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INTRODUCCION

La Proteina 1 relacionada al receptor de lipoproteina de baja densidad (LRP1) se
compone de dos subunidades: una subunidad extracelular de 515 kDa ligada a la
subunidad transmembrana de 85 kDa. Aunque LRP1 esta compuesto de 4 clusters de
union, los principales son el II y IV ya que estos se unen a la mayoria de los ligandos,
incluyendo el B-amiloide (AB). LRP1 se encuentra dentro de muchas células como
astrocitos, neuronas, hepatocitos y células del musculo liso pero las células de interés
analizadas en este estudio son células hepaticas cancerigenas conocidas como células
HepG2. LRP1 localizado en el higado podria ser el lugar principal para el aclaramiento
sistémico de AP en el cuerpo, pero LRP1 también se encuentra en otras células, como
astrocitos, neuronas y cé¢lulas del musculo liso. También hay una forma soluble de
LRP1, conocida como sLRP1, que esta presente en el plasma y se une a AP para

transportarlo a los hepatocitos para su consiguiente degradacion.

El AB es un péptido que tiene aproximadamente 4 kDa de peso y que es producido
regularmente por muchas células. La presencia de AP dentro del cuerpo no es atipica;
el problema es que la acumulacion de AP puede ocurrir en el cerebro, y esto podria
provocar un deterioro mental, pérdida de la memoria, entro otros. En tal sentido, los
mecanismos que ayudan a eliminar el AP necesitan funcionar correctamente. Las
placas de AP son una de las dos caracteristicas clave de la enfermedad del Alzheimer
(AD). Hay dos razones potenciales que podrian explicar por qué se acumula Af;
porque hay demasiada produccion de AP y el cuerpo no puede mantener su
degradacion, o hay una disminucion en la degradacion de AP, o una combinacion de

ambos problemas.

Dado que el AP sistémico es degradado en el higado, entonces una hipofuncionalidad
de LRP1 en el higado podria conducir potencialmente a una acumulacion de AB en
tejidos periféricos, lo que conduciria al desequilibrio de AP entre tejidos periféricos y
el cerebro, resultando en la acumulacion de A en el cerebro. Estudios realizados por
Sagare et al. en el afio 2012, en la Escuela de Medicina de la Universidad de California
del Sur indican que un aumento en la expresion de LRP1 en el higado podria ser una

opcion terapéutica para aumentar la degradacion de AfB. Una vez dentro de las células,
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la degradacion de las proteinas tipicamente ocurre a través de uno o ambos de estos
sistemas de degradacion: sistema de proteosoma - ubiquitina (UPS) y/o sistema de

degradacion lisosomal.

Elsistema de degradacion lisosomal funciona mediante la creacion de un entorno acido
para la degradacion de las proteinas. La degradacion lisosomal tipicamente se
especializa en la degradacion de proteinas que se encuentran en el exterior de la célula
o proteinas ubicadas en la membrana celular. LRP1 se degrada a lo largo de la via
endosomica, terminando con la fusion del endosoma tardio con un lisosoma, que
contiene las enzimas necesarias que funcionan en un pH < 7.0 (pH fisiolégico). Esto
permite la degradacion de proteinas en moléculas mas pequefias y aminoacidos para
otros usos dentro de la célula. El bajo pH de los endosomas y los lisosomas es creado
y mantenido por las bombas de proteinas dependientes de ATP que llevan H' a las
vesiculas. Esta bomba, conocida como ATPasa vacuolar (V-ATPasa), es inhibida por
la Bafilomicina A1, que es un antibiotico derivado de Streptomyces griseus, por lo que
cuando se utiliza la Bafilomicina Al en las células HepG2, se inhibe la via de
degradacion lisosomal para LRP1. El aumento de los niveles de LRP1 en comparacion

con el control indicaria que LRP1 esta siendo degradada por degradacion lisosomal.

El otro sistema de degradacion, UPS, también se encuentra dentro de la célula, y
especializa en la degradacion de proteinas en el citosol y el niicleo. El componente
degradante de la proteina es el proteosoma 26S compuesto de dos partes: Un regulador
19S y un nucleo 20S. La parte 19S regula la entrada de proteinas ubiquitinadas listas
para la degradacion, y el nucleo 20S tiene la capacidad de degradar las proteinas.
MG132 es un aldehido peptidico que inhibe el sistema UPS por union reversible al
proteosoma 20S. Curiosamente, un estudio realizado en el laboratorio de
Massachusetts College of Pharmacy and Health Science, Boston - Estados Unidos
demostr6 que la expresion de LRP1 en células HepG2 disminuyd, en lugar de
aumentar, cuando se les expuso a MG132, lo que indica que, en estas células, UPS no
es el principal sistema de degradacion de LRP1, y la inhibicion de UPS no conserva la

proteina.

Un trabajo realizado por Cal R et al, en el 2013, estudi6 la estabilizacion de LRP1

inducida por las lipoproteinas de baja densidad (agl.LDL) mediante la disminucién de
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la ubiquitina ligasa o E3, demostrando que las agLDL disminuyen la ubiquitinizacién
de LRP1 en células de musculo liso vascular humano (VSMC). A través de este
estudio, por densitometria se observd que una concentracion de 10 uM de MG132
redujo la ubiquitinizaciéon de LRP1 durante un tratamiento de 18 horas en células
vasculares de musculo liso, y que por lo tanto la expresion de la proteina LRP1
aumentd. En otro trabajo realizado donde se estudiaba la via de degradacion de LRP4,
se demostré que la vida media de la subunidad 515 kDa de este se prolongaba en 3
horas aproximadamente con la adicion de MG132 a una concentracion de 20 uM. Los
datos de estos experimentos podrian indicar que LRP1 también seria preservado
cuando UPS es inhibido por MG132, pero estudios recientes realizados en el
Laboratorio de la Universidad de MCPHS presentaron resultados diferentes - LRP1 no

se conservo con la adicion de MG132 en células HepG2.

Los procesos de sintesis y degradacion de proteinas estan muy controlados dentro de
las células. Dado que la proteina puede ser incorrectamente transcrita / traducida o
dafiada y/o no funcional debido al entorno celular, es importante que la célula sea capaz
de degradar y reemplazar la proteina dafiada, razoén por la cual la renovacion de
proteinas es un proceso normal dentro de todas las células. La tasa de rotacion de
proteinas no es la misma para todos los tipos de proteinas, pero es necesario medir la
tasa de rotacion de proteinas en los experimentos porque los cambios en el entorno
celular, como la adicion de tratamientos afectan la degradacion de proteinas. Esta es
la razon por la que Cicloheximida, un inhibidor de la sintesis de proteinas se utiliza
para evitar la mala interpretacion de la disminucion o aumento de los niveles de LRP1

en comparacion con el control.

Debido a esta informacion reciente, y entendiendo que los estudios de acumulacion y
degradacion de AP son importantes, puesto que se sabe que sLRP1 se une a AP para
llevarlo a los hepatocitos para su degradacion, este proyecto tuvo como objetivo
estudiar los niveles de LRP1 en células HepG2 cuando se inhibe el sistema de
degradacion lisosomal o el UPS para comprender qué proceso es el principal
responsable de la degradacion de LRP1 para posteriormente poder determinar el
tiempo de vida media de LRPI y evaluar el efecto de los inhibidores antes

mencionados sobre este parametro.
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RESUMEN

El Alzheimer, enfermedad neurodegenerativa en la cual se produce un declive
cognitivo, se produce por la sobreacumulacion de péptido de B-amiloide (AP) en la
corteza, ya sea por un desequilibrio entre la tasa de eliminacion y produccion o por
factores genéticos. Se sabe que la degradacion de AP a nivel cerebral esta dado por
enzimas producidas en neuronas, neuroglias, entre otras, y que a nivel periférico el A
tiene una degradacion hepatica. La proteina 1 relacionada al receptor de lipoproteina
de baja densidad (LRP1) es una proteina-receptor endocitico que se expresa en los
hepatocitos, neuronas, astrocitos entre otras. Este receptor a nivel cerebral puede
mediar la salida de AP a través de la barrera hematoencefalica y es sLRP1 quien
transporta el AP hasta los hepatocitos para su degradacion, siendo internalizado por
LRP1 expresado en hepatocitos. El objetivo fue determinar la principal via de
degradacion de LRP1 y cuantificar su vida media en células HepG2. La metodologia
utilizada consistié en que primero se cultivo este tipo de células para luego tratarlas
con un inhibidor de la via de degradacion lisosomal-autofagica (Bafilomicina Al) y
un inhibidor de la via de degradacion ubiquitina-proteosoma (MG132). Luego, se
probd diferentes concentraciones de Cicloheximida con el fin de encontrar la

concentracién 6ptima para inhibir la sintesis de proteinas en las células HepG2, para
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usar esta concentracion en los experimentos para la determinacion del tiempo de vida
media de LRP1. Finalmente, se realiz6 la determinacion del tiempo de vida media de
LRP1, igualmente en células tratadas con Bafilomicina A1 y MG132. Los resultados
demostraron que la principal via de degradacion para LRP1 es la degradacion
lisosomal-autofagica, ademas que la vida media de LRP1 es de 7.67 £+ 0.05 horas y
esta se ve incrementada significativamente en presencia de Bafilomicina Al (22.03 +
0.05 horas) y se ve disminuida significativamente en presencia de MG132 (7.1 +£ 0.1
horas). En conclusion, esta investigacion demuestra que el tiempo de accion de LRP1
se puede aumentar mediante la inhibicion de su principal via de degradacion y por lo
tanto esta accion mejoraria el papel de LRP1 en el organismo, especialmente la

internalizacion de las proteinas dafiinas y su posterior degradacion.
PALABRAS CLAVE

LRPI1, B-amiloide, Sistema de degradacion lisosomal, Sistema de proteosoma-

ubiquitina, Bafilomicina A1, MG132, tiempo de vida media.
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ABSTRACT

Alzheimer's, a neurodegenerative disease in which a cognitive decline occurs, is
produced by the overaccumulation of f-amyloid peptide (AB) in the cortex, either due
to an imbalance between the rate of elimination and production or by genetic factors.
It is known that the degradation of A at brain level is given by enzymes produced in
neurons, neuroglias, among others, and that peripherally the AP has a hepatic
degradation. Low-density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) is an
endocytic protein-receptor that is expressed in hepatocytes, neurons, astrocytes, and
others. This receptor at the brain level can mediate the exit of AP through the blood-
brain barrier and it is sLRP1 that transports the AP up to the hepatocytes for its
degradation, being internalized by LRP1 expressed in hepatocytes. The objective was
to determine the main degradation pathway of LRP1 and quantify its half-life in
HepG2 cells. The methodology used consisted of first cultivating this type of cells and
then treating them with an inhibitor of the lysosomal-autophagic degradation pathway
(Bafilomycin A1) and an inhibitor of the ubiquitin-proteosome degradation pathway
(MG132). Then, different concentrations of Cycloheximide were tested in order to find
the optimal concentration to inhibit the synthesis of proteins in HepG2 cells, to use

this concentration in the experiments for the determination of the half-life of LRP1.
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Finally, the determination of the half-life of LRP1 was carried out, also in cells treated
with Bafilomycin A1 and MGI132. The results showed that the main degradation
pathway for LRP1 is lysosomal-autophagic degradation, in addition that the half-life
of LRP1 is 7.67 + 0.05 hours and this is significantly increased in the presence of
Bafilomycin A1 (22.03 + 0.05 hours) and is significantly decreased in the presence of
MG132 (7.1 £ 0.1 hours). In conclusion, this research shows that the time of action of
LRP1 can be increased by inhibiting its main degradation pathway and therefore this
action would improve the role of LRP1 in the organism, especially the internalization

of harmful proteins and their subsequent degradation.
KEYWORDS

LRP1, Lysosomal degradation system, Proteosome-ubiquitin system, Bafilomycin A1,
MG132, half-life time
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
e Determinar el efecto de Bafilomicina A1 y MG132 sobre el tiempo de vida
media de LRP1 en células HepG2.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar la principal via de degradacion de LRP1 en células HepG2.
e Determinar la concentracion optima a la cual la Cicloheximida inhiba la
sintesis proteica en células HepG2 sin que sea toxico para estas.

e Determinar el tiempo de vida media de LRP1 en células HepG2.
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HIPOTESIS

Dado que LRPI, receptor de membrana endocitico expresado en hepatocitos, es
responsable de la internalizacion del péptido B-amiloide para su degradacion
sistémica; es probable que inhibidores de las principales vias de degradacion de
proteinas intracelulares como Bafilomicina A1 y MG132 modifiquen el tiempo de vida
media de LRP1 y consecuentemente incrementen la degradacion de B-amiloide, uno

de los causantes de Alzheimer.
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1. DEMENCIA
1.1  DEFINICION

Es un sindrome clinico en el cual se da una declinacion de las funciones superiores,
entre ellas la memoria, en relacion con un nivel previo de la persona. Adicionalmente
se le suma alteraciones psicologicas y de comportamiento, produciéndose asi una

discapacidad progresiva'".

1.2 CLASIFICACION

Las demencias se pueden clasificar seglin la topografia lesional, es decir el lugar donde
afecta la demencia, y segun la etiologia y criterios de la Clasificacion Internacional de
Enfermedades en su version 10 (CIE-10) y el Manual Diagnostico y Estadistico de los

Trastornos Mentales de la Asociaciéon Americana de Psiquiatria (DSM-IV)@,
Seglin la topografia lesional®>®:

= Demencias corticales: Aquellas en las cuales se ve afectado la corteza cerebral,
dafiandose de esta manera las funciones cognitivas que dependen del procesado
cognitivo asociado. Entre estas tenemos a la enfermedad de Alzheimer y de
Pick.

= Demencias subcorticales: Aquellas en las cuales se ve afectado el estriado, el
talamo, los nucleos del tronco y el cerebelo ya que se da una disminucion de la
sustancia blanca y gris. Entre las demencias subcorticales mas representativas
se tiene a la enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, paralisis
supranuclear progresiva, lesiones talamicas, encefalopatias, hidrocefalia
esclerosis lateral amiotrofica con demencia.

= Demencias mixtas: Aquellas en las cuales se ve afectado tanto la corteza
cerebral como las zonas subcorticales. Entre las mas importantes se tiene a las

demencias multi-infarto, secundaria a infecciones, trauma y anoxia, entre otras.
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Segiin la etiologia y criterios de CIE-10 y DSM-IV®:

e Demencias degenerativas primarias: Son aquellas demencias que no
resultan de otra enfermedad.
e Demencia tipo Alzheimer
v" De inicio precoz no complicada
v" De inicio precoz con ideas delirantes
v" De inicio precoz con estado de animo depresivo
v" De inicio tardio no complicada
v' De inicio tardio con ideas delirantes
v’ De inicio tardio con estado de 4nimo depresivo
e Otras demencias degenerativas primarias
v' Asociada a Enfermedad de Pick
v’ Asociada a Enfermedad de Huntington
v Asociada a Enfermedad de Parkinson
v’ Asociada a cuerpos de Lewy
o Demencias secundarias: Son las demencias que ocurren como resultado de
otra enfermedad fisica o lesion.
o Demencias vasculares
v" No complicada
v Con ideas delirantes
v Con estado de animo depresivo
e Otras demencias secundarias
v" Inducida por el alcohol
v" Inducida por utilizacion persistente de inhalantes
v" Inducida por sedantes, hipnéticos o ansioliticos
v" Inducida por utilizacion persistente de otras sustancias
v Asociada a traumatismos craneales
o Demencias combinadas: Son aquellas demencias en las cuales se evidencia
una demencia degenerativa primaria y una demencia secundaria.
e Enfermedad de Alzheimer con enfermedad cerebro vascular

asociada.
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REPOSITORIO DE

2. ALZHEIMER
2.1 DEFINICION

Es una enfermedad neurodegenerativa cerebral que es progresiva y que afecta
exclusivamente al cerebro. Se caracteriza por presentar lesiones anatomopatologicas
tipicas; las cuales son las placas neuriticas (PN), formadas por el péptido f-amiloide
(AB) y las maranas neurofibrilares (MNFs), compuestas por fibrillas entrelazadas
conocidas como filamentos helicoidales apareados (FHA) donde su mayor

constituyente es la proteina tau (t)"¥.

Estas lesiones que son detectadas a nivel microscopico repercuten en la fisiologia y
anatomia del cerebro como se muestra en la Figura 1 en la cual los surcos cerebrales
se encuentran ensanchados al abrir parcialmente las meninges o membranas de cerebro

de pacientes que padecieron Alzheimer®.

Figura 1. Comparacion entre un cerebro normal (A) y el cerebro de un paciente con

enfermedad de Alzheimer (B)®

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el mundo hay
aproximadamente 50 millones de personas que padecen demencia, y cada afno se
registran cerca de 10 millones de nuevos casos. La enfermedad de Alzheimer, que es
la forma mas comiin de demencia, tiene una prevalencia entre un 60% y un 70% del

total de casos de demencia®.

En el afio 2013, la OMS publico la estimacion de la incidencia anual de la demencia

especifica por edad en diferentes regiones del mundo, la cual se puede visualizar en la
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Figura 2. Asi, se observa una mayor incidencia por parte de paises de ingresos altos y
una menor incidencia para América Latina y paises de bajos ingresos, asi como

también la mayor incidencia esta en un grupo etario mayor a 90 afios!?).

«= Paises de ingresos altos === Europa === América del Norte
= Paises de ingresos bajos y medianos === América latina

250
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Incidencia/ 1.000 personas/aino

60 - 64 65 - 69 70-74 75-179 80 -84 85-89 90 -94 95+
Grupo etario (afios)

Figura 2. Estimacion de la incidencia anual de la demencia, especifica por edad en

diferentes regiones del mundo(!?

Otro estudio estimé que en el 2005, 0.38% de la poblacion mundial padecia de
demencia, y que la prevalencia se increment6 a 0.44% en el 2015 y se incrementaria
a0.56% para el 2030'1), Otro estima que, en el 2006, el 0.40% de la poblacion mundial
fueron afectados con la enfermedad de Alzheimer, y que la prevalencia se triplicara y

hasta se cuadriplicara para el 20502,

En abril del 2011, el neur6logo Danilo Sanchez Coronel del Instituto Nacional de
Ciencias Neurologicas (INCN) del Ministerio de Salud del Pert, indic6 que esta
enfermedad afectaba ya a mas de 200 mil peruanos. Asimismo, que el 1% de la
poblaciéon de 60 afios padece Alzheimer, en los adultos mayores de 60 a 65 afios es el
2%; mientras que en los mayores de 65 afios a 70 afios es del 4%; porcentaje que sube
a 8% si es mayor de 70 afios; en tanto que en personas mayores de 75 afios llega al
16% (13-15).

2.2 CLASIFICACION
La clasificacion que se maneja en la gran mayoria de laboratorio, hospitales y centros

de salud sobre la enfermedad de Alzheimer es la siguiente!®):
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2.2.1 INICIO TEMPRANO O FAMILIAR

Representa entre el 5 al 10% del total de casos y se debe principalmente a la mutacion
o trastornos de tres genes diferentes, que se ubican en los cromosomas 1, 14 y 21, que
codifican para la presenilina 2, presenilina 1 y para la proteina precursora de amiloide

respectivamente!!®).

2.2.2  INICIO TARDIO O ESPORADICO

Representa entre el 90-95% del total de casos, es la forma esporadica (aparicion tardia
o senil). Se presenta después de los 65 afnos y responde a una serie de factores de riesgo
de diferente naturaleza como son el envejecimiento, susceptibilidad genética y

ambiente, entre otros'®.

2.3 ETIOLOGIA
2.3.1 FACTORES GENETICOS

Se han encontrado tres genes directamente implicados para esta enfermedad®!6!7:

e El gen que codifica para la proteina precursora de amiloide (APP) que se ubica
en el cromosoma 21.

e El gen que codifica para la proteina presenilina 1 (PS1) localizado en el
cromosoma 14 (al menos 5 anomalias).

e El gen que codifica para la presenilina 2 (PS2) en el cromosoma 1.

La APP esta intimamente relacionado con la produccion del AB. Las mutaciones
presentes en el gen se localizarian cerca de los sitios reconocidos por las a, By v
secretasas, afectando el procesamiento de esta proteina y causando la sobreproduccion
de fragmentos amiloideos largos con respecto a los cortos, produciendo de esta manera
el evento primario desencadenante segin la hipotesis de la cascada del AB©!®). Las
presenilinas (PSs) son proteinas integrales de membranas y se localizan en el cuerpo
de las neuronas y dendritas. Ambas presenelinas interactian con otras proteinas
formando un complejo macromolecular que contiene la actividad de la y-secretasa, que
es la que regula, entre otras, la protedlisis intramembranal de la APP, por lo que su

mutacion termina afectando nuevamente la produccion normal de Ap(1%2%,
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2.3.2 HIPOTESIS DEL ALZHEIMER

La identificacion de los genes implicados en el Alzheimer ha impulsado el
establecimiento de diferentes corrientes de opinion cientifica formalizadas como
hipétesis que tratan de explicar las causas y el mecanismo, siendo la hipotesis de la
cascada amiloidea la mas estudiada y aceptada hasta la actualidad, siendo acompafiada
de otras hip6tesis como la hipdtesis de la proteina tau, hipotesis colinérgica, hipotesis

glutamatérgica®.

2.3.2.1 HIPOTESIS DE LA CASCADA AMILOIDEA

El AB es un péptido de peso aproximado de 4 kDa que se forma por la prote6lisis de
la APP, que es una glicoproteina transmembrana. La APP es cortada por la B-secretasa
y y-secretasa sucesivamente para formar el AB. Por lo tanto, existen numerosas
especies diferentes de AP, pero las que terminan en la posicion 40 (AB40) son las mas
abundantes (~80-90%), seguidas por 42 (Ap42, ~5-10%). Las formas ligeramente mas
largas de AP, particularmente AB42, son mas hidroéfobas y fibrilogenas, y son las

principales especies depositadas en el cerebro®>2),

En estados fisiologico, el AP tiene funciones en el organismo que son importantes tales
como la activacion de quinasas, proteccion contra estrés oxidativo, regulacion del
transporte de colesterol, actuando como un factor de transcripcion, en la actividad
antimicrobiana, entre otras. Sin embargo en estados patologicos la acumulacion
excesiva de este péptido produce degeneracion de células, degeneracion cognitiva,

hiperfosforilacion de la proteina 1, estrés oxidativo, entre otras®*=%,

Esta hipotesis se basa en la acumulacion del péptido AP insoluble que tiende a
agregarse en forma plegada formando las placas neuriticas debido a anomalias
genéticas en los genes que codifican para las presenilinas tanto 1 y 2 como la APP y a
la deficiente tasa de eliminacion. Este desequilibrio es toxico para el sistema nervioso
central y desencadena todos los demas sintomas (como se observa su participacion en

todo el proceso de la cascada amiloidea en la Figura 3)CV.
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Figura 3. Hipotesis de la cascada amiloidea®?

Las placas neuriticas son aquellas lesiones de ubicacion extracelular que se encuentra
principalmente en el cortex. Las placas neuriticas estdn conformadas por un centro
compacto de AP y rodeadas por prolongaciones de neuritas distroficas, astrocitos y

microglias, que la encapsulan®®,

Los depositos amiloide sin el componente neuritico se encuentra normalmente en el
cerebro de ancianos normales y son las llamadas placas seniles, estas no producen la
enfermedad, pero si son un factor de riesgo alto para padecerla®?. En la Figura 4,
utilizando la técnica de inmunomarcaje, se observan las placas neuriticas en la
neocorteza temporal de pacientes con Alzheimer. En la seccion A se puede observar
las placas seniles en abundancia, en la seccion B con una mayor ampliacion se puede
observar en las flechas la naturaleza fibrilar de los depositos difusos de AP y en la
seccion C se muestra placas neuriticas con nicleo (*) tefiidas en una combinacion de
tincion de Gallyas-silver para material neurofibrilar (marrén) e inmunoquimica para

el depdsito amiloideo (negro)©>.
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Se desconoce el mecanismo de toxicidad mediante el cual las placas neuriticas podrian
hacer dafio, pero se cree que podrian darse las siguientes formas para danar las

neuronas®®:

e Activar la microglia, ya que esta es un componente importante del sistema
inmune del cerebro y se ha comprobado que participa en la induccion de la
muerte de numerosas células y en la eliminacion de terminales sinapticas,
entre otros.

e Activar la respuesta inflamatoria con liberacion de citoquinas neurotoxicas,
las cuales generarian dafo oxidativo (oxidacion proteica, peroxidacion
lipidica, formacion de especies reactivas de oxigeno, estimulacion de 6xido
nitrico sintetasa, alteracion mitocondrial y otros) que inducen mecanismos
de apoptosis en las neuronas por lo cual se pierde las sinapsis
interneuronales.

e Interferir en la perfusion normal, afectando los contactos sindpticos
interneuronas por los depositos de AP en los vasos cerebrales.

e El péptido AP también puede unirse a metales, lo cual induciria el cambio
conformacional hacia la sabana B-plegada, lo que resultaria en un aumento
de su agregacion

e Inhibir el sistema glutamatérgico modificando la accion de la glutamina
sintetasa, enzima que cataliza la conversion del glutamato a glutamina. A

su vez el glutamato potencia la toxicidad del Ap.
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2.3.2.2 HIPOTESIS DE LA PROTEINA TAU (1)

Tau es una proteina de unién a microtubulos, la cual en estado fisiologico se une a otra
proteina intracelular, la tubulina, participando en la formacion y estabilizacion de los
microtibulos, los cuales estan vinculados con el transporte intracelular y el
mantenimiento de la estructura de la célula. La funcion de la estabilizacion de los
microtibulos la lleva a cabo mediante un equilibrio entre ciclos de fosforilacion y
desfosforilacion. Ademas, la proteina tau ayuda en el transporte de vesiculas y

organelas®’%),

Esta hipotesis se basa en que la proteina tau (t) en estados patoldgicos se encuentra
hiperfosforilada por diferentes razones como son la alteracion intracelular de calcio,
mutaciones genéticas u otras, lo cual causa una desestabilizacion en el citoesqueleto y
por consecuencia se da una agregacion de la proteina tau. Por consiguiente, la proteina
tau precipita formando FHA y adoptando una conformacion de lamina [ para luego
formar las MNF que causan un dafo sinaptico y neuronal. En la Figura 5 se describe

la participacién de la proteina T en el desarrollo de MNFs“04D),

BOX 4-5

Tau Hypothesis: Twisted Neurofibrillary Fibers

LY _I

HEALTHY MICROTUBULE

The tau hypathesis centers on twisted fibers of abnormal taw protein cafled neurcfibrillary tangles that accumulate inside the
brain cells of people with Alzheimer's

Figura 5. Hipdtesis de la proteina Tau®?
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Las MNF consisten principalmente en FHA precipitados de ubicacion intracelular y
extracelular (cuando la célula ya estd muerta) y afectan principalmente a grandes
neuronas piramidales®?. En la Figura 6 se puede observar la acumulacion anormal de
la proteina T y también MNFs en la corteza temporal de pacientes con Alzheimer. En
la seccion D se observa por la tincion argéntica Gallyas las MNF, habiendo una gran
conglomeracion en las células piramidales III y V, en la seccion E se observa ya a la
proteina tau fosforilada, en la seccion F y G se observa con las flechas las MNF y con

las cabeza de flechas se indican los FHA®Y.

Los FHA son polimeros organizados como un filamento doble helicoidal enrollado

sobre si mismo y consiste en dos partes®*47):

e Unnicleo altamente insoluble y que corresponde a la region de segmentos
repetidos del extremo carboxilo de la proteina tau que funciona como
dominio de unién a los microtiibulos.

o Una cubierta soluble que contiene moléculas de tau completas, muchas de

las cuales se encuentran hiperfosforiladas.

‘\wxo«-
\‘/v

‘abnormal ) ’ abnormal
D Gallyas E w-protein F ¢ Gallyas G - £ \' “t-protein
Figura 6. Marafias neurofibrilares en pacientes con Alzheimer(35)

2.3.2.3 HIPOTESIS COLINERGICA

Esta hipotesis se basa en el déficit colinérgico, especificamente del neurotransmisor
acetilcolina, que se da por la disminucion de la enzima que la sintetiza la cual es la
colina acetiltransferasa (CAT) y receptores colinérgicos alterados, esto hace que no se
unan a la acetilcolina. Todo esto provoca un cuadro clinico en el que se evidencia la
pérdida de las capacidades cognitivas de las personas que padecen esta enfermedad de

Alzheimer. Se puede observar en la Figura 7 una comparacion entre la sinapsis de
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neuronas normales y neuronas afectadas por la disminucion de CAT y receptores

alterados®4).

Basandose en los mecanismos bioquimicos de la sinapsis, se estan desarrollado las
siguientes estrategias terapéuticas: precursores de acetilcolina, agonistas nicotinicos,
liberadores de neurotransmisores, agonistas muscarinicos M1 o antagonistas
muscarinicos M2 ¢ inhibidores de acetilcolinesterasa. Actualmente los farmacos
actian por este ultimo mecanismo, tal es el caso de tacrina, donepezilo y

rivastigmina®?,

THE CHOLINERGIC HYPOTHESIS
(2003)
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Figura 7. Hipotesis Colinérgica®®"

2.3.2.4 HIPOTESIS GLUTAMATERGICA
El sistema de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), se va haciendo marcadamente
hipofuncional con la edad ya que se da la pérdida de neuronas glutamatérgicas,

disminucion del 4rbol dendritico y disminucion del tamafio celular®?>%,

Se considera que este estado previo de hipofuncionalidad en el envejecimiento, tiene

que ver principalmente con®*>):;

o Elestrés oxidativo, ya que se ha demostrado que afecta la glucolisis.
e Las alteraciones metabolicas vinculadas a la produccion de energia celular,

debido a que producen hipersensibilidad, ya que interfieren con el
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mecanismo voltaje dependiente por el cual el magnesio normalmente
inhibe el pasaje de calcio y de sodio a través del canal idnico dependiente

del receptor NMDA.

En la enfermedad de Alzheimer, se postula que existen factores adicionales que
actuarian como un catalizador o promotor del estado hipofuncional de los receptores
NMDA (GLAST, GLT-1, EAAC-1, EEAT4 y EEATS5) con un efecto mas devastador.
Dentro de estos factores, en el Alzheimer esporadico, puede mencionarse el gen de la
apolipoproteina E-4, o en el caso del Alzheimer familiar, las mutaciones amiloideas.
Se cree que estos factores aceleran la agregacion de los depositos de B-amiloide y que
¢éste aumenta la sensibilidad de los receptores NMDA, de tal forma que son destruidos
llegandose al estado de hipofuncionalidad del sistema y por ende a la

neurodegeneracion (Figura 8)©>39),

En condiciones fisiologicas, el glutamato es convertido en &cido gamma-
aminobutirico (GABA), un neurotransmisor inhibitorio, por la enzima glutamato
descarboxilasa. En el Alzheimer, la neurotransmision gabaérgica podria estar
incrementada por el aumento de la enzima que sintetiza GABA, con la resultante

degeneracion de los sistemas neuronales®”.

Primero, se produce el deposito de B-amiloide en bajas concentraciones en el cerebro
¢ interacciona con receptores NMDA, determinandose asi un aumento de la
sensibilidad por parte de los receptores al glutamato, ya que estas neuronas
glutamatérgicas son hiperestimuladas por el glutamato endégeno, y luego se degeneran
y se forman placas que incorporan porciones de neuronas, las cuales degeneran otros

procesos gliales®®3%),

Luego, cuando la pérdida de neuronas inhibitorias con receptores NMDA es
considerable se desencadena un sindrome de desinhibicion excitotdxica,
consecuentemente aparecen trastornos cognitivos por la afectacion de las neuronas
corticolimbicas que sirven a esas funciones. La hiperactivacion aberrante inicial, y la
degeneracion y muerte posterior de estas neuronas con la evolucion del proceso, afecta
a las funciones cognitivas servidas por ellas. Mientras las neuronas se degeneran, van

produciéndose ovillos neurofibrilares sobre la base de excesiva activacion de segundos
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mensajeros asociados con receptores muscarinicos, glutamatérgicos no NMDA o

ambos®7-09).
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Figura 8. Hipotesis Glutamatérgica®?

2.4 SIGNOS CLINICOS DEL ALZHEIMER

El cuadro clinico que se puede observar en un paciente con Alzheimer tiene como
principales signos al deterioro mental, pérdida de memoria, alteracion de lenguaje,
desorientacion temporo-espacial, déficit en la esfera emocional, depresion, ansiedad,

disfuncién acineto-rigido, trastornos en la marcha, entre otros®62-64),

2.5 TRATAMIENTO DEL ALZHEIMER

Es importante mencionar que actualmente no existe cura para el Alzheimer, y que ain
se esta estudiando diferentes alternativas para poder dirigir medicamentos a nivel
molecular en base a la etiologia conocida hasta hoy para que tengan una mejor eficacia
y poder disminuir los sintomas. El tratamiento del Alzheimer se da tanto con una
terapia farmacoldgica como con un tratamiento no farmacolégico. El objetivo del
tratamiento farmacoldgico es disminuir y amenguar los sintomas y asi poder mantener

las funciones cognitivas; y el tratamiento no farmacologico va dirigido a dar un soporte
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médico, social y afectivo al paciente con Alzheimer, a la familia y a los cuidadores

para asi evitar la progresion de la enfermedad y la aparicion de complicaciones®%).

2.5.1 TRATAMIENTO NO FARMACOLOGICO
El tratamiento no farmacologico para la enfermedad de Alzheimer tiene 2 objetivos

principalmente:

o El mantenimiento de las funciones cognitivas, la cual se logra a través de
programas enfocados en mantener a la persona con demencia de manera
activa (terapia de orientacion de la realidad, terapia de reminiscencia,
rehabilitacion de memoria, ayudas de memoria electronica y no
electronicas, entre otras), para que de esta manera se estimule aquellas areas
que todavia estan conservadas para enlentecer el declive cognitivo®> 7,

o FEl crear un ambiente agradable y seguro para mantener la calidad de vida
del enfermo. En el tratamiento de los pacientes es recomendable intentar
ponerse siempre en su lugar, es decir ser asertivo. Consejos como mantener
la comunicaciéon con un tono cuidadoso, usar frases cortas y simples,
mantener la seguridad fisica del paciente, ser comprensivo y tolerante con
el paciente, evitar discusiones sin sentido, ser atentos y empaticos, entre

otros ayudaran a mantener una muy buena relacion con los pacientes(®>63

70)

2.5.2 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

252.1 FARMACOS DESTINADOS A MANTENER LAS FUNCIONES
COGNITIVAS

e INHIBIDORES DE LA ACETILCOLINESTERASA: En la
enfermedad de Alzheimer se ha demostrado que existe una relacion

directa entre el déficit colinérgico cerebral y el deterioro cognitivo.

En tal sentido se justifica el uso de farmacos, como son la tacrina,

donezepilo, rivastigmina y galantamina, que act@ian sobre la
acetilcolinesterasa (enzima que degrada la acetilcolina) de manera

inespecifica para inhibirla. Otros farmacos actian sobre la
butilcolinesterasa, es decir la inhiben, de manera que consiguen

aumentar la concentracion de acetilcolina disponible para las sinapsis
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y consecuentemente esto mejora la funcion cognitiva. Sin embargo,
estos medicamentos también actiian a nivel periférico, produciendo
alteraciones relacionadas como la hiperestimulacion muscarinica
periférica, que da lugar a efectos adversos como son las nauseas,
vomitos, diarreas, dolor abdominal e hipersecrecion glandular, entre

otros(®>,

e ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES NMDA: En la
enfermedad de Alzheimer se ha demostrado que hay una excesiva
concentracion de glutamato y una alta sensibilidad de sus receptores
lo cual ocasiona una hiperfuncion glutamatérgica. Esto a su vez
ocasiona una sobrecarga de calcio en el interior de la neurona lo cual
ocasiona un dafio grave para esta, produciendo su degeneracion. Uno
de los receptores postsinapticos que estimula el glutamato es el
receptor NMDA, el cual interviene en los procesos de formacion de
la memoria y por lo tanto en la fisiopatologia de este tipo de demencia.
El farmaco, memantina es un antagonista reversible no competitivo,
dependiente del voltaje y de afinidad moderada para el receptor
NMDA. Al ser este farmaco dependiente del voltaje, cuando se
produce una alta despolarizacion en la formacion de memoria, este se
ve desalojado del receptor; no interfiriendo en estos procesos y
actuando mas bien como neuroprotector y consolidador de la
memoria. Pero en despolarizaciones mas livianas, es decir
patologicas, este farmaco permanece sobre el receptor NMDA,
bloqueandolo y asi impidiendo la entrada continua de calcio y por

consecuente evitando la apoptosis y muerte neuronal¢-6>71-72),

2522 FARMACOS PARA EL CONTROL DE LOS SINTOMAS
NEUROPSIQUIATRICOS, AFECTIVOS Y CONDUCTUALES

e NEUROLEPTICOS: Se usan estos farmacos para mejorar la

hostilidad, excitabilidad, falta de cooperacion, alucinaciones, entre

otros. Al llegar al cerebro ocupan los receptores del neurotransmisor

conocido como dopamina (receptores dopaminérgicos D2) y en

algunos casos los receptores serotoninérgicos SHT2A. La dosis para
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usarse se ajusta de acuerdo con el cuadro clinico del paciente, su
deterioro mental y emocional, ya que los efectos adversos mas
comunes de este tipo de farmacos son el deterioro cognitivo y
reacciones extrapiramidales. Los neurolépticos mas usados son

haloperidol, risperidona, olanzapina, levopromazina’>-7®,

o ANTIDEPRESIVOS: Existe entre un 20-30% de casos en que los
pacientes con Alzheimer sufren depresion. Cuando la depresion es
leve, se puede tratar con psicoterapia pudiendo ser eficaz y suficiente.
Sin embargo, cuando no hay respuesta a este tipo de terapia o es una
depresion de mayor grado, se acude a los antidepresivos triciclicos o
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS). Se elige
a los ISRS para los pacientes con este tipo de demencia ya que los
triciclicos tienen mayores efectos anticolinérgicos. Entre los mas
antidepresivos mas conocidos tenemos: citalopram, fluoxetina,
fluvoxamina, sertralina, paroxetina. Los inhibidores de la MAO no se

usan por las potenciales interacciones medicamentosas que posee!’’

80).

e ANSIOLITICOS: Estos farmacos son necesarios para controlar los
sintomas de ansiedad psiquica y somatica que puedan tener las
personas con Alzheimer. Se debe tener en cuenta que su uso
prolongado dafia las funciones cognitivas y por lo tanto aparecen los

efectos adversos.

o BENZODIACEPINAS: Las de eleccion para el Alzheimer son
las de vida media corta como el lorazepam y oxacepam o las
de accion intermedia como alprazolam. Estas presentan una
alta tasa de efectos adversos como ataxia, confusion, sedacion

excesiva, y en algunos casos ansiedad®V.

o BUSPIRONA: Es un farmaco bien tolerado, se administra dos
veces por semana para obtener una buena eficacia. Como

efectos adversos se puede citar: mareos, fatiga, cefalea. Se
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debe tener especial cuidado cuando se asocia con ISRS ya que

puede aparecer el sindrome seratoninérgico®? 89,

o ANTICONVULSIVANTES: Su uso se justifica debido a la
agitacion y manias asociadas a la enfermedad de Alzheimer.
Los farmacos de eleccion son la carbamazepina y acido
valproico. Los efectos adversos que aparecen son las
alteraciones hematologicas, sedacion, disfuncion hepatica, y

alteraciones hidroelectroliticas® 718D,

o TRAZODONA: Ha demostrado efectividad en el tratamiento
de la agitacion en pacientes con demencia. Los efectos
adversos que puede provocar son sequedad de boca,

hipotension postural y sedacion® 7,

3. PROTEINA 1 RELACIONADA AL RECEPTOR DE LA LIPOPROTEINA DE
BAJA DENSIDAD (LRP1)

3.1 DESCRIPCION

También llamado proteina 1 relacionada al receptor de lipoproteina (LRP), LRP1A,
receptor de a-2-macroglobulina (A2MR), receptor de la apoliproteina (APR), receptor
de la apolipoptroteina E (APOER), o cluster de diferenciacion 91 (CD91). Es una
proteina-receptor perteneciente a la familia de los receptores lipoproteicos de baja
densidad (LDLR, LRP1, LRPI1B, megalina/LRP2, MEGF7/LRP4, VLDLR,
ApoER2/LRPS, SorLA/LRI11, LRP5, LRP6) (Figura 9), que se encuentra en la
membrana plasmatica de un gran panel de células (fibroblastos, células de musculo
liso, neuroglias, neuronas, astrocitos, hepatocitos, macréfagos) envueltas en la
endocitosis y otros procesos. Esta proteina-receptor es esencial en el desarrollo
embrionario, ya que se comprobd que su deleccion en animales de experimentacion es
letal. La proteina-receptor LRP1 esta codificado por el gen LRP1 ubicado en el

cromosoma 12q13.3®8-9D,
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Figura 9. Familia de los receptores de lipoproteina de baja densidad®"

LRP1 es una proteina clave para la sefializacion de varios procesos como el
metabolismo de lipidos, de la glucosa e insulina en algunos tejidos, de complejos entre
activadores de plasmindgeno y sus inhibidores enddgenos, también estd implicado en
la fagocitosis de células apoptoticas. Puede modular eventos celulares, como el
metabolismo de la APP, degradacion de AP en el higado y cerebro, la sefializacion
intracelular dependiente de la quinasa, la senalizacidén neuronal del calcio, asi como la

neurotransmision; entre otras funciones que estan en actual estudio®*%.

3.2 ESTRUCTURA
El gen de LRP1 codifica la proteina LRP1 que es sintetizada como una proteina
transmembrana glicosilada de 600 kDa. para ser transformada en una molécula de dos

partes durante su maduracion por una furina en el complejo trans Golgi. Las dos partes
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estan unidas no covalentemente por medio de la parte extracelular (Figura 10). El

receptor maduro incluye® 7

e Una cadena a extracelular de 515 kDa, la cual comprende cuatro dominios de
union a ligandos (numerados I-IV) que contienen dos, ocho, diez y once
repeticiones de tipo complemento enriquecidas con cisteina, respectivamente.
Estas repeticiones se unen a proteinas de la matriz extracelular, factores de
crecimiento, proteasas, complejos de inhibidores de proteasas y otras proteinas
implicadas en el metabolismo de las lipoproteinas. De los cuatro dominios, el
IT y IV se unen a la mayoria de los ligandos de la proteina.

e Una cadena B de 85 kDa, conteniendo una corta extension extracelular, el
dominio tUnico de transmembrana y un dominio de 100 aminoacidos
intracelular (ICD). Este dominio contiene dos motivos NPxY que son
responsables de la funcion de la proteina en la endocitosis y la transduccion de

sefiales.

Cabe resaltar que a nivel periférico quien tiene actividad para con el AP es el LRP1
soluble (sLRP1), el cual es originado por la escision mediante la enzima [-secretasa
sobre LRP1 como se muestra en la Figura 10. sSLRP1 circula en el plasma para que a
nivel periférico se pueda unir a los ligandos, en este caso AP para llevarlo a la
degradacion sistémica en el higado; mientras que LRP1 como receptor se encuentra
funcional en los diferentes tejidos mencionados para la internalizacion del mencionado

AP para su posterior degradacion®®.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA :
DE SANTA MARIA

(a) LRP1

EGF precursor
-hw\olommﬂ I

-EG‘M
B NPxY motd

. Cysteine-nch
Igand-bindirg
repeaty

v sLRP1

i o

Extraceliular domain
(515 kDa) ﬂ)

domain
(85 kDa)

Transmembrane and —
cytoplasmic

[ J—

Ap40

Ap4a2

Alpha-1 antitrypsin
Alpha-2-macroglobulin
Antithrombin Il
Apolipoprotein E

Aprotinin

B-amyloid precursor protein
C1 inhibitor

Complement C3

Factor Villa

Factor IXa

Fibronectin

Heat shock protein 96
Heparin cofactor Il

Hepatic lipase

HIV-Tat protein

Human frizzled-1
Lactoferrin

Lipoprotein lipase

Malaria circumsporozoite protein
Matrix metalloproteinase 9
Matrix metalloproteinase 13
Midkine

Neuroserpin

Plasminogen activator inhibitor-1
Pregnancy zone protein
Prion protein

Op, Pseudomonas exotoxin A
% Receptor associated protein

Rhinovirus
Saposin
Sphingolipid activator protein
Thrombospondin-1
Thrombospondin-2
Tissue factor pathway inhibitor
Tissue plasminogen activator
Transglutaminase
Trichosanthin
Urokinase-type plasminogen activator

Figura 10. Estructura de LRP1 y principales ligandos®®
3.3 FUNCION

Entre las principales funciones de esta proteina-receptor tenemos®”~1%6):

e (Colaboracion en la eliminacion de proteinas plasmaticas en el higado a través
de la degradacion de proteinas a aminoacidos e intermediarios glucogénicos o
cetogénicos, que incluyen o2-macroglobulina, factor VIII y lipoproteinas,
como el quilomicron.

e Proteccion para la vasculatura. Gracias a la endocitosis de PDGF-R (receptor
del factor de crecimiento derivado de plaquetas) en las células del musculo liso,
LRP1 puede modular la via de sefializacion de PDGF, que se sabe que esta
implicada en el desarrollo de la aterosclerosis.

e Desempefio de un papel importante en la regulacion de la barrera
hematoenceféalica (BBB) al permitir la salida de componentes del cerebro hacia

la vasculatura periférica.
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e LRPI1 se une al activador tisular plasmindégeno (tPA) y posee propiedades de
sefializacion.

e Regulacion de la migracion celular y la invasion.

e Participacion en la organizacion del citoesqueleto y el desensamblaje de la
adhesion focal, especialmente a través de su interaccion con trombospondina-
1 (en lugar de trombonespondina-1) y calreticulina.

e Desempefio de un papel crucial en la maduracion de las proteinas de la
superficie celular, especialmente la integrina 1, implicada en la adhesion
celular.

e Desempefio de un papel clave en la sefializacion intracelular y endocitosis, que
lo implica en muchos procesos como metabolismo de lipidos y lipoproteinas

e Participacidn en la degradacion de proteasas

e Participacion en la regulacion del receptor del factor de crecimiento derivado
de plaquetas.

e Participacion en el crecimiento celular e inflamacion. Media el reconocimiento
de células apoptoticas por las células fagociticas.

e Aclaramiento del AP en el cerebro y del mismo modo puede unirse SLRP1
(LRP1 soluble) y LRP1 localizadas en la superficie de células hepaticas para

mediar su eliminacion sistémica.

34 IMPORTANCIA DE LRP1 EN EL ALZHEIMER
LRP1 es importante en la patogénesis del Alzheimer por varias razones como se

describen a continuacion®!:9496.107).

e Las neuronas requieren colesterol para su correcto funcionamiento en la
transmision de los impulsos nerviosos y ya que el colesterol es importado a la
neurona por la apolipoproteina E (apoE) a través de los receptores LRP1 en la
superficie celular, se cree que su mal funcionamiento o deficiencia pueda ser
un factor causal en la enfermedad de Alzheimer.

e LRPI1 ubicado en hepatocitos esta implicado en la degradacion sistémica de
AP.
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e [RPI1 ubicado en neuronas, astrocitos, microglias esta implicado en la
absorcion y degradacion lisosomica del AP y también en la eliminacion de AP
del cerebro a la periferia a través de la BBB (Figura 11).

e También se mostr6 que LRP1 media la fagocitosis de células apoptoticas
uniéndose a la calreticulina de la superficie celular en macrofagos, lo que
sugiere que LRP1 puede desempefiar un papel en la eliminacion de células
apoptoticas que contienen Ap.

o ABCA7, otra proteina de membrana que estd implicada en el riesgo de
Alzheimer se localiza junto con LRP1 en la superficie celular y mejora la
fagocitosis de células apoptdticas a través de LRP1 en macrofagos.

e LRPI esta altamente expresada en la cerebrovasculatura. En las células del
musculo liso vascular, el factor de respuesta sérico y la miocardina suprimen
el aclaramiento de AP al regular negativamente la LRP1. También se ha
demostrado directamente que la deleccion condicional de LRP1 en células de
musculo liso vascular en ratones modelo amiloide exacerbo la deposicion de
AP como placas amiloideas.

e LRPI probablemente media el aclaramiento de AP en la barrera del liquido
cefalorraquideo (CSF) y también en la BBB. En un estudio se demostr6 que
después de la administracion intracerebroventricular, el Ap radiomarcado se
elimind del CSF con una vida media de 17,3 minutos, que se suprimiod
significativamente en presencia de la proteina asociada al receptor (RAP) o
anticuerpo anti-LRP1. Estos hallazgos sugieren que LRP1 esta involucrado en

la eliminacidén de AP del CSF en células epiteliales en el plexo coroideo.
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Figura 11. LRP1 media la salida de AP del cerebro mediante la barrera

hematoencefalica%®

3.5 LRP1 COMO OBJETIVO TERAPEUTICO PARA ALZHEIMER

Es evidente que LRPI tiene un papel importante en la regulacion del aclaramiento
cerebral y sistémico del AP y en general en toda la patogénesis de la enfermedad del
Alzheimer. Es por ello por lo que se esta estudiando este receptor de una manera mas
profunda para poder desarrollar a futuro una terapia dirigida hacia este receptor para
aliviar la enfermedad de Alzheimer. Los avances que se tiene hasta ahora teniendo

como objetivo terapéutico a LRP1 son los siguientes®7-9%:10-110);

o Las estrategias de terapia farmacolégica y/o genética como cambios de estilos
de vida, administracion de estatinas, transferencia génica mediante vectores
para aumentar los niveles de LRP1 tanto en el sistema cerebrovascular y en la
BBB como en érganos periféricos como el higado, pueden tener el potencial
de aliviar el dafio vascular y acelerar el aclaramiento y eliminacioén y/o prevenir
la acumulacion de AP en la enfermedad de Alzheimer.

e FEI sLRP1 oxidado en el plasma que no se une al AP periférico, es un

biomarcador temprano importante en individuos que padecen de defectos
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cognitivos leves que podrian convertirse en pacientes con Alzheimer, asi como
en pacientes que ya padecen Alzheimer. Por lo tanto, la terapia sustitutiva del
sLRP1 circulante oxidado nativo con clisteres recombinantes de LRP con gran
afinidad de unioén a AP. Puede ayudar a mantener la actividad periférica ‘sink’
(proporcionar un receptor al Af libre en el plasma) para reducir la afluencia de
AP circulante al cerebro.

e Las condiciones de enriquecimiento ambiental como el aprendizaje, memoria,
lugar donde se vive, entro otros mejoran la funcidon cognitiva y la patologia
amiloide en modelos de raton con Alzheimer. En ratones TgCRNDS8, que
sobreexpresan una forma mutante de APP, el enriquecimiento ambiental
probablemente contrarresta la disfuncion vascular al aumentar la angiogénesis
acompanada de regulacion positiva de LRP1, apoE y a-2-macroglobulina, tal
que la limpieza de AP se mejora al tener mayor LRP1 funcional.

e [a eclectroacupuntura cerebral también redujo la deposicion del AP en el
hipocampo y reestablecio el deterioro cognitivo en ratones transgénicos APP-
V7171 que sobreexpresan una forma mutante de APP y PS1, lo cual se asocio
con un aumento de LRP1 en el hipocampo.

e El gjercicio fisico como correr disminuyo el depdsito de AP en el cerebro y
declive cognitivo en ratones transgénicos APP/PS1. Se observo una regulacion
positiva de LRP1, asi como neprilisina, enzima degradante de insulina,
metalopeptidasa entre otras proteinas envueltas en la limpieza del AP en el
cerebro.

e Enratones TgSwDI, que sobreexpresan una forma mutante de APP, oleocantal,
un componente secoiridoide fendlico del aceite de oliva virgen extra
incrementa la glicoproteina P y LRP1 en la BBB, lo que resulta en un
aclaramiento de AP mejorado y una reduccion de la neuroinflamacion.

e Los experimentos in vitro e in vivo mostraron que el tratamiento con
cannabinoides también mejoro el transito de AP en la BBB, esto se asoci6 con
niveles aumentados de LRP1 en el cerebro y en el plasma.

e FEl estrés oxidativo e inflamatorio podria estar involucrado en la patogénesis

del Alzheimer. Se ha demostrado que el antioxidante N-acetilcisteina protegio
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contra la inflamacién inducida por la disfuncion del aclaramiento de Af
mediante LRP1 en la BBB.

e Se sabe que hay una relacion directa entre el dominio de desintegrina y
metaloproteinasa que contiene la proteina 10 (ADAM10) y el desprendimiento
de LRPI1 en el endotelio cerebral. La administracion de un inhibidor de un
ADAM10, GI254023X, podria mejorar el aclaramiento de A a través de la
BBB al reducir el desprendimiento de LRP1.

e Se informo un efecto terapéutico de un péptido similar a SLRP1 modificado,
LRPIV-D3674G, que tiene una afinidad de unién mas alta a AB, pero menos
afinidad de union a otros ligandos de LRP1. La administracion subcutanea de
LRPIV-D3674G redujo los niveles de AB40 y AP42 en el hipocampo, la
corteza y en el CSF entre 60 y 80%, y mejoré las funciones vasculares y
neuronales en ratones con mutaciones en APP/PS1. Por lo tanto, el tratamiento
con LRPIV-D3674G puede ser un candidato novedoso para la terapia de
Alzheimer dirigida directamente a la funcion de LRP1.

e La administracion oral de un medicamento tradicional indio, el cual es un
extracto semipurificado de la raiz de Withania somnifera, aument6 LRP1
hepatico y mejord la patologia amiloide en ratones con mutaciones en APP /
PS1 probablemente facilitando el aclaramiento de AP a través de la BBB.
Estudios sugieren que aumentar el LRP1 hepatico es potencialmente
beneficioso contra la acumulacion cerebral de A, lo cual es consistente con la

hipotesis del SLRP1 periférico.

Las estrategias farmacologicas antes mencionadas para aumentar la expresion de LRP1
en la vasculatura cerebral pueden ser prometedoras para la terapia del Alzheimer
(Figura 12). Pese a ello, el solo aumentar LRP1 puede no ser suficiente para mitigar
los efectos sobre los depositos de AP ya que cofactores como la vitamina E
probablemente estén involucrados en estos mecanismos. Se debe tener en cuenta que
el desarrollo de terapias basadas en LRP1 para el Alzheimer requiere un estudio
cuidadoso de toxicidad y de seguridad de efectos secundarios no deseados potenciales
ya que que LRP1 participa en multiples sistemas de control en el organismo. Sin
embargo, hallazgos preliminares en tratamientos basados en LRP1 como los grupos

recombinantes de LRP1 sugieren que estos se pueden adaptar mediante ingenieria
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genética para que se dirijan especificamente a AP con efectos minimos sobre otros
sistemas en el cuerpo y/o como construcciones de LRP1 selectivas de AP adaptadas
para expresion especifica de tejido en cerebro, higado y/u otros oOrganos

periféricos®197,

|

S— 2~

L

Alzheimer’s
disease

Figura 12. LRP1 como objetivo terapéutico para el Alzheimer!*”

3.6 BIOSINTESIS

LRP1 al tener una estructura proteica cumple los mismos pasos para su biosintesis
como una proteina en general. La sintesis de proteinas es el proceso anabolico
mediante el cual se forman las proteinas en el ribosoma, estas tienen funciones
especializadas y pueden servir como hormonas, enzimas, inmunoglobulinas,

receptores, neurotransmisores, entre otros!!1:112),

El proceso consta de cinco etapas, la Figura 14 resume las diferentes etapas de sintesis

de proteinas. Estas etapas se detallan a continuacion:

e Activacion de los aminoacidos: Los aminodcidos que pasaran a formar parte
de la proteina deben ser activados para poner formar el enlace peptidico. En el
citosol, cada aminoacido se une a su ARN-t correspondiente, con ayuda de la
enzima aminoacil ARNt sintetasa, siendo este un proceso que consume
energia. Es en este momento cuando se dice que el ARNt se encuentra

“cargado”(13119),
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e Inicio de la Traduccion: Es en esta fase donde se da la formacion de la cadena
polipeptidica con el primer aminoacido ya activado (que es escogido por el
RNA-m) el cual toma el nombre de “iniciador”. Primero el ARN-m se une a la
subunidad menor del ribosoma (40S), luego el ARN-t ya cargado con el
aminoacido iniciador se les asocia por medio del anticodon (triplete de
nucledtidos), luego se unira la subunidad mayor del ribosoma y es asi como se
forma el complejo de inicio (el ribosoma, RNA-m, RNA-t, el aminoacido
iniciador activado y los factores de inicio) Este proceso requiere energia
aportada por GTP (guanosin trifosfato) y es regulado y estimulado por los
factores de inicio que son proteinas citosolicas (FI1, F12, FI3). Generalmente
el primer codon del ARN-m es AUG, el cual se aparea con el anticodon del
ARN-t y esto da la sefial del inicio de la formacion de la cadena
polipeptidica1>116),

e Elongacion: En el centro P (donde se sitiia el primer aminoacil-ARNt) el
carboxilo terminal (-COOH) del aminoacido iniciador se une con el amino
terminal (-NH) del aminoacido siguiente mediante enlace peptidico, el cual es
formado por la peptidil transferasa. Esta union es catalizada por la enzima
peptidil transferasa, por lo tanto, el centro P queda ocupado por un ARNt sin
aminoacido, el cual sale del ribosoma y se produce la translocacion ribosomal
(Figura 14). El dipeptil-ARNt queda ahora en el centro P. Todo este proceso es
catalizado por los factores de elongacion (FE1, FE2) y requiere de energia en
forma de GTP. Seglin la terminacion del tercer codon, aparece el tercer
aminoacil-ARNt y ocupa el centro A (el centro aceptor de nuevos aminoacil-
ARNY). Posteriormente se forma el tripéptido en el centro A y finalmente el
ribosoma realiza su segunda translocacion. Estos pasos se repiten multiples
veces segun el mimero de aminoacidos que requiera el polipéptido. La
traslocacion del ribosoma implica el desplazamiento del ribosoma a lo largo de

ARN-m en sentido 5’ a 3°(117:118),

e Cicloheximida: También llamada naramycina, hizarocin, actidione®,
actispray, kaken, U-4527 y con la forma molecular de CisH23NO4
(Figura 13). Es un inhibidor de la sintesis proteica en células eucariotas

y es producida por la bacteria Streptomyces griseus. Esta droga inhibe
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la sintesis de proteinas a nivel del ribosoma 60S y actua interfiriendo
en la actividad de la peptidil transferasa lo cual provoca que no se forme
el enlace peptidico entre los aminoacidos. Se usa ampliamente en la
investigacion cientifica in vitro ya que tiene un efecto rapido y se puede
revertir este efecto al retirarlo del medio de cultivo, sin embargo tiene
efectos toxicos incluyendo dano al ADN, teratogénesis, y efectos en la
reproduccion (toxicidad para los espermatozoides, enfermedades

congénitas) entre otros!197122),

HaC \CH3

Figura 13. Estructura quimica de Cicloheximida'!?

e Terminacion: La cadena polipeptidica continua elongandose hasta que se da la
sefial de paro, los cuales son los codones UAA, UAG y UGA, que no
especifican ningun aminoacido ya que no existe ningin ARN-t cuyo codén sea
complementario a estos y se conocen como codones de terminacion ya que
determinan el final de la sintesis proteica. Este proceso viene regulado por los
factores de liberacion (RF1, RF2, RF3), de naturaleza proteica, que se situan
en el sitio A y hacen que la peptidil transferasa se separe por medio de hidrélisis
de la cadena polipeptidica del ARN-t al romper el enlace peptidico!!?312%).

e Modificacion postraduccion: Son aquellas modificaciones que requieren
algunas proteinas para que puedan ejercer su funcion (ya que otras proteinas
emergen del ribosoma ya preparadas para ejercer su funcion de inmediato).

Este proceso de “maduracion” de estas proteinas requiere diferentes

plegamientos, procesos de glucosilacion, protedlisis parcial y modificacion de
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aminoacidos hasta que modifique su forma y obtenga una estructura

tridimensional(!2>-120),
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Figura 14. Sintesis de proteinas. Traduccién!?”

3.7 DEGRADACION

3.7.1 DEFINICION

LRP1 al ser una proteina intracelular con funcion endocitica y receptora tiene una vida
util que al finalizar debe ser degradada para mantener la homeostasis. La degradacion
de proteinas intracelulares es el proceso por el cual las proteinas ya sea por termino de
vida util, modulacion de homeostasis, eliminacion de proteinas anémalas, entre otras,

son metabolizadas pudiendo reutilizarse los productos de degradacion?®.

3.7.2 CLASIFICACION
Actualmente se sabe que en la degradacion de determinadas proteinas se encuentra el
punto de control de diversos procesos bioldgicos, algunos tan fundamentales como la

progresion del ciclo celulart!??.

Existen evidencias de proteinas degradadas en las mitocondrias, en los cloroplastos,
en el lumen del reticulo endoplasmico y en endosomas; sin embargo, los dos sistemas

principales de proteolisis caracterizados se encuentran en el citosol y en los lisosomas.
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Se sabe que las proteinas pertenecientes a membranas intracelulares, asi como a la

membrana plasmatica suelen ser degradadas por el sistema lisosomal!29).,

Existen dos principales vias de degradacion de proteinas intracelulares, las cuales son
la via de degradacion ubiquitina-proteosoma y la via de degradacion lisosomal-

autofagica.

3.7.2.1 SISTEMA DE DEGRADACION UBIQUITINA-PROTEOSOMA

Una de las principales vias de degradacion proteica selectiva en células eucaridticas
utiliza ubiquitina como un marcador que se dirige a proteinas citosolicas y nucleares
para una proteolisis rapida. Ubiquitina es un polipéptido de 76 aminoacidos que esta
altamente conservado en todos los eucariotas (levaduras, animales y plantas). Las
proteinas son marcadas para la degradacion mediante la union de ubiquitina al grupo
amino de la cadena lateral de un residuo de lisina, asi se agregan ubiquitinas
adicionales para formar una cadena de multiubiquitina para que dichas proteinas
poliubiquitinadas sean reconocidas y degradadas por un gran complejo de proteasa de
multiples subunidades, llamado proteosoma. La ubiquitina se libera en el proceso, por
lo que puede reutilizarse en otro ciclo. Es importante mencionar que tanto la union de
ubiquitina como la degradacion de proteinas marcadas requieren energia en forma de

ATP (adenosin trifosfato)!3?.

La ubiquitinaciéon es un proceso de varios pasos e inicia con la activacion de la
ubiquitina al unirse a la enzima que activa la ubiquitina (E1). Luego, la ubiquitina se
transfiere a una segunda enzima, llamada enzima conjugadora de ubiquitina (E2).
Después, la ubiquitina es transferida a la proteina diana por una tercera enzima,
llamada ubiquitina ligasa (E3), que es responsable del reconocimiento selectivo de las
proteinas de sustrato apropiadas, para finalmente repetir este proceso varias veces
hasta formar una cadena poliubiquitinada y ser conducido al proteosoma y con ayuda
de energia (ATP) poder degradar la proteina pudiendo reciclar la ubiquitina para volver
a ser usada en este ciclo. En la Figura 15 se esquematiza el proceso de degradacion

antes descrito!31:132),
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l Polyubiquitination

}

Figura 15. Via Ubiquitina-Proteosoma''*®

o MGI132: Es una clase de péptido aldehido sintético, en la Figura 16 se muestra
su estructura quimica. Es un inhibidor del proteosoma especifico, potente,
reversible y permeable a las células. Reduce la degradacion de proteinas
conjugadas con ubiquitina en células de mamiferos y cepas permeables de
levadura mediante el complejo 26S sin afectar sus actividades de ATPasa o
isopeptidasa. También activa c-Jun N-terminal quinasa (JNK1), que inicia la
apoptosis. MG132 también inhibe la activacion de NF-kB con una CI5S0 de 3

uM e impide la escision de la B-secretasa!34-139),
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Figura 16. Estructura quimica de MG132137

3.7.2.2 SISTEMA DE DEGRADACION LISOSOMAL-AUTOFAGICA

La otra via principal de degradacion de proteinas en células eucaridticas implica la
absorcion de proteinas mediante los lisosomas. Los lisosomas son organulos
encerrados en una membrana que contienen una serie de enzimas digestivas, incluidas
varias proteasas. Estas tienen varias funciones en el metabolismo celular, incluida la
digestion de proteinas extracelulares absorbidas por endocitosis, asi como el recambio
gradual de organulos citoplasmaéticos y proteinas citosolicas!**13®).

Una via para esta captacion de proteinas celulares, que es la autofagia, implica la
formacion de vesiculas (autofagosomas) en las que pequenas areas del citoplasma u
organulos citoplasmaticos estdn encerradas en membranas derivadas del reticulo
endoplasmico. Estas vesiculas luego se fusionan con los lisosomas, y las enzimas
lisosomales degradantes digieren su contenido. En la Figura 17 se puede observar la
formacion de un autofagosoma. La absorcion de proteinas en autofagosomas parece
no ser selectiva, por lo que resulta en la eventual degradacion lenta de las proteinas
citoplasmicas de larga vida. Sin embargo, no toda la absorcion de proteinas por los
lisosomas es no selectiva. Por ejemplo, los lisosomas son capaces de absorber y
degradar ciertas proteinas citosolicas de forma selectiva como respuesta a la inanicion
celular. Las proteinas degradadas por las proteasas lisosomales en estas condiciones
contienen secuencias de aminoacidos similares a la siguiente secuencia consenso: Lys-
Phe-Glu-Arg-Gln, que presumiblemente los dirige a los lisosomas. También se
requiere un miembro de la familia de chaperones moleculares Hsp70 para la
degradacion lisosomica de estas proteinas, actuando presumiblemente para desplegar
las cadenas polipeptidicas durante su transporte a través de la membrana lisosdémica.
Se piensa que las proteinas susceptibles a la degradacion por esta via son normalmente

proteinas de larga duracion, pero prescindibles!3*14),
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Figura 17. Via lisosomal-autofagica’

o BAFILOMICINA Al: La Bafilomicina Al es un macrélido (Figura 18) que es
producido por Streptomyces griseus, este es un inhibidor conocido de la fase
tardia de la autofagia. Previene la maduracion de las vacuolas autofagicas al
inhibir la fusion entre los autofagosomas y los lisosomas. La Bafilomicina Al

actua inhibiendo la H + ATPasa vacuolar(142).

Figura 18. Estructura quimica de Bafilomicina A1U4%
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4. LINEA CELULAR DE CARCINOMA HEPATICO (HepG2)
4.1 DESCRIPCION

Son células de la linea celular perpetua de carcinoma hepatico (derivado de un varon
caucasico de 15 afios) (Figura 19). Estas células son epiteliales en morfologia y
expresan una alta variedad de proteinas, entre las principales tenemos: o-fetoproteina,
alblimina; a-2-macroglobulina, o-1-antitripsina, transferrina, o-1-antiquimotripsina,
haptoglobina; ceruloplasmina, plasmindégeno, componente 4 del complemento,
activador de la convertasa C3, fibrindogeno, glicoproteina acida o-1, o-2-HS-

glicoproteina, B-lipoproteina, proteina de unién al retinol, LRP1, entro otros!44-147),

Debido a su alto grado de diferenciacion morfologica y funcional in vitro (Figura 19),
las células HepG2 son un modelo adecuado para estudiar el trafico y la dinamica
intracelular de proteinas de membrana, y lipidos en hepatocitos humanos in vitro. Esto
puede ser importante para el estudio de enfermedades hepaticas humanas causadas por
una distribucion subcelular incorrecta de proteinas de la superficie celular o donde
estén inmersas las células hepaticas como en el caso de los defectos de transporte
hepatocanalicular (sindrome de Dubin-Johnson, colestasis intrahepatica familiar

progresiva (PFIC) e hipercolesterolemia familiar, entre otros)(44148-150),

ATCC Number: HB-8065
Designation:  Hep G2

Low Density High Density

Figura 19. Células HepG2 a baja y alta densidad4>)
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42 HEPG2 Y ALZHEIMER

El AP se degrada a nivel cerebral por las células gliales mediante diferentes enzimas
degradadoras (neprilisina, catepsina B, enzima convertidora de la angiotensina,
enzima degradadora de la insulina, enzima convertidora del endotelio, aminopeptidasa
A, entre otras) y otros medios que tiene el cuerpo para limpiar la cerebrovasculatura
del AB. Sin embargo, la acumulacion excesiva de AP y el desequilibrio del sistema
regulador provoca que este atraviese la BBB mediante LRP1. Hay evidencia cientifica
para afirmar que la degradacion sistémica de AP es en el higado, siendo internalizados
por LRP1 hepatico, por lo cual he aqui la importancia que tiene esta investigacion al
estudiar un modelo in vitro de hepatocitos con condiciones de alta proliferacion, pero
con caracteristicas propias de hepatocitos para hallar el pardmetro farmacocinético de
la vida media y su principal via de degradacion. Estos datos permitiran proponer una
farmacoterapia dirigida a LRP1 (in vivo y posteriormente con pruebas clinicas),
pudiendo inhibir su degradacion para poder extender su vida 1til, para que asi en
condiciones patologicas pueda internalizar mayor cantidad AP y ayude en la

degradacién de este en el higado!3!-1%6),

Estudios han determinado que el AP soluble es segregado por células HepG2 como
una apolipoproteina, lo que no esta claro es cudl seria la funcion fisiologia de este AP
en el cuerpo humano. Sin embargo se considera que pudiera estar implicado en el
transporte y metabolismo de lipidos, ya que se observo alteracion en el metabolismo

de los lipidos en pacientes con Alzheimer(!>7-161,

Se ha estudiado también la apoptosis que produce AP en otras lineas celulares como
es SH-SYSY, esto demuestra claramente que es muy importante la investigacion en

modelos in vitro sobre la enfermedad de Alzheimer®?.

5. CULTIVO CELULAR
5.1 DEFINICION

Es el conjunto de técnicas que permiten mantener células in vitro en suspension o en
monocapa con una gran aproximacion a sus propiedades y funciones in vivo por mas

de 24 horas en condiciones controladas!¢®.
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6. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR

Los ensayos para medir la proliferacion celular, la viabilidad celular o la citotoxicidad
se usan comunmente para controlar la respuesta y la salud de las células en cultivo
después del tratamiento con diversos estimulos. Los ensayos de proliferacion celular
pueden controlar el nimero de células a lo largo del tiempo, el nimero de divisiones
celulares, la actividad metabdlica o la sintesis de ADN en cambio, el recuento de
células usando tintes de viabilidad como el azul tripan puede proporcionar tanto la tasa

de proliferacion como el porcentaje de células viables!!¢4167),

6.1 AZUL DE TRIPAN

El azul de tripano, azul de tripan o azul tripan es un colorante azoico (Figura 20) que
se utiliza para ensayos de viabilidad que permiten diferenciar células vivas de células
muertas. Las células vivas con la membrana celular intacta no se colorean debido a
que la membrana celular es selectiva respecto a qué compuestos pueden atravesarla y
ya que este compuesto es una molécula grande y de carga anidnica, la membrana no
permite su paso, por el contrario, si la célula estd muerta, por lo tanto, la membrana
celular estara desintegrada por lo cual el colorante azul de tripan podra ingresar sin
problemas a la célula. Por lo tanto, las células muertas se muestran de un distintivo
color azul bajo el microscopio (tipicamente, empleando una camara de Neubauer para
contarlas). Debido a que las células vivas excluyen al colorante y no se tifien, este

método también se llama método de tincion por exclusion8-171,

HaC CHs

N=N O O N=N

0 9 (“) 0
Na0-§ §-0Na Na0-§ §-ONa
0 0 0 0

NH, OH OH NH,

Figura 20. Estructura quimica de azul de tripan!¢”
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7. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cuantificacion de proteinas a menudo es necesaria antes de manipular muestras de
proteinas para su aislamiento, su caracterizacion o separacion respectiva por
cromatografica, electroforesis ¢ inmunoquimica y para sirve procedimientos
posteriores. No existe un unico método de ensayo de proteinas que arroje resultados
absolutamente precisos. Cada método tiene diferentes ventajas y limitaciones. Lo
importante es saber como seleccionar el ensayo de cuantificacién de proteina mas
apropiado para una aplicacion especifica. Los métodos de ensayo de proteinas que se
usan comunmente en laboratorios bioquimicos son el ensayo Lowry, el ensayo
Bradford, el ensayo del acido bicinconinico (BCA) y espectroscopia UV para

determinar la concentracion de proteina7%173),

7.1 ENSAYO DE BCA

El principio del ensayo del BCA es similar al procedimiento de Lowry, en que ambos
dependen de la formacion de un complejo de proteina Cu*? en condiciones alcalinas,
seguido de la reduccion de Cu™ a Cu'!. La cantidad de reduccion es proporcional a la
proteina presente. Se ha demostrado que la cisteina, cistina, triptofano, tirosina y el
enlace peptidico son capaces de reducir Cu*? a Cu''. BCA forma un complejo plrpura-
azul con Cu'! en ambientes alcalinos, pudiendo correlacionar la coloraciéon (que
absorbe luz a 562 nm) con el contenido de proteinas en la muestra (Figura 21). Los
ensayos de BCA se desarrollan a 37°C y el color se evidencia rapidamente por la
reduccion de aminoacidos como tirosina, cistina, triptdfano; pero este proceso puede
ser acelerado con incubacion a altas temperaturas, ya que a altas temperaturas los
enlaces peptidicos se reducen y no solamente los aminoacidos mencionados, lo que
produce resultados que se correlacionan mas con la cantidad de proteina que con la

presencia de residuos especificos!’+177,
A continuacion, se describen la reaccion que se da en el ensayo del BCA:
Complejo de proteinas + Cu> 5 Complejo de proteinas + Cu'*!
Complejo de proteinas + Cu’' + 2 BCA —— BCA-Cu'! (color purpura)

La diferencia con los otros ensayos es que el ensayo del BCA es mas sensible y
aplicable que Biuret o Lowry. Ademas, tiene menos variabilidad que el ensayo de

Bradford. El ensayo BCA tiene muchas ventajas sobre la determinacion de proteinas
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ya que es facil de usar, el complejo de color es estable, hay menos susceptibilidad a

los detergentes y es aplicable en una amplia gama de concentraciones de proteinas! 7%,

Ademas de la determinacion de proteinas en solucion, el andlisis de proteinas por BCA
tiene otras aplicaciones, que incluyen determinacion de proteina unida covalentemente

a soportes de agarosa y proteinas adsorbidas a placas de pocillos multiples!74178:179),

Bicinchoninic Acid BCA-Copper
(BCA) sodium salt Reaction

Figura 21. Formacion del complejo BCA-Cu*'(130

7.2 WESTERN BLOT

Western Blot (WB) es un método en biologia molecular, bioquimica e inmunogenética
para identificar una proteina en una muestra dada de homogenizado o extracto de
tejido. El término ‘transferencia’ se refiere a la transferencia de muestras biologicas
de un gel a una membrana y su deteccion posterior en la superficie de la membrana.
WB se introdujo en 1979 y ahora es una técnica de rutina para el analisis de proteinas.
La especificidad de la interaccion anticuerpo-antigeno permite identificar una sola
proteina en medio de una mezcla de proteinas. Western Blot se utiliza cominmente
para identificar positivamente una proteina en especifico en una mezcla compleja y

para obtener datos cualitativos y semicuantitativos sobre esa proteina!3!-183),
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Figura 22. Electroforesis vertical %%

El primer paso en un procedimiento de Western Blot es separar las macromoléculas
usando gel de electroforesis (Figura 22). Después de la electroforesis, las moléculas
separadas se transfieren sobre una segunda matriz, generalmente una membrana de

nitrocelulosa o fluoruro de polivinilideno (PVDF).

A continuacién, la membrana se bloquea para evitar cualquier union inespecifica de
anticuerpos a la superficie de la membrana. La proteina transferida se compleja con un
anticuerpo primario y posterior un anticuerpo secundario marcado con una enzima.
Luego se agrega un sustrato apropiado a la enzima (Figura 23) y juntos producen un
producto detectable tal como un precipitado cromogénico o fluorogénico en la

membrana para deteccion colorimétrica o fluorométrica, respectivamente.
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Figura 23. Método indirecto de deteccion'®!)

En la Figura 23 se puede visualizar los pasos antes descritos en un esquema.
Finalmente se realiza la densitometria, para lo cual los métodos de deteccion mas
sensibles usan un sustrato quimioluminiscente que, cuando se combina con la enzima,
produce luz como subproducto. La salida de luz se puede capturar utilizando una
pelicula, una camara charge coupled device (CCD) o un phosphorimager que esta
disefiado para la deteccion de quimioluminiscencia. Para cualquier sustrato que se use,
la intensidad de la sefial debe correlacionarse con la abundancia del antigeno en la
membrana de transferencia, es decir entre mayor cantidad de luz emita mayor sera la
cantidad de proteina complejada con los anticuerpos. En la Figura 24 se puede observar

los pasos generales antes descritos para el desarrollo del protocolo de Western
Blot(181,18¥186).
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Figura 24. Procedimiento general de Western Blot(!%?
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CAPITULO 11
METODOLOGIA
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1 MATERIAL BIOLOGICO

Células HepG2: Se utiliz6 la linea celular perpetua HepG2 (ATCC®) en el pasaje 18,
la cual fue proporcionada por el MSc. Alejandro Ronddn Ortiz para la investigacion.
Las células ya se encontraban en uso, almacenadas en una incubadora (VWR®
symphony™ Air-Jacketed CO> Incubator, Model 5.3* and 8.5%) a una temperatura de
37°C con 5% COz, en los laboratorios de investigacion de Massachusetts College of

Pharmacy and Health Sciences University,

1.2 INSTRUMENTOS UTILIZADOS

e (Cémaras de flujo laminar (Esco®, Class Il Type A2)

e Incubadora con fuente de CO, (VWR® symphony™ Air-Jacketed CO>
Incubators, Models 5.3% and 8.5%)

e (Cémara de nitrogeno liquido (VWR® CryoPro® Rack Systems, BR Series
Promotion Packages)

e Microscopio invertido (Olympus®, CKX31)

e Contador celular (Nexelom Bioscience®, Cellometer® Auto T4)

e Centrifuga (Clay Adams™ DYNAC® III Centrifuge, Model 420104)

e Bafio térmico de perlas metalicas (Lab Armor®, Bead Bath™ Model 74300-
706),

e Lector de microplacas (BioTek®, Synergy™ microplates)

e Agitador Vortex (Fisher Scientific Vortex Mixer, Cat # 02215365)

e Fuente de poder para electroforesis (BioRad®, PowerPac™ HC High-Current
Power Supply)

e Bloque de calentamiento seco (Thermo Scientific Analog dry block heater

e EW-36401-05)

e Céamara de electroforesis (Bio-Rad®, Criterion™ Vertical Electrophoresis
Cell)

o Sistema de transferencia (Bio-Rad® Trans-Blot®, Turbo™ transfer system)

e Microcentrifuga (Fisher Scientific®, Eppendorf™ 5424R Microcentrifuges)

e Lector de membrana (Li-Cor®, C-DiGit® Blot Scanner)

e Incubadora de microplacas (VWR®, Signature ™ Incubating/Cooling Shaker)
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1.3 MATERIALES Y REACTIVOS

Frascos de cultivo de 75 y 25 cm?

Tubos Falcon

Tubos Eppendorf

Pipetas descartables

Placas de 6 y 96 pocillos

Micropipetas

Raspadores celulares

Membrana de nitrocelulosa (ThermoScientific, Nitrocellulose Membrane,
88018)

Papel filtro de Western-Blot (ThermoScientific, Western Blotting Filter Paper,
88620)

Gel de Tris-Glicina 7.5% (BioRad, 7.5% Mini-PROTEAN® TGX Stain-
Free™ Protein Gels, 4568024)

Minimum Essential Medium a (Medio de cultivo para el crecimiento de las
células HepG2) (Life Techonologies, MEM a, 12561-056)

Buffer Fosfato Salino (Corning, Corning® Phosphate-Buffered Saline (1X
without calcium and magnesium, PH 7.4 + 0.1), 21-040-CV)

Albiimina Sérica Bovina (Boston BioProducts, BSA (Bovine Serum Albumin),
P-753)

Penicilina-estreptomicina (Penicilina 10,000 U/ml - Estreptomicina 10,000
pg/ml) (Life techonologies, Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL),15140-
122)

Suero fetal de bovino (Complemento de crecimiento para el cultivo celular)
(Life Techonologies, Fetal Bovine Serum (FBS), 16000-044)

Tripsina EDTA 0.05% (Reactivo para el pasaje celular) (Life Technologies,
Trypsin-EDTA (0.05%) with phenol red, 25300-054)

Solucion Azul de Tripan 0.4% (Reactivo usado para la viabilidad celular)
(Sigma-Aldrich, Trypan Blue solution, T8154)

Solucion de Rojo de Ponceau (BioReagent, suitable for electrophoresis, 0.1 %

(p/v) in 5% acetic acid, P7170-1L)
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e Dimetilsulfoxido (Solvente para las drogas de tratamiento) (Dimethyl
sulfoxide >99.5% (GC) (plant cell culture tested), D4540)

e M-PER (Reactivo para la extraccion de proteinas) (ThermoScientific, M-
PER™ Mammalian Protein Extraction Reagent, 78501)

e Cockteil de Inhibidores de Proteasas (Reactivos para la lisis celular)
(ThermoScientific, Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail
(100X), 78444)

e Kit de BCA (cuantificacion de proteinas) (ThermoScientific, Pierce™ BCA
Protein Assay Kit, 23225) Reactivo A contiene carbonato de sodio,
bicarbonato de sodio, acido bicinconinico y tartrato de sodio en hidréxido de
sodio 0.1 M y Reactivo B contiene sulfato cuprico 4%

o SDS-Sample Buffer 4X reducing (Boston BioProducts, Laemmli (SDS-
Sample Buffer, Reducing, 4X), BP110R)

e TBS Tween 20X (Reactivo para inmunoensayos) (ThermoScientific, Pierce™
20X TBS Tween™ 20 Buffer, 28360)

e Buffer Tris-Glicina SDS 10X (ThermoScientific, Pierce™ 10X Tris-Glycine
SDS Buffer, 28362)

e [adder (Marcador de peso molecular de proteinas) (ThermoScientific,
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 26616)

o Buffer de transferencia (ThermoScientific, Pierce™ 1-Step Transfer Buffer,
84731)

e Leche en polvo sin calorias (Boston BioProducts, Non-Fat Powered Milk, P-
1400)

e Anticuerpo primario de -actina (Abcam, Ms mAb to Beta Actin, ab49900)

e Anticuerpo primario de LRP1 (Abcam, Rb mAb to LRP1, ab92544)

e Anticuerpo secundario cabra anti-conejo (Abcam, Goat pAb to Rb IgG (HRP),
ab97051)

e Sustrato quimioluminiscente (ThermoScientific, SuperSignal™ West Pico
PLUS Chemiluminescent Substrate, 34578)

e Bafilomicina Al (inhibidor de la via lisosomal) (Abcam, Bafilomycin Al,
ab120497)
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e MGI132 (Inhibidor de la via ubiquitina proteosoma) (Abcam, MG-132,
ab141003)
e Cicloheximida (Inhibidor de proteinas) (Abcam, Cycloheximide, ab120093)

14 LUGAR DE LA INVESTIGACION
La investigacion se realizo en los laboratorios de post-grado del area de Farmacologia,
Escuela de Farmacia de la Universidad de Massachusetts College of Pharmacy and

Health Science, Boston, Estados Unidos.

2. METODOLOGIA
El medio se cambi6 cada 2-3 dias, y las células fueron pasadas y/o plaqueadas una vez
que se tenia una confluencia razonable (70-90%). El nimero de células plaqueadas fue

de alrededor de 250.000 células/mL.

Los protocolos de cultivo celular, conteo celular, viabilidad celular via azul de tripan,
lisis y extraccion de proteinas via M-PER, ensayo del acido bicinconinico (BCA) y
Western Blot se aplicaron varias veces durante todo el estudio, por lo cual se
describiran a continuacion una sola vez. Cabe resaltar que cada ensayo se llevo a cabo
por triplicado y al final se realiz6 el analisis estadistico correspondiente con el software
GraphPad Prism 6. En la Figura 25 se puede visualizar el disefio experimental. Para la
determinacion de la principal via de degradacion y tiempo de vida media de LRP1 se
hizo uso de las técnicas de cultivo celular de células HepG2, seguidamente de conteo
celular y viabilidad celular via azul de tripan, luego la aplicacion del respectivo
tratamiento, después lisis celular y extraccion de proteinas, finalmente se realizé la
cuantificacion de proteinas totales por BCA y cuantificacion especifica de LRP1 por
densitometria por WB y el respectivo analisis estadistico para validar los resultados

obtenidos.
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Cultivo celular de células HepG2
Conteo v viabilidad celular via azul de tripan

N

Determinacion de la principal Determinacién del tiempo de vida
via de degradacion de LEP1 media de LRP1
- Aplicacion de Bafilomicina Al - Aplicacion de Cicloheximida (pre-
yMG132 a3, 8, 16, 24 horas tratamiento)
- Aplicacion de Bafilomicina Al v
MG132 a0, 8, 16, 24 horas

Lisis v extraccion de proteinas via M-PER

Cuantificacion de proteinas totales mediante el ensayo del acido
Bicinconinico (BCA)

Cuantificacion especifica de LRP1 por Western Blot (WD)
Analisis estadistico

Figura 25: Disefio experimental

2.1 CULTIVO CELULAR

Para el cultivo celular, primero se prepard el medio completo, en la camara de flujo
laminar. Para esto se utilizé una botella de 500 mL de medio MEM a la que se afiadio
50 mL de suero fetal de bovino (FBS) como fuente de nutrientes (10%) y 5 mL de la
solucion de una soluciéon de Penicilina/Estreptomicina (1%), para evitar la
contaminacion de las células con bacterias tanto gram positivas como gram negativas.
Luego de esto, se prepard el medio incompleto (FSM), que se compone de 500 mL de
medio MEM y 5mL de solucion de Penicilina/Estreptomicina (1%) para evitar
contaminacion como se indico antes. Antes del uso de ambos medios, se les coloca en

el bafio de perlas a 37 °C por 45 minutos.
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La investigacion se inicio con una linea celular HepG2 que estaba en el pasaje 18,
almacenada en una incubadora a 37°C con 5% de CO». Antes de cada ensayo con las
células, se desinfecto el area de trabajo (Figura 26) con alcohol al 70%. Inicialmente
se desechd el medio de cultivo del frasco de cultivo celular (75 cm?), para luego lavar
con 10 mL de una solucion salina buffer de fosfato estéril (PBS), la cual se dejo en
contacto por dos minutos y luego se deshecho. Después se agregd 5 mL de Tripsina-
EDTA (0.25 % tripsina/0.53 mM EDTA) y se incubd por siete minutos a 37°C en una
atmosfera de 5% de CO,. Culminado el tiempo el frasco fue extraido de la incubadora
y se realiz6 una agitacion ligera, se colocé 25 mL de medio incompleto sin suero
(FSM) para neutralizar la tripsina y esta fue extraida con una pipeta volumétrica y
transferida a un tubo Falcom. A continuacion, la suspension de células fue centrifugada
a 1000 rpm durante cinco minutos, terminado este tiempo se decanté el sobrenadante
(medio de cultivo), y se resuspendi6 el pellet de células con 2 mL de medio completo.
Seguidamente se realizo6 el conteo y viabilidad celular mediante la técnica de azul de

tripan, cuyo procedimiento se detallara en la siguiente seccion.

El medio se cambio cada 48 horas, dependiendo de la confluencia celular. Las células
fueron pasadas y/o plaqueadas una vez que se tenia una confluencia razonable (70-
90%). Para los tratamientos correspondientes, las células fueron colocadas en placas
de 6 pocillos (2.5x10° células/mL) luego del conteo y viabilidad celular. Se les dejo
crecer por aproximadamente 2 dias y después del periodo de crecimiento, las células
se cambiaron a medio bajo en suero (LSM), el cual contenia MEM con 1% de FBS y

1% de Penicilina-Estreptomicina.
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Figura 26. El disefio basico de trabajo en una campana de cultivo celular8?

2.2 CONTEO Y VIABILIDAD CELULAR

A partir de la resuspension del pellet se realiz6 el recuento celular, para lo cual fueron
tomados 30uL de la resuspension y 30uL de reactivo Azul de Tripan y se
homogenizaron. Posteriormente se tomo6 20ul. del homogenizado y se coloco este a
una camara de conteo, la cual fue insertada al contador celular y por medio del software
Cellometer Auto T4 Cell Viability Counter se obtuvo la cantidad de células vivas/mL

junto a un porcentaje de viabilidad entre 70 a 90% en células HepG2 (Figura 27).

Pipette 20ul Insert Slide Click Count to Get Results

Figura 27. Protocolo de conteo y viabilidad celular!!®®

2.3 LISIS CELULAR Y EXTRACCION DE PROTEINAS
Pasado el tiempo de incubacion con los tratamientos, se procedio a retirar el medio de

cada frasco de cultivo, y se enjuagd con 1 mL de PBS frio en un bafio de hielo. Luego
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de descartar el PBS, se procedi6 a agregar el buffer de lisis y extraccion de proteinas
(300 pL de M-PER, 20 pL de cocktail de inhibidores de proteasas y 20 uL de EDTA
0.5M), se utilizé una escobilla para raspar la superficie y despegar la capa celular del
envase. Posteriormente, se coloco el contenido en un tubo Eppendorf 'y se centrifugod
a 14000 rpm por 7 minutos, después de este tiempo se extrajo el sobrenadante del
lisado y se guardd este en un nuevo tubo Eppendorf a -80°C, para los ensayos de
cuantificacion de proteinas. Se lisaron las células para extraer las proteinas en los

puntos de tiempo 3, 8, 16 y 24 horas.

24 CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES MEDIANTE EL ENSAYO
DEL ACIDO BICINCONINICO (BCA)

Primero se prepard la curva de calibracion de proteinas, usando una solucioén Stock de

albumina a una concentracion de 2 mg/mL. Seguidamente se realizé diluciones en

cascada tal como se muestra en la Tabla 1. Toda esta preparacion se realizé en un bafio

de hielo para su preservacion y para evitar la degradacion de las proteinas al pasar el

tiempo.

Tabla 1. Preparacion de los estandares de albumina para la curva de calibracion

Concentracion Diluyente PBS

Estandares Albuimina (pL)
(ng/mL) (nL)
1 2000 0 200 (estandar 0)
2 1000 100 100 (estandar 1)
3 500 100 100 (estandar 2)
4 250 100 100 (estandar 3)
5 125 100 100 (estandar 4)
Blanco 0 200 0

La muestra se preparo6 diluyendo 20 pL del sobrenadante obtenido de la lisis realizada
hasta 60 uL con PBS. En paralelo, se prepard suficiente reactivo de trabajo en una
proporcion de Reactivo A: Reactivo B (50:1) del kit de cuantificacion de proteinas y
se vertid en un envase de reactivo listo para usar. Finalmente, para la preparacion de
la placa a leer, se resuspendio y se coloco 20 pL de los estandares y muestras en los

pozos (se hizo por triplicado) (Figura 28) y luego se agregd 200 pl de reactivo de
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trabajo. Seguidamente se llevo al agitador de microplacas por 1 minuto y se incubo
por 30 minutos a 37° C. Se llevo al lector de placas y se leyd a una longitud de onda
de 562 nm.

Figura 28. Placa de 96 pocillos usado para el BCA

2.5 CUANTIFICACION ESPECIFICA DE LRP1 POR WESTERN BLOT
A. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Luego de realizado el ensayo de BCA y conocida la concentracion de las proteinas
totales, se realizo una dilucion para tener 40 pL de 500 pg/mL de proteinas. Se diluyo
en SDS, el cual no debe superar el 25% por lo que se utilizo 10 pl para el total que es
40 ul y se completé con PBS. Luego se centrifugd a 15000 rpm por 2 minutos y se
llevo al bloque de calentamiento seco a 95°C por 5 minutos para la desnaturalizacion

y reduccion de proteinas.
B. ELECTROFORESIS

Se prepar6 el buffer de corrida que consta de Trys Glycine SDS Buffer 10X. Se hizo
una dilucion 1/10 ya que se requeria una concentracion de 1X para lo cual se toma 50
mL del buffer y 450 mL de agua destilada. Se us6 gel de agarosa 7.5% Mini Protein
TGX. Luego se armo la cuba de electroforesis y se coloco el gel y se agreg6 el buffer
de corrida desde el centro. En uno de los pocillos se agreg6 stained protein ladder (5
uL) y en el resto de los pocillos se agregd las muestras (40 puL). Las condiciones de
corrida fueron: Voltaje = 125 V / Intensidad de corriente =3 A / Potencia=300 W/ T

= 50 minutos.
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C. ELECTROTRANSFERENCIA

Inicialmente, se corté moldes de papel filtro y membrana de nitrocelulosa. Después,
se les sumergid en un camara de vidrio con Buffer de transferencia. Luego de
terminada la corrida electroforética se retir6 el gel y se prepard el sandwich en el orden

segun la Figura 29.

+ve I +

I ———  sponge

:l Filter Paper
‘S «— Membrane
8 | | ~Gel
. . :l Filter Paper
el SPONgGE

Figura 29. Electrotransferencia de proteinas del gel a la membrana‘'%>

Finalmente, se colocd en el minirack del TRANS-BLOT (luego de la tercera o cuarta
capa se le paso el rodillo a fin de evitar que queden burbujas) y se agregd buffer de
transferencia en la parte inferior y superior del mini rack. Las condiciones de corrida

fueron: Voltaje = 25 V / Intensidad de corriente = 1.3 A / T = 7 minutos.

D. BLOQUEO

Se retird la membrana y se lavo con PBS hasta cubrir la membrana, luego se llevo a
agitacion suave por 1 minuto y se desecho el liquido para eliminar totalmente el buffer
de transferencia. Luego, se agregd colorante rojo de Ponceau hasta cubrir y de nuevo
se llevo a agitacion suave hasta que aparezcan las bandas y se reciclo el contenido.
Seguidamente, se lavo con PBS hasta cubrir, se llevd a agitacion suave por 1 minuto
y se desecho, se repitid este paso 2 veces. Finalmente se anadio leche al 5% (Non-fat
powder milk en TBS T) hasta cubrir por 1 hora para bloquear la membrana y se

desecho este al acabar el tiempo.
E. INCUBACION CON ANTICUERPOS Y DENSITOMETRIA

Primero se prepar6é 7 mL de anticuerpo primario (Rb mAb to LRP1) a una dilucion de

1:10000 en leche al 5 %, para agregarlo a la membrana y dejarlo en agitacion suave
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por 12 horas o toda la noche a 4 °C. Luego se lavdo con TBS T hasta cubrir y
nuevamente se llevo a agitacion suave por 5 minutos (se repitio este paso tres veces).
Después se preparé 7 mL de anticuerpo secundario (Goat pAb to Rb HRP) a una
dilucion de 1:2000 en leche al 5%, para agregarlo a la membrana y dejarlo en agitacion
suave por 1 hora a temperatura ambiente. Posterior a esto se lavo con TBS T hasta
cubrir y se llevd a agitacion suave por 5 minutos (se repitio este paso por tres veces) y
se agregd 6 mL de la solucion estable de peroxido y luminol en una proporcion de 1:1,

se llevo a agitacion suave por 5 minutos.

Finalizado el tiempo de incubacion de la membrana con los anticuerpos, se desechd
este y se procedid a escanear las manchas en el escaner. Posterior a este proceso, se
devolvio la membrana escancada a la cubeta para ser lavada con TBS tres veces
durante 5 minutos. Se preparé 7 mL de anticuerpo primario de -Actina (Ms mAb to
Beta Actin) a una dilucion de 1:10000 en leche al 5%, para agregarlo a la membrana
previamente lavada con TBS T, luego se paso a agregar directamente 6 mL del de la
solucion estable de peroxido y luminol en una proporcion de 1:1, se llevo a agitacion
suave por 5 minutos. Finalmente se volvid a escanear las manchas, para luego por
medio del software cuantificar las manchas y relacionarlo con el control de carga que

es B-actina y el control del tratamiento.

2.6 DETERMINACION DE LA PRINCIPAL ViA DE DEGRADACION DE LRP1
A. PREPARACION  DE SOLUCIONES DE TRATAMIENTO:
BAFILOMICINA Al Y MG132

Se prepard una solucion Stock de 4 pM en DMSO de Bafilomicina A1 y una solucion
Stock de 400 uM (0,4 mM) en DMSO de MG132 en la cabina de cultivo celular con

las condiciones asépticas necesarias.
B. APLICACION DEL TRATAMIENTO DE BAFILOMICINA Al Y MG132

Para la aplicacion del tratamiento, hay que recordar que se cambid el medio de las
células de medio completo a medio bajo en suero aproximadamente 24 horas antes del

tratamiento con las drogas.

Primero, se disolvi6 cada solucion stock de Bafilomicina A1 y MG132 en LSM para
obtener concentraciones de 10 nM para Bafilomicina Al y 1 pM para MG132.

Seguidamente se retird el medio de las placas de 6 pocillos que contienen las células
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en estudio para después agregar las soluciones de Bafilomicina Al a 10 nM y MG132
a | uM previamente preparadas. Los grupos control contenian DMSO en LSM para
tener en cuenta los efectos del DMSO. Hay que considerar que para todos los grupos
de tratamientos la concentracion final de DMSO fue menos del 0.5%. Las células se
trataron con 2 mL/pocillo. Se detuvieron los tratamientos a diferentes tiempos como
son 3, 8, 16, y 24 horas. Posteriormente se realizé la cuantificacion de proteinas totales

y de LRP1, y finalmente se realiz6 el analisis estadistico.

2.7 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA Y NO TOXICA
DE CICLOHEXIMIDA PARA CELULAS HEPG2
A. PREPARACION DE SOLUCION DE TRATAMIENTO: CICLOHEXIMIDA

Primero se disolvi6 alrededor de 33,8 mg de Cicloheximida en 2 mL de DMSO para
lograr una concentracion de 60 mM (0,06 M). Seguidamente, se hicieron diluciones
en cascada con el fin de hacer soluciones de concentraciones de 1,8 mM, 6 mM y 18
mM de Cicloheximida. Cuando se anadieron a LSM, las concentraciones de

Cicloheximida fueron de 3, 10, 30 y 100 uM, respectivamente
B. APLICACION DEL TRATAMIENTO DE CICLOHEXIMIDA

Al igual que en la primera parte, hay que recordar que 24 horas antes se cambi6 el
medio completo en el que estan las células a medio bajo en suero para preparar a las
células para el tratamiento. Primero, se retir6 el medio de las placas de 6 pocillos que
se uso, para luego agregar las diferentes soluciones de Cicloheximida disueltas en
LSM previamente preparadas, a los pocillos. El grupo control constaba solo de DMSO
en LSM para tener en cuenta los efectos del DMSO. Las células se trataron con 2
mL/pocillo. Hay que considerar que para todos los grupos de tratamientos la
concentracion final de DMSO fue menos del 0.5%. Se detuvo el tratamiento a las 24
horas, ya que se comprob6 que es el mejor tiempo en el cual se ve la expresion de
LRP1 en la primera parte, esto sera justificado en el capitulo de resultados y
discusiones. Posteriormente se realizé la cuantificacion de proteinas totales y de LRP1,

y finalmente se realiz6 el analisis estadistico.

2.8 DETERMINACION DE LA VIDA MEDIA DE LRP1 Y EL EFECTO DE
BAFILOMICINA Y MG132 SOBRE ESTA
A. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TRATAMIENTO
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a. CICLOHEXIMIDA: Se us6 una solucion de 18 mM ya que es la
concentracion optima no toxica para LRP1 en células HepG2, la cual

se justificara en el capitulo de resultados y discusiones.

b. BAFILOMICINA A1l Y MGI132: Se usaron las soluciones Stock de 4
uM en DMSO de Bafilomicina A1 y 400 uM (0,4 mM) en DMSO para
el caso de MG132.

B. APLICACION DEL TRATAMIENTO

Al igual que en la primera parte, hay que recordar que 24 horas antes se cambia el
medio completo en el que estan las células a medio bajo en suero para preparar a las
células para el tratamiento. Primero se retir6 el medio en el cual estaban las células y
se les afiadié LSM conteniendo Cicloheximida. Se dejo incubar durante 2 horas para
dar lugar a la inhibicion de LRP1. Luego se afiadi6 1 ml mas de medio con
Cicloheximida y los tratamientos con Bafilomicina A1 o MG132 considerando las
cantidades para que se mantenga la concentracion usada en la primera parte (10 nM
para Bafilomicina Al y 1 uM para MG132). El grupo control constaba solo de DMSO
en LSM para tener en cuenta los efectos del DMSO. Hay que considerar que para todos
los grupos de tratamientos la concentracion final de DMSO fue menos del 0.5%. Se
detuvieron los tratamientos a diferentes tiempos como son 0, 8, 16 y 24 horas.
Posteriormente se realizd la cuantificacion de proteinas totales y de LRPI, y

finalmente se realizd el analisis estadistico.

2.9 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados presentados en este trabajo de investigacion fueron expresados como
media + desviacion estandar (X + ¢). Para las pruebas de significancia estadistica fue
usado el andlisis de varianza ANOVA junto a un posterior andlisis con el test de
Dunnett, el cual fue utilizado para realizar comparaciones multiples con el respectivo
vehiculo a un p < 0.05. Todo esto fue analizado con ayuda del software estadistico

GraphPad Prisma 6.
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1. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados estan enfocados en dos objetivos, uno de los cuales es la determinacion
de la principal via de degradacion y la otra es la determinacion del tiempo de vida
media. Para ello se desarrollaron protocolos similares como son el cultivo celular,
cuantificacion de proteinas totales (BCA) y cuantificacion especifica de LRPI

(Western Blot).

1.1  CULTIVO CELULAR

La linea celular HepG2 fue obtenida en el pasaje celular 18 y fue utilizada con los
posteriores experimentos hasta el pasaje 28. Este demostré un buen crecimiento
utilizando el procedimiento de cultivo celular en esta investigacion. El medio MEM
(que contiene vitaminas, diferentes aminoéacidos, sales inorganicas y otros
componentes) con ayuda del suero bovino fetal y penicilina/estreptomicina permitio

el crecimiento de las células, sin contaminacion y con gran rapidez (Figura 30)1%-1°0),

Estudios previos realizados por el mismo laboratorio de la MCPHS - Boston en células
Hep@G2 indican que este medio de crecimiento permite un adecuado desarrollo de esta

linea celular®!-199),

Estas células fueron cultivadas en frascos que contenian el medio completo MEM
(conteniendo suero fetal bovino 10% y penicilina-estreptomicina 5%), luego de esto
se llevaron los frascos a incubar a una temperatura de 37°C y CO; al 5% y fueron

observadas a diario para comprobar su crecimiento.

Las células llegaban a la confluencia optima a las 48 horas luego del sembrado y en
ese momento se realizaba el pasaje o el cambio de medio completo a medio bajo en

suero (para prepararlo para el tratamiento respectivo).
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Figura 30. Células HepG2 con 80% de confluencia a 40x

1.2  DETERMINACION DE LA PRINCIPAL VIA DE DEGRADACION DE LRP1
EN CELULAS HEPG2

1.2.1 CONTEO Y VIABILIDAD CELULAR

Obtenidas las células, se procedié a realizar el conteo de éstas, donde el desarrollo de
la linea celular fue el 6ptimo. Estos ensayos se realizaron para determinar si la cantidad
de células sembradas en los frascos se encontraban en condiciones optimas de
crecimiento. Para el inicio de la determinacion de la principal via de degradacion se
obtuvo una viabilidad media de 85.43% y una cantidad celular media de 5.03 x 10°
células/mL (Tabla 2). El medio y las condiciones de crecimiento fueron correctas para

lograr una viabilidad superior a 80 % en esta parte del estudio.
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Tabla 2. Numero de células HepG2 contadas en el Cell Counter para la

determinacion de la principal via de degradacion de LRP1

Cantidad de
Numero de lectura células Viabilidad (%)
(Células/mL)
Primera lectura 4.90 x 10° 84.89
Segunda lectura 5.09 x 10° 85.30
Tercera lectura 5.10 x 10° 86.10
Promedio 5.03 x 10° 85.43
Desviacion estandar 0.113 0.615
Coeficiente de variabilidad 2.24 0.72

Algunos autores trabajan con una viabilidad de 70% para su investigacion!*®, otros
80%%194195) " también ATTC en una guia publicada sobre cultivo celular para el
cuidado de las lineas celulares recomienda de manera general realizar el pasaje celular
cuando se tenga una confluencia entre 70-90%°®, bibliografia sobre investigacion in
vitro en hepatocitos recomienda 80%!*®) y en el laboratorio donde se realiz la
investigacion considera una viabilidad adecuada entre 70-95%°7. Por lo cual nuestros
resultados estan dentro de los rangos tanto de autores externos del laboratorio como
del laboratorio mismo. De esta manera garantizamos la expresion correcta de todos los
componentes inherentes a esta linea celular en la siguiente generacion de células
cultivadas tanto para la propagacion celular como para los tratamientos realizados. La
razon fundamental del resultado de una buena viabilidad se debe a que las condiciones
brindadas fueron las adecuadas, ademas que el medio MEM favoreci6 la alimentacion

de éstas y por ende su correcto desarrollo.

122 DETERMINACION DE LA PRINCIPAL VIA DE DEGRADACION DE
LRP1

Para determinar la principal via de degradacion de LRP1 en células HepG2, se estudio

los efectos de dos compuestos capaces de inhibir la degradacion de proteinas,

Bafilomicina A1 (inhibidor de la via lisosomal-autofagico) y MG132 (inhibidor de la

via ubiquitina-proteosoma) a diferentes tiempos como son 3, 8, 16 y 24 horas en las

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

c¢lulas HepG2; para luego cuantificar el acumulo de LRP1 en el tiempo (por el efecto

de la droga que inhiba la misma y asi poder determinar cual es su via de degradacion).

Se usd una concentracion de Bafilomicina A1 de 10 nM ya que en estudios anteriores
esta concentracion era la adecuada para estudiar la degradacion proteolitica por la via
lisosomal en células HepG2 en presencia o ausencia de Rosiglitazona'°V, vale recalcar
que esta misma concentracion se usod en una investigacion de transfeccion en células
HeLa (células de carcinoma cervical) en presencia de cloroquina y Bafilomicina
A1U9%)_ También se sabe que esta concentracién inhibe la acidificacién y la
degradacion proteolitica en los lisosomas en células A341 (células de carcinoma
epidermoide humano)!®®. En otra investigacion se estudié la hipoxia inducida por
autofagia en células CCL39 (células de Cricetulus griseus, hamster chino) con ayuda
de Bafilomicina A1 a 10 nM. Por lo cual, esta concentracion es la adecuada para inhibir

la via lisosomal en células HepG2.

Se us6 una concentracion de MG132 de 1 uM ya que en estudios anteriores esta
concentracion era la adecuada para estudiar la degradacion proteolitica por la via
ubiquitina-proteosoma en células HepG2 en presencia o ausencia de RosiglitazonaV.
Otra investigacion estudio la agregacion proteica y la citotoxicidad que provoca
MG132 en esta concentracion en células HepG2°>1°)). Ademas, en otro estudio se
comprob¢ la viabilidad de 0.25 uM, 0.5 uM y 1 uM de MG132 en células HepG2
resultando que 1 pM de MG132 reduce la viabilidad celular en un 20%, mientras que
0.5 uM reduce al 40% la viabilidad celular y 0.25 uM decrece la viabilidad al 50%?%.
Otro estudio comprob¢ la viabilidad en células HeLa a diferentes concentraciones de
MG132 como son 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 15, 30 uM y como es que estas concentraciones
afectaban a la produccion de ROS (especies reactivas de oxigeno)!*¥. Es asi que la
concentracion de 1 pM estudiada tiene solo una reduccion del 20% de viabilidad
celular y teniendo precedentes de estudios realizados en el laboratorio con esta
concentracion es que se eligio esta para los tratamientos en células HepG2 para fines

de la inhibicion de la via ubiquitina-proteosoma.
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12.2.1 CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES MEDIANTE EL
ENSAYO DEL ACIDO BICINCONINICO (BCA)

Luego de realizado el tratamiento con las drogas antes mencionadas sobre las células

Hep@G?2, se lisaron estas y se extrajeron las proteinas totales via M-PER a 3, 8, 16 y 24

horas. Posterior a ello se procedi6 a realizar el ensayo de BCA para cuantificar las

proteinas totales en las muestras de los diferentes tiempos. Asi, se construy6 una curva

de calibracion de diferentes concentraciones usando albumina como estandar.

Para cada muestra de los diferentes tiempos, se puede visualizar las graficas de
calibracion en la Figura 31 (donde el R* es siempre superior a 0.9960) y sus
absorbancias en la Tabla 3, cuyas absorbancias netas, asi como la desviacion estandar

y coeficiente de variabilidad se encuentran detallados en los Anexos 1,2, 3 y 4.

Tabla 3. Curva de calibracion de albumina para la cuantificacion de proteinas en
c¢lulas HepG2 luego de los tratamientos con Bafilomicina A1 y MG132 durante 3, 8,
16 y 24 horas (n=3)

Absorbancia
Conggiann 3 horas 8 horas 16 horas 24 horas

(ng/mL)

Blanco 0.085+0.004 0.074+0.003 0.063+0.003 0.064+0.003
125 0.115+£0.005 0.144+0.005 0.113+0.001 0.115+0.005
250 0.321£0.013  0.367+0.010 0.333+0.013 0.341+0.010
500 0.481£0.012 0.501£0.004 0.491+0.022 0.506+0.012
1000 0.938+0.030 0.925+£0.015 0.921+0.045 0.894+0.038
2000 1.802+0.062 1.775+0.019 1.876+0.017 1.769+0.039

El valor de R? de cada gréfica indica que las curvas de calibracion son lineales, por lo
tanto, pueden ser usadas para extrapolar las concentraciones de proteinas de la muestra.
Asi, a partir de los datos que nos proporcioné la ecuacion respectiva de cada grafica
de calibracion se pudo extrapolar los datos para hallar la concentracion total de

proteinas de las diferentes muestras que corresponden a los diferentes tiempos (Tabla
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4) y que cuyas absorbancias netas se encuentran en los Anexos 5, 6, 7 y 8. Recalcar

que se realizé la cuantificacion de proteinas a 0 horas para asegurarnos que todos los

grupos parten de la misma concentracion.
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Figura 31. Graficas de calibracion de albumina para la determinacion de proteinas
en células HepG2 luego de los tratamientos con Bafilomicina A1 y MG132 durante

3,8, 16 y 24 horas (n=3)

Tabla 4. Cantidad de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento con

Bafilomicina A1 y MG132 durante 3, 8, 16 y 24 horas, Baf A1= Bafilomicina A1l

(n=3)
Concentracion de proteinas (ug/mL)
Tratamiento Control Baf Al MG132
3 horas 1240.481+0.018 1241.5934+0.019 1252.3334+0.008
8 horas 1384.792+0.019 1574.7924+0.007 1398.542+0.013
16 horas 1768.593+0.009 1961.556+0.009 1534.148+0.009
24 horas  2111.167+£0.012 2347.000+0.017 1334.083+0.005
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Como se puede apreciar en la Figura 32 la concentracion de proteinas esta en aumento
en relacion directa al paso de las horas. También se observa que hay una disminucion
significativa de la concentracion de proteinas a partir de las 16 horas en células HepG2
tratadas con MG132 en comparacion con el grupo control. Por el contrario, se puede
apreciar que hay un aumento significativo a partir de las 8 horas en la concentracion
de proteinas en células HepG2 tratadas con Bafilomicina Al en comparacion con el
grupo control, esto pudiera ser porque Bafilomicina A1 muestra efecto significativo
inhibiendo la via lisosomal-autofagica luego de las 3 horas, por ello a las 3 horas no
hay una diferencia significativa entre células tratadas con Bafilomicina A1l y el grupo

control.
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Figura 32. Efecto de Bafilomicina A1 y MG132 sobre la concentracion de proteinas
en células HepG?2 a 3, 8, 16 y 24 horas de tratamiento (n=3; p<0.05, ns=no
significativo, ANOVA de una via, post-hoc Dunnet)
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Para realizar el Western Blot es necesario colocar una cantidad especifica y conocida
de proteinas, para lo cual se realiza el ensayo de BCA. Es comun en el disefio de la
metodologia esta técnica antes del Western Blot, ya que tiene una alta sensibilidad en
comparacion a Lowry o Biuret y tiene menos variabilidad que Bradford. En una
investigacion donde se estudio el rol de LRP1 como sustrato competitivo de APP por
BACEI], se tuvo que cuantificar LRP1 por medio de Western Blot para lo cual antes
tuvieron que cuantificar las proteinas totales en la muestra con la técnica de BCA®%D,
Otro estudio sobre el transito de B-amiloide bidireccional mediado por LRP1 a través
de la barrera hematoencefalica cuantifico las proteinas totales por medio de la técnica
de BCA para luego cuantificar LRP1 especificamente por Western Blot!3?. Un estudio
realizado en ratones transgénicos que sobreexpresan la APP se evalud la reduccion de
LRP1 en las neuronas del hipocampo para ver si este reducia o no proporcionalmente
o si alteraba o no la deposicion de B-amiloide para lo cual también se hizo uso de la
técnica de BCA previo a cuantificar LRP1 por Western Blot?°?. Por lo cual se ve
necesario su uso previo al Western Blot ya que como se dijo antes tiene caracteristicas

superiores a otras técnicas de ensayo de cuantificacion de proteinas.

La técnica de BCA se fundamenta en la reduccion de Cu*? a Cu'! del sulfato ctiprico
(Reactivo B) por accion de algunos aminoacidos como cisteina o el enlace peptidico
en un medio alcalino que se da gracias al NaOH 0.1M (Reactivo A), para luego ser
quelado con 2 moléculas del acido bicinconinico lo cual forma un complejo que da

una coloraciéon morada proporcional a la cantidad de proteinas presentes en la muestra.

12.2.2 CUANTIFICACION ESPECIFICA DE LRP1 POR WESTERN BLOT

Luego se realizd la cuantificacion de LRP1 en las diferentes muestras, para ello
primero se normalizo la cantidad de proteinas a 500 pg/mL con SDS y PBS e
incubandolo durante 5 minutos a 95°C para que asi pierdan su conformacion nativa las
proteinas por accion de la SDS. Posterior a esto, se sembro las muestras en los pocillos
del gel de electroforesis sin olvidar el marcador (Ladder), para que se dé la separacion
de las proteinas por accion de electricidad. Las proteinas con alto peso molecular se
quedaron retenidas en la parte superior y las proteinas con un peso molecular menor
se abrieron paso hacia abajo. Después se procedi6 a realizar la electrotransferencia del
gel a la membrana, para lo cual se procedi¢ a realizar el “sandwich” en el cual la

membrana va posicionada hacia la parte inferior ya que, al ser una migracion de catodo
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a anodo, la fuente de poder permite el desplazamiento de las machas del gel a la

membrana.

Luego se procedi6 a incubar la membrana con el anticuerpo primario y luego realizar
el bloqueo de la membrana con leche, la cual tiene una gran cantidad de proteinas y
bloquea todos los espacios libres que no estén ligados al anticuerpo primario, después
se incuba con el anticuerpo secundario para finalmente agregarle el reactivo

quimioluminiscente, escanearlo y poder cuantificar LRP1.

Luego de realizado el escanco de las bandas de LRP1 (Figura 33), se obtuvo las
densitometrias de los tratamientos a diferentes horas, en la cual se puede observar la
disminucion de los niveles de LRP1 cuando es tratado con MG132 (inhibidor de la via
ubiquina-proteosoma) luego de las 8 horas, y por el contrario se observa la
acumulacion de LRP1 cuando es tratado con Bafilomicina Al(inhibidor de la via

lisosomal-autofagica), luego de las 8 horas también.

3 HORAS CONTROL  BAFAT MG 132 8 HORAS

CONTROL ~ BAFAT MG 132

T T DL L L L

B-ACTINA - e A N S |

B-ACTINA |

16 HORAS | CONTROL ~ BAFAt  MG132 |24 HORAS| CONTROL  BAFAf MG 132

LR ..‘."’“" o W N

B-ACTIVA oy B e s

Figura 33. Western Blot representativo del tratamiento de LRP1 con Bafilomicina

A1l yMG132 durante 3, 8, 16 y 24 horas, Baf A1=Bafilomicina A1 (n=3)

De acuerdo con la media del factor de correccion (FC) obtenido de la relacion entre la

densitometria de LRP1 del control con B-actina para luego relacionar cada muestra con
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el control (Tabla 5), se considerd que el vehiculo estaba en relacion a 1 y a partir de
esto se tomo en cuenta si habia incremento o disminucion de la proteina LRP1 en las

células expuestas a Bafilomicina A1 y MG132.

La proteina B-actina se us6 como control de carga ya que es una proteina que esta en
las células y tiene funcién motora, contractil, entre otras. Este control nos garantiza
que la carga de proteina es la misma en todo el gel ya que es usada para normalizar los
niveles de proteina detectados, las proteinas de todos los carriles son transferidas a la
membrana con la misma eficiencia, la incubacion del anticuerpo (primario, y de ser
necesario secundario también), y la deteccion de la sefial son uniformes en todos los
carriles. Se muestra en la Tabla 5 los niveles de LRP1 de las diferentes muestras y que

cuyas densitometrias estan en los Anexos 9, 10, 11 y 12.

Tabla 5. Niveles de LRP1 expresados en células HepG2 luego del tratamiento con
Bafilomicina A1 y MG132 durante 3, 8, 16 y 24 horas, Baf Al= Bafilomicina A1l
(n=3)

Tratamiento Control Baf Al MG132

3 horas 1.000+0.044 1.094+0.025 1.034+0.030

Niveles de 8 horas 1.000+0.007 2.649+0.054 1.033+0.038
LRP1 16 horas 1.000+0.023 3.249+0.114 0.744+0.027
24 horas 0.997+0.002 3.327+0.056 0.385+0.005

Las muestras de células HepG2 tratadas con Bafilomicina A1 y MG132 durante 3
horas no mostraron efecto significativo al ser tratados con las drogas comparado con
el control (Figura 34, 3 horas). Sin embargo, en las muestras de células HepG2 tratadas
con Bafilomicina A1 durante 8 horas se observé un aumento significativo de los
niveles de LRP1 a 2.684 de las células tratadas con Bafilomicina A1 comparado con
el control, sin embargo, no se observd diferencia significativa con el tratamiento de
MG132 (Figura 34, 8 horas). En las muestras de células HepG2 tratadas con
Bafilomicina A1 y MG132 durante 16 horas se observo un aumento significativo de
los niveles de LRP1 a 3.249 de las células tratadas con Bafilomicina A1 comparado

con el control. Sin embargo, se observo una disminucion de los niveles de LRP1 con
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una diferencia significativa de 0.744 con el tratamiento de MG132 (Figura 34, 16

horas). En las muestras de células HepG?2 tratadas con Bafilomicina Al y MG132

durante 24 horas se observd un aumento significativo de los niveles de LRP1 a 3.327

de las células tratadas con Bafilomicina A1 comparado con el control. Sin embargo,

se observo una disminucion aun mayor de los niveles de LRP1 con una diferencia

significativa de 0.385 con el tratamiento de MG132 (Figura 34, 24 horas). Esto

posiblemente se deba a que MGI132 tiene efectos citotoxicos desde 16 horas de

tratamiento.
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Figura 34. Efecto de Bafilomicina A1 y MG132 sobre LRP1 en células HepG2 a 3,

8, 16 y 24 horas de tratamiento (n=3; p<0.05, ns=no significativo, ANOVA de una

via, post-hoc Dunnet)
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En un estudio realizado por Cal R et al, en 2013, se demostrd que la agregacion de
lipoproteinas de baja densidad (agLDL) disminuye la ubiquitinizaciéon de LRP1 en
células de musculo liso vascular humano (VSMC). A través de este estudio, una de las
manchas mostr6é que MG132 redujo la ubiquitinizacion de LRP1, y la expresion de la
proteina LRP1 aument6 cuando se afladieron 10 uM de MG132 a las células durante
18 horas?®®. En otro estudio, se demostrd que la vida media de la subunidad 515kDa
de LRP4 en células HepG2 se prolongaba con la adicion de 20 pM de MG1322%, Los
datos de estos estudios podrian indicar que LRP1 también seria preservado cuando
UPS es inhibido por MG132, pero estudios recientes realizados en el Laboratorio de
la Universidad de MCPHS presentaron resultados diferentes, LRP1 no se conservo con
la adicion de MGI32 en células HepG2. Los niveles de LRP1 aumentan
significativamente con el tratamiento de Bafilomicina A1, esto indica que la inhibicion
del sistema de degradacion lisosomal preserva la vida media LRP1, por lo tanto, esta
es la principal via de degradacion de LRP1 en células HepG2. Esta diferencia podria
deberse a que en los estudios citados se usaron en células diferentes de HepG2 u otra

proteina de la familia de los receptores de lipoproteina de baja densidad (LRP).

Curiosamente hay una disminucion significativa de LRP1 desde las 16 horas hasta las
24 horas en el tratamiento con MG132. El mecanismo por el cual MG132 reduce los
niveles de LRP1 al inhibir la via ubiquitina-proteasoma (UPS) no es claro, por lo que
se requiere mayores experimentos para entenderlo. Pero se sabe que se produce
agregacion proteica, citotoxicidad y por ende muerte celular, la cual fue comprobada

en investigaciones pasadas!!%!97-200.203)

1.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA Y NO TOXICA
DE CICLOHEXIMIDA PARA CELULAS HEPG2

1.3.1 CONTEO Y VIABILIDAD CELULAR

Para el inicio de la determinacion de la concentracion Optima y no téxica de

Cicloheximida para células HepG2 se obtuvo una viabilidad celular media de 87.567%

y una cantidad celular media de 5.260 x 10° células/mL (Tabla 6). El medio y las

condiciones de crecimiento fueron correctas para lograr una viabilidad superior a 80%

en esta parte del estudio.
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Tabla 6. Numero de células HepG2 contadas en el Cell Counter para la

determinacion de la concentracion 6ptima y no toxica de Cicloheximida

Numero de lectura Cantidad de cclulas Viabilidad (%)
(Células/mL)
Cuarta lectura 5.15x10° 86.50
Quinta lectura 5.35x 108 88.90
Sexta lectura 528 x10° 87.30
Promedio 5.260 x 10° 87.567
Desviacion estandar 0.101 1.222
Coeficiente de variabilidad 1.93 1.40

1.3.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA Y NO TOXICA
DE CICLOHEXIMIDA
Para determinar la concentracion 6ptima de Cicloheximida (inhibidor de proteinas)
para inhibir LRP1 en células HepG2 sin que sea toxica, se trato las células HepG2 con
diferentes concentraciones de Cicloheximida (3, 10, 30 y 100 uM) durante 24 horas,
ya que en los experimentos anteriores (determinacion de la principal via de
degradacion) se observo que 24 horas es el mejor tiempo para la expresion de LRP1.
Al ver la disminucion de los niveles de LRP1 después de las 24 horas con las diferentes

concentraciones de Cicloheximida, se escogi6 la concentracion 6ptima.

Las células HepG2 son resistentes a la apoptosis mediada por el receptor de la muerte.
Mantener el estado de la resistencia a menudo requiere proteina nueva o sintesis de
ARN. Por lo tanto, el tratamiento con inhibidores de la sintesis de proteinas, tales como
Cicloheximida (CHX), o inhibidores de la sintesis de ARN, tales como Actinomicina
D (ActD) puede sensibilizar a las células resistentes. Por lo cual CHX podria inducir
a la apoptosis a las células HepG2©°®. Sin embargo, en una investigacion donde se
estudio la viabilidad de células HepG2 frente a diferentes concentraciones de CHX
desde 0,0.5, 1,5, 10 y40 uM, se puede observar que el maximo efecto se vio a 10 uM
y que con 40 uM ya no se obtiene mas efecto sino que forma un ‘efecto plateau’,

teniendo una viabilidad por encima del 80%'°%. Teniendo estos precedentes, se optd
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por escoger estas concentraciones de Cicloheximida (3, 10, 30 y 100 uM) para ver cual

era el mejor en células HepG2 para nuestro estudio en especifico.

1.3.2.1 CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES MEDIANTE EL
ENSAYO DEL ACIDO BICINCONINICO (BCA)
Luego de realizado el tratamiento con las diferentes concentraciones de Cicloheximida
sobre las células HepG2 se lisaron y se extrajeron las proteinas totales via M-PER a
las 24 horas de tratamiento. Posterior a esto, se procedioé a realizar el ensayo de BCA
para la cuantificacion de proteinas totales, para lo cual se realizd una curva de
calibracion de diferentes concentraciones usando albumina como estandar para la
muestra de 24 horas, su grafica de calibracion se puede observar en la Figura 35 (donde
el R? es superior a 0.9985) y sus absorbancias en la Tabla 7, cuyas absorbancias netas

se encuentran en el Anexo 13.

Tabla 7. Curva de calibracion de albumina para la cuantificacion de proteinas en

células HepG2 luego del tratamiento con Cicloheximida a 24 horas (n=3)

Absorbancia
COI(llclg/lgziién 24 horas

Blanco 0.082+0.001
125 0.205+0.002

250 0.334+0.000

500 0.569+0.013
1000 0.931+0.009
2000 1.819+0.002

El valor de R*de la grafica de calibracién indica que la curva de calibracion es lineal,
por lo tanto, su ecuacion puede ser usada para extrapolar las concentraciones de
proteinas de la muestra. Asi, a partir de los datos que nos proporcioné la ecuacion
respectiva de la grafica de calibracion se pudo extrapolar los datos para hallar la
concentracion total de proteinas de la muestra (Tabla 8) y que cuyas absorbancias netas

se encuentran en el Anexo 14.
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Figura 35. Grafica de calibracion de albumina para la determinacion de proteinas en

células HepG2 luego del tratamiento de Cicloheximida a 24 horas (n=3)

Tabla 8. Cantidad de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento con

diferentes concentraciones de Cicloheximida durante 24 horas (n=3)

Concentracion de

proteinas (ng/mL)
Tratamiento 24 horas
Control 1322.889+0.006
3uM 1275.852+0.002
10 pM 1044.741+0.004
30 pM 918.074+0.005
100 pM 951.407+0.004
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Figura 36. Efecto de Cicloheximida a diferentes concentraciones sobre la
concentracion de proteinas en células HepG2 con 24 horas de tratamiento (n=3,
p<0.05, ns=no significativo, *=diferencia significativa, ANOVA de una via, post-hoc

Dunnet, post t par)

En la Figura 36 se puede apreciar la disminucion de la cantidad de proteinas
dependiente de la concentracion de Cicloheximida, esto quiere decir que
Cicloheximida inhibe la sintesis de proteinas al nivel de los ribosomas,
especificamente inhibe a la peptidiltransferasa, la cual formaria el enlace peptidico. Al
no formarse el enlace peptidico, no se forma la proteina®’’2%®_ Es por ello que se
observa una disminucion en la cantidad de proteinas al aumentar la concentracion de
Cicloheximida. Sin embargo, se observa que 30 y 100 uM tienen el mismo efecto

inhibidor sobre las células HepG2.

Por lo tanto, la solucion de 30 uM puede usarse para inhibir las proteinas totales en
células HepG2, sin ser toxico para estas, teniendo su maximo efecto a esta

concentracion ya que a una concentracion de 100 pM el efecto es el mismo.

1.3.2.2 CUANTIFICACION ESPECIFICA DE LRP1 POR WESTERN BLOT
Realizado el escaneo de las bandas de LRP1, se obtuvo la densitometria del tratamiento
a diferentes concentraciones de Cicloheximida (Figura 37), en la cual se puede

observar la disminucion de los niveles de LRP1 a medida que aumenta la
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concentracion de Cicloheximida. Se muestran en la Tabla 11 los niveles de LRP1 de

la muestra y que cuya densitometria esta en el Anexo 15.

Cicloheximida

Control 3pM 10uM 30pM 100 pM

e

LRPI

action g W W T —

Figura 37. Western Blot representativo de los niveles de LRP1 luego del tratamiento

con diferentes concentraciones de Cicloheximida durante 24 horas (n=3)

De acuerdo con la media del FC obtenido de la relacion entre la densitometria de LRP1
del control con B-actina para luego relacionar cada muestra con el control (Tabla 9) se
considerd que el vehiculo estaba en relacion a 1 y a partir de esto se tomo en cuenta si
habia incremento o disminucioén de la proteina LRP1 en las células expuestas a las

diferentes concentraciones de Cicloheximida (100, 30, 10 y 3 uM).

Tabla 9. Niveles de LRP1 en células HepG2 luego del tratamiento con

Cicloheximida durante 24 horas (n=3)

Tratamiento Niveles de LRP1

Control 1.000-+0.000
3uM 0.881+0.028
10 pM 0.268+0.009
30 uM 0.1220.005

100 pM 0.105+0.002

Como se muestra en la Figura 38, hay cada vez un menor nivel de LRP1 durante 24
horas con una concentracion creciente de Cicloheximida en células HepG2 y esto

debido a que la Cicloheximida inhibe la sintesis de proteinas en las células HepG2. No
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se encontro diferencia significativa entre los niveles de LRP1 de células HepG2
tratadas con 3 uM de Cicloheximida (0.881) y el control, pero se encontrd diferencia
significativa entre niveles de LRP1 de células HepG2 tratadas con 10 puM de
Cicloheximida (0.268) en comparacion con el control, es decir disminuyo en un 73.2%.
Para la comparacion entre 30 uM de Cicloheximida (0.122) y el control se encontrd
que disminuyo significativamente en un 87.8% y para la comparacion entre 100 uM
de Cicloheximida (0.109) con el control se encontr6 también que disminuyo
significativamente, pero esta vez en un 89.1%. Ademas, no hay diferencia significativa
entre los niveles de LRP1 en células HepG2 tratadas con 30 uM y 100 puM, de

Cicloheximida esto quiere decir que el efecto es el mismo (se realiz6 un test t-pareado).

2.0;

ns

Niveles de LRP1

Concentracion de Cicloheximida
Figura 38. Efecto de Cicloheximida a diferentes concentraciones sobre LRP1 en
células HepG2 con 24 horas de tratamiento (n=3, p<0.05, ns=no significativo,

*=diferencia significativa, ANOVA de una via, post-hoc Dunnet, post t par)

Por lo tanto, se encontré que la concentracion de 30 uM para Cicloheximida era la
mejor concentracion para las células HepG2, ya que era la menor concentracion a la
cual el efecto de Cicloheximida tenia la mayor significancia. La soluciéon madre de

Cicloheximida 30 uM se us6 en los ensayos de tiempo de vida media.
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En estudios realizados por Dolfi et. al en el departamento de Medicina de la
Universidad de New Jersey uso una concentracion de 20 pg/mL de Cicloheximida, es
decir 71 uM para realizar los ensayos del tiempo de vida media para la proteina
MDM?2, evitando asi los efectos toxicos de Cicloheximida®®. Otra investigacion
realizada por Barodia et. al también usa la misma concentracion de Cicloheximida, es
decir 20 pg/mL para los ensayos del mismo para la determinacion del tiempo de vida
media de la proteina DISC1©!9. Es asi, que en nuestra investigacion incluso hemos
disminuido esta concentracion de Cicloheximida, garantizando el efecto de

Cicloheximida sin su toxicidad.

1.4 DETERMINACION DEL TIEMPO DE VIDA MEDIA DE LRP1 Y EFECTOS
DE BAFILOMICINA Al Y MG132 SOBRE ESTE

1.4.1 CONTEOY VIABILIDAD CELULAR

Para el inicio de la determinacion del tiempo de vida media de LRP1 y efectos de
Bafilomicina A1 y MG132 sobre este se obtuvo una viabilidad media de 88.133 yuna
cantidad celular media de 5.817 x 10° (Tabla 10). El medio y las condiciones de
crecimiento fueron correctas para lograr una viabilidad superior a 80% en esta parte

del estudio.

Tabla 10. Numero de células HepG2 contadas en el Cell Counter para la
determinacion del tiempo de vida media de LRP1 y efectos de Bafilomicina Al y

MG132 sobre esta (n=3)

Numero de lectura S s Viabilidad (%)
(Células/mL)
Séptima lectura 5.86x 10° 89.60
Octava lectura 6.08 x 10° 90.20
Novena lectura 5.51x10° 84.60
Promedio 5.817 x 10° 88.133
Desviacion estandar 0.287 3.075
Coeficiente de variabilidad 4.94 3.49
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1.4.2 DETERMINACION DEL TIEMPO DE VIDA MEDIA DE LRP1

Se determino el tiempo de vida media de LRP1 y los efectos de Bafilomicina Al y
MG132 sobre este, en células HepG2 durante 8, 16 y 24 horas, no se usé 3 horas ya
que no hay efecto significativo de Bafilomicina A1 y MG132 sobre LRP1. Se procedio
a incubar previamente las células con Cicloheximida para inhibir la sintesis de LRP1
y luego se inhibi6 las principales vias de degradacion para asi determinar el tiempo de

vida media y comparar este con el efecto de Bafilomicina y MG132.

142.1 CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES MEDIANTE EL
ENSAYO DEL ACIDO BICINCONINICO (BCA)

Luego de realizado el tratamiento con las diferentes drogas sobre las células HepG2 se

lisaron y se extrajeron las proteinas totales via M-PER a los diferentes tiempos

indicados anteriormente. Posterior a ello se realizo el ensayo de BCA con su respectiva

grafica de calibracion la cual se puede observar en la Figura 39 y las absorbancias de

las diferentes concentraciones de albumina en la Tabla 11 y sus absorbancias netas se

puede visualizar en el Anexo 16, 17, 18 y 19.

Tabla 11. Curva de calibracion de albimina para la cuantificacion de proteinas en
células HepG2 luego del tratamiento con Cicloheximida, Cicloheximida +

Bafilomicina A1l y Cicloheximida + MG132 durante 0, 8, 16 y 24 horas (n=3)

Concentracion

(ng/mL) 0 horas 8 horas 16 horas 24 horas

Blanco 0.091£0.003 0.089+0.002 0.093+0.000 0.090+0.004
125 0.233+0.008 0.233+0.008 0.246+0.001 0.212+0.008
250 0.349+0.010 0.350+0.011 0.376+0.011 0.327+0.006
500 0.587+0.000 0.587+0.001 0.634+0.004 0.633+0.012
1000 0.995+0.017 0.993+0.016 1.065+0.021 0.951+0.001
2000 1.634+0.016 1.635+0.017 1.864+0.036 1.720+0.011
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Figura 39. Graficas de calibracion de albimina para la determinacion de proteinas
en células HepG2 luego de los tratamientos con Bafilomicina A1 yMG132 a0, 8, 16
y 24 horas (n=3)

Los valores de R? (superiores a 0.9910) de cada grafica de calibracion indican que las
curvas de calibracion son lineales, por lo tanto, sus ecuaciones pueden ser usadas para
extrapolar las concentraciones de proteinas de la muestra. Asi, a partir de los datos que
nos proporcioné la grafica de calibracion se pudo extrapolar los datos para hallar la
concentracion total de proteinas de las muestras de los diferentes tiempos a partir de

las absorbancias que se muestra en la Tabla 12 y que cuyas absorbancias netas se

encuentran en el Anexo 20, 21, 22 y 23.
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Tabla 12. Cantidad de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento con
Cicloheximida + Bafilomicina A1l y Cicloheximida + MG132 durante 0, 8, 16 y 24
horas, CHX=Cicloheximida, Baf A1=Bafilomicina Al (n=3)

Cantidad de proteinas (ng/mL)

Tto. 0 horas 8 horas 16 horas 24 horas
Control 1218.917+0.008 1211.833+0.002 1219.185+0.003 1211.792+0.006
g}ﬁ 1220.167£0.009 1373.083+0.003 1542.519+0.010 1753.875:0.007
CHX+

1217.250+0.010 1159.750+0.006 1330.296+0.009 1644.292+0.002
MG132
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Figura 40. Efecto del tratamiento con Cicloheximida, Cicloheximida + Bafilomicina
A1l y Cicloheximida + MG132 sobre la cantidad de proteinas en células HepG2
durante 0, 8, 16 y 24 horas, CHX=Cicloheximida, Baf A1=Bafilomicina A1 (n=3;
p<0.05, ns=no significativo, ANOVA de una via, post-hoc Dunnet)

El objetivo de agregar Cicloheximida como pre-tratamiento fue para inhibir la
produccion de proteinas en las células, para que de esta manera poder ver claramente

el efecto de Bafilomicina A1 y MG132 en las proteinas intracelulares. Se evidencio
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que la concentracion de proteinas en células HepG2 donde solo fueron tratadas con
Cicloheximida no cambié durante 0, 8, 16 y 24 horas, esto garantiza que
Cicloheximida inhibi6 la sintesis de proteinas durante por lo menos 24 horas, el cual
fue el maximo tiempo de tratamiento. Esto quiere decir que no hubo interferentes como
la produccion de proteinas nuevas durante todo el tratamiento y que solo las proteinas
intracelulares que tenian las células antes de agregarles Cicloheximida se vieron
afectadas por Bafilomicina A1 y MG132. En la Figura 40 se puede apreciar que a 0
horas no hay un efecto significativo de las drogas sobre la concentracion de proteinas
totales en células HepG2, sin embargo, con el tratamiento durante 8, 16 y 24 horas hay
un aumento significativo en las células tratadas con CHX + Baf A1 ya 16 y 24 horas
hay un aumento significativo en las células tratadas con CHX + MGI32 en
comparacion con las células con CHX. El aumento significativo con Bafilomicina Al
a partir de las 8 horas de tratamiento podria demostrarnos que en células HepG2 hay
una gran cantidad de proteinas intracelulares que tienen una via de degradacion
lisosomal-autofagico, y el aumento significativo por parte del tratamiento de MG132
podria significar que aunque MG132 esta induciendo a apoptosis a las células HepG2,
estas se ven protegidas mediante la inhibicion de receptores de la muerte por parte de

Cicloheximida!*>2%9)

1.4.2.2 CUANTIFICACION ESPECIFICA DE LRP1 POR WESTERN BLOT

Realizado el escaneo de las bandas de LRP1, se obtuvo la densitometria del tratamiento
de LRP1 sin tratamiento, tratado con Bafilomicina A1 y con MG132 (Figura 41), en
la cual se puede observar la degradacion en los diferentes tiempos con las distintas
drogas. Se muestran en la Tabla 13 los niveles de LRP1 de las diferentes muestras y

que cuyas absorbancias netas estan en el Anexo 24, 25 y 26.
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Figura 41. Western Blot representativo de la degradacion durante 24 horas de LRP1
con Cicloheximida, tratado con Cicloheximida + Bafilomicina A1 y tratado con

Cicloheximida + MG132, CHX= Cicloheximida, Baf A1= Bafilomicina A1 (n=3)

Tabla 13. Niveles de LRP1 en células HepG2 luego del tratamiento con
Cicloheximida + Bafilomicina A1l y Cicloheximida + MG132 durante 0, 8, 16 y 24
horas, CHX= Cicloheximida, Baf A1= Bafilomicina Al (n=3)

Tiempo (h)
Tratamiento 0 8 16 24
Control 1.060+0.007 0.499+0.004 0.269+0.007 0.188+0.007
CHX + Baf A1 1.009+£0.017 0.876+0.024 0.718+0.020 0.431+0.017
CHX + MG132 1.052+0.005 0.467+0.015 0.267+0.010 0.198+0.006

De acuerdo con la media del FC obtenido de las muestras (Tabla 13) se considerd que
el vehiculo estaba en relacion a 1 o proximo a 1 y a partir de esto se tomd como 100%
este, para sacar en porcentaje de acuerdo a como se degradaba LRP1 durante las 24
horas en las células expuestas tanto a Cicloheximida como a Cicloheximida mas

Bafilomicina Al y Cicloheximida mas MG132.
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En la Figura 42 se muestra la grafica de degradacion de LRP1 durante 24 horas en
células HepG2, y que uniendo los diferentes puntos se formo una linea, la cual seria la
degradacion que sigue esta. Gracias a esta grafica, se pudo extrapolar el tiempo en el

cual hay 50% de LRP1 y se obtuvo 7.67 & 0.05 horas, este es su tiempo de vida media.

[a—
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[\ el
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0 8 16 24
Tiempo (horas)

Figura 42. Degradacion de LRP1 durante 24 horas en células HepG2

Enla Figura 43 se muestra la grafica de degradacion de LRP1 tratado con Bafilomicina
A1 durante 24 horas en células HepG2, y que uniendo los diferentes puntos se formo
una linea, la cual seria la degradacion que sigue esta proteina al ser tratado con
Bafilomicina Al. Gracias a esta grafica pudimos extrapolar el tiempo en el cual hay
50% de LRPI tratado con Bafilomicina Al y se obtuvo 22.03 £ 0.05 horas, como
tiempo de vida media al inhibir la via lisosomal-autofagia. Esto quiere decir que
reafirmamos que la via de degradacion lisosomal juega un papel importante en la
degradacion de LRPI.
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Figura 43. Degradacion de LRP1 durante 24 horas en células HepH2 tratadas con

Bafilomicina A1

En la Figura 44 se muestra la grafica de degradacion de LRP1 durante 24 horas en
células HepG2 tratadas con MG132, y que uniendo los diferentes puntos se formé una
linea, la cual seria la degradacion que sigue esta proteina al ser tratado con MG132.
Gracias a esta grafica pudimos extrapolar el tiempo en el cual hay 50% de LRPI
tratado con MG132 y se obtuvo 7.1 &+ 0.1 horas, este es tu tiempo de vida media al
inhibir la via ubiquitina-proteosoma. Esto quiere decir que LRP1 no es degradada por

la via de ubiquitina-proteosoma.
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Figura 44. Degradacion de LRP1 durante 24 horas en células HepG2 tratadas con
MG132

En la Figura 45 se muestra en simultaneo tanto la degradacion de LRP1 como cuando
es tratado con Bafilomicina A1 y cuando es tratado con MG132. Se puede apreciar
que el tiempo de degradacion de LRP1 se alarga cuando es tratado con Bafilomicina
Al en comparacion al LRP1 sin tratamiento (2.87 veces mayor), sin embargo, en LRP1
tratado con MG132 se puede observar un declive significativo (0.93 veces menor) y
esto debido a la agregacion de lipoproteinas y/o citotoxicidad de MG132. En la Figura
también se puede observar que no hay una diferencia sustancial entre el tiempo de vida
media de LRP1 y LRP1 tratado con MG132, esto se puede deber a que Cicloheximida
protege a las células de la apoptosis inducida por MG132 al inhibir los receptores de
la muerte (CD95-Fas, TNF-R), adaptadores de receptor de muerte (FADD, TRADD),
caspasas, miembros de la familia Bcl-2 y otras proteinas) o también podria activar la

sefializacion antiapoptotica!9>-2%),

Los valores del tiempo de vida media de LRP1 sin ser tratado y al ser tratado por los
inhibidores de las principales vias de degradacion son una fuente de conocimiento para
la investigacion basica, sin embargo, también podria servir como una diana terapéutica
para alargar la vida util de LRP1 y que este pueda internalizar el AP n la enfermedad

de Alzheimer.
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Figura 45. Comparacion grafica de degradacion de LRP1, tratado con Bafilomicina

Al y tratado con MG132

El método utilizado para determinar la vida media de LRP1 en los diferentes casos fue
el ploteo®”), sin embargo se sabe que otros autores usaron la ecuacion propia del
tiempo de vida media como pardmetro farmacocinético®'!. La razén por la cual se
eligio usar este método para determinar el tiempo de vida media fue porque la ecuacion
al ser graficada reduce de gran manera los posibles errores, sin embargo, para este caso
en especial no hay una diferencia sustancial en el perfil de la grafica al determinar el

tiempo de vida media por ambos métodos.

Bafilomicina A1, inhibidor de la via lisosomal, demostro tal efecto también en células
A431 (células de carcinoma epidérmica humano), en células BNL CL.2 (células
epiteliales del higado de raton)'®®, y también en células de H-4-II-E (células de
carcinoma hepatico en ratas)®'?. Bafilomicina Al a una concentracion de 10 nM
redujo la viabilidad celular HepG2 hasta en un 30% via caspasas en células HepG2
luego de un tratamiento de 72 horas, inclusive con 48 horas de tratamiento se reduce
la viabilidad a 50% aproximadamente®'®. En esta investigacion se usd esta
concentracion solo como maximo por un periodo de 24 horas, por lo cual garantizamos

que no hubo muerte celular provocada por Bafilomicina Al.
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MG132, entre otros inhibidores de la via ubiquitina proteosoma comenzaron a ser
sintetizados para reducir la excesiva degradacion de proteinas musculares como en
estados caquécticos®'¥. Sin embargo, se sabe que MG132 también es toxico, lo cual
ha sido demostrado en experimentos que evidencian que su mecanismo es la formacion
de especies reactivas de oxigeno. La formacion de ROS y el agotamiento del glutation
(GSH) debido a los inhibidores del proteosoma pueden causar una disfuncion
mitocondrial y posteriormente la liberacion de citocromo, lo que conduce a la
disminuciéon de la viabilidad celular*>. Por ahora sigue en estudio esta via de
degradacion y por ello como inhibidor del proteosoma 26S, MG132 ha sido probado

y utilizado en células HepG2, HeLa, entre otras lineas celulares!*>197,
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2. CONCLUSIONES

o Se logré determinar que la principal via de degradacion de LRP1 es la via
lisosomal-autofagica.

o Se determind que la concentracion adecuada a la cual la Cicloheximida
inhiba la sintesis proteica en células HepG2 sin que sea toxico para estas es
30 uM.

o Se logré determinar que la vida media de LRP1 en células HepG2 es
7.67+0.05 horas usando el modelo de la Cicloheximida.

e Se logr6 determinar la vida media de LRP1 en células HepG2 tratadas con
Bafilomicina Al, la cual es 22.03+0.05 horas y también se determiné la
vida media de LRP1 en células HepG2 tratadas con MG132, la cual es
7.1£0.1 horas.
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3. SUGERENCIAS

e Realizar mayores estudios sobre LRP1, ya que esta proteina esta
envuelta en la fisiopatologia del Alzheimer y otras enfermedades como
arterioesclerosis, entre otros. Por e¢jemplo, la determinacion del tiempo
de vida media de sLRP1, vectorizacion de un antioxidante para sLRP1,
entre otros.

e Expandir los estudios realizados en la presente investigacion a otras
lineas celulares que expresen LRP1.

e Realizar estudios para identificar cual es la via por la cual MG132
reduce los niveles de LRP1 al inhibir el sistema ubiquitina-proteosoma,
es decir el mecanismo por el cual MG132 es citotoxico y lleva a la
apoptosis a células HepG2.

e Realizar estudios para identificar el tiempo de latencia de Bafilomicina
Al, ya que no hay un efecto sobre las células HepG2 durante un
tratamiento de 3 horas, sin embargo, muestra un efecto a las 8 horas de

tratamiento.
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ANEXOS

Anexo 1. Absorbancia de alblimina a diferentes concentraciones para la cuantificacion de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento

de Bafilomicina A1 y MG132 durante 3 horas en la determinacion de la principal via de degradacion de LRP1

Albumina (ng/mL)

Blanco 125 250 500 1000 2000

0.089 0.120 0.333 0.468 0.908 1.857

Absorbancias 0.084 0.114 0.322 0.485 0.938 1.814

0.082 0.111 0.307 0.491 0.968 1.735

Promedio 0.085 0.115 0.321 0.481 0.938 1.802
Desviacion estandar 0.004 0.005 0.013 0.012 0.030 0.062
Coecficiente de variabilidad (%) 4.414 3.939 4.018 2423 3.180 3.417

Anexo 2. Absorbancia de albimina a diferentes concentraciones para la cuantificacion de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento

de Bafilomicina A1 y MG132 durante 8 horas en la determinacion de la principal via de degradacion de LRP1

Albtimina (ng/mL)

Blanco 125 250 500 1000 2000

0.075 0.148 0.374 0.504 0.941 1.754

Absorbancias 0.075 0.145 0.356 0.496 0.923 1.780

0.071 0.138 0.372 0.502 0.912 1.791

Promedio 0.074 0.144 0.367 0.501 0.925 1.775
Desviacion estandar 0.003 0.005 0.010 0.004 0.015 0.019
Coecficiente de variabilidad (%) 3.431 3.319 2.716 0.896 1.605 1.071
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Anexo 3. Absorbancia de albtimina a diferentes concentraciones para la cuantificacion de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento

de Bafilomicina A1 y MG132 durante 16 horas en la determinacion de la principal via de degradacion de LRP1

Albumina (ng/mL)

Blanco 125 250 500 1000 2000

0.062 0.114 0.338 0.515 0.972 1.859

Absorbancias 0.062 0.112 0.342 0.484 0.898 1.892

0.066 0.113 0.317 0.474 0.893 1.877

Promedio 0.063 0.113 0.333 0.491 0.921 1.876
Desviacion estandar 0.003 0.001 0.013 0.022 0.045 0.017
Coecficiente de variabilidad (%) 3.978 0.902 4.002 4.394 4.846 0.880

Anexo 4. Absorbancia de albtimina a diferentes concentraciones para la cuantificacion de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento

de Bafilomicina A1 y MG132 durante 24 horas en la determinacion de la principal via de degradacion de LRP1

Albimina (ng/mL)

0 125 250 500 1000 2000

0.062 0.113 0.335 0.492 0.938 1.742

Absorbancias 0.063 0.112 0.336 0.508 0.876 1.750
0.067 0.120 0.353 0.516 0.868 1.814

Promedio 0.064 0.115 0.341 0.506 0.894 1.769
Desviacion estandar 0.003 0.005 0.010 0.012 0.038 0.039

Coeficiente de variabilidad (%)  4.445 3.932 2.940 2.389 4.242 2.225
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Anexo 5. Absorbancia y cantidad de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento con Bafilomicina A1 y MG132 durante 3 horas en la

determinacion de la principal via de degradacion de LRP1

Tratamiento Control Bafilomicina Al MG132

0.427 0.429 0.440

Absorbancias 0.454 0.455 0.443

0.419 0418 0.428

Promedio 0.433 0.434 0.437

Desviacion estandar 0.018 0.019 0.008

Coeficiente de variabilidad (%) 4.218 4.348 1.875
Proteinas (ng/mL) 413.494 413.864 417.444
Proteinas totales (ng/mL) 1240.481 1241.593 1252.333

Anexo 6. Absorbancia y cantidad de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento con Bafilomicina A1 y MG132 durante 8 horas en la

determinacion de la principal via de degradacion de LRP1

Tratamiento Control Bafilomicina Al MG132
0.465 0.496 0.460
Absorbancias 0.458 0.507 0.469
0.432 0.510 0.443
Promedio 0.452 0.504 0.457
Desviacion estandar 0.017 0.007 0.013
Coeficiente de variabilidad (%) 3.767 1.439 2.919
Proteinas (ng/mL) 458.819 524.931 466.181
Proteinas totales (ug/mL) 1384.792 1574.792 1398.542
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Anexo 7. Absorbancia y cantidad de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento con Bafilomicina A1 y MG132 durante 16 horas en

la determinacion de la principal via de degradacion de LRP1

Tratamiento Control Bafilomicina Al MG132

0.568 0.641 0.516

Absorbancias 0.577 0.625 0.504

0.585 0.639 0.499

Promedio 0.577 0.635 0.506

Desviacion estandar 0.009 0.009 0.009

Coeficiente de variabilidad (%) 1.476 1.374 1.698
Proteinas (ng/mL) 589.531 653.852 511.383
Proteinas totales (ng/mL) 1768.593 1961.556 1534.148

Anexo 8. Absorbancia y cantidad de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento con Bafilomicina A1 y MG132 durante 24 horas en

la determinacion de la principal via de degradacion de LRP1

Tratamiento Control Bafilomicina A1l MG132

0.618 0.703 0.426

Absorbancias 0.642 0.672 0.417

0.627 0.700 0.422

Promedio 0.629 0.692 0.422

Desviacion estandar 0.012 0.017 0.005

Coeficiente de variabilidad (%) 1.924 2.472 1.079
Proteinas (ng/mL) 703.722 782.333 444.694
Proteinas totales (ng/mL) 2111.167 2347.000 1334.083
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Anexo 9. Densitometria de manchas de LRP1 en células HepG2 luego del tratamiento con Bafilomicina A1 y MG132 durante 3 horas en la

determinacion de la principal via de degradacion de LRP1

Tratamiento Control Bafilomicina A1l MG132
332917.375 295344.250 303226.125
LRP1 315750.875 338162.000 371922.375
312926.340 311545.000 315898.000
286892.125 232075.313 256245.813
p-actina 258228.750 258157.000 298141.625
278915.110 248945.000 264875.000
Control Bafilomicina A1l MG132
0.993 1.089 1.013
1.047 1.121 1.068
0.960 1.071 1.021
Promedio 1.000 1.094 1.034
Desviacion estandar 0.044 0.025 0.030
Coeficiente de variabilidad (%) 4.354 2.315 2.869
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Anexo 10. Densitometria de manchas de LRP1 en células HepG2 luego del tratamiento con Bafilomicina A1 y MG132 durante 8 horas en

la determinacion de la principal via de degradacion de LRP1

Tratamiento Control Bafilomicina Al MG132
226486.500 376187.750 142284.000
LRP1 161684.250 370640.250 151796.688
349093.438 687251.125 261131.875
246075.313 154242.250 142889.750
p-actina 173286.250 147609.125 170548.375
331521.250 250822.500 248292.375
Control Bafilomicina A1l MG132
0.993 2.632 1.074
1.007 2.710 1.024
1.001 2.606 1.000
Promedio 1.000 2.649 1.033
Desviacion estandar 0.007 0.054 0.038
Coeficiente de variabilidad (%) 0.687 2.037 3.676
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Anexo 11. Densitometria de manchas de LRP1 en células HepG2 luego del tratamiento con Bafilomicina A1 y MG132 durante 16 horas en

la determinacion de la principal via de degradacion de LRP1

Tratamiento Control Bafilomicina Al MG132
181411.750 609547.875 137912.875
LRP1 206344.563 549757.875 99527.313
214289.375 618256.625 100779.438
176167.250 175094.750 173072.625
p-actina 344432.125 281868.250 224531.875
341939.375 316903.625 224140.563
Control Bafilomicina Al MG132
1.000 3.381 0.774
0.977 3.182 0.723
1.023 3.183 0.734
Promedio 1.000 3.249 0.744
Desviacion estandar 0.023 0.114 0.027
Coeficiente de variabilidad (%) 2.252 3.516 3.592
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Anexo 12. Densitometria de manchas de LRP1 en células HepG2 luego del tratamiento con Bafilomicina A1 y MG132 durante 24 horas en

la determinacion de la principal via de degradacion de LRP1

Tratamiento Control Bafilomicina A1l MG132
124092.094 334100.250 42699.563
LRP1 136109.594 386710.938 38094.234
499999.250 1410522.500 118738.375
250762.000 203062.063 221742.625
p-actina 274818.688 232026.188 202488.359
264793.625 230095.375 164804.250
Control Bafilomicina A1l MG132
1.000 3.323 0.389
1.000 3.367 0.380
1.003 3.255 0.383
Promedio 1.001 3.315 0.384
Desviacion estandar 0.002 0.056 0.005
Coeficiente de variabilidad (%) 0.154 1.700 1.203
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Anexo 13. Absorbancia de albumina a diferentes concentraciones para la cuantificacion de proteinas en células HepG2 luego del

tratamiento con Cicloheximida en la determinacion de la concentracion 6ptima y no toxica de esta

Albumina (ng/mL)
0 125 250 500 1000 2000
0.082 0.206 0.334 0.583 0.941 1.817
Absorbancias 0.083 0.203 0.334 0.566 0.931 1.820
0.081 0.206 0.334 0.558 0.922 1.821
Promedio 0.082 0.205 0.334 0.569 0.931 1.819
Desviacion estandar 0.001 0.002 0.000 0.013 0.009 0.002

Coecficiente de variabilidad (%) 1.026 0.897 0.058 2.220 1.009 0.120

Anexo 14. Absorbancia y cantidad de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento con diferentes concentraciones de Cicloheximida

durante 24 horas en la determinacion de la concentracion 6ptima y no toxica de esta

Cicloheximida

Control 3uM 10 uM 30 uM 100 nM

0.496 0.489 0.416 0.382 0.390

Absorbancias 0.499 0.485 0.414 0.374 0.385

0.507 0.486 0.421 0.382 0.392

Promedio 0.501 0.487 0.417 0.379 0.389

Desviacion estandar 0.006 0.002 0.004 0.005 0.004

Coeficiente de variabilidad 1.155 0.377 0.898 1.272 0.974
Proteinas (ug/mL) 440.963 425.284 348.247 306.025 317.136
Proteinas totales (ng/mL) 1322.889 1275.852 1044.741 918.074 951.407
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Anexo 15. Densitometria de manchas de LRP1 en células HepG2 luego del tratamiento con diferentes concentraciones de Cicloheximida

durante 24 horas en la determinacion de la concentracion optima y no toxica de esta

Cicloheximida
Control 3 uM 10 pM 30 uM 100 pM
207969.375 159378.750  51715.750  25731.500  25412.344
LRP1 124787.875  89190.000 24357.813 14073.125 12284.938
340286.875 210928.500 87619.375  42030.188  48987.188
499206.875 423348.500 470518.250 512043.250 570935.875
B-actina 84975.500  71422.063 63458.250  75502.563 71014.250
241571313 168277.625 223884.438 254985.000 335405.938
Control 3uM 10 uM 30 uM 100 uM
1.000 0.904 0.264 0.121 0.107
1.000 0.850 0.261 0.127 0.103
1.000 0.890 0.278 0.117 0.104
Promedio 1.000 0.881 0.268 0.122 0.105
Desviacion estindar 0.000 0.028 0.009 0.005 0.002
Coeficiente de 0.000 3.139 3315 4.127 1.871

variabilidad (%)
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Anexo 16. Absorbancia de albumina a diferentes concentraciones para la cuantificacion de proteinas en células HepG2 luego del
tratamiento de Bafilomicina A1 y MG132 durante 0 horas en la determinacion del tiempo de vida media de LRP1 y efectos de

Bafilomicina A1 y MG132 sobre este

Albumina (ng/mL)

0 125 250 500 1000 2000

0.092 0.240 0.355 0.587 1.014 1.640

Absorbancias 0.088 0.234 0.355 0.587 0.984 1.616
0.093 0.224 0.337 0.587 0.987 1.646

Promedio 0.091 0.233 0.349 0.587 0.995 1.634
Desviacion estandar 0.003 0.008 0.010 0.000 0.017 0.016

Coeficiente de variabilidad (%) 2.991 3.538 2.949 0.033 1.669 0.983

Anexo 17. Absorbancia de albumina a diferentes concentraciones para la cuantificacion de proteinas en células HepG2 luego del
tratamiento de Bafilomicina A1 y MG132 durante 8 horas en la determinacion del tiempo de vida media de LRP1 y efectos de

Bafilomicina A1 y MG132 sobre este

Albumina (ng/mL)

0 125 250 500 1000 2000

0.091 0.240 0.354 0.588 1.011 1.643

Absorbancias 0.088 0.234 0.358 0.586 0.984 1.616
0.089 0.224 0.337 0.587 0.983 1.646

Promedio 0.089 0.233 0.350 0.587 0.993 1.635
Desviacion estandar 0.002 0.008 0.011 0.001 0.016 0.017

Coeficiente de variabilidad (%) 2.053 3474 3.152 0.114 1.571 1.022
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Anexo 18. Absorbancia de albumina a diferentes concentraciones para la cuantificacion de proteinas en células HepG2 luego del
tratamiento de Bafilomicina A1 y MG132 durante 16 horas en la determinacion del tiempo de vida media de LRP1 y efectos de

Bafilomicina A1 y MG132 sobre este

Albumina (pg/mL)

0 125 250 500 1000 2000

0.093 0.247 0.388 0.632 1.049 1.824

Absorbancias 0.093 0.245 0.375 0.631 1.089 1.874
0.092 0.247 0.366 0.638 1.056 1.895

Promedio 0.093 0.246 0.376 0.634 1.065 1.864
Desviacion estandar 0.000 0.001 0.011 0.004 0.021 0.036

Coeficiente de variabilidad (%)  0.208 0.513 2.981 0.563 1.984 1.937

Anexo 19. Absorbancia de albumina a diferentes concentraciones para la cuantificacion de proteinas en células HepG2 luego del
tratamiento de Bafilomicina A1 y MG132 durante 24 horas en la determinacion del tiempo de vida media de LRP1 y efectos de

Bafilomicina A1 y MG132 sobre este

Albumina (ng/mL)

0 125 250 500 1000 2000

0.090 0.220 0.325 0.622 0.952 1.717

Absorbancias 0.086 0.211 0.323 0.632 0.952 1.711
0.093 0.205 0.333 0.645 0.950 1.732

Promedio 0.090 0.212 0.327 0.633 0.951 1.720
Desviacion estandar 0.004 0.008 0.006 0.012 0.001 0.011

Coeficiente de variabilidad (%)  4.090 3.547 1.715 1.872 0.146 0.635
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Anexo 20. Absorbancia y cantidad de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento con Bafilomicina y MG132 durante 0 horas en la

determinacion del tiempo de vida media de LRP1 y efectos de Bafilomicina A1 y MG132 sobre este

Control CHX + Baf A1 CHX + MGI132

0.471 0.477 0.477

Absorbancias 0.477 0.471 0.468

0.487 0.488 0.488

Promedio 0.478 0.479 0.478

Desviacion estandar 0.008 0.009 0.010

Coeficiente de variabilidad (%) 1.753 1.863 2.096
Proteinas (ug/mL) 406.306 406.722 405.750
Proteinas totales (ug/mL) 1218.917 1220.167 1217.250

Anexo 21. Absorbancia y cantidad de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento con Bafilomicina y MG132 durante 8 horas en la

determinacion del tiempo de vida media de LRP1 y efectos de Bafilomicina A1 y MG132 sobre este

Control CHX+ BafAl CHX+ MGI132

0.479 0.519 0.457

Absorbancias 0.475 0.517 0.463

0.476 0.523 0.468

Promedio 0.477 0.520 0.463

Desviacion estandar 0.002 0.003 0.006

Coeficiente de variabilidad (%)  0.385 0.596 1.225

Proteinas (ng/mL) 403.944 457.694 386.583

Proteinas totales (ug/mL) 1211.833 1373.083 1159.750

121



Anexo 22. Absorbancia y cantidad de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento con Bafilomicina y MG132 durante 16 horas en la

determinacion del tiempo de vida media de LRP1 y efectos de Bafilomicina A1 y MG132 sobre este

Control CHX + Baf Al CHX + MG132
0.510 0.602 0.546
Absorbancias 0.514 0.607 0.539
0.517 0.622 0.556
Promedio 0.514 0.611 0.547
Desviacion estandar 0.003 0.010 0.009
Coeficiente de variabilidad (%) 0.617 1.674 1.591
Proteinas (ng/mL) 406.395 514.173 443.432
Proteinas totales (ug/mL) 1219.185 1542.519 1330.296

Anexo 23. Absorbancia y cantidad de proteinas en células HepG2 luego del tratamiento con Bafilomicina y MG132 durante 24 horas en la

determinacion del tiempo de vida media de LRP1 y efectos de Bafilomicina A1 y MG132 sobre este

Control CHX + Baf Al CHX + MG132
0.462 0.596 0.572
Absorbancias 0.451 0.609 0.574
0.462 0.603 0.576
Promedio 0.458 0.603 0.574
Desviacion estandar 0.006 0.007 0.002
Coeficiente de variabilidad (%) 1.407 1.079 0.378
Proteinas (ng/mL) 403.931 584.625 548.097
Proteinas totales (ng/mL) 1211.792 1753.875 1644.292
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Anexo 24. Densitometria de manchas de LRP1 en células HepG2 sin tratamiento durante 0, 8, 16 y 24 horas para la determinacion del

tiempo de vida media de LRP1

0 horas 8 horas 16 horas 24 horas
410307.500 189358.000 101134.000 82490.375
LRP1 348094.750 198926.625 68551.000 53182.875
393000.000 178940.000 89000.000 74000.000
387900.750 376667.750 388133.875 412864.250
B-actina 330254.500 396976.625 251494.125 294207.000
368000.000 362000.000 326000.000 391000.000
0 horas 8 horas 16 horas 24 horas
1.058 0.503 0.261 0.195
1.054 0.501 0.273 0.181
1.068 0.494 0.273 0.189
Promedio 1.060 0.499 0.269 0.188
Desviacion estandar 0.007 0.004 0.007 0.007
Coeficiente de 0.679 0.894 2.628 3.791

variabilidad (%)
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Anexo 25. Densitometria de manchas de LRP1 en células HepG2 luego del tratamiento con Bafilomicina Al durante 0, 8, 16 y 24 horas

para la determinacion del tiempo de vida media de LRP1 afectado por Bafilomicina A1l

0 horas 8 horas 16 horas 24 horas
289141.750 287897.750 258301.250 145694.750
LRP1 301808.500 300133.625 305521.500 190859.375
173000.000 211000.000 63000.000 84000.000
282227.500 318613.500 351306.875  333446.875
B-actina 304842.125 347188.125 423653.375  464001.125
171000.000 245000.000 90500.000 189000.000
0 horas 8 horas 16 horas 24 horas
1.024 0.904 0.735 0.437
0.990 0.864 0.721 0411
1.012 0.861 0.696 0.444
Promedio 1.009 0.876 0.718 0.431
Desviacion estandar 0.017 0.024 0.020 0.017
Coeficiente de 1726 2,691 2.762 4.029

variabilidad (%)
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Anexo 26. Densitometria de manchas de LRP1 en células HepG2 luego del tratamiento con MG132 durante 0, 8, 16 y 24 horas para la
determinacion del tiempo de vida media de LRP1 afectado por MG132

0 horas 8 horas 16 horas 24 horas
294621.875 113235.625 46078.250 44119.875
LRP1 272515.500 112035.875 57504.813 65684.375
153000.000 79000.000 30200.000 22700.000
278476.063 246818.875 179239.688 230065.000
B-actina 259182.750 245034.000 214990.438 307209.063
146000.000 163000.000 109000.000 115000.000
0 horas 8 horas 16 horas 24 horas
1.058 0.459 0.257 0.192
1.051 0.457 0.267 0.204
1.048 0.485 0.277 0.197
Promedio 1.052 0.467 0.267 0.198
Desviacion estandar 0.005 0.015 0.010 0.006
Coeficiente de 0.484 3.301 3.741 3.107

variabilidad (%)
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