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Abreviaturas
Ab: anticuerpo

ADN: acido desoxirribonucleico.

AG: Acido graso.

Apo: apoliproteina.

BSA: albumina de suero bovino.

CETP: acil-colesterol-acil-transferasa (proteina de transferencia de ésteres de
colesterol)

Ci: Curie.

CLA: Acido linolénico conjugado.

CMB: células mononucleares de bazo de raton.

Da: Dalton.

DHA: acido docosahexaenoico.

DMEM: medio minimo esencial de Eagle modificado por Dulbecco.
Dil: 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina.

EDTA: acido etilendiaminotetracético.

ELISA: técnica de enzimoinmunoensayo

EPA: acido eicosapentaenoico

FXR: receptor X de farnesoide.

SFB: suero fetal bovino.

FITC: isotiocianato de fluoresceina.

g: fuerza centrifuga relativa.

HDL.: lipoproteina de alta densidad.

HDL-C: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad.

HF: Hipercolesterolemia familiar.

HL: lipasa hepatica.

HMG CoA reductasa: 3-hidroxi-3-metil glutaril Coenzima A reductasa.
HSPG: heparan sulfato proteoglicanos.

IgG: inmunoglobulina G.

LCAT: lecitin colesterol acil transferasa.

LDL: lipoproteina de baja densidad.

LDL-C: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad.

LDLR: receptor de lipoproteinas de baja densidad.



LN: acido linoléico.

LPDS: suero fetal bovino deficiente en lipoproteinas.
LPL: Lipoprotein Lipasa.

LPS: lipopolisacarido.

LRP: proteina relacionada al LDLR.

LXR: receptor X de higado.

mARN: acido ribonucleico mensajero.

PAI-1: inhibidor del activador tisular del plasmindgeno.
PBS: tampon fosfato salino.

PC: fosfatidilcolina.

PCR: proteina C reactiva.

PI3K: quinasa de 3fosfatidil inositol.

PLAZ2: fosfolipasa A2.

PLTP: Proteina de transferencia de fosfolipidos.

PON: Paraoxonasa.

PPAR: receptor activado por el proliferador de peroxisomas.

RAP: Proteina asociada al receptor.
RE: reticulo endoplasmico.

RIPA: tampdn de recuperacion de proteina intracelular.
RCP: reacciéon en cadena de la polimerasa.
rpm: revoluciones por minuto.

RXR: receptor X de retinoide.

SDS: dodecil sulfato sédico.

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS.

SAA: amiloide A sérico.

°T: temperatura.

t-PA: activador tisular del plasminogeno.
TC-FITC: Toxina colérica marcada con FITC.
TBS: tampdn Tris salino.

TEMED: N,N,N’,N’, -tetrametiletilendiamina.
TLR4: Receptor Toll-like 4.

Tris: tris-hidroximetil-aminometano.

TRC: Transporte reverso del colesterol.

TRL: Lipoproteinas ricas en triglicéridos.




VLDL.: lipoproteinas de muy baja densidad.
VLDL-Alexa: VLDL marcada covalentemente con Alexa 488.

VLDLR: receptor de lipoproteinas de muy baja densidad.

RESUMEN

El higado es un o6rgano que cumple multiples funciones, controlando
continuamente la sangre y reaccionando a distintos estimulos para lograr
mantener la homeostasis en el cuerpo humano. Cuando se produce una
inflamacion, este 6rgano participa en el inicio, el desarrollo y resolucion de este
proceso. El higado detecta, mediante la expresidon de receptores de membrana
especificos, la concentracion de moléculas proinflamatorias en el torrente
sanguineo y en respuesta sintetiza y libera un conjunto de proteinas llamadas
proteinas de fase aguda, las cuales proveen los medios para la remocién de
patdgenos y la defensa inmune.

Dado que el higado también es el érgano principal del metabolismo de
los lipidos, es légico intuir que él asegure una regulacién reciproca entre la
inflamacion y el metabolismo lipidico.

En este sentido, el objetivo del trabajo desarrollado durante esta Tesis
fue determinar si la sintesis de apolipoproteina Al (principal constituyente de las
HDL y ademas proteina de fase aguda negativa), esta relacionada con la
expresion del receptor de VLDL (VLDLR), cuya expresion en higado humano
es controversial. Nuestra hipotesis consideré6 que la controversia podria
deberse a la fuerte regulacién que algunos receptores nucleares ejercen sobre
Su expresion.

Para ello se caracterizd la regulacion de la expresion de VLDLR en
subpoblaciones celulares de un modelo experimental de células hepatocitarias
humanas (linea celular HepG2) y de la acumulacién de Apo Al en el medio en
respuesta a moléculas involucradas en la regulacion del metabolismo lipidico
y/o la respuesta inflamatoria. Ademas se compardé la regulacion del VLDLR
ejercida por algunas de estas moléculas en esta linea celular con la observada
en células monociticas humanas (linea celular THP-1) y en células

mononucleares de bazo de ratén enfrentadas a dichas moléculas.




Se comprobod que las células HepG2 son buen un modelo de hepatocitos
humanos normales, ya que se encuentran en un estado de diferenciacion
avanzado y responden tanto a estimulos hipo o hiperlipemiantes como a
estresores inflamatorios en forma similar al higado humano. Utilizando
citometria de flujo se logré caracterizar las distintas subpoblaciones segun el
estadio en el ciclo celular y asi se pudo analizar como los tratamientos
probados modifican la proporcion de células en los distintos estadios. Se
determiné que aproximadamente el 60% de las células se encontraron en fase
G0/G1 cuando superaron el 80% de confluencia. Este porcentaje no vario
significativamente cuando el medio se suplementd con SFB 50%, tampoco con
24 horas de privacion de SFB.

La acumulacién de Apo Al en el medio condicionado, determinada por
técnidas de ELISA y Western Blot utilizando un anticuerpo especifico producido
en nuestro laboratorio, mostré una gran variabilidad segun la molécula efectora
ensayada. Se observé un aumento de la acumulacion con respecto al control,
cuando se co-cultivo células HepG2 en presencia de distintos lipidos: LN, PC y
una mezcla lipidica conteniendo acidos grasos omega 3. Se observd que la
produccion de Apo Al en el medio en respuesta a los acidos omega 3 fue
saturable y dependiente de la dosis. Un resultado importante fue que luego de
ser oxidados, los acidos grasos omega 3 no producen este efecto por lo tanto
no es atribuible a un mayor contenido calérico o debido a un aumento en el
contenido de acidos grasos en el cultivo, sino que es dependiente del grado de
insaturacion. LN y PC produjeron ademas aumento en la acumulacion de
proteinas totales. También se observé un aumento importante de la Apo Al en
sobrenadantes de células tratadas con gemfibrozil, indicando un efecto directo
de este farmaco hipolipemiante sobre estas células. Otro farmaco muy utilizado
para disminuir las concentraciones de colesterol plasmatico, atorvastatina,
produjo una ligera disminucion de la acumulacion de Apo Al. La coincubacién
con LPS, el cual es un potente iniciador de la respuesta inflamatoria, disminuyo
a valores no detectables la acumulaciéon de Apo Al luego de 24 horas de
cultivo, confirmando la cualidad de proteina de fase aguda de la Apo Al y de los
efectos directos del LPS sobre el hepatocito sin que medien citoquinas

proinflamatorias.




Finalmente, una observacion novedosa fue que la incubacion con dosis
altas de VLDL humana no produjo cambios en los niveles de Apo Al en el
medio.

Para caracterizar la expresion de VLDLR en los distintos tipos de células
se realizaron experimentos de inhibicion de la union de VLDL-Alexa con
anticuerpo anti-VLDLR y de marcacioén directa mediante anticuerpo anti-VLDLR
tefido con un anticuerpo secundario fluorescente, ambos utilizando la técnica
de citometria de flujo. Se determin6 que la subpoblacion de células VLDLR+ no
se modifica significativamente por co-cultivo con PC pero disminuyen
significativamente (alrededor de un 40%) en presencia de LN y de DHA/EPA.
En cambio, atorvastatina y gemfibrozil, farmacos hipolipemiantes pero que
también poseen efectos antiinflamatorios, aumentaron las subpoblaciones
celulares VLDLR+ en fase GO y en fase G2/M. Llamativamente, el co-cultivo
con gemfibrozil de células THP-1 (linea celular monocitica humana) produjo un
aumento de mas del 100% en la poblacion VLDLR+, indicando que el efecto de
esta droga se produce via un mecanismo presente en varios tipos de células y
conservado entre distintas especies de mamiferos, ya que experimentos
comparables realizados con linfocitos de raton indican que esta droga también
produce un aumento muy importante (casi 2.5 veces) en la expresiéon de
VLDLR en estas células. Otra observacion interesante fue que el co-cultivo con
gemfibrozil en presencia de VLDL produjo un aumento de mas de 5 veces en la
poblacion linfocitaria VLDLR+.

Por otra parte, el co-cultivo con LPS de distintos microorganismos
mostro que estas moléculas proinflamatorias regulan negativamente la
expresion de receptor de VLDL, produciendo una disminucion mas notable en
el caso del LPS de E. coli. Experimentos similares con células THP-1
mostraron que en esta linea celular el co-cultivo con LPS también regula
negativamente la expresion de VLDLR.

El co-cultivo de ambas lineas celulares con VLDL produjo una
disminucién en las poblaciones VLDLR+, en el caso de HepG2 tanto a 24 como
a 48 horas, el cual es mas evidente en las células THP-1, produciendo una
retrorregulacion negativa similar a la que produce la LDL sobre el LDLR en los

hepatocitos humanos.




Tomados en conjunto, estos datos confirman la hipétesis que el VLDLR
expresado en higado es una molécula integradora de sefales tanto
inflamatorias como antiinflamatorias con las provenientes del metabolismo
lipidico de la célula y la participacion de diversos receptores nucleares en la

regulacion de este receptor y en la produccion de Apo Al.
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1.Introduccion

1.1 Lipidos, lipoproteinas y sus receptores

Los lipidos transportados por lipoproteinas son los triglicéridos, el
colesterol, los ésteres de colesterol y los fosfolipidos. Los triglicéridos permiten
el almacenamiento eficaz de la energia, el colesterol es un constituyente de las
membranas celulares ademas de servir de precursor para la biosintesis de
hormonas esteroideas y acidos biliares, y los fosfolipidos, al ser moléculas
anfipaticas, son los componentes mayoritarios de las membranas celulares (1).
Los lipidos son insolubles en plasma por ello circulan asociados con ciertas
proteinas (apolipoproteinas) que permiten su transporte hacia las células (1).
Estos complejos macromoleculares se denominan lipoproteinas. Los lipidos
hidrofobicos (triglicéridos, colesterol esterificado) se ubican en el interior de la
lipoproteina, recubiertos por las apolipoproteinas y una monocapa de lipidos
anfipaticos (fosfolipidos y colesterol libre). Las lipoproteinas son clasificadas
segun su densidad, la cual esta relacionada con la composicion cualitativa y

cuantitativa en proteinas y lipidos.

1.1.1 Estructura y funcion de las lipoproteinas

Las lipoproteinas son agregados macromoleculares de lipidos vy
proteinas  especificas, denominadas  apolipoproteinas, de forma
aproximadamente esférica. Todas las lipoproteinas tienen una estructura
comun: un nucleo lipidico hidrofébico, compuesto de triglicéridos y ésteres de
colesterol, recubierto con un capa anfifilica cuyos componentes principales son
los fosfolipidos, el colesterol no esterificado y las apolipoproteinas. Estas
ultimas confieren a cada lipoproteina sus caracteristicas funcionales y destino

metabdlico.
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Figura 1: Esquema general del metabolismo de las lipoproteinas. Adaptado de

El metabolismo de las lipoproteinas que se presenta en la Figura 1, intenta
resumir el transporte de lipidos biosintetizados en el higado o provenientes de
la ingesta alimentaria desde el intestino (2,3). En el ser humano
aproximadamente el 80% del colesterol proviene de la sintesis hepatica
mientras que el 20% restante es aportado por la dieta.

Las lipoproteinas a diferencia del resto de las proteinas del plasma flotan
cuando son sometidas a ultracentrifugacion, propiedad que se utiliza para
aislarlas, ya que la recuperacién por otro tipo de técnicas de separacion es
mucho menor. Considerando la densidad de las lipoproteinas hidratadas, ésta
es inversamente proporcional a la cantidad de lipidos (densidad menor a 1
g/ml). En la mayoria de los vertebrados se clasifican en: quilomicrén,
lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), lipoproteina de densidad intermedia
(IDL), lipoproteina de baja densidad (LDL), lipoproteina de alta densidad (HDL),
y lipoproteina de alta densidad de migracion pre 3 (Pre- B -HDL) (Tabla 1)
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas y quimicas de las lipoproteinas plasmaticas humanas.

_Relacion
Tipo de Movilidad Densidad Tamaino Esteres de Apolipoproteinas
lipoproteina electroforética (g/ml) (nm) colesterol/ principales
Triglicéridos
Quilomicrones No migra 0,93 75-1 200 1/19 B48,E, C
VLDL Pre-b 0,93-1,006 30-80 1/3,3 B100, E, C
IDL Pre-b lenta 1,006-1,019 27-5 1/3,5 B100, E
LDL b 1,019-1,063 18-27 1/0,23 B100
HDL2 a 1,063-1,125 9-12 1/0,22 Al, All, C
HDL3 a 1,125-1,210 7-9 1/0,19 Al, All, C
Pre-b-HDL Pre b 1,210-1,250 .<7 nd Al
(discos)

Las distintas subpoblaciones de lipoproteinas varian en composicion
lipidica, particularmente del nucleo hidrofébico. Las lipoproteinas menos
densas (los quilomicrones y la VLDL) contienen mayoritariamente triglicéridos.
La LDL transporta colesterol esterificado mientras que la HDL transporta
colesterol libre y fosfolipidos principalmente.

Las apolipoproteinas fueron inicialmente clasificadas en tres subfamilias
distintas: A, By C, la Apo A se asocia principalmente a la HDL, la Apo B con la
LDL y la Apo C con la VLDL y la HDL (cita alaupovic). Aunque todavia se
utiliza, esta nomenclatura se amplié es estas ultimas décadas, debido a
descubrimientos de nuevas apolipoproteinas y de perfiles especificos de
distribucion dentro de las lipoproteinas plasmaticas (Tablas 1 y 2). Por ejemplo,
mientras que las Apo Al y All se localizan exclusivamente en la HDL, la Apo
AlV puede también encontrarse en las lipoproteinas ricas en triglicéridos (TRL).
De la familia de la Apo B, la Apo B100 se encuentra tanto en la VLDL como en
la IDL y la LDL, mientras que la Apo B48 es exclusiva de los quilomicrones. La
Apo E, como la Apo C, no se asocian solamente a un tipo de lipoproteinas, sino

que se encuentran tanto en la VLDL como en la HDL (Tabla 1).
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Tabla 2. Nombre, expresion tisular, distribucién plasmatica y funcion de las principales
apolipoproteinas humanas.

Nombre Tejldo.c!e Distribucion Funcién
expresion
, : . quilomicrones, Estructural ; activadora fisioldgica
Hpmal lEERE, MRS e HDL de la LCAT : eflujo de colesterol
, . . Estructural ; activadora/inhibidora
DAl Tligeree (iEsin) Alok de la LH ; eflujo de colesterol
Transporte reverso del colesterol;
Apo AIV higado, intestino quilomicrones, activadora Qe la LCAT; mletabollsmo
HDL de las lipoproteinas ricas en
trigliceridos
Apo AV higado Metabolllsmo de !ag Iltppprotelnas
ricas en triglicéridos
Abo B100 higado VLDL. IDL. LDL Estructural : sintesis y secrecién de
P 9 o 125 las VLDL ; ligando del LDLR
Estructural ; sintesis y secrecién de
Apo B48 intestino quilomicrones quilomicrones ; ligando del receptor

B48R

uilomicrones Inhibidora fisiolégica de la CETP ;
Apo CI higado (intestino) qVLDL HDL ' activadora de la LCAT ; Inhibidora
’ de la unién a LDLR, LRP y VLDLR

Apo ClI higado (intestino) q$f5nﬂcﬁgis’ Activadora fisioldgica de la LPL

Inhibidora fisiologica de la LPL ;

, : . quilomicrones, Inhibidora de la captacién hepatica
Aol Mg (iEsing, VLDL, HDL de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos

higado, intestino,

APOAI?I";APO pancreas, cerebro, HDL, LDL, VLDL Transporte reverso del colesterol (?)
rinén
rligee. quilomicrones
Apo E macroéfagos, VLDL, IDL, HDL Ligando de LDLR, LRP y VLDLR
cerebro
Apo F higado LDL (VLDL, HDL) Inhibidora de la CETP
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Apo G HDL ?

Apo H (B2
glico- HDL 2
proteinall)
(Clﬁsﬂ:r‘ijna) HDL Antiinflamatoria
Apo L HDL 2
HDL,

Apo SAA Fase aguda de la inflamacion

quilomicrones

Las interacciones de las lipoproteinas con receptores celulares
especificos y enzimas implicadas en el metabolismo son las que determinan las
funciones bioldgicas de las mismas (Tabla 2).

En lo que se refiere al metabolismo de las lipoproteinas, estan
implicados distintos 6rganos: el intestino, el higado y los tejidos periféricos. En
el intestino ocurre la absorcién de los lipidos de los alimentos y se produce la
incorporacion de estos en quilomicrones, sintetizados por el enterocito. Durante
el transporte entero-hepatico los lipidos son hidrolizados y los acidos grasos
libres son captados por los tejidos periféricos donde se almacenan (tejido
adiposo), o son catabolizados para obtencién de energia (musculo estriado).

El higado constituye el 6érgano central del metabolismo de los lipidos.
Capta los lipidos de origen intestinal y los integra en nuevas lipoproteinas para
redistribuirlas en los tejidos periféricos. Esta via involucra a las lipoproteinas
VLDL, IDL y LDL.

Finalmente, los tejidos periféricos recogen los lipidos (principalmente el
colesterol no esterificado y los acidos grasos libres) mediante endocitosis e
hidrolisis de las lipoproteinas de origen hepatico o intestinal. Con respecto al
colesterol, la mayoria de los tejidos periféricos no puede metabolizarlo y, via la
HDL, lo descarga hacia el higado, el unico érgano del cuerpo capaz de
eliminarlo por el conducto biliar, constituyendo el mecanismo denominado

Transporte reverso del colesterol (TRC)(4).
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1.1.1.1 Quilomicrones

Los quilomicrones son sintetizados al nivel del intestino en respuesta a la
ingestion de grasas, por lo que solo transportan lipidos de origen exdgeno.
Contienen varias clases de apolipoproteinas como Al, All, AlV, CIl, Clll y E,
pero la Apo B48 es la principal. Los quilomicrones forman parte de las
lipoproteinas denominadas "ricas en triglicéridos" (TRLs) por el alto contenido
de éstos y el contenido relativamente pobre de colesterol. Luego de
ensamblarse, los quilomicrones entran en el torrente sanguineo. Los
triglicéridos de los quilomicrones son hidrolizados por una lipasa unida al
endotelio vascular, la lipoprotein lipasa (LPL) (2). La hidrdlisis de triglicéridos
libera acidos grasos que serviran a nivel del tejido adiposo como reservas de
energia una vez reesterificados a triglicéridos.

Captados a nivel del musculo, los acidos grasos libres sirven como de
fuente de energia. Los constituyentes de la superficie del quilomicron liberados
en respuesta a la accion del LPL son captados por las HDL (Apo Al,
fosfolipidos, colesterol) (Figura 1), mientras que los quilomicrones remanentes
(pobres en ftriglicéridos y proporcionalmente enriquecidos en colesterol) son
eliminados por el higado a través de dos receptores, el receptor de LDL (LDLR)
y la proteina relacionada al LDLR (LRP), que reconocen a la Apo E del

quilomicrén (2) (Figura 1).

1.1.1.2 La VLDL y lipoproteinas derivadas

Las VLDL contienen, al igual que los quilomicrones, una gran proporcion
de triglicéridos y apolipoproteinas de la clase C y E. Difieren sin embargo de los
quilomicrones en que son sintetizadas por los hepatocitos y la principal
apolipoproteina es la B100 (2). Las VLDL secretadas a circulacién son también
sustrato de la LPL. Los acidos grasos liberados por la hidrdlisis siguen el
mismo destino que aquellos liberados por los quilomicrones. La hidrdlisis
continua de los triglicéridos de las VLDL circulantes reduce su contenido
lipidico, lo que resulta en una reduccidon del diametro y en un aumento de la

densidad. Cuando la VLDL alcanza un cierto tamafio (300 A), son consideradas
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lipoproteinas de densidad intermedia o IDL, también conocidas como VLDL
remanentes (2). La hidrdlisis subsiguiente de la IDL, por la accion conjunta de
la LPL y de la lipasa hepatica (LH), lleva a la formacion de lipoproteinas de
tamano todavia mas reducido llamadas lipoproteinas de baja densidad o LDL
(diametro inferior a 270 A). La LDL se caracteriza por un contenido
relativamente elevado en colesterol en comparacion con el contenido de
triglicéridos (2). De hecho, la LDL es la que transporta la mayor parte del
colesterol que se encuentra circulante en sangre. Finalmente, la mayoria de las
LDL en circulacion terminan su viaje intravascular en el higado, donde son
captadas por los hepatocitos. Esto se efectia mediante distintos receptores
como el LDLR que recoge la mayor parte de las LDL a través de su unién a la
Apo B100 (Figura 1). En respuesta a su reconocimiento, la LDL es internalizada
y luego degradada dentro del lisosoma. Una parte del colesterol recuperado
sirve de precursor para la elaboracién de las sales biliares que luego son
secretadas al intestino mientras que otra parte es esterificado a nivel del citosol
por la enzima acil-colesterol-acil-transferasa (LCAT) para ser almacenado
luego en la célula (2).

Ademas, una proporcion de las VLDL secretada es captada por el LDLR;
por el receptor LRP (5), o incluso por el receptor estimulado por la lipdlisis (6),
antes de que su contenido de triglicéridos haya sido hidrolizado para alcanzar

el tamano y la densidad de las LDL.

1.1.1.3 HDL

Esta clase de lipoproteinas, compuesta por particulas de diametro
pequefio (entre 50 y 150 A) y de densidad elevada (>1.063 g/ml) es muy
heterogénea debido al contenido variable en lipidos, enzimas vy
apolipoproteinas. La apolipoproteina mas importante es la Apo Al (70% del
contenido proteico) y, en menor proporcion, la Apo All (20%), ambas
sintetizadas por el higado y el intestino. La HDL también puede contener Apo E
y Apo CIII en baja proporcién. Las HDL se dividen en B-HDL y pre-B-HDL que
se distinguen segun la migracion electroforética en geles de agarosa. La

mayoria del colesterol transportado por la HDL (HDL-C) se encuentra en la
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fraccion B-HDL, la cual se compone de particulas relativamente grandes, de
forma globular y ricas en lipidos. A su vez esta subfraccion de HDL puede ser
separada en HDL2 y en HDL3, que también se distinguen segun su tamafio y
densidad, siendo HDL3 mas pequena y mas densa que la HDL2 (Tabla 1).

Las pre-B-HDL pueden ser consideradas HDL inmaduras. Son de forma
discoidal, relativamente mas pequefias que las B-HDL y pobres en lipidos,
estando compuestas simplemente por una o dos moléculas de Apo Al y
algunas moléculas de lipidos (CITA). ElI metabolismo de las HDL esta
intimamente relacionado al metabolismo de los lipidos contenidos en otras
clases de lipoproteinas de densidad menor y mayor contenido de triglicéridos.
En efecto, existe un intenso intercambio de constituyentes, tanto proteicos

como lipidicos, entre la HDL y los Quilomicrones, la VLDL y la IDL (7).

1.1.2 Estructura y funcion de receptores de lipoproteinas de hepatocitos

Existen descriptos hasta el presente siete receptores transmembrana de
la familia del receptor de LDL (LDLR) estructuralmente relacionados, de los
cuales 3 pueden detectarse en higado (Figura 2 y Tabla 1) (8,9). Estos
receptores comparten propiedades estructurales y funcionales. Unen una
amplia variedad de ligandos que son internalizados y degradados en los
lisosomas. Estos receptores poseen los siguientes dominios proteicos: 1) Sitio
de unién de ligandos, con varias repeticiones (alrededor de siete) de 40
residuos de aminoacidos ricas en cisteina; 2) region homdloga del precursor
del factor de crecimiento epidérmico (EGF), formado por repeticiones tipo B; 3)
dominio de 50 residuos formado por repeticiones del tetrapéptido Tyr-Trp-Thr-
Asp (YWTD), que funcionan como aceptor para azucares por uniones O-
glicosiladas; 4) una region corta de transmembrana de aproximadamente 20
amino acidos y 5) porcidn citoplasmatica con una region de sefial Asn-Pro-xaa-
Tyr (NPXY) para la internalizacion del receptor por vesiculas cubiertas. El
receptor de LDL fue el primer miembro de la familia en ser identificado y
exhaustivamente estudiado, sobre todo en relacion a su papel en la

homeostasis del colesterol.
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Figura 2: Estructura de los miembros de la familia del receptor de LDL que se expresan en

hepatocitos

Los miembros de esta familia participan en un gran numero de funciones
bioldgicas, incluyendo la regulacion de la actividad de las proteasas de
superficie, transporte y activacion de hormonas esteroideas, regulaciéon de la
homeostasis del calcio y en la sefalizacién para la migracién celular en el

desarrollo embrionario (CITAS).

Tabla 3: Ligandos de los receptores de la familia del LDLR que se expresan en
hepatocitos.

Receptor Ligandos de los receptores de la familia del LDLR

LDLR Apo B100, Apo E
Apo E, Reelina, RAP, Quilomicrén, Activadores del plasminégeno,

WIS lactoferrina, LPL, exotoxina A de P. Aeruginosa, Uroquinasa
Quilomicroén, LPL, a2-macroglobulina, Activadores del
LRP plasmindégeno, Complejos proteasalinhibidor, LH, APP, RAP, TCS,

Uroquinasa
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1.1.2.1 El receptor de LDL (LDLR)

El LDLR es una glicoproteina de trasmembrana de 839 amino acidos,
con un peso molecular aproximado de 155-165 KDa. Este receptor regula el
transporte de colesterol unido a la LDL circulante y de esta forma cumple un
papel importante en el mantenimiento de la homeostasis del colesterol. Este
hecho esta bien documentado en la Hipercolesterolemia familiar, en donde
mutaciones del gen que codifica para el receptor de LDL lleva a una disrupcién
de las vias de regulacion concomitantemente a un dramatico incremento en los

niveles de colesterol plasmatico.
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4 HMG-CoA reductasa -
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Sintesis de LDLRI,

Figura 3: Transporte y regulacion de la sintesis de colesterol y del LDLR

Cuando el hepatocito endocita particulas de LDL a través del LDLR, se
activan tres mecanismos para estabilizar el contenido de colesterol de la célula:
el gen de la enzima HMG-CoA es suprimido (enzima clave en la sintesis del
colesterol) y se acelera la degradacién de ésta enzima, se activa la sintesis de

Acetil-CoA:colesterol acetiltransferasa (ACAT), enzima que esterifica al

22




colesterol protegiendo a la célula del colesterol libre, y se inhibe la expresidn
del gen del LDLR. (Figura 3)

1.1.2.2 La proteina relacionada al LDLR (LRP)

La LRP es una proteina heterodimérica constituida por dos subunidades
de 515 KDa y 85 KDa. Las dos subunidades permanecen unidas en forma no-
covalente y tienen funciones independientes. La subunidad de 85 KDa contiene
los dominios citoplasmatico y de transmembrana. En el higado este receptor
coopera con el LDLR en la remocién de las lipoproteinas remanentes (10,11).
El LRP se expresa, en los hepatocitos, en la superficie de los sinusoides en el
espacio de Disse, y como el LDLR une lipoproteinas que contienen Apo E in
vitro y media su endocitosis en las células en cultivo. LRP no une LDL, por lo
que es incapaz de compensar la falta de LDLR en los individuos con deficiencia
de este receptor (12). El rol de la LRP en el metabolismo lipoprotéico estd mas
restringido que el de LDLR, este ultimo puede compensar completamente la
falta del LRP funcional en el higado (11). La LRP es un receptor multifuncional
que interactua con una amplia variedad de proteinas de secrecidn, asi como
con moléculas residentes de la superficie celular. Algunas de las funciones
incluyen ademas de la participacion en el metabolismo lipidico, entrada celular
de virus y toxinas, activacion de enzimas lisosomales, transduccion de sefiales
intracelulares y neurotransmision (13). Ligandos solubles de la LRP son la
proteina asociada al receptor (RAP), complejos proteasas-inhibidores de
proteasas, como el activador del plasminégeno y el inhibidor 1 del activador del
plasminégeno; a2-macroglobulina (12), la HSP-96 y la proteina HIV-1 Tat,
proteina transactivadora para genes virales que es secretada por las células

infectadas en donde se replica el virus de HIV (14).

1.1.2.3 El receptor barredor tipo B1 (SR-B1)

Los receptores barredores (SR) son receptores que median la captacion
selectiva de los lipidos de las lipoproteinas hacia las células (15,16). Fueron
descriptos primero en macrofagos como receptores alternativos al LDLR para

la captaciéon de colesterol y lipidos, llevando al desarrollo de las células
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espumosas. El nombre se debe a su amplia variedad de ligandos que
reconocen (17). Los receptores SR unen ligandos muy diversos, pero estan
particularmente involucrados en la remocion de lipoproteinas modificadas
oxidadas, glicosiladas, etc. Algunos de éstos SR (SR-B1 y CD36) también unen

lipoproteinas no modificadas como la HDL y la LDL (Figura 4).
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Figura 4: vias de sefnalizacion del SR-B1 y efectos de la uniéon de HDL.

1.1.2.4 El receptor de VLDL (VLDLR)

A diferencia del LDLR y de LRP que se expresan en condiciones
normales en el hepatocito, la expresion de VLDLR esta fuertemente inhibida en
condiciones normales (18-20). Experimentos elegantes y complejos han
mostrado en ratones que no tienen el gen del receptor de LDL que existe
relacion entre ligandos del receptor activado por el proliferador de peroxisomas
alfa (PPAR-a) como el acido linolénico conjugado (CLA), y el aumento de la
expresion de VLDLR en el higado (21) y que el mARN que codifica para
VLDLR no se detecta en el higado del adulto pero si en el higado del neonato
(22).
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En lineas celulares de hepatocitos humanos se ha demostrado que
VLDLR no es regulado por inhibidores de proteasas (23), a diferencia del LDLR
y LRP. También se ha demostrado recientemente (19) que agonistas de los
LXR regulan positivamente al VLDLR en cultivos primarios de hepatocitos
humanos. Estos hechos podrian explicar porqué la presencia de VLDLR en
higado de mamiferos es controversial actualmente.

En otro tipo celular (monocitos humanos), se conoce que la expresion de
VLDLR aumenta en condiciones de hipoxia (24) y que, a pesar de la existencia
de secuencias similares a elementos regulados por esterol en el gen de
VLDLR, no es regulado por esteroles, como si ocurre en el caso del LDLR (25).
También se conoce que en estas células el gen del VLDLR es regulado por el
receptor de glucocorticoides (26).

La funcion del VLDLR parece variar segun el tipo celular (27); la alta
expresion del receptor en tejidos donde hay un metabolismo activo de acidos
grasos como corazon Yy tejido adiposo sugiere que la principal funcion de este
receptor estaria relacionada con el metabolismo de TRL y los acidos grasos
(28-31). Esta teoria esta de acuerdo con la distribucion similar pero no idéntica
del gen de LPL en esos tejidos (32) cuya actividad es imprescindible para la
hidrolisis de los triglicéridos.

Una caracteristica distintiva de VLDLR es que actua en la transduccion
de sefiales no relacionadas directamente con el metabolismo lipidico (33). La
interaccion con VLDL produce la fosforilacion de la proteina Disabled-1 (Dab-1)
(34), proteina adaptadora intracelular que se une a los motivos NPxY presentes
en el dominio citosolico del VLDLR (35). La fosforilacion mediada por
tirosinkinasa dispara la cascada de kinasas que intervienen en el control de la
movilidad y forma celular (Figura 5). Otras vias de sefializaciéon del VLDLR
involucran la desfosforilacion del factor nuclear NFAT con la consiguiente

activacion de genes involucrados en la proliferacion celular (Figura 5).
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Figura 5: vias de sefializacién propuestas para la accion del VLDLR. DAB1: Disabled-1; PI3K:
Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato kinasa; PI3P: Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato; PDK1/2: Protein
kinasas 1 y 2 dependientes de fosfoinositido; PKB: protein kinasa B; GSK-3[3: glucdégeno
sintetasa kinasa 3p; NFAT: factor nulear de linfocitos T activados; 1: proteina Tau asociada a
microtubulos; Cdk5:- kinasa ciclina-dependiente 5, CRKL: proteina adaptadora crkl, C3G:
proteina de intercambio de guanina, RAP1 y RAP2: proteinas G.

1.1.2.4.1 Estructura del VLDLR

En mamiferos el VLDLR existe en dos isoformas de distintos pesos
moleculares que se originan mediante el mecanismo de empalme alternativo
del pre-mARN (29,36,31). El receptor tipo | contiene un dominio de union-O a
carbohidratos y un peso molecular aparente de 130 KDa bajo condiciones no

desnaturalizantes, mientras que el receptor tipo Il carece de este dominio y
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tiene un peso molecular aparente de 95-100 KDa. Se sabe ademas que ambas
formas del receptor unen RAP con afinidades similares (37).

Usando lipoproteinas marcadas fluorescentemente se ha demostrado
que VLDLR une VLDL pero no LDL, indicando que VLDLR es especifico para la
Apo E (28,38).

1.1.2.4.2 Estructura del gen del VLDLR

Se conoce que existen diferencias a nivel de los intrones del gen de

VLDLR, ademas de las diferencias en la secuencia primaria de la proteina. Se
ha demostrado asociacion entre estos polimorfismos y distintas patologias
como la obesidad (39), degeneracion macular (40) y el Alzheimer (41).
En relacion a esto, un estudio demostr6 una modesta asociacion entre los
polimorfismos genéticos del VLDLR y los niveles plasmaticos de los triglicéridos
y una disminucion en la complejidad de la corteza cerebral y retardo mental
(42).

1.1.2.4.3 Unién de ligandos al VLDLR

Se ha demostrado recientemente que VLDLR une con mayor afinidad
que LDLR y LRP las tres isoformas de Apo E existentes (Apo E2, E3 y E4), ya
sea unida a lipidos o libre de estos (43). También es conocido que la actividad
y la union de las lipoproteinas que contienen Apo E al VLDLR es modulada por
un complejo de proteinas que incluye a la LPL (44). Existen 3 mecanismos por
los cuales la union de VLDL al VLDLR es incrementada por la LPL: mediante la
union directa a través de la LPL, mediante la union a LPL unida a su vez a
proteoglicanos heparan sulfato (HSPG) o mediante la actividad lipolitica de la
LPL sobre la particula de VLDL, convirtiendola en VLDL remanente (25).

VLDLR al igual que LRP reconoce una amplia variedad de ligandos no
relacionados con las lipoproteinas, como por ejemplo la uroquinasa, el PAl y la
proteina RAP (Tabla 3).

Es conocido que en varios tipos celulares humanos el dominio

citoplasmatico del VLDLR es fosforilado por PKC y que esta fosforilacion
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disminuye la union de RAP y de uPAI/PAI. ElI VLDLR de pacientes con
cardiopatias avanzadas se encuentran mas fosforilados debido a que en estas
patologias hay aumento de PKC-BII (45), lo que llevaria a una disminucion de

la hidrolisis de VLDL en los cardiomiocitos.

1.2 La inflamacién y la Respuesta de Fase Aguda (RFA)

La inflamacion es un mecanismo de defensa a diversas injurias:
infeccidn bacteriana, sangrado excesivo, necrosis, etc. Ademas de los efectos
locales de la inflamacién, se produce una reaccion sistémica conocida como
Respuesta de Fase Aguda (RFA) caracterizada por cambios pronunciados en
la concentracion de algunas proteinas denominadas Proteinas de Fase Aguda
(PFA). Las PFA generalmente aumentan su concentracion en plasma y son
denominadas PFA positivas, pero algunas, como algunos tipos de albumina y
la apolipoproteina Al (Apo Al) disminuyen su concentracion plasmatica y son
denominadas PFA negativas (46). Las PFA son sintetizadas en el higado y su
produccion es estimulada por citoquinas caracteristicas de la respuesta inmune
innata, principalmente la interleuquina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a). Estas citoquinas se sintetizan en macrofagos, células endoteliales
y fibroblastos y actuan en los 6rganos blancos a través de receptores
especificos. Estas citoquinas, junto con la LDL oxidada, moléculas de adhesion
(moléculas de adhesidn intercelular 1), y otros productos de la estimulacién
hepaticas tales como la PCR, SAA y demas reactantes de fase aguda son
utiles para identificar y monitorear el proceso inflamatorio y han sido propuestos
como marcadores inflamatorios de uso clinico para predecir inflamacion
causada por obesidad, probabilidad de sufrir infarto agudo de miocardio,
gravedad de la sepsis, etc. (47).

Durante la infeccién/inflamacion, ademas de los cambios en las
concentraciones de las PFA, se producen alteraciones en el metabolismo de
los lipidos, principalmente de los triglicéridos y del colesterol. En adicién a los
cambios en los niveles de lipidos y lipoproteinas circulantes, se observan

alteraciones en la composicién de las lipoproteinas y cambios en los niveles y
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actividades de varias proteinas plasmaticas implicadas en el metabolismo y el

funcionamiento de las lipoproteinas (Tabla 4).

1.3 Relacién entre metabolismo lipidico hepatico e inflamacion

La inflamacion es la respuesta protectora local ante un dafo al tejido. La
palabra inflamacion significa originalmente “en Illamas”. Los sintomas
caracteristicos, enrojecimiento, hinchazon, calor y dolor, descriptos por Celsus
en el 1er siglo dC. y por Galeno alrededor del afio 200 dC. Microscopicamente,
estas caracteristicas se deben a la vasodilatacién, acumulacién de leucocitos,
incremento de la permeabilidad capilar y por lo tanto acumulacién del fluido
intersticial y estimulacién de las terminaciones nerviosas por neurotransmisores
como la substancia P que provocan el dolor. Recién a fines del siglo veinte se
comenzaron a develar los mecanismos moleculares por los cuales la
inflamacion produce los signos macroscopicos descriptos.

Uno de los hallazgos principales fue el papel protagénico del higado
tanto en el inicio como en el desarrollo y resolucion de los eventos
inflamatorios. El higado detecta, mediante la expresion de receptores de
membrana especificos, la concentracion de moléculas proinflamatorias en el
torrente sanguineo y en respuesta sintetiza y libera un conjunto de proteinas
llamadas proteinas de fase aguda, las cuales proveen los medios para la
remocion de patdgenos y la defensa inmune. El higado, ademas, modula el
desarrollo de las reacciones inmunes atrayendo a los linfocitos activados, los
cuales son destruidos en su interior (48).

Dado que el higado también es el 6rgano principal del metabolismo de
los lipidos, es légico intuir que él asegure una regulacidn reciproca entre la
inflamacion y el metabolismo lipidico. En relacion a esto hay investigadores que
han encontrado que la administracion de lipopolisacarido bacteriano (LPS), un
potente iniciador de la respuesta inflamatoria y de citoquinas proinflamatorias a
ratones, reduce los niveles de mARN de los receptores nucleares PPAR-a vy v,
receptor X de retinoide (RXR) y receptor X de farnesoide (FXR) en el higado.
Estos receptores estan involucrados en la regulacion de proteinas relacionadas

con el metabolismo lipidico (49). De esta manera, moléculas que actuan como
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ligandos de estos receptores nucleares afectan tanto el metabolismo celular
lipidico como la respuesta inflamatoria cuando actuan sobre los hepatocitos.
Dentro de esta clase de moléculas se encuentran los fibratos, derivados del
acido fibrico que son ligandos especificos de los receptores PPARs (50,51)
Estos exhiben otros efectos pleiotropicos tales como efectos antiinflamatorios,
(51,52), antioxidantes, y propiedades antitrombéticas e incluso mejoran la
funcion endotelial (53,54). También se ha reportado que disminuyen la
produccion de citoquinas y moléculas proinflamatorias como TNF-a (55,56); de
VCAM-1 (57); interferon-y e IL-2 (58). A través de su accién antiinflamatoria, los
fibratos reducen los niveles plasmaticos de marcadores de inflamacién y
hemostasia, incluyendo los considerados factores de riesgo cardiovasculares
como la PCR, la IL-6, el fibrindgeno, y el PAI-1 (55, 57, 59-61).

Otros farmacos con efecto dual sobre el metabolismo lipidico y la
inflamacion son las estatinas, que actuan bloqueando la accion de la HMG-CoA
reductasa, enzima peroxisomal que cataliza la reaccion inicial y limitante de la
cascada que conduce a la sintesis de colesterol endogeno. Se ha demostrado
que las estatinas reducen la morbilidad y la mortalidad cardiovascular v,
recientemente, que éstas modulan varios de los mecanismos de la inflamacion,
tanto in vitro como in vivo, incluyendo la reduccién de marcadores de la
inflamacion en pruebas clinicas (62, 63).

A pesar de los importantes avances que se han logrado en el estudio de
esta interrelacion en los ultimos afios, aun falta mucho por develar en relacién a
los mecanismos moleculares que median los efectos de los lipidos sobre la

expresion de genes inflamatorios.

1.3.1 Lipidos involucrados en la inflamacién

Del universo de moléculas clasificadas como lipidos, los acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs, por sus siglas en inglés) son quizas los mas
involucrados tanto en el desarrollo de la inflamacién como en su resolucion
(efectos antiinflamatorios) son componentes del aceite de pescado muy
utilizado en la prevencion de la inflamacion. Los PUFAs se nombran segun el

numero de carbonos que los componen, la cantidad de dobles enlaces y la
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posicion del primer doble enlace en la cadena de carbono, contado a partir de
la extremidad metilo (donde la extremidad metilo es el carbono numero uno).
Por lo tanto, una cadena de 18 carbonos, con dos doble enlaces, el primero en
la en posicidn seis a partir de la extremidad metilo se denomina 18:2n-6 (Figura
6). El nombre comun de este acido graso es acido linoléico, mientras que el
18:3n-3 es llamado acido a-linolénico. Estos dos acidos grasos son esenciales
ya que no pueden ser sintetizados por los mamiferos (64). Por otra parte, estos
acidos grasos pueden ser transformados mediante la adicion de dobles enlaces
y por alargamiento de la cadena mediante enzimas elongasas. Asi pues, el
acido linoléico puede convertirse en acido y-linoléico (18:3n-6) y en acido
dihomo-y-linoléico (20:3n-6), el cual puede ser convertido en acido
araquidénico (20:4n-6). Mediante las mismas elongasas, el acido a-linolénico
puede ser convertido en acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) el cual puede
convertirse en acido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) por la adicion de dos

carbonos (Figura 6).

BEAANAANMA AV Van VauViViVAVacash
= = COOH

Acido linoléico (18:2n-6)
AB-desaturasa
HCEAAMANAAN €O
Acido y-linoléico (18:3n-6)
elongasa
HC\AAANAAAN COOH
Acido dihomo-y-linoléico (20:3n-6)
Ab-desaturasa

BENAANNANNAN
= = = = COOH

Acido araquidénico

Acido a-linolénico (18:3n-3)

Ve Van VanVanViVi\
COOH

Acido estearidénico (18:4n-3)

HiC s o —
V=VVV-"VW W\ cooH
(20:4n-3)

BV Y eV Ve VAVA S

Acido eicosapentaenoico (20:5n-3)

elongasa
elongasa
AB-desaturasa
B—oxidacion

VARV VeV e Vo VAR VAN
COOH

Acido docosahexaenoico (22:6n-3)

Figura 6: Estructura y metabolismo de los acidos grasos n-3 y n-6.
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Aunque el substrato preferido de la A6-desaturasa es el acido o-
linolénico, el acido linoléico es el mas abundante en la alimentacidén occidental
(64). Uno de los primeros vinculos en ser develado entre los acidos grasos y la
inflamacion es que los eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos,
leucotrienos, lipoxinas, etc.), cuya funcion es ser mediadores inflamatorios, son
producidos a partir de acidos grasos poliinsaturados de 20 carbonos por accion
de la fosfolipasa pancreatica (PLA2) sobre los fosfolipidos de las membranas
celulares (65). Se sabe que las células inflamatorias contienen mas acidos
grasos de tipo n-6 que de tipo n-3 por lo que el acido araquidénico es el
substrato dominante para la sintesis de los eicosanoides por las
ciclooxigenasas (COX) y las lipoxigenasas (LOX), que generan las
prostaglandinas (PGs), los tromboxanos (TXs), los leucotrienos (LTs) y el acido
hidroxieicosatetraenoico (HETEs). En la Figura 7 se detalla la sintesis de
eicosanoides a partir del acido araquidonico. La prostaglandina E2 (PGE2)
posee diversos efectos inflamatorios: produce el aumento de la temperatura

corporea, de la permeabilidad vascular, la vasodilatacion, y el dolor (65).

El leucotrieno B4 (LTB4) aumenta la permeabilidad vascular y atrae a las
células leucocitarias provocando la liberacion de las enzimas lisosomales y de
citoquinas inflamatorias como el TNF-a y la produccion de especies oxigenadas
reactivada (ROS) (65). El efecto ultimo del consumo de aceites de pescado es
el aumento de la proporcion de acidos grasos n-3 en los fosfolipidos de las
células inflamatorias, o que produce una disminucién de la produccion de
PGE2, (66) de TXB2 (67), de LTB4, de 5HETE y de LTE4 (68). Los acidos
grasos omega-3 tienen otros efectos antiinflamatorios ademas de antagonizar
el metabolismo del acido araquidénico. En efecto, estudios realizados con
cultivos celulares demostraron que el EPA y el DHA podian inhibir la
produccion de IL-6 y de TNF-a en monocitos (64) y la produccién de IL-6 y de

IL-8 por las células endoteliales venosas (65).

Finalmente, existen numerosos ejemplos de estudios en los que se
demuestran regulaciones del genoma realizadas por DHA. Algunos miembros
de la superfamilia de receptores nucleares, entre los que se encuentran los

PPAR a vy vy, el LXR y el RXR, son regulados por acidos grasos o0 sus
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metabolitos, por lo que parte de su accion antiinflamatoria podria estar
relacionada con la activaciéon de ciertos genes antiinflamatorios regulada por

este receptor nuclear (65-67).

Acido araquidénico contenido
en la fosfatidilcolina de las
membranas celulares

J Fosfolipasa Az

Acido araquidénico libre

Cy / 15-LOX '\12-LOX QOX

PGG; 15-HPETE 12-HPETE 5-HPETE
! ! L\
PGH3z 15-HETE 12-HETE LTA4 5-HETE
'E2AD TR, 7  \
PGD; PGE; PGl TXAz PGFy, Lipoxina As LTC4 LTB,
| !
PGJ:2 LTD4

!

LTE,s

Figura 7: sintesis de eicosanoides a partir del acido araquidoénico.

1.3.2 Lipoproteinas e Inflamacion

Las lipoproteinas, conjuntamente con sus receptores y con otras
proteinas relacionadas, ademas de participar en el transporte de lipidos en
sangre y en el metabolismo lipidico, exhiben propiedades inflamatorias (Tabla

3) o antiinflamatorias.
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Tabla 3. Niveles de lipoproteinas y enzimas involucradas en el transporte de lipidos
relacionados con la infeccién y la inflamacion.

Cambios

Efectos

VLDL

Niveles de VLDL incrementados en

la septicemia

Aumento produccion de VLDL
hepatica en modelo experimental
de ratones con dieta aterogénica

LPL y HL disminuidas
Contenido de esfingolipidos
incrementado

Expresion tisular de Apo E
disminuida

Activacion de macréfagos

Aumento de VLDL y de marcadores de Inflamacion
Disminuye la remocion de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos

Disminuye la remocion de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos

Disminuye la remocion de lipoproteinas

LDL

LDL pequenas densas
incrementadas

Actividad PAF-AH incrementada
FLAZ2 soluble incrementada
Contenido de esfingolipidos

incrementado

Ceruloplasmina incrementada

Incrementa la susceptibilidad a la oxidacion;
incrementa la penetracion de LDL a través del
endotelio; incrementa la interaccion con los
proteoglicanos de la pared arterial y su retencién en
la pared arterial.

Produccion de LPC incrementada
Libera acidos grasos poliinsaturados de los
fosfolipidos que pueden oxidarse

Facilita la agregacion de la LDL y su captacion por
macrofagos

Incrementa la oxidaciéon de la LDL

HDL

HDL y Apo Al disminuidas

LCAT disminuida

CETP disminuida

HL disminuida

Deteriora la remocion mediada por apolipoproteinas
del colesterol celular

Deteriora la remocion mediada por el mecanismo de
difusién del colesterol celular

Deteriora la transferencia de colesterol a las
lipoproteinas ricas en trigliceridos

Reduce la formacion de pre-b HDL
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PLTP disminuida

SAA incrementada

FLAZ2 soluble incrementada

Actividad PAF-AH incrementada

PON disminuida

Transferrina disminuida

Apo J incrementada

Reduce la formacion de pre-b HDL; disminuye el
contenido de fosfolipidos en la HDL y deteriora la
remocion del colesterol al incrementar su flujo desde
la HDL hacia las células

Disminuye la disponibilidad del colesterol de HDL
para ser metabolizado por los hepatocitos;
incrementa la captacion de colesterol por los
macrofagos

Disminuye el contenido de fosfolipidos en la HDL y

deteriora la remocioén del colesterol al incrementar su
flujo desde la HDL hacia las células

Produccion de LPC incrementada
Disminuye la capacidad de la HDL de proteger a la
LDL contra la oxidacion

Deteriora la capacidad de la HDL de proteger a la
LDL contra la oxidacién

Induce la diferenciacion de las células musculares

lisas de la pared arterial

Abreviaturas: Apo, apolipoproteina; CETP, proteina de transferencia de ésteres de colesterol;
HDL, lipoproteina de alta densidad; HL, Lipasa Hepatica; LCAT, lecitin colesterol acil
transferasa; LDL, lipoproteina de baja densidad; LPC, lisofosfatidilcolina; LPL, lipasa
lipoprotéica; PAF-AH, Acetil hidrolasa del factor activador plaquetario; FLA2, fosfolipasa A2;
PLTP, Proteina de transferencia de fosfolipidos; PON, paraoxonasa; VLDL, lipoproteina de
muy baja densidad; SAA, amiloide A sérico.

De estos datos se desprende que existe una fuerte relacion entre lipidos
e inflamacion y que se regulan mutuamente, es decir, una disfuncion
metabdlica relacionada al transporte y/o metabolismo lipidico altera el balance
inflamatorio y viceversa, un estimulo inflamatorio se traduce en una alteracién

en el balance de lipoproteinas y el metabolismo lipidico.

1.3.2.1 VLDL e inflamacién

La alteracion tipica del metabolismo de las lipoproteinas durante la
infeccion/ inflamacion es la hipertrigliceridemia (69). EI aumento en los niveles
plasmaticos de triglicéridos se debe a un aumento de la cantidad de VLDL en

plasma, que puede ser el resultado de un aumento en la produccion de VLDL o

35




de una disminucién en la remocién de ésta. Se ha observado que existe un
aumento en los triglicéridos plasmaticos de la fraccion de VLDL en pacientes
infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) (70). Tanto el
incremento en los niveles de triglicéridos plasmaticos, como el aumento de la
lipogénesis hepatica y la disminucidn de la remocion de triglicéridos se
correlacionaron con los niveles de interferon-a (IFN)-a (71,72) en estos
pacientes. Inyectando LPS y acido lipoteicoico (LTA) a animales, para simular
infecciones producidas por bacterias Gram-negativas y Gram-positivas,
respectivamente, se encontré que dosis bajas de LPS y dosis ligeramente mas
altas de LTA estimulan la produccion de VLDL, mientras que dosis altas de
LPS inhiben la remocion de VLDL (73, 74)

Los experimentos en ratas y ratones demostraron que dosis bajas de
LPS estimulan rapidamente la produccién de VLDL al aumentar la lipdlisis del
tejido adiposo, la sintesis hepatica de novo de acidos grasos y al disminuir la
oxidacion hepatica de acidos grasos, todo lo cual proporciona suficientes
acidos grasos libres para la esterificacion a triglicérido y su ensamblaje a
particulas de VLDL en el higado (75, 76). Tanto el LTA como el LPS en bajas
dosis inducen la hipertrigliceridemia en ratas aumentando la secrecion hepatica
de triglicéridos de VLDL (74). Dosis altas de LPS no aumentan la sintesis
hepatica de VLDL sino que disminuyen la actividad de la lipasa lipoprotéica
(LPL), una enzima responsable de la remocién de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos (77). Una reduccion concomitante de Apo E durante la infeccion
limita la eliminacién de VLDL, dado que la Apo E facilita la union de ésta al
VLDLR y al LRP y su consecuente remocién del plasma por el higado (78).

Los efectos del LPS y el LTA sobre el metabolismo de los triglicéridos
son mediados por citoquinas (Por Ej. TNF-a, IL-1, IL-6, e IFN-y). Estas
estimulan rapidamente la sintesis hepatica de acidos grasos, dando por
resultado un incremento en la produccion de VLDL y en la hipertrigliceridemia
en ratas y ratones (73,76,79-81). Es de notar que el TNF-a y la IL-1 son las
citoquinas predominantes en la infeccion bacteriana, y la IL-1 es el mediador
primario de la inflamacion, mientras que el IFN-a es activado sobre todo por la
infeccidén viral. A pesar de las diversas vias de activacion de las citoquinas,
diversos tipos de infeccion o inflamacion resultan en efectos similares sobre el

metabolismo de los triglicéridos.
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Durante la infeccion y la inflamacién, ademas de los cambios en los
niveles de VLDL y de triglicéridos circulantes, también hay cambios en la
composicién, tanto lipidica como proteica, de la VLDL. La VLDL producida por
el higado como respuesta al suministro de LPS o TNF-a presenta un tamafo
de particula, composicion de apolipoproteinas, triglicéridos, colesterol, y
fosfolipidos normales, pero estan enriquecidas en esfingolipidos (81-83). Las
lipoproteinas enriquecidas en esfingolipidos son proaterogénicas vy
proinflamatorias (84) ya que retardan la remocion de las TRL, dando lugar a la
acumulaciéon de VLDL y remanentes de VLDL que son internalizadas por los

monocitos iniciando asi la transformacion de éstos en células espumosas (85).

Tabla 4: Participacion de la VLDL en procesos inflamatorios

Efectos inflamatorios Modelo experimental Referencia

Unidén de proteina de o :

unién a LPS y LPS Humano (normal y séptico) Vreugdenhi y col. 2001 (86)
Aol GO [Pl T Humano Rowe y col. 1984 (87)
reactiva

Atorvastatina

disminuye _ Cemem Dixon y col. 2002 (88)
hipercolesterolémico
TG de la VLDL

AIzheu:ne_r < Humano Okuizumi y col. 1995 (41)

esporadico

Efecto inflamatorio

debido a lipdlisis de
VLDL

Macroéfago peritoneal de

raton Saraswathi y col. 2006 (89)
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1.3.2.2 HDL e inflamacioén

La infeccion y la inflamacién se asocian a una disminucién de niveles de
HDL-C (71,90-93). ElI mecanismo que lo regula no se ha establecido
claramente. Sin embargo, un nivel persistentemente bajo de HDL-C, tanto en la
infeccidbn como en la inflamacion cronica, sugieren que este cambio puede ser
perjudicial, puesto que los datos de estudios epidemiolégicos han demostrado
un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular en individuos con niveles bajos
de HDL. Hay varias apolipoproteinas que confieren a HDL funciones
especificas. Mas aun, el metabolismo de la HDL es regulado por varias
enzimas y proteinas de transferencia que afectan estas funciones. Durante la
infeccidn y la inflamacion, los niveles de HDL-C disminuyen, y se produce una
amplia gama de cambios en las apolipoproteinas, enzimas, y proteinas de
transferencia. Consecuentemente, hay marcados cambios en la composicion
de lipidos y de proteinas en la HDL, que alteran su funcionamiento. La HDL
que circula durante la infeccion e inflamacion (también llamada HDL de fase
aguda) es depletada de ésteres de colesterol y se enriquecen en colesterol
libre, triglicéridos y esfingolipidos (82,91,93,94). Ademas, la Apo A-l de HDL y
los niveles de paraoxonasa (PON) disminuyen, pero los niveles de Apo J y los
del amiloide sérico A (SAA) del suero aumentan (71,95-97). Otras proteinas del
plasma, las cuales tienen un rol clave en el metabolismo de la HDL y en el
TRC, incluyendo la lecitina:aciltransferasa de colesterol (LCAT), la proteina de
transferencia de ésteres de colesterol (CETP), la lipasa hepatica (LH), y la
proteina de transferencia de fosfolipidos (PLTP) (98-101) también disminuyen
en suero. En contraste, los niveles de FLA2 circulante aumentan (102) (Tabla
3). Estos cambios explican porqué durante la RFA, las dos principales
funciones de HDL, el control de la oxidacion de LDL y el TRC, estan

disminuidas.

1.3.3 Los receptores de lipoproteinas hepaticos y la inflamacion

A pesar de que existe un cuerpo de evidencia importante con respecto al

papel de las lipoproteinas en la inflamacién, existe escasa evidencia sobre la
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relacion de los receptores de lipoproteinas con el proceso inflamatorio. Hasta el

momento de la escritura de esta tesis, existen solo en la literatura alrededor de

16 trabajos cientificos que involucran a estos receptores con la inflamacion

(Tabla 5).

Tabla 5: Participacion de los receptores de lipoproteinas hepaticos en la
inflamacion.
Receptor Efecto

LDLR

LDLR

LDLR

LDLR

LDLR

LDLR

LRP

LRP

LRP

LRP

LRP-
LDLR

VLDLR

La citoquina inflamatoria IL-18 disrumpe la regulacién
por retroalimentacion mediada por colesterol del
LDLR, permitiendo la acumulacién intracelular de LDL
intacta y causando la formacién de células
espumosas.

El TNF y la IL-1 incrementan la expresion de LDLR al
aumentar la trascripcion de estos genes mediante
vias de senalizacién distintas.

La via de senalizacién de la p38MAPK regula
negativamente la expresion de LDLR
En pacientes con glomerulopatia relacionada a la
obesidad la expresion de genes clave del
metabolismo lipidico, como LDLR, FABP y SREB1
estan incrementados mas de 2 veces al igual que
citoquinas inflamatorias como TNF-a, IL-6, INF-y y
sus receptores.

Las endotoxinas suprimen la expresion de LDLR
hepatico de raton por una via independiente del
TLR4.

La exposicion de monocitos no estimulados a distintas
dosis de estatinas resulté en la regulacion positiva de
mARN de LDLR.

El TPA y el LRP median la activacion de la via del
NFK-B inducida por isquemia
El FT, producido a consecuencia de la presencia de
LPS, se une a su receptor y al complejo LRP y es
internalizado.

El LRP de macréfagos modula la aterogénesis a
través de la regulacion de la respuesta inflamatoria.
La regulacion de la acumulacién de lipidos en células
THP-1 se correlaciona con la sintesis de Apo E, con
la actividad de la LPL y con la expresion de LRP.

El LRP media la activacion de astrocitos inducida por
A, mientras que el LDLR media los cambios inducidos
por A de los niveles de Apo E. Estos receptores
traducen la presencia extracelular de A en respuestas
celulares, iniciando y modulando la respuesta
inflamatoria.

Alteraciones bioquimicas en las retinas de ratones
knock-out para el VLDLR genera proliferacion
angiomatosa retinal.

Autor

Chen y col. (103)

Stopeck y col. (104)

Kumar y col. (105)

Wu'y col. (106)

Liao y col. (107)

Lindgren y col. (108)
Zhang y col. (109)
Hamik y col. (110)

Overton y col. (111)

Garnery col. (112)

LaDuy col. (113)

Liy col. (114)
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2. Hipétesis de trabajo y objetivos

2.1 Hipétesis de trabajo

Luego de haber examinado los datos expuestos sobre la regulacién de
lipidos, lipoproteinas y sus receptores en hepatocitos, nuestra hipotesis de
trabajo fue determinar si la sintesis de Apo Al (principal constituyente de las
HDL y ademas proteina de fase aguda negativa), esta relacionada con la
expresion del receptor de VLDL, la cual es controversial en higado humano.
Nuestra hipoétesis consider6 que la controversia podria deberse a la fuerte
regulacion que el receptor nuclear FXR ejerce en su expresion. Como
herramientas se emplearon drogas y moléculas que actuan sobre la via de
activacién de los FXR y PPAR-a.

2.2 Objetivos

e Caracterizar un modelo hepatico de inflamacion utilizando células de
hepatoma humano HepG2 en cultivo.

e Evaluar la presencia de VLDLR en el modelo experimental utilizando
distintos ligandos de este receptor. Caracterizar y cuantificar.

e Relacionar la expresion celular de VLDLR y acumulacion de Apo Al en el
medio en respuesta a estimulos inflamatorios.

e Relacionar la expresion celular de VLDLR y acumulacion de Apo Al en el
medio en respuesta a moléculas antiinflamatorias.

e Relacionar la expresion celular de VLDLR y acumulacion de Apo Al en el
medio en respuesta a hipolipemiantes.

e Comparar el modelo hepatocitario con un modelo de células monociticas
humanas y con células linfocitarias de raton. Evaluar el efecto de los
estresores inflamatorios sobre la expresion del VLDLR en estas células y

su relacion con las vias de sefalizacion especifica.

40




3. Resultados

3.1 Caracterizacion del modelo propuesto

Las lineas celulares provenientes de hepatocarcinomas humanos han
sido ampliamente usadas como modelos in vitro ya que los hepatocitos,
provenientes de higado de ratas y ratones o de donantes humanos, pierden
rapidamente las caracteristicas de células diferenciadas en la mayoria de las
condiciones de cultivo ensayadas hasta ahora (115). La linea celular HepG2
(hepatoma humano) es la mas utilizada para este fin, ya que ademas de exhibir
fenotipo de célula diferenciada, conserva la mayoria de las rutas metabdlicas
del hepatocito normal sobre todo en relacion a los lipidos: sintetiza las enzimas
del metabolismo y el transporte del colesterol (116,117) secreta
apolipoproteinas (118), y expresa varios receptores de lipoproteinas (20,119-
121).

3.1.1 Caracterizacion de la acumulacion de Apo Al en el medio

condicionado

Se probo la regulacion de la produccion de Apo Al por moléculas que
modifican el metabolismo lipidico. Se cuantifico la Apo Al secretada por estas
células cultivadas en presencia de las distintas moléculas por 24 horas
empleando la técnica de enzimo-inmuno ensayo directo (ELISA) utilizando

anticuerpos policlonales producidos en nuestro laboratorio,.

3.1.1.1 Regulacién de la produccién de Apo Al por acidos grasos Q-3

Se prob¢ el efecto de acidos omega 3 (Q-3) y de acidos Q-3 peroxidado
por exposicidn a radiacion ultravioleta. Se conoce que estos acidos grasos
pierden la capacidad hipolipemiante/antiinflamatoria cuando son sometidos a

ese tratamiento. Se determind el grado de insaturacién de DHA + EPA antes y
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después de la exposicion a UV midiendo los enlaces de dienos y trienos
conjugados utilizando una técnica adaptada como parte de esta Tesis (122). Se
observé un aumento en la acumulacion de Apo Al en el medio dependiente de
la dosis, que se satura con un efecto maximo a una concentracion 0,25 mM de
acido docosahexaenoico. Una observacion original e importante es que DHA +
EPA oxidados no producen este efecto por lo tanto no es atribuible a un mayor
contenido calorico o debido a un aumento en el contenido de acidos grasos en
el cultivo, sino que es dependiente de la insaturacién de los mismos.

Para corroborar que DHA y EPA producen el aumento de Apo Al cuando
se producen endégenamente se suministré a los cultivos Acido linoleico (LN),
un precursor metabdlico de DHA y EPA (Figura 6) y se comparé con el afiadido
de otro lipido siempre para igualar el suministro caldrico. El acido linoléico
produce un aumento de mas del doble en la concentracion de Apo Al pero no
en la de proteinas totales del medio. Este aumento se produce a 8 horas y se
mantiene por lo menos hasta las 24 horas de cultivo que fue el periodo mas
prolongado que se ensayo.

En HepG2 se sabe que los acidos grasos también regulan positivamente
la enzima CTP (colina fosfato citidiltransferasa), la cual es una enzima
regulatoria importante en la biosintesis de la fosfatidilcolina y que cambios en la
concentracion de fosfolipidos producen efectos significativos sobre la respuesta
bioldgica, el estado metabdlico y proliferativo de las células HepG2 (123), pero

no se conocian sus efectos sobre la sintesis de Apo Al.
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Figura 8: Concentracién de Apo Al en el medio condicionado en respuesta al agregado de
distintas dosis de DHA/EPA y DHA/EPA peroxidado.n=4. C= control sin el agregado de
DHA/EPA. Control de carga= Albumina medida mediante colorante Rojo Ponceau.

Se procedi6 a estudiar el efecto de la fosfatidilcolina (PC) exdgena en la
produccion de Apo Al y de proteinas totales. La adicién de 2 mM de PC produjo
un aumento en la acumulacién de Apo Al en el medio mayor que la adicién de
2 mM LN pero a diferencia de este continud creciendo hasta las 24 horas.
Ademas, se observd un aumento en la produccion de proteinas totales,
sugiriendo que PC y LN actuan a través de rutas metabdlicas distintas sobre la
produccion de Apo Al y de proteinas totales. Para probar esta posibilidad, se
realizé un experimento suministrando simultaneamente PC y LN a las células.
Se observo que la produccién de Apo Al a las 8 horas de cultivo fue igual a la

suma de lo observado para LN y PC por separado.
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Figura 9: Acumulacion en de Apo Al (barras naranjas) y proteinas totales (barras verdes) en el
sobrenadante de células HepG2 co-cultivadas en presencia de LN (2 mM) y PC (2 mM) a
distintos tiempos. a=p<0.01, b=p<0.1, n=3. Abajo: Western Blot de los sobrenadantes.C=
Control. Control de carga= Albumina medida mediante colorante Rojo Ponceau.

Un posible mecanismo para la accion de la PC adicionada externamente
requeriria de la presencia de las proteinas transportadoras de PC que son las
encargadas de realizar el transporte de fosfolipidos cuando no estan asociados
a lipoproteinas. Se ensayé la expresidn intracelular de la proteina
transportadora de PC StarD7 utilizando la técnica de Western Blot y un
anticuerpo anti-StarD7. Se observdé que en condiciones controles sin el
agregado de PC esta proteina se expresa en estas células y que el nivel de
expresion disminuye a las 24 horas (Figura 10) sugiriendo que esta proteina
transportadora de fosfolipidos se expresa principalmente en células en fase
exponencial (124). La PC aumenta significativamente el nivel de expresion a 8
horas y la disminucién de la expresidn a 24 horas, indicando que PC acelera el
metabolismo en esta linea. El aumento sostenido en la acumulacion de Apo Al
no se relaciond con el transporte intracelular de la PC sugiriendo que el
aumento de la produccién de Apo Al por la PC no es mediado por el transporte
de PC a través de StarD7. Probablemente el aumento de la acumulacion de
Apo Al se deba a que PC es necesaria para la secrecion de HDL nacientes por

los hepatocitos.
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Figura 10 : Produccion de Apo Al (ug/ml de medio condicionado) y expresion de STAR D7 en
células HepG2 (ug/mg de proteina citosdlica) a= p<0,01, b=p<0,1 con respecto al control de 8
horas, b=p<0,1. c=p<0,01, d=p<0,1 con respecto al control de 24 horas. n=4.

3.1.1.2 Regulacion de la produccién de Apo Al por agentes inflamatorios

La VLDL vy las lipoproteinas ricas en triglicéridos (densidad <1,009) son
caracteristicas en las hiperlipemias patolégicas (hiperlipemia tipo Il y la
postprandial en sujetos con deficiencia de hormona de crecimiento). Estas
particulas son removidas de la circulacion por los hepatocitos, después de
concentrarse en el espacio de Disse, por un mecanismo dependiente de Apo E
(125). En el periodo postprandial las TGRL son predominantes, se ha sugerido
que ellas son la causa de la hiperlipemia post prandial que iniciaria una
respuesta inflamatoria (126,127).
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Figura 11: Acumulacién en unidades arbitrarias de Apo Al (panel A) y Apo B (panel B) en el
sobrenadante de células HepG2 co-cultivadas en presencia de VLDL durante 24 y 48 horas.

*=p<0,1, n=3.

Se incubaron células HepG2 con VLDL humana de dadores
normolipémicos en concentracion 2 ug/ml de proteina. En figura 11 se observa
que no hay modificaciones en los niveles de Apo Al con respecto al control sin
VLDL a ninguno de los 2 tiempos ensayados, sin embargo se observa un
aumento en la secrecion de Apo B que coincide con los datos de la literatura
(128).

Como se explicé en la introduccion LPS es utilizado para simular sepsis
bacteriana en animales in vivo y como modelo de inflamacién in vitro. Cuando
se cultivaron células hepatocitarias con LPS se observo que la cantidad de Apo
Al en el medio disminuyo a valores indetectables con la técnica utilizada (Tabla
6). Este experimento demuestra que la disminuciéon de Apo Al; observado por
otros autores en modelos in vivo ya que Apo Al es una proteina de fase aguda
negativa, es un efecto directo del LPS sobre el hepatocito y no mediado por
sefales de otras células (por ejemplo el macrofago) y constituye la primera
evidencia reportada en tal sentido. Este efecto es ademas especifico ya que no
se producen cambios morfoldgicos en las células ni en la cantidad total de
proteina liberada, aunque con LPS de P. Aureuginosa hay una pequefia
disminucion (16% significativa p< 0,02) en la proteina acumulada en el medio

condicionado.

3.1.1.3 Regulacién de la produccion de Apo Al por farmacos
hipolipemiantes

Se probaron dos farmacos que son hipolipemiantes pero que actuan por
rutas metabdlicas distintas: atorvastatina que inhibe la enzima clave de la
sintesis de colesterol, y gemfibrozil, un fibrato activador de los receptores
PPAR-a. Gemfibrozil aumentdé mas de cinco veces la acumulacion de Apo Al
en el medio (P< 0,01, n=3) como ha sido ya descripto por otros grupos

(129,130). En la Tabla 6 se puede apreciar que el co-cultivo de células HepG2
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con atorvastatina produjo una disminucion significativa en los niveles de Apo

Al, en linea con lo reportado por otros autores en modelos animales (62,63).

Tabla 6: Cuantificacion de Apo Al y proteinas totales en el sobrenadante de células
HepG2 co-cultivadas con distintos efectores.

Efectores Apo Al Proteina Total
Control 0,025 + 0,002 1,46 £ 0,11
Fosfatidilcolina 0,155 £ 0,023* 2,35+0,21*
Acido linoléico 0,055 + 0,004~ 1,30 £ 0,05
DHA (12%) + EPA (2%) 0,120 + 0,010* 1.85+0,11*
Gemfibrozil 0,127 + 0,013* 1,64 £ 0,10*
Atorvastatina 0,016 + 0,003 1,55 £ 0,08
LPS de E. coli nd 1,36 + 0,10
LPS de P. Aeruginosa nd 1,23 £ 0,09**
VLDL 0,027 + 0,002 1,46 £ 0,15

En mg/100ul de medio de cultivo. nd= no detectable. Promedios de 3
experimentos. * = valores significativamente distintos de valores control
(p<0,01). **= valores significativamente distintos de valores control

(p<0,02)

3.1.1.4 Marcacion metabdlica de Apo Al

Para estudiar si la acumulacion de Apo Al en el medio de cultivo estaba

relacionada con la actividad biosintética de estas células se realizd un

experimento de marcacién isotdpica utilizando un aminoacido radioactivo como

precursor metabdlico. Se probaron cuatro condiciones: control, un efector que

producia aumento de Apo Al (gemfibrozil), otro que producia disminucién de

Apo Al (LPS) y uno que no producia ninguna variacion (VLDL).
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Figura 12 : Incorporacion de obtenida de [*>S]metionina en Apo Al acumulada en el medio de
cultivo. Control de carga= Albumina. 32,5 y 25= pesos moleculares. C= Control.

Como se observa en la Figura 12 , la incorporacién de [*°S]metionina en
la Apo Al fue mayor en los cultivos tratados con gemfibrozil (aproximadamente
2,1 veces la del control, mientras que la incorporacion en cultivos tratados con
LPS disminuyo significativamente (0.3 veces la incorporacion control, p<0.01,
n=2) indicando que la biosintesis de Apo Al es afectada por estos tratamientos.
No se evidenciaron cambios significativos en la incorporacién del aa radiactivo
en Apo Al en el medio condicionado de células co-cultivadas con VLDL. Estos
efectores no alteraron significativamente la incorporacion de [**S]metionina en
la proteina celular total. Indicando que gemfibrozil aumenta la velocidad de
biosintesis de Apo Al especificamente mientras que LPS disminuye la

velocidad de biosintesis.

3.1.1.5 Conclusiones

Se probaron diversos efectores de naturaleza lipidica y se observo que
algunos de ellos aumentaron la produccién de proteinas totales y todos
aumentaron la produccion de Apo Al. El efecto de DHA/EPA y de su precursor
metabdlico LN muy probablemente ocurra por activacion de los PPAR-a (131)
mientras que la PC produce un efecto metabdlico mas generalizado
probablemente relacionado con la activacion metabdlica y de progresion en el
ciclo celular que produce este lipido en HepG2 (132, 133).

Todos estos resultados tomados en conjunto indican que la principal ruta de
regulacion de Apo Al es a través de los PPAR-a, ya que DHA, LN y Gemfibrozil
son ligandos de estos receptores. También indican que hay una fuerte relacion
con moléculas que tienen probada accién antiinflamatoria (56, 134) mas que
con moléculas que actuan regulando el nivel de lipidos (VLDL y atorvastatina)
insinuando que al menos algunas pero no todas las rutas del metabolismo
lipidico estan fuertemente relacionadas con la inflamacién. Los experimentos
de incorporacion de aa radiactivo en la Apo Al mostraron que la biosintesis de

Apo Al es afectada por algunos de estos tratamientos (gemfibrozil y LPS).
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3.1.2 Caracterizacion morfolégica de células hepatocitarias en cultivo

La morfologia de las células cultivadas se analizé por microscopia y por
citometria de flujo. Con estas técnicas se determind que estas células son muy
heterogéneas en cuanto al tamafo, la morfologia (presencia concomitante de
células redondeadas y fusiformes) y la complejidad celular (lisas y con
filopodias) (Figura 13). Ademas se puede observar que estas células son
bastantes diferenciadas, como ha sido descripto por otros autores (135, 136),
pudiéndose observar la formacion de estructuras similares a canaliculos
biliares (Figura 14) lo que confirmaria que se encuentran polarizadas. Cabe
notar que fue frecuente encontrar imagenes de células en divisién en donde
hay células multinucleadas o células que estan en la fase final de la mitosis

(separandose) incluso en los cultivos con alto grado de confluencia.

Figura 13: Microscopia confocal de células Hepg2 mostrando células de diversos tamafos
(grandes, delineado naranja, pequefas, delineado verde) y diversas morfologias (fusiformes y
trapezoidales).
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Figura 14 :Microscopia confocal de células Hepg2 estructuras similares a canaliculos biliares
entre 2 0 mas células.

Utilizando ensayos de citometria de flujo se corroboré la heterogeneidad
morfolégica de estas células (Figura 15). En un grafico donde los ejes
representan el tamafo celular (eje X) y la complejidad celular (eje Y) se

distinguen 2 poblaciones difusas (Figura 15).

Figura 15 : Citometria de flujo
de células HepG2 cultivadas
al 70-80% de confluencia. A.
En el gréfico (tamafio vs.
complejidad celular) se
evidencian 2 poblaciones
celulares diferenciables por
tamafio celular

Complejidad celular

0 4083

Tamano celular
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Otro parametro que diferencia a las células es la autofluorescencia que
esta relacionada con los cambios metabdlicos producidos por un estresor. En la
Figura 16 se muestra como cambian las poblaciones definidas por 3
parametros (tamafio, complejidad y autofluorescencia) en funcién de cambios
producidos en el medioambiente celular, en este caso ausencia de suero fetal
bovino a distintos tiempos de cultivo. La poblacion en color verde corresponde
a las células apoptoticas (tamafo promedio y complejidad celular promedio
menor al de una célula Hepg2 quiescente), la poblacién azul corresponde a
células quiescentes y la poblacién en color negro a células que han progresado
en el ciclo celular, cuyo tamafo es en promedio el doble que el promedio de
tamafo de las células quiescentes. Es interesante notar como a medida que
aumenta el tiempo de incubacién, la poblacién que ha progresado en el ciclo

celular va disminuyendo mientras aumenta la poblacién apoptoética.

Autofluorescencia

-gFB 48 hs

Figura 16: Gréaficos de 3 ejes mostrando la distribucion segun tamafio, complejidad y
autofluorescencia de las subpoblaciones de células HepG2 en presencia o ausencia de SFB.
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Para tratar de determinar los parametros de tamafo y complejidad que
caracterizan a estas células a lo largo de la progresion del ciclo celular, se
realizaron experimentos con un colorante (ioduro de propidio) que fluoresce
cuando se incorpora a la doble cadena de ADN. Luego estos resultados fueron
analizados con el software libre Cylchred, el cual es utilizado para la
identificacion y correccion de los picos correspondientes a los distintos estadios
del ciclo celular. La técnica del ioduro de propidio demostré que estas
poblaciones se encuentran en distintas fases del ciclo celular (Figura 17). La
poblacién de tamafio menor esta compuesta mayoritariamente por células en la
fase GO (aproximadamente 80% de células quiescentes), mientras que en la de
mayor tamafno se encuentran principalmente en fase G2/M (aproximadamente

95% de células mitoticas).

Debris + SFB
—— - SFB 24 hs
o G0/G1 a— - SFB 48 hs
f_A_\ e - SFB 48 hs + 24 hs con SFB

Apoptosis

Eventos

0 4095
IP

Figura 17 : Histograma de células HepG2 marcadas con IP, mostrando la distribucion de las
células de acuerdo con las fases del ciclo celular luego de ser incubadas con y sin SFB.
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Figura 18 : Grafico de barras con los porcentajes de células HepG2 en cada estadio del ciclo
celular luego del co-cultivo con y sin SFB.

3.1.3 Caracterizacion de las variaciones morfolégicas y en el ciclo celular

de células HepG2 por los distintos tratamientos.

A continuacion se describen los cambios morfolégicos y en el ciclo
celular producidos por el co-cultivo en distintas condiciones. Se muestra solo
los experimentos mas relevantes para demostrar nuestra hipétesis de trabajo y
en los cuales se observaron cambios significativos en algunos de estos

parametros y que no han sido descriptos en la literatura.

3.1.3.1 Monosialo gangliésido (GM1)

Datos bibliograficos sefialan que el co-cultivo de células con
glicoesfingolipidos favorece la polarizacion (137). Las células polarizadas se
encuentran en la fase G0/G1, con este razonamiento y con la intenciéon de
tener cultivos con una poblacidn mas homogénea se realizaron experimentos
de células HepG2 co-cultivadas con gangliosido GM1. En la Figura 19 se
puede observar que GM1 indujo la sincronizacion del ciclo celular (ausencia de

poblacién en GO) pero no logro retener a las células en la fase GO.
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Figura 19: Histograma de células HepG2 marcadas con IP, mostrando la distribucién de las
células de acuerdo con las fases del ciclo celular. EI marcador M1 incluye a las células
apoptéticas, el marcador M2 incluye las células en fase GO/G1 y el M3 las células en fase
G2/M+S. El eje Y indica el numero de eventos y el eje X la fluorescencia correspondiente a la
union de IP al ADN. Curva roja: Cultivo control (10% SFB), curva negra: células co-cultivadas
con GM1 durante 15 horas, curva azul: células co-cultivadas con GM1 durante 20 horas, curva
verde: células co-cultivadas con GM1 durante 24 horas.

3.1.3.2 Suero fetal bovino

En otro intento de aumentar la proporcion de células HepG2 en fase GO
se utilizo la adicién de una unica dosis de 50% de SFB, el cual es utilizado en
otras lineas celulares para lograr este propésito. Como se observa en la Figura
20, la concentracién de SFB en el medio de cultivo no afecta el ciclo celular de

las HepG2 ni a 5 0 24 horas de cultivo.

54




G0/G1 e 5 HS CON SFB 10%
— = 24 HS CON SFB 10%
| 5 HS CON SFB 50%
s 24 HS CON SFB 50%

45

Eventos

4095

P

Figura 20:Histograma de células HepG2 marcadas con IP, mostrando la distribucién de las
células de acuerdo con las fases del ciclo celular luego de ser cultivadas con 10 o0 50% de SFB
durante 5 0 24 horas.

3.1.3.3 Hipolipemiantes sintéticos

Uno de los farmacos hipolipemiantes probados por nosotros, gemfibrozil,
debido a que su ruta de accion es conocida (actua como ligando de los PPAR-
a) produjo cambios significativos tanto en la morfologia como en la progresion
en el ciclo celular que aumentaron con la dosis. Atorvastatina, otro farmaco
hipolipemiante que actua inhibiendo la enzima HMG-CoA (enzima clave en la
sintesis del colesterol), produjo también cambios notorios con las 2 dosis
probadas (2.5 y 5 uM) (Figura 21). Como resultado interesante, el cambio con
respecto al control fue principalmente un aumento en la complejidad celular, lo
cual es facilmente evidenciable mediante microscopia (Figura 22). Estos datos
son los primeros en la literatura sobre células HepG2 que muestran cambios

morfoloégicos producidos por farmacos hipolipemiantes.
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Figura 21: Graficos de densidad de poblaciones de células HepG2 obtenidas mediante
citometria de flujo co-cultivadas con Gemfibrozil 100, 200 y 200 uM y Atorvastatina 2.5y 5 uM.
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control gemfibrozil atorvastatina

Figura 22: microscopia de fluorescencia de células HepG2 co-cultivadas con gemfibrozil y
atorvastatina. La membrana de las células fue tefiida de forma directa adicionando Dil en el
medio de cultivo.

3.1.4 Determinacion de dominios de membrana denominados ‘“balsas

lipidicas”

Una caracteristica importante en la funcionalidad de los receptores de
membrana, sobre todo en aquellos que pertenecen a la familia del LDLR es su
ubicacién en dominios de membrana. Uno de los dominios de membrana
importantes son los denominados “balsas lipidicas” (RAFTS en ingles). Estos
sirven de plataforma integradora de sefales al reunir distintos receptores y
enzimas en un medioambiente que permanece relativamente estable con una
velocidad de difusion lateral muy inferior a la de un fosfolipido de membrana
(138). La toxina colérica (TOC) es un marcador de estos dominios, debido a
que se une a uno de los componentes distintivos de los mismos (139). La
primera observacion que se realizé es que solo algunas células HepG2 eran
tefiidas con TC-FITC, y que la tincion se halla concentrada en algunas zonas
de la membrana plasmatica que no corresponde a las microvellosidades y
parece concentrarse en estructuras compatibles con canaliculos biliares (figura
14). Estos datos estan de acuerdo con el hecho de que GM1 se expresa
preponderantemente en células quiescentes (140,141). Como se observa en la
Figura 23, una subpoblaciéon minoritaria de células HepG2 son tefiidas con TC-
FITC, indicando la presencia de balsas lipidicas en su superficie. Esta imagen

es la primera en mostrar la presencia de microdominios de membrana en
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HepG2 aunque recientemente se han descripto dominios similares a estos en

hepatocitos primarios murinos (140, 141)

Figura 23: Microscopia confocal de células HepG2 tefiidas con TC-FITC. Se muestra un campo
con mayor proporcion de células positivas que el promedio.

3.1.5 Conclusiones

Se demostré que en cultivos de células HepG2 existen subpoblaciones
celulares diferenciables ya que poseen caracteristicas distintivas de tamano,
complejidad celular y autofluorescencia, ademas de la expresion de dominios
de membrana denominados “balsas lipidicas” y que estas subpoblaciones
responden a distintas alteraciones en el metabolismo lipidico producidas por
cambios en el medioambiente del cultivo. Las alteraciones morfologicas y en el
ciclo celular que acompanan a esta respuesta fueron documentadas

eficientemente mediante las técnicas aqui empleadas (microscopia de
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fluorescencia, citometria de flujo, ELISA). También se demostré que son un
modelo de hepatocito humano que se comporta en forma similar a lo descripto

para el higado humano en condiciones de hiperlipemia o de inflamacion.

3.2 Caracterizacién y cuantificacion de la expresién del VLDLR

La presencia del VLDLR en células hepatocitarias ha sido establecida
mediante distintos métodos: determinacién de mARN de VLDLR, DNA chip,
Western Blot (19, 23, 29); pero hasta la fecha no se ha reportado la deteccién
de la proteina de este receptor en la superficie celular. En la presente Tesis se
evalué la expresion de VLDLR en cultivos de HepG2, THP1 y linfocitos
murinos.

Se contd con dos herramientas fundamentales que permitieron la
deteccion de este receptor:

a) VLDL marcada fluorescentemente con una técnica que no alteré6 sus
propiedades nativas (estado de oxidacién, asociaciones macromoleculares
de las distintas apolipoproteinas; ver Materiales y Métodos pag. 83).
b) Un anticuerpo especifico contra la proteina VLDLR que pudo ser reconocido
por reaccidon de un anticuerpo secundario marcado convenientemente.
Estas herramientas, sobre todo la primera, es indispensable a la hora de
caracterizar VLDLR ya que la mayoria de las técnicas de marcacion producen
alteraciones en la composicién de las lipoproteinas que las transforman en
ligandos preferenciales de receptores no especificos, sobre todo de los
barredores (SRA, SRBI y LRP). La VLDL no modificada marcada
fluorescentemente permite distinguir al receptor funcional ya que es necesario
que el sitio de unién este intacto para que VLDLR reconozca a VLDL con
preferencia respecto de todos los otros ligandos. El anticuerpo permite
asegurar que se detecta la proteina independientemente de si esta
funcionalmente disponible para unir VLDL. Ademas los cambios en la afinidad
que pudieran alterar la union de VLDL no afectan la unién del anticuerpo. El
tener los sondas (anticuerpo o VLDL) marcadas fluorescentemente posibilitan
la localizacion de la unidn a nivel celular (citometria de flujo) y subcelular

(microscopia confocal), lo que no es posible lograr con las sondas radiactivas.
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3.2.1 Unién de VLDL marcada fluorescentemente

En hepatocitos, VLDL se une a distintos receptores de membrana pero
solamente lo hace con alta afinidad a su receptor especifico (VLDLR), a través

de las distintas isoformas de apolipoproteina E (43).

VLDL-ALEXA + 20x VLDL no marcada
‘—VLDL-ALEXA + 10x VLDL no marcada

VLDL-ALEXA + 5x VLDL no marcada
h:q

VLDL-ALEXA
Fluorescencia

Figura 24: Histograma de fluorescencia de células HepG2 incubadas in vitro con VLDL-Alexa o
VLDL-Alexa mas VLDL sin marca. Nétese como al incrementarse la concentracién de VLDL sin
marca la intensidad de fluorescencia se desplaza hacia la curva control negativo sin
fluorescencia (curva roja).
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En la Figura 24 se muestra el histograma de distribucién de intensidad
de fluorescencia (VLDL unida) en funcion del numero de células. Se observé
que el agregado de VLDL no marcada en cantidades crecientes produjo un
desplazamiento de la curva hacia valores de menor intensidad de
fluorescencia. Esto indica que la union es desplazable por VLDL (Figura 25).
Cuando se calcula la concentracion de VLDL no marcada que produjo un 50 %
de desplazamiento, una vez descontada el inespecifico se pudo determinar que

el Kdso: que es una medida aproximada de la afinidad, fue de 0.17 nM.
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Figura 25: Experimentos de inhibicion de la union de VLDL-Alexa con VLDL sin marcar.

También se ensayo la union de Proteina asociada al receptor (RAP), la
cual fue producida de forma recombinante y purificada en nuestro laboratorio.
Esta proteina chaperona se une con alta afinidad a distintos miembros de la
familia de receptores de lipoproteinas (VLDLR y LRP, en nuestro caso). La
unién de VLDL-Alexa a este receptor de superficie fue desplazada también por
RAP (Figura 26), indicando no solo que el mismo esta en la membrana celular
sino que ademas es funcional para unir los ligandos endégenos naturales.
Como era esperable la cantidad de VLDL marcada unida en presencia de RAP
fue menor que en presencia de anticuerpo anti-VLDLR. También se observo
inhibicion de la union de VLDL-Alexa luego de incubar las células con heparina,
la cual desplaza la unidn inespecifica de LPL y VLDL a heparan sulfato
proteoglicano. Como control positivo, se realizaron experimentos de citometria
de flujo y de microscopia confocal utilizando un anticuerpo anti-LRP (Figura
27), otro receptor de la familia del receptor de LDL que une RAP y que se

expresa en células HepG2.
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Figura 26: Microscopia de fluorescencia y citometria de flujo de células HepG2 tefiidas con
VLDL-Alexa. 1) Control. Il) +RAP. Ill) + heparina. V) Curva negra llena: células control; curva
negra abierta: células incubadas VLDL-Alexa; curva verde: células incubadas con VLDL-Alexa
+ Ab anti-LRP. V) Curvas negras: idem panel IV; curva verde: células incubadas con VLDL-

Alexa + Ab anti-VLDLR

VLDLR LRP superposicion

Figura 27: Microscopia de fluorescencia de células HepG2 marcadas con anticuerpos anti-
VLDLR y anti-LRP.
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3.2.2 Caracterizacion de la regulacion de la expresion de VLDLR por
moléculas involucradas en el metabolismo lipidico y la respuesta

inflamatoria

Debido a que la utilizacion y metabolismo de los acidos grasos cambia
con el ciclo celular y afecta la expresion de receptores de lipoproteina (132,
133,142), decidimos analizar la expresion de VLDLR en las células segun el
estadio del ciclo celular. Los experimentos de inhibicion de la unién de VLDL-
Alexa por anticuerpo anti-VLDLR demostraron la existencia de al menos tres
poblaciones diferenciables segun su nivel de expresion de VLDLR (VLDLR+ 6
VLDLR-) y su progreso en el ciclo celular: a) una poblaciéon de células
pequenas, dentro de la cual aproximadamente un 85% de las células se
encontraba en fase G0/G1 del ciclo celular, en las cuales existe una mayor
proporcion de células VLDLR+; b) una pequefia subpoblacion (~10%) de
células en fase G2/M que son también VLDLR+ y c) una subpoblacion

heterogénea y mayoritaria que no expresa VLDLR (VLDLR-, Figura 28)

4035
4095

Complejidad celular
Complejidad celular

0 4035 a 4095

Tamafio celular Tamafio celular
Figura 28: Gréafico de complejidad celular vs. Tamaro celular mostrando células

VLDLR- en el gréfico de la izquierda y las 2 poblaciones VLDLR+ a la derecha (células en GO,
color naranja, células en G2/M, color verde)
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Figura 29 : Efecto de lipidos exdgenos sobre las poblaciones que expresan VLDLR. *P < 0,01;

n=4.
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Figura 30: Efecto de agentes hipolipemiantes sobre las poblaciones que expresan VLDLR. *P
<0,01; n=3.
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Luego de haber comprobado que la adicidon de lipidos exdgenos
aumenta la acumulacion de Apo Al en células HepG2, se procedio a determinar
si estos lipidos ejercian algun efecto sobre la regulacion del VLDLR. Para ello
se co-cultivo con 2 mM de DHA/EPA, LN y PC durante 24 horas y se examiné
la expresion de VLDLR mediante citometria de flujo. Se determind que las
subpoblacion de células VLDLR+ no se modifican significativamente por co-
cultivo con PC pero que disminuye significativamente (alrededor de un 40%) en
presencia de LN y de DHA/EPA (Figura 29). Por el contrario, atorvastatina y
gemfibrozil, farmacos hipolipemiantes, aumentan las subpoblaciones celulares
VLDLR+ (Figura 30) aunque el aumento fue mas evidente en la poblacion GO.

También se ensayaron moléculas proinflamatorias como el LPS de
distintos microorganismos. Mediante experimentos de marcacién directa con
anticuerpo anti-VLDLR acoplado a un anticuerpo secundario marcado
fluorescentemente se observo que estas moléculas proinflamatorias regulan
negativamente la expresion de receptor de VLDL en la poblacion total de
células HepG2, con una disminucion mas notable (alrededor del 40%) en el
caso del LPS proveniente de E. coli. El co-cultivo con VLDL humana también
produjo una importante disminucion en las poblaciones VLDLR+ (Figura 30)

tanto a 24 como a 48 horas (Figura 31).
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Figura 30 : Efecto de distintos LPS y de VLDL co-cultivados 24 horas sobre las poblaciones
que expresan VLDLR. *=P < 0,01, **=P<0.020. LPS ECO= LPS proveniente de E. coli. LPS
PSE= LPS proveniente de P. Aeruginosa.
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Figura 31: Proporcion de células VLDLR+ a distintos tiempos de cultivo con VLDL.n=3.

3.2.2.1 No co-localizacion de VLDLR y balsas lipidicas en la superficie

celular de los hepatocitos

Dado que solo una subpoblacion minoritaria de las células HepG2
expresaron VLDLR en su superficie y que ademas solo una subpoblacion de
esta linea celular es positiva para balsas lipidicas, se evalué si ésta se
correspondia con la poblacién VLDLR+.

Los estudios de doble marcado y microscopia confocal mostraron que la
subpoblaciéon positiva para balsas lipidicas no desarrollé tincion de VLDLR+
(Figura 32). Esta situacion no cambid cuando las células fueron co-cultivadas
con gemfibrozil, LPS o VLDL mientras que, llamativamente, en las células
positivas para ambas tinciones no se observd colocalizacidn significativa.
También se pudo observar que hubo aumento de tincién para VLDLR en las

células tratadas con gemfibrozil.

66




Figura 32: Microscopias confocales de células HepG2 marcadas con TC-FITC (verde) y
anticuerpo anti-VLDLR (rojo. A: control; B: + gemfibrozil; C:+LPS; D:+ VLDL.

3.2.3 Regulacion del VLDLR en monocitos por gemfibrozil, LPS y VLDL.

Se procedié a investigar si estos estresores inflamatorios, los cuales
regulan la expresion de VLDLR en células hepatocitarias, también producian
efectos sobre el VLDLR en otras células involucradas en el proceso
inflamatorio. Para ello se utilizé la linea celular monocitica humana THP-1,
ampliamente utilizada como modelo de células mononucleares y que ademas
expresa en su superficie el receptor de VLDL. En linea con lo observado para
HepG2, el co-cultivo de estas células con gemfibrozil produjo un aumento de
mas del 100% en la poblacion VLDLR+ mientras que el co-cultivo con dosis

consideradas hiperlipemiantes de VLDL produjo una disminucion muy
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significativa (de mas del 90%) de la poblacién VLDLR+ (Figura 33). Como
puede observarse en la Figura 34, dosis altas de gemfibrozil también
produjeron en esta linea celular cambios importantes en la morfologia y
distribucion de las subpoblaciones de THP-1, observandose aumento de la
complejidad celular en una subpoblacion celular (flecha verde) y disminucién de
la cantidad de células en la otra (flecha roja). En esta linea celular derivada de
células clave en la regulacion humoral de la inflamacién, el co-cultivo con LPS
de distinta fuente produjo una fuerte disminucion de la subpoblacion VLDLR+,
siendo mas importante en las células enfrentadas a LPS de P. Aeruginosa
(Figura 33).
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Figura 33: Efecto de las moléculas ensayadas en células THP-1 sobre las poblaciones que
expresan VLDLR. *=P < 0,1; n=3.

En experimentos realizados en colaboracion con el laboratorio de la Dra.
Adriana Gruppi, se puso a punto la técnica para la deteccidén semicuantitativa
de mARN de VLDLR en esta linea celular. En la Figura 35 se muestran las
bandas correspondientes a mMARN de VLDLR obtenidas a diferentes

temperaturas de hibridacion.
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Figura 34: Graficos de tamafo vs. complejidad celular de células THP-1 co-cultivadas durante
24 horas con: A) LPDS (control), B) VLDL (75 ug/ml de proteina), C) gemfibrozil 200 uM y D)
gemfibrozil 400 uM. No6tese como gemfibrozil en la concentracion mas alta produce aumento de
la complejidad celular en una subpoblacién celular (flecha verde) y disminucion de la cantidad
de células en la otra (flecha roja).

Figura 35: Tincion con bromuro de etidio de productos de RT-PCR obtenidos con cebadores
especificos para mARN de VLDLR aislado de células THP-1. Se muestran los carriles
correspondientes a distintas temperaturas de hibridacion (50, 52 y 54 °C).
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3.2.4 Regulacion del VLDLR en linfocitos por moléculas hipolipemiantes/

inflamatorias

Se procedid a investigar si los hipolipemiantes atorvastatina y gemfibrozil
producian cambios en la regulacién de VLDLR en otras células involucradas en
la inflamacién. Nuestro grupo ha mostrado que las células mononucleares de
bazo de ratén (CMB) estimuladas con un mitégeno inespecifico (Concanavalina
A) son un modelo de inflamacion in vitro (143). Los resultados indican que
estas drogas producen también un aumento muy importante (casi 2.5 veces) en
la expresion de VLDLR. Es interesante notar que el co-cultivo con los
hipolipemiantes y VLDL mostré efectos diferenciales con las dos drogas:
produjo la inhibicion del aumento producido por atorvastatina e intensifico el
aumento producido por gemfibrozil (un aumento de mas de 5 veces en la
poblacion VLDLR+).
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Figura 36: Efecto de las moléculas ensayadas en células mononucleares de bazo de ratén
cultivadas en presencia o ausencia de VLDL con atorvastatina (5 uM) y gemfibrozil (400 uM)
sobre las poblaciones que expresan VLDLR. *=P < 0,01; **=P<0.02, n=3.

3.2.5 Conclusiones

Los experimentos de inhibicion de la union de VLDL-Alexa con

anticuerpo anti-VLDLR y de marcacién directa mediante anticuerpo anti-VLDLR
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tefido con un anticuerpo secundario fluorescente, demostraron la existencia de
al menos tres poblaciones diferenciables por la expresion de VLDLR (VLDLR+
o VLDLR-) y su progreso en el ciclo celular: a) una poblacién de células
pequefnas, dentro de la cual aproximadamente un 85% de las células se
encontraba en fase G0/G1 del ciclo celular, en las cuales existe una mayor
proporcion de sitios de unién desplazable por anticuerpo anti-VLDLR y por
RAP, lo que indica que expresan el VLDLR en su superficie (células VLDLR+),
b) una pequefa subpoblacion (~10%) de células en fase G2/M que son
también VLDLR+ y c) una subpoblacion heterogénea y mayoritaria que no
expresa VLDLR (VLDLR-).

Los estudios de la regulacion de la expresion de VLDLR por los mismos
tratamientos que se emplearon para determinar la produccion de
apolipoproteina-Al mostraron que la subpoblacién de células VLDLR+ no se
modifica significativamente por co-cultivo con PC pero disminuyen
significativamente (alrededor de un 40%) en presencia de LN y de DHA/EPA.
Por el contrario, atorvastatina y gemfibrozil, aumentaron las subpoblaciones
celulares VLDLR+ tanto en fase GO como en fase G2/M.

Por otra parte, el co-cultivo con LPS de distintos microorganismos mostré que
estas moléculas proinflamatorias regulan negativamente la expresion de
receptor de VLDL, con una disminuciéon mas notable en el caso del LPS de E.
coli. El co-cultivo con VLDL produjo una disminucion en las poblaciones
VLDLR+ tanto a 24 como a 48 horas.

El ensayo de estos efectores en células THP-1 (linea celular monocitica
humana) produjo resultados comparables con los encontrados en HepG2: un
aumento de mas del 100% en la subpoblacion VLDLR+ cuando fueron
incubadas con gemfibrozil, y una disminucion significativa de esta subpoblacién
al enfrentarla a LPS y VLDL.

Experimentos realizados con linfocitos de ratén co-cultivados con
gemfibrozil y atorvastatina mostraron que estas drogas producen un aumento
muy importante (casi 2.5 veces) en la expresion de VLDLR en estas células.
Mas interesante aun, el co-cultivo con gemfibrozil en presencia de VLDL

produjo un aumento de mas de 5 veces en la poblacion linfocitaria VLDLR+.
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4. Conclusiones generales

Las células HepG2 han probado ser un buen modelo de hepatocitos
humanos normales, ya que se encuentran en un estado de diferenciacién
avanzado y responden tanto a estimulos hipo o hiperlipemiantes como a
estresores inflamatorios. Esta probé ser una linea celular bastante heterogénea
en cuanto al tamafio, morfologia y complejidad celular, expresion de dominios y
receptores de membrana. Mediante técnicas de citometria de flujo se logré
caracterizar las distintas subpoblaciones segun el estadio en el ciclo celular y
asi poder analizar si los tratamientos probados modifican la proporcion de
células en los distintos estadios. Se determiné que aproximadamente el 60%
de las células se encontraban en fase G0/G1 cuando superaron el 80% de
confluencia. Este porcentaje no varié significativamente cuando el medio se
suplementé con SFB 50%, tampoco con 24 horas de privacion de SFB.

Con respecto a la acumulacion de Apo Al en el medio condicionado,
ésta pudo ser determinada mediante un anticuerpo producido en nuestro
laboratorio, el cual probd ser especifico para Apo Al pero que no reconoce Apo
All ni Apo Al modificada.

Utilizando técnicas de ELISA y Western Blot se observé un aumento con
respecto al control cuando se co-cultivd células HepG2 en presencia de
distintos lipidos (una mezcla lipidica de DHA/EPA, LN y PC). Se observé que la
acumulacion de Apo Al en el medio en respuesta a los acidos omega 3 fue
saturable y dependiente de la dosis, observandose un efecto maximo a una
concentracion 0,25 mM de &cido docosahexaenoico. Una observacion
importante es que luego de ser oxidados DHA + EPA no producen este efecto
por lo tanto no es atribuible a un mayor contenido calérico o debido a un
aumento en el contenido de acidos grasos en el cultivo, sino que es
dependiente del grado de insaturacién. LN y PC en concentracién 2 mM
produjeron ademas aumento en la acumulacién de proteinas totales. Este
aumento en la acumulacion de Apo Al y de proteinas totales se observo a las 8
horas de cultivo y se mantiene por lo menos por 24 horas. También se observo

un aumento importante de la Apo Al en sobrenadantes de células tratadas con
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gemfibrozil, igual a lo observado in vivo por otros autores (62), e in vitro (130,
144) indicando un efecto directo de este farmaco hipolipemiante sobre estas
células y no a través de mediadores liberados por otras células (por ejemplo
interleuquina 6). Otro farmaco muy utilizado para disminuir las concentraciones
de colesterol plasmatico, atorvastatina, produjo una ligera disminucion de la
acumulacion de Apo Al, concordando con otros trabajos en los cuales se
observo el mismo resultado (62, 63)

La coincubacion con LPS, el cual es un potente iniciador de la respuesta
inflamatoria, disminuyo a valores no detectables la acumulacion de Apo Al
luego de 24 horas de cultivo, confirmando la calidad de proteina de fase aguda
de la Apo Al y de los efectos directos del LPS sobre el hepatocito sin que
medien citoquinas proinflamatorias.

Cuando se incubo las células con dosis altas de VLDL humana, no se
observé cambios en los niveles de Apo Al en el medio, lo que constituye una
observacion novedosa. El aumento de acumulacion de Apo B en el medio de
cultivo, después de 24 o de 48 horas de co-cultivo, confirmé que la VLDL
estaba funcional ya que este efecto es conocido (128).

Para caracterizar la unién de VLDL a estas células se cont6 con una
herramienta adecuada y eficiente, VLDL marcada fluorescentemente en
condiciones suaves, lo que permite contar con particulas de VLDL que no han
sufrido modificaciones oxidativas. Con esta sonda se pudo observar mediante
microscopia de fluorescencia que las células HepG2 cultivadas en presencia de
LPDS unen VLDL con distinta intensidad, ya sea por la existencia de multiples
sitios de distinta afinidad en las células o por la existencia de poblaciones
celulares con proporciones diferentes de uno u otro sitio. El andlisis de los
datos obtenidos empleando citometria de flujo mostré que existen poblaciones
celulares diferenciables no solo por la densidad de VLDL unida sino que
ademas poseen caracteristicas propias de tamafio, de complejidad celular y de
expresion de dominios de membrana denominados “balsas lipidicas”

Uno de los hallazgos mas importantes se obtuvo al realizarse
experimentos de inhibicion de la unién de VLDL-Alexa con anticuerpo anti-
VLDLR vy con anticuerpo anti-VLDLR mas un anticuerpo secundario
fluorescente. En estos ensayos se pudieron definir al menos tres poblaciones,

entre las cuales se encontraba una poblacién de células pequenas, dentro de la
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cual aproximadamente un 85% de las células se encontraba en fase G0/G1 del
ciclo celular, en las cuales existe una mayor proporcion de sitios de unién
desplazable por anticuerpo anti-VLDLR y por RAP, lo que indica que expresan
el VLDLR en su superficie (células VLDLR+). También se encontré que una
pequefa fraccion (~ 10%) de las células en la fase G2/M son también VLDLR+.

Los estudios de doble marcado y microscopia confocal mostraron que,
aunque este receptor se expresé en una subpoblacion minoritaria de las células
HepG2 al igual que las “balsas lipidicas”, este receptor no colocalizé con las
mismas.

Se estudié ademas la regulacion de la expresion de VLDLR por los
mismos tratamientos que se emplearon para determinar la produccién de Apo
Al. Se determin6 que la subpoblacién de células VLDLR+ no se modifica
significativamente por co-cultivo con PC pero disminuyen significativamente
(alrededor de un 40%) en presencia de LN y de DHA/EPA. En cambio,
atorvastatina y gemfibrozil, farmacos hipolipemiantes pero que también poseen
efectos antiinflamatorios, aumentaron las subpoblaciones celulares VLDLR+ en
fase GO y en fase G2/M. Esta observacion junto con aquella que estos
farmacos produjeron alteraciones morfolégicas y en los estadios del ciclo
celular en forma dosis dependiente permiten inferir por primera vez el origen de
los efectos secundarios toxicos para este tipo celular.

Interesantemente, el co-cultivo con gemfibrozil de células THP-1 (linea
celular monocitica humana) produjo un aumento de mas del 100% en la
poblacion VLDLR+, indicando que el efecto de esta droga se produce via un
mecanismo presente en varios tipos de células y conservado entre distintas
especies de mamiferos, ya que experimentos comparables realizados con
linfocitos de ratén indican que esta droga también produce un aumento muy
importante (casi 2.5 veces) en la expresion de VLDLR en estas células. Mas
interesante aun, el cocultivo con gemfibrozil en presencia de VLDL produjo un
aumento de mas de 5 veces en la poblacién linfocitaria VLDLR+.

Por otra parte, el co-cultivo con LPS de distintos microorganismos
mostré que estas moléculas proinflamatorias regulan negativamente la
expresion de receptor de VLDL, con una con una disminucién mas notable en

el caso del LPS de E. coli. Interesantemente, experimentos similares con

74




células THP-1 mostraron que en esta linea celular el co-cultivo con LPS
también regula negativamente la expresion de VLDLR+.

El co-cultivo de ambas lineas celulares con VLDL produjo una
disminucioén en las poblaciones VLDLR+, en el caso de HepG2 tanto a 24 como
a 48 horas, el cual es mas evidente en las células THP-1. Esta retrorregulacién
negativa causada por un ligando especifico seria similar al que produce la LDL
sobre el LDLR en los hepatocitos humanos (103).

Estos datos indican que la produccion de apolipoproteina Al y VLDLR
son modificados negativa y positivamente por los distintos tratamientos.
Gemfibrozil, que en estas células actua como ligando de PPAR-a, produce
aumento en la expresiéon de VLDLR y en la produccion de Apo Al (145),
indicando que en hepatocitos humanos existe concomitancia en la regulacién
de estas dos moléculas. Por otra parte, DHA, también ligando de PPARs,
ejercid una regulacion positiva sobre Apo Al pero negativa sobre VLDLR
indicando que las rutas de accion son distintas a gemfibrozil, o cual coincide
con los efectos que DHA ejerce sobre PPARB y y.

Tomados en conjunto, estos datos confirman la hipoétesis que el VLDLR
en el higado es una molécula integradora de senales inflamatorias y de las
provenientes del metabolismo lipidico de la célula. En esta integracion
participan los diversos receptores nucleares (FXR; LXR y PPAR) regulando la
sintesis de apolipoproteinas, lipidos, lipoproteinas y sus receptores (en nuestro

caso en la regulacion de VLDLR y en la produccion de Apo Al).
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5. Discusion

El receptor de VLDL es el miembro menos estudiado de la familia del
receptor de LDL. Este se expresa en altas concentraciones en musculo
esquelético, corazon, tejido adiposo, cerebro y macréfagos aunque el mARN
para VLDLR solo se encuentra en cantidades minimas en el higado (29,146).
Trabajos recientes han demostrado que a pesar de estas bajas
concentraciones de mARN de VDLR, este receptor es un gen blanco del FXR
en células HepG2 (20) y que la cantidad de mARN aumenta significativamente
cuando se co-cultiva hepatocitos primarios humanos con agonistas de los
PPAR-a (19). La presente Tesis es el primer reporte en la literatura en
demostrar la presencia de proteina de VLDLR en la membrana de células
hepatocitarias, aunque en una pequefa subpoblacibn de las mismas
(aproximadamente un 30%)

Reportes recientes han propuesto muchas posibles funciones para
VLDLR en el metabolismo de las lipoproteinas (147), aterosclerosis (148),
obesidad y resistencia a la insulina (149), metabolismo cardiaco de los acidos
grasos (150) y migracion neuronal (35). A pesar de esto, se sabe muy poco
sobre la funcién del VLDLR en el higado, aunque la expresion de VLDLR en
higado en ratones deficientes en LDLR mostré una correccion a largo plazo de
la hipercolesterolemia (151).

Con respecto a la regulacion de este receptor por tratamientos con
farmacos u otras moléculas, existen pocos datos en la literatura. En modelos
experimentales murinos se ha observado disminucién del VLDLR en respuesta
a insulina. Esta regulacién negativa del receptor se ha observado en modelos
de hipotiroidismo (152,31) y en modelos de disfuncién renal (153,154). En
nuestros modelos celulares, el VLDLR fue regulado diferencialmente por
distintas moléculas. Por un lado, gemfibrozil, ligando exclusivo de PPAR-a ,
aumento la acumulacion y actividad biosintética de Apo Al y la cantidad de
células VLDLR+. Los experimentos con células THP-1 y linfocitos murinos
enfrentados a gemfibrozil produjo resultados comparables con los encontrados

en HepG2: un aumento de mas del 100% en la poblacion VLDLR+ en el caso
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de las THP-1 y un aumento muy importante (casi 2.5 veces) en los linfocitos
murinos, indicando que el efecto del gemfibrozil se produce via un mecanismo
presente en varios tipos celulares y en distintas especies de mamiferos.

En linea con lo observado para gemfibrozil, otro farmaco hipolipemiante,

atorvastatina aumentd muy significativamente las  subpoblaciones
hepatocitarias VLDLR+, aunque produjo una disminucién pequefia pero
significativa de la acumulacion de Apo Al. Dado que se conoce que FXR regula
negativamente la sintesis de Apo Al sin necesidad de unirse a RXR, nuestros
resultados sugieren que la atorvastatina actuaria a nivel del FXR regulando
ambos genes por una via directa, la cual ha sido demostrada para los acidos
biliares (155).
Para conocer si el efecto de gemfibrozil y atorvastatina era aditivo se realizaron
experimentos en los cuales estas drogas se adicionaron en forma conjunta. En
el caso de las células HepG2, se produjo muerte celular significativa a las
pocas horas luego de la administracién, por lo que no se pudo obtener
resultados. Aunque se han descripto efectos adversos de la administracion
conjunta de estas drogas (61), probablemente este efecto podria no deberse
s6lo a una disminucion del catabolismo de la atorvastatina producido por el
gemfibrozil, como ha sido sugerido por otros autores en células musculares
lisas para otra estatina, la pravastatina (156), sino a un efecto aditivo a través
del aumento del TRC mediado por gemfibrozil por un lado y a una disminucién
del suministro de colesterol sintetizado endogenamente junto con la
disminucién de la sintesis de Apo B y de LDLR producida por la atorvastatina,
lo que llevaria a que el propio hepatocito no tenga la disponibilidad de
colesterol necesario para el mantenimiento de las funciones basicas celulares
(mantenimiento de dominios de membrana, produccion de sales biliares). Por el
contrario, la administracion conjunta de gemfibrozil y atorvastatina en CMB de
ratdbn no produjo efectos adversos, y el aumento en la subpoblacion VLDLR+
en esta condicion fue aproximadamente la suma de los aumentos observados
con las drogas por separado, apoyando la idea de la existencia de mecanismos
distintos, al menos en algunos tipos celulares, por los cuales estos farmacos
ejercen algunas de sus acciones.

En linea con los experimentos anteriores se probaron LPS de distintos

origenes ya que se conoce que LPS, ademas de sus efectos proinflamatorios,
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disminuye significativamente el mMARN de FXR en células hepatocitarias a
través de su accion via el receptor Toll-like 4 (157). La disminucion de la
expresion de VLDLR observada cuando se co-cultivd células HepG2 y THP-1
con LPS esta de acuerdo con estos reportes y apoya la idea de que uno de los
mecanismos responsables de la regulacion del VLDLR es dependiente de FXR,
aunque muy probablemente de manera indirecta, ya que el gen de VLDLR no
tiene la secuencia de unién para FXR (CITA).
También se observo regulacién negativa de las poblaciones VLDLR+ cuando
las células fueron cultivadas en presencia de DHA/EPA y LN. Estos acidos
grasos poliinsaturados has sido reportados como agonistas de los PPARs y
antagonistas del LXR, produciendo efectos benéficos tales como mejoramiento
de la dislipidemia y de la sensibilidad a insulina y disminucion de la lipogénesis
hepatica en modelos animales (CITA).. Otro efecto benéfico, aunque in vitro,
observado en este trabajo es el aumento de la produccion de Apo Al en el
medio condicionado. Recientemente un trabajo reportado por Zhao y col. (158)
indica que estos lipidos serian ligandos también del FXR. Si asi fuera, la
disminucién en las poblaciones VLDLR+ en presencia de DHA/EPA y LN
reportadas aqui serian contradictorias con los datos mostrados mas arriba para
atorvastatina y LPS. Sin embargo, estos autores aclaran que estos ligandos
producen la regulacion selectiva de los genes blanco de los FXR, activando
preferencialmente algunos genes blanco como se ha reportado para otros
moduladores selectivos de este receptor nuclear. Si bien esta posibilidad es
digna de ser tomada en cuenta y profundizada, nosotros creemos que es mas
probable que la regulacion negativa del VLDLR por estos acidos grasos estaria
relacionada mas bien con su condicion de lipidos, ya que se sabe que en
distintos modelos murinos las dietas altas en lipidos producen la disminucién
de la expresién de VLDLR (22). Apoyando aun mas esta nocion, se ha
reportado que en corazén y células musculares lisas murinas se produce
regulacion negativa del VLDLR+ cuando hay un cambio en la utilizacion del
sustrato lipidico a glucosa para obtencion de energia celular (159). Esto es
concordante con el hecho de que el VLDLR parece ser regulado negativamente
por el receptor de insulina.

La regulacion negativa del VLDLR observada en este trabajo tanto en

células HepG2 como THP-1 co-cultivadas con VLDL podria ser similar a la
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regulacion negativa que ejerce la LDL sobre el LDLR en células hepatocitarias
(103). Esta observacion es original ya que no hay reportes en la literatura sobre
la retrorregulacién negativa producida por VLDL en este modelo celular .

En la figura 37 se hace una sintesis de las rutas implicadas en la
regulacion de VLDLR vy la producciéon de Apo Al con los diferentes tratamientos

empleados en esta Tesis.

Figura 37: Esquema de las rutas implicadas en la regulacion de VLDLR y Apo Al
A=atorvastatina, G=gemfibrozil, W=agonista sintético de LXR. *= esta Tesis

79




6. Materiales y Métodos

6.1 Materiales

6.1.1 Drogas y reactivos utilizados

El farmaco gemfibrozil, LPS de E. coli, loduro de propidio, SDS, TRIZMA
base, heparina, el 4-cloronaftol asi como el céctel de inhibidores de proteasa
conteniendo deoxicolato de Na 0,5% (p/v), Tritdn X-100 1% (v/v), SDS 0,1%
(p/v), PBS 1X, PMSF 1mM, Leupeptina 5 ug/ml y Aprotinina 10 ug/ml como el
fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF) fueron comprados a Sigma-Aldrich
(USA). La o-fenilendiamina era de Fluka. El conjunto de reactivos para marcar
proteinas covalentemente con Alexa 488 fue comprado a Invitrogen (USA) y los
reactivos para la medicién de colesterol a GTLab (Rosario, Argentina). La
atorvastatina fue donada por el laboratorio Pfizer Argentina S.A. El reactivo
TRIZOL fue adquirido a Invitrogen, Argentina. La mezcla de acidos grasos
DHA/EPA vy el acido linolénico fueron una generosa donacion del Dr. Rolando
Pécora. La toxina colérica marcada con FITC fue donacion del laboratorio del
Dr. Bruno Maggio. Todos los reactivos quimicos usados fueron de grado

analitico y se emplearon sin ulterior purificacion.

6.2 Métodos

6.2.1 Aislamiento de VLDL humana

VLDL humana (conteniendo IDL), se obtuvo de suero de individuos
normolipémicos en ayunas siguiendo el protocolo utilizado regularmente en
nuestro laboratorio (127). El fraccionamiento fue realizado sembrando el suero
(d<1,006 g/ml) sobre una solucion de KBr (d=1,019 g/ml) y centrifugado a
300.000 x g en un rotor TLA-100.2 en una ultracentrifuga de mesa Optima-TLX
durante 2 horas. Las lipoproteinas de distintos individuos fueron mezcladas y
dializadas contra PBS/EDTA-Na2, 5 mM, pH 7,4, a 4 °C (3 cambios de 1 L)
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durante al menos 16 horas y esterilizadas mediante filtracidn con filtro de poro
de 0,2 ym. Esta preparacién fue ajustada a 0.145 mg de proteina/ml y se
guardé a —20 ° C hasta su utilizacién. La pureza y estado oxidativo de las

lipoproteinas fue examinado mediante electroforesis en geles de poliacrilamida.

6.2.2 Obtencion de VLDL marcada con sondas fluorescentes

Se purificd VLDL como se describié arriba, se determind la concentraciéon de
proteinas y de colesterol por las técnicas descriptas anteriormente. La
lipoproteina se concentrd hasta obtener una concentracion aproximada de 145
ug de proteina/ ml. Una vez concentrada se la dividié en dos alicuotas de igual
volumen (500 ul) para ser marcadas con distintos fluorescentes. A una de las
alicuotas de VLDL se le agregé una solucion de Dil (1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-
tetrametilindocarbocianina perclorato), el cual fluoresce en las longitudes de
onda correspondientes al rojo, en concentracion final de 300 ug de Dil/mg de
proteina. Se incubd por 18 horas a 37° C. A la alicuota de VLDL restante (500
ul ) se le agregd 50 pl de bicarbonato de sodio 1M y la mezcla fue transferida a
un vial del reactivo fluorescente Alexa 488, sonda que fluoresce en las
longitudes de ondas del verde, e incubada toda la noche a 4° C en agitacién
constante con una barra magnética. La VLDL marcada covalentemente con
Alexa y VLDL marcada con Dil se separaron del fluorescente sin reaccionar
(Figura 38) mediante ultracentrifugacién en las mismas condiciones que las de
su obtencién, se dializaron contra PBS sin EDTA y se la guardé alicuotada a —

20 °C hasta su utilizacion.
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VLDL-Dil VLDL-Alexa

Figura 38: Separacion de VLDL-Dil y VLDL-Alexa del fluorescente no unido a VLDL mediante

ultracentrifugacion. Foto gentileza de la Dra. Sampedro.

6.2.3 Preparacién de suero fetal bovino deficiente en lipoproteinas (LPDS)

Se obtuvo suero fetal bovino libre de lipoproteinas, LPDS, mediante
ultracentrifugacién (300.000 g por 2 horas a 15 °C) ajustando la densidad del
suero fetal bovino (Gibco, USA) a 1.250 g/ml por adicién de KBr. ElI LPDS
resultante fue dializado contra PBS/EDTA-Na2, 5 mM, pH 7,4, a 4 °C durante 1
hora y esterilizado mediante filtracion con filtro de poro de 0,2 ym. El contenido
proteico del LPDS fue de 40 g/I.

6.2.4 Obtencion de la proteina asociada al receptor (RAP)

La proteina asociada al receptor humana (RAP) humana se preparé mediante
expresion en E. coli BL21 cultivada en un bioreactor de mesada de 2 L de
capacidad segun la técnica usada rutinariamente en el laboratorio (160). La
RAP fue expresada como proteina quimérica unida a glutation S-transferasa a
partir de un vector de expresion pGEX-KG en colaboracién con el grupo del Dr.
Gustavo Chiabrando. La RAP fue separada del resto de las proteinas

bacterianas mediante columnas de Sephadex-glutation.
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6.2.5 Determinaciones por citometria de flujo.

Las células HepG2 fueron sembradas en placas de Petri de 35 mm a una
densidad de confluencia no menor al 50% en medio de cultivo DMEM
adicionado con glutamina (4mM) y gentaminicina (1 ul/ml de medio de cultivo) y
10% de suero fetal bovino (SFB). Las células fueron cultivadas en estufa a 37
°C con una atmosfera de 5% de CO,. Al llegar a un 70-80% de confluencia
(aproximadamente 2 dias de cultivo) se retird el medio de cultivo (medio
condicionado), se las lavo 3 veces con PBS estéril y se las co-cultivo en DMEM
con 10% de LPDS en presencia o ausencia de alguno de los efectores
ensayados. Luego del periodo de co-cultivo, las células fueron despegadas de
la capsula de Petri con PBS/EDTA 2 mM estéril, lavadas y resuspendidas en
PBS, contadas en un camara de Neubauer y separadas en cantidades iguales
(3 x 10°en 50 pL) en tubos eppendor.

6.2.5.1 Analisis del ciclo celular por el método de loduro de Propidio

El analisis del ciclo celular se llevd a cabo empleando la técnica
descripta por Nicoletti y col. (161) utilizando ioduro de propidio, el cual es un
fluorocromo que se intercala en las dobles hebras del DNA. Las células fueron
fijladas con 500 pl/ 1x10° células de Etanol 70% en PBS helado (preparado y
guardado a —20° C hasta su utilizacion). El etanol fija las células y permeabiliza
las membranas permitiendo la entrada de Pl a las células. La fijaciéon con
Etanol 70% es un paso muy critico ya que se debe agregar a las células
mediante goteo y con agitacion muy fuerte para evitar la formacién de grumos.
Las células fueron centrifugadas, lavadas con PBS y se les agregd 500 pl/
1x10° células de una solucién de ioduro de propidio (50 pg/ ml) que contenia
Ribonucleasa-A (500 unidades/ ml) para eliminar la marcacién de las dobles
hebras de RNA, y se las incubé durante 2 horas a 4° C y en oscuridad. Luego
se lavaron con PBS 2 veces y se resuspendio en el liquido empleado en el
citometro de flujo (ISOTON-II).
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6.2.6 Analisis de la expresién del VLDLR en HepG2, THP-1 y linfocitos.

Las distintas lineas celulares fueron incubadas a 4 °C durante 3 horas
junto con el agregado de 15 uL VLDL-Alexa (0,145 mg/ml de proteina), o con
15 pyL VLDL-Alexa y anticuerpo anti-VLDLR en exceso para inhibir la unién de
VLDL-Alexa a su receptor especifico. Luego de la incubacion, las células fueron
lavadas con PBS y analizadas en un citometro de flujo FACScan (Becton
Dickinson, Los Angeles, California, EE.UU) equipado con un laser de argén de
15-mW en el cual se adquirieron datos de no menos de 30.000 células por
tubo. Las células positivas para VLDLR fueron seleccionadas analizando los
datos obtenidos con el software libre WinMDI 2.8. La expresion del VLDLR se
definié por un marcador en el histograma de fluorescencia del canal verde,
green MFCh, que abarcé las intensidades suprimidas por la coincubacion de
VLDL-Alexa con el anticuerpo anti-VLDLR.

Las células THP-1 fueron incubadas con suero libre de lipoproteinas
inactivado a 60 °C con el fin de bloquear la unidén inespecifica de las
inmunoglobulinas a través del receptor Fc (fragmento constante del receptor de
la inmunoglobulinas). Luego del bloqueo del receptor Fc, las células fueron

lavadas e incubadas con anticuerpo anti VLDLR durante 2 horas a 4 °C.

6.2.7 Medicién de Apo Al y Apo B mediante enzimoinmunoensayo (ELISA)

Las distintas apolipoproteinas fueron cuantificadas en el medio de cultivo
condicionado mediante la técnica de ELISA competitivo usando anticuerpos
policlonales. En el caso de la Apo Al, el antisuero de conejo fue producido en el
laboratorio a partir de Apo Al humana purificada. El antisuero de rata anti Apo B

fue generosamente provisto por el Dr. Edilberto Rubiolo.

Las placas de Elisa de 96 pocillos fueron activadas con una solucion de
glutaraldehido 0,05% durante 5 minutos y lavadas extensivamente segun la
técnica descripta por Stein y col (162). Luego se sensibilizé la placa con HDL

humana (Apo Al) o LDL humana (Apo B) durante la noche a 4 °C. Las placas

84




fueron entonces lavadas con PBS y bloqueadas 1 hora a °T ambiente con 2%
BSA en PBS conteniendo 0.05% Tween-20. Luego del lavado con PBS, se
incubo con 50 ul de cada medio condicionado por quintuplicado durante 1:30 h
a °T ambiente y estandares comerciales de Apo Al (HDL humana) y Apo B
(LDL humana) en concentraciones de 0.03 a 30 mg/L de proteina a los cuales
se agrego 50 pl del anticuerpo correspondiente diluido (1: 10000 en el caso de
la 1gG anti-Apo Al, 1:1000 en el caso de la IgG anti-Apo B) para que se
produzca la competencia de estos por la apolipoproteina pegada a la placa. En
cada determinacion se incluyeron pocillos controles sin apolipoproteina
sensibilizada y controles sin el agregado de los anticuerpos primarios o
secundarios. A continuacion se lavo la placa con PBS y se agrego a cada
pocillo 100 pl de proteina G-peroxidasa y se incubd durante 1 hora. Luego se
lavo la placa con PBS y se agrego una solucién que contenia el substrato para
la peroxidasa, o-fenilendiamina (0.4 g/L) junto con H;O; (0.5 mL/L) en tampdn
fosfato 0.2 M/ citrato 0.1 M y se incubo la placa por 30 min. a °T ambiente.
Finalmente la reaccion de color fue detenida con 100 ul de H,SO4 1 M por

pocillo y la absorbencia fue leida a 492 nm en un lector de ELISA automatico.

6.2.8 Electroforésis en geles de poliacrilamida

Para realizar electroforésis en geles de poliacrilamida (PAGE) en
presencia de SDS se utilizd6 el sistema descripto por Laemmli (163). La
composicion del gel separador fue: 10% (p/v) poliacrilamida, 0,27% (p/v)
bisacrilamida (N,N-metilen-bis-acrilamida), 0,025% (v/v) TEMED (N, N,N, N,
tetra-metilendiamina), 0,09% (p/v) persulfato de amonio, Tris-HCI 0,375M, pH=
8.8 y 0,1% (p/v) de SDS. La composicion del gel concentrador fue: 3% (p/v)
acrilamida, 0,08% (p/v) de bisacrilamida, 0,1% (v/v) TEMED, 0,15% (p/v)
persulfato de amonio, Tris-HCI 0,125 M pH= 6,8 y 0,1% (p/v) SDS. Junto con
las muestras se sembraron en el gel marcadores de pesos moleculares
conocidos o apolipoproteinas puras comerciales. El buffer de la corrida
electroforética consistio en Tris 2.5 mM-Glicina 0,2 M, pH= 8,3, conteniendo

SDS al 0,1% (p/v). La electroforesis se desarroll6 a temperatura ambiente, a
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120 V constantes hasta que el frente de corrida llegé al final del gel. En algunos
casos el gel fue tefido con Coomasie (Brillant blue R-250 Sigma) durante 20
minutos a 55° C en bafo maria. Posteriormente se lo destifid con sucesivos
cambios de una solucién 7,5% metanol y 5% acido acético. Una vez destefido
el gel se procedié a la digitalizacion con un escaner, el analisis de las bandas
de proteina mediante el software ImageQuant y se determind: peso molecular
por comparacion con el marcador de pesos moleculares y la intensidad relativa

de las bandas.

6.2.9 Microscopia de fluorescencia y confocal

Las células fueron cultivadas sobre cubreobjetos en capsulas de Petri de
35 mm (no mas de 4 cubreobjetos por capsula) en DMEM con 10% LPDS en
presencia o ausencia de los distintos efectores. Finalizado el cultivo, las células
fueron lavados con PBS vy fijjadas con paraformaldehido 10% en PBS
conteniendo sucrosa 0,32 M y CIMg 3 mM, reactivo que fue neutralizado con
NaOH vy filtrado. La adicién del reactivo de fijacion se realizé paulatinamente
con agitacién para preservar la estructura celular. Luego de la fijacion (30 min a
°T ambiente) se incubo las células fijadas en PBS/Glutamina 10 mM para
eliminar el paraformaldehido reactivo. Los cubreobjetos fueron transferidos a
placas de 12 pocillos donde fueron incubados con anticuerpos primarios y/o
VLDL-Alexa y/o Toxina colérica-FITC durante 1 hora a 37 °C en camara
hameda, luego fueron lavados e incubados durante 1:30 hora con el
correspondiente anticuerpo secundario marcado fluorescentemente a 37 °C en
camara humeda. Finalmente, se lavo los cubreobjetos con PBS, se los enjuago
en agua destilada para eliminar las sales y se los monté sobre portaobjetos

utilizando Fluorsave.

6.2.10 Incorporacion de [**S]metionina en la Apo Al

Las células fueron cultivadas en capsulas de Petri de 35 mm como se

describio anteriormente hasta llegar a un 70-80% de confluencia. Luego fueron
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lavadas e incubadas en 1 ml de DMEM libre de metionina (cortesia del
laboratorio de la Dra. Beatriz Caputto) durante 4 horas para depletar los pooles
de metionina endogena, luego de lo cual se recambio el medio condicionado
por DMEM libre de metionina al cual se adiciono 1 pCi/ml de [**S]metionina (10
MCi/mmol) y los efectores ensayados. Luego de 12 horas de cultivo, se
cosecharon separadamente las células y los sobrenadantes. Para la obtencion
de la proteina celular, se agrego a las capsulas 1 ml del tampon de lisis fuerte
RIPA con el agregado de inhibidores de proteasas (Deoxicolato de Na 0,5%
(p/v), Triton X-100 1% (v/v), SDS 0,1% (p/v), PBS 1X, PMSF 1mM, Leupeptina
5 ug/ml, Aprotinina 10 ug/ml). Se las incubd durante 30 minutos en hielo. Al
cabo de ese tiempo se centrifugaron a 10000g durante 10 minutos a 4° C, se
separd el sobrenadante, se determind la concentracion de proteinas por el
método de Lowry y se las guardo a — 70 °C junto con los sobrenadantes hasta
su uso. Las proteinas de los sobrenadantes, los cuales mostraron igual
cantidad de radioactividad precipitable por acido tricloroacético fueron
separados mediante SDS-Page, transferidos a membrana de nitrocelulosa y se
escaneo la membrana utilizando el equipo STORM. Las cantidades relativas de
radioactividad en la banda de la Apo Al fue estimada de las imagenes asi
obtenidas mediante el software ImageQuant, asignandole a la intensidad de la
banda correspondiente a Apo Al de la condicion control el valor 1,0. Las
intensidades de las bandas correspondientes a Apo Al de las restantes

condiciones se reportan como intensidad relativa al control.

6.2.11 Western Blot

Las células se cultivaron como se describié anteriormente, al tiempo fijado se
cosecho el sobrenadante, se centrifugo para eliminar células y debris celular,
se agrego inhibidores de proteasa y se determiné la concentracién de proteinas
por el método de Lowry. Se preparé un gel de poliacrilamida al 10% y se
desarroll6 la electroforesis como se describi6 mas arriba. Cuando fue
necesario, alicuotas del sobrenadante fueron concentradas mediante
centrifugacion al vacio (SpeedVac). Las muestras se sembraron junto con

marcadores de peso molecular conocidos. Una vez corrido el gel de separacién

87




se realizé la transferencia a membrana de nitrocelulosa. Se utilizé el método
humedo manteniéndose constante una corriente de 350 mA durante 1 hora. El
buffer de transferencia consistié en el buffer de corrida mas metanol al 20%
(v/v). Para corroborar la eficacia de la transferencia la membrana fue tefiida con
Ponceau S 0,2% (p/v), acido acético al 1% (v/v). Se decolor6 el gel mediante
sucesivos lavados con agua destilada y se estabilizd posteriormente con Tris-
HClI 10 mM pH=7,4. La nitrocelulosa fue bloqueada con una solucién de
Bloqueo compuesta por albumina humana 3% (BSA, p/v), TBS (Tris 50mM —
NaCl 200 mM) durante 2 horas a 4° C. Se lavo con TTBS (TBS, Tween 20 al
0,05%) tres veces durante 15 minutos y se incubo con el anticuerpo primario
correspondiente diluido 1:1000 en TBS durante la noche a 4° C. Luego de lavar
el anticuerpo primario con TTBS tres veces durante 15 minutos, se incubo con
proteina A-perioxidasa diluida 1:1000 en TBS durante 1:30 horas a °T
ambiente. Luego de lavar la peroxidasa con TTBS tres veces durante 15
minutos se procedio al desarrollo de color mediante el substrato 4-cloronaftol
diluido en metanol/Tris-Cl pH 7.4 con el agregado de H>O, 30% (1:1000).

6.2.12 Deteccion de mARN de VLDLR mediante RT-PCR en células THP-1

Para la determinacion de las cantidades relativas del mARN de VLDLR
se utilizé la técnica de RT-PCR semicuantitativa. Esta técnica se basa en la
reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) acoplada a una reaccién de retro-
transcripcion, ambas realizadas por polimerasas. Se utilizo el kit Titanium One-
Step (Clontech, Japon) Las reacciones fueron realizadas en las condiciones

que recomienda el fabricante.

6.2.12.1 Extraccion de RNA total a partir de cultivos celulares

Las células THP-1se cultivaron como se ha descripto anteriormente en
placas T-75. Para la extraccion de RNA a partir de células en cultivo se utilizé

el reactivo Trizol segun las indicaciones del fabricante:
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Se aspird el medio de cultivo y se lo guardo para otras determinaciones
como se describié mas arriba. A continuacion se lavaron las células 3 veces
con PBS frio, se las colocé en hielo y se agregd 1 ml de TRIZOL a cada placa.
Se despegaron las células mediante una escobilla de goma y se las
homogeneizd con una pipeta automatica, en esterilidad. Luego de
homogeneizadas, se transfirio la mezcla a tubos eppendorf y se incubd las
muestras homogenizadas por 5 min a °T ambiente y se agreg6 60 pul de
cloroformo/alcohol isoamilico (proporcion 49:1, v/v), y se agito vigorosamente
por 15 s. Luego se incubo a °T ambiente. por 2 o 3 min. Finalizado este
tratamiento se centrifugd las muestras por 15 min a 12,000 g a 4 °C y se
transfirio la fase superior acuosa a otro tubo eppendorf. EI ARN fue precipitado
de la fase superior acuosa mezclandolo con 150 ul de isopropanol. Se dejaron
las muestras a °T ambiente por 10 min y se centrifugaron a 12,000 g por 10
min. Se removio el sobrenadante y se lavo el precipitado de ARN con 300 ul de
etanol 75%. Luego se centrifugé a 7,500g por 5 min a °T ambiente. Finalmente
se removio el etanol y el precipitado de ARN se seco brevemente al aire y se
disolvié el precipitado en 100 pyl en agua DEPC. Las muestras fueron

guardadas a -20 °C hasta su uso dentro de los 3 dias de obtenidas.

6.2.12.2 Cuantificacion del ARN total

Se calentaron las muestras de ARN total durante 10 minutos a 65 °C
para resuspender bien el ARN, y se diluy6 1 pl del mismo en 1 ml de agua (por
duplicado). La cuantificacion se hizo utilizando el espectrofotometro Shimadzu
UV 160-A. Se midié la absorcion a 260 nm, la cual refleja la cantidad de ARN y
a 280 nm, que indica la cantidad de proteina. La relacién entre DO 260/DO 280
de todas las muestras utilizadas estuvo comprendida entre 1,7 y 2 para lograr
un resultado optimo. La integridad del RNA se comprobd corriendo 1 mg del
mismo en un gel desnaturalizante de agarosa al 1,2% y visualizando el RNA en

un transiluminador de luz ultravioleta.

6.2.12.3 Sintesis del cADN
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La sintesis de cADN se llevé a cabo mediante el kit ThermoScript RT-
PCR System kit (Invitrogen, Argentina) segun las indicaciones del fabricante

utilizando cebadores al azar de 6 pb.

6.2.12.4 PCR de los cADN producidos

Se amplificaron mediante PCR los cADN obtenidos utilizando los

siguientes oligonucleétidos para el VLDLR humano:

sentido 5-CTAGTCAACAACCTGAATGATG-3,
antisentido 5'-AAGAATGGCCCATGCAGAA-3/,

que genera un producto de 224 pb. Las condiciones utilizadas para cada
reaccion fueron: 50,6 °C, 30 min (1x); 94°C, 2min (1x); 94°C, 1 min; 60°C, 1min;
72°C, 1min (34x) En cada tubo se agregaron los siguientes reactivos:

Tampon de PCR (10X, sin MgClz) 5.0 ul
MgCl2 (50mM) 1.5 ul

dNTPs (10mM cada uno) 1.0 ul

Primer sentido (1uM) 15 ul

Primer antisentido (1uM) 15 ul

Taq polimerasa (5 U/ul) 1.0 ul

ARN total (~10 ug/ml) 1.5 ul

Los productos de la RT-PCR fueron separados en un gel de agarosa al
2% en TBE 1X. Los valores de los mARN fueron corregidos por el mARN de la

B-actina.

6.3 Anticuerpos

6.3.1 Obtencion del anticuerpo policlonal anti-Apo Al

Para la obtencion de anticuerpos policlonales anti-Apo Al, se obtuvo

HDL humana mediante ultracentrifugacion en gradiente de KBr, de la cual se
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purifico Apo Al mediante SDS-Page. La banda correspondiente se corto del gel,
se molié en mortero bajo aire liquido y se mezclé con coadyuvante completo de
Freund en proporcién 1:1 en volumen. Con alicuotas se esta mezcla (de aprox.
40 ug de proteina) se inmunizd a conejos, los cuales luego recibieron otras
dosis de proteina similar mezclada con coadyuvante incompleto de Freund
cada 2 meses para mejorar la respuesta antigénica. Luego de alcanzar un titulo
alto de 1gG anti-Apo Al, se les extrajo el antisuero el cual fue utilizado para las
mediciones de Apo Al mediante ELISA y Western blot (Figura 39).

! m APO All

»
|

AL 0 5 10 20 30 PM AV 0 5 10 20 30
ANTISUERO DE CABRA ANTISUERO DE CONEJO

Figura 39: Western Blot de HDL humana peroxidada a distintos tiempos (0,5,10,20 y 30
minutos) que muestra la especificidad del anticuerpo producido en nuestro laboratorio. Nétese
que el anticuerpo hecho en cabra reconoce adema Apo All y Apo Al peroxidada.

6.3.2 Otros anticuerpos utilizados

El antisuero de cabra anti-Apo Al-All (anti HDL) usado como control fue
un generoso regalo del Dr. Petar Alaupovic (Lipid and Lipoprotein Laboratory at
the Oklahoma Medical Research Foundation.). El antisuero de rata anti-Apo B
fue una donacién del Dr. Edilberto Rubiolo. El fragmento F(ab)2 de anticuerpo
de cabra contra conejo conjugado con FITC (Isotiocianato de fluoresceina)
fueron comprados a Sigma-Aldrich. El anticuerpo anti VLDLR fue donado por la

Dra. Keith McCrae (Case Western Reserve University School of Medicine
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USA). El anticuerpo monoclonal anti-LRP fue una generosa donacion del grupo
del Dr. Chiabrando. El anticuerpo anti-StarD7 fue generosamente provisto por

las Dras. Susana Genti y Sofia Angeletti.

6.4 Otras determinaciones

6.4.1 Determinacion de proteinas

Las proteinas fueron cuantificadas por el método de Lowry modificado

por Peterson (165).

6.4.2 Determinacion de colesterol

La determinacion cuantitativa del colesterol se realiz6 con un Kkit
comercial (GTLab, Rosario, Argentina) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, el colesterol libre de la muestra y el proveniente de la
hidrdlisis de los ésteres de colesterol por accién de la enzima colesterol
esterasa, es oxidado a delta 4-colestona por accidén de la enzima colesterol
oxidasa. El peroxido de hidrégeno producido, en presencia de peroxidasa, 4-
aminofenazona y fenol, forma una quinoneimina con un pico de absorcién a
505 nm. La intensidad de color es proporcional a la concentracion de colesterol

de la muestra.
6.4.3 Analisis Estadistico

Los datos se presentan como promedio + E.S y fueron analizados
estadisticamente mediante ANOVA factorial utilizando el software XXX para

MS EXCEL. En todos los analisis, un valor de p < 0,02 fue considerado

estadisticamente significativo.
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6.5 Cultivos celulares
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Figura 40: Esquema experimental general utilizado en los distintos experimentos
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6.5.2 Cultivos celulares de células hepatocitarias

Las células HepG2 (derivadas de hepatoblastoma humano) fueron
cultivadas en capsulas de Petri de 100 mm con medio minimo esencial de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco, USA) adicionado con glutamina
(4 mM) y gentamicina (1 ul/ml). En estas condiciones (cultivo sin lipoproteinas
provenientes del suero fetal bovino) cuando las células llegan a confluencia
expresan el receptor de LDL y producen las apolipoproteinas y lipoproteinas
que se acumulan en el medio, razéon por la cual esta linea celular es
ampliamente usada para estudiar el metabolismo de las lipoproteinas (164).
Para los experimentos de citometria de flujo como de acumulacion de
apolipoproteinas en el medio condicionado las células se sembraron en
capsulas de Petri de 35 mm, se lavaron con tampén fosfato salino (PBS) y se
incubaron en DMEM suplementado con 10% LPDS junto con los distintos
efectores. Luego del periodo de co-cultivo, se recolecto el sobrenadante, el cual
fue centrifugado para eliminar células y debris celular, se les agrego inhibidor
de proteasas, se alicuotaron en tubos eppendorf y se guardaron a -70 °C hasta
su uso. Las células fueron levantadas con PBS/EDTA 2 mM para los ensayos
de citometria de flujo, o bien fueron levantadas con tampén de lisis fuerte RIPA
con inhibidores de proteasas para recuperar la proteina celular y guardadas a -
70 °C hasta su uso (Figura 40).

6.5.3 Cultivos celulares de células monociticas THP-1

Las células THP-1, linea celular monocitica humana, fueron mantenidas
capsulas T75 en RPMI-1640 (DMEM, Gibco, USA) adicionado con glutamina (4
mM) y gentaminicina (1 pl/ml) y 5% de suero fetal bovino (SFB). El medio de

cultivo se renové una vez por semana.
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6.5.4 Purificacion de células mononucleares de bazo de ratén (CMB)

Se extrajeron bazos provenientes de ratones Balb-c (CNEA, Argentina) de
entre 6 y 8 semanas de los cuales se obtuvieron suspensiones de células
mediante homogenizacion. Los eritrocitos fueron lisados mediante una breve
incubacion en 8,3 g/l NH4Cl en tampdn 0,01 mol/l de Tris-HCI, pH 7,5 (tampodn
de lisis de globulos rojos, Sigma, Argentina). Las células remanentes fueron

lavadas 3 veces con RPMI-1640 y utilizadas inmediatamente.
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