MIO-M1 seria interesante evaluar los siguientes

aspectos:

1- La participacién de LRP1 en la regulacion de la expresion en la superficie
celular de trasportadores de hexosas que no son sensibles a la insulina
como lo es GLUT1, que estd ampliamente expresado en estas células
como asi también en neuronas y que se conoce que es el principal
regulador de la captacion de glucosa en estas células.

2- La posibilidad de que estas células sean capaces de unir e internalizar,
mediante LRP1, colesterol esterificado proveniente de agLDL y las

consecuencias de dicho evento a nivel de la funcionalidad celular.
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Asi mismo, en células HL-1 seria interesante investigar:

1-

El efecto competitivo de ligandos de LRP1, como a2M*, sobre el efecto de
agLDL en la respuesta a la insulina. En este sentido, a2M* produce un
trafico intracelular de LRP1 diferente al que generan las agLDL, lo que
podria dar idea de que no afectaria la asociacion molecular de LRP1 con
IR. Por este motivo, seria interesante evaluar si a2M* compite por la unién
a LRP1 con las agLDL y de este modo si es capaz de restaurar la
sefalizacion intracelular inducida por insulina, como asi también la
captacion de glucosa en cardiomiocitos.

La participacion de sortilin en la localizaciéon de LRP1 en compartimentos de
degradacion producto de la incubacién con agLDL. Se sabe que la proteina
intracelular ligada al retromero, sortilin, estd involucrada en el transporte
retrogrado de ciertos receptores y proteinas membranas desde la via de
degradacion hacia la de reciclaje. Por lo tanto, en este punto seria
interesante evaluar si sortilin participa en el rescate de LRP1 desde
compartimentos de degradacién, como asi también si este evento se ve

afectado por la presencia de agLDL.
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