Trabajo Fin de Master

Master en Biologia Avanzada: Investigacion y Aplicacion

Especialidad en Biologia Aplicada e Industrial

EFECTO DE LAS
LIPOPROTEINAS DE ALTA
DENSIDAD SOBRE LA
MICROVASCULATURA
CEREBRAL EN LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Autora:

Carmen Iribar Zubiaur

Director:

Sergio Montserrat de la Paz
Co-directora:

Maria del Carmen Millan Linares

© 2023, “Carmen Iribar Zubiaur”



Dr. Sergio Montserrat de la Paz, Profesor Titular de Universidad adscrito al Departamento
de Bioquimica Médica y Biologia Molecular e Inmunologia de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Seuvilla,
Dra. Maria del Carmen Millan Linares, Investigadora Postdoctoral FEDER Emergente

adscrita al Departamento de Bioquimica Médica y Biologia Molecular e Inmunologia de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Seuvilla,

INFORMAN:

Que el Trabajo Fin de Master titulado “Efecto de las lipoproteinas de alta densidad sobre
la microvasculatura cerebral en la Enfermedad de Alzhéimer’ y realizado por Dofia
Carmen Iribar Zubiaur ha sido realizado bajo su direccion y es apto para su presentacion y

defensa.

Y para que asi conste, firma en Sevilla, a 1 de junio de 2023.

Dr. Sergio Montserrat de la Paz Dra. M® Carmen Millan Linares



- Efecto de las lipoproteinas de alta densidad sobre la microvasculatura cerebral en la Enfermedad de Alzhéimer -

INDICE
RESUMEN ... e e e e e e e 2
1. INTRODUGCCION ..o e e et e e e e 3
1.1. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD ....ccvuvieeeeaeeeaeennnnnn 3
1.2. FLUJO DE LAS HDL A TRAVES DE LA BARRERA HEMATOENCEFALICA .....oeveeeieeaeeaeennen, 4
1.3.  HDL Y LA ENFERMEDAD DEL ALZHEIMER. .....ueetee et e e e e e e e eaeenn 4
2. HIPOTESIS Y OBUETIVOS . ..o et et ee e et 8
3. MATERIAL Y METODOS ... oo oot e e et e e e e e e e e 9
3.1.  DISENO EXPERIMENTAL Y ETICO . .uii it e oot e e e e e e e 9
3.2.  MEDIDAS CLINICAS Y BIOQUIMICAS ....cnee e 9
3.3.  AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LAS HDL .. oo 9
3.4, MODELO INVITRODE BHE ... 9
3.5. AISLAMIENTO DE RNA Y RT-QPCR. ..ottt 10
3.6. ENSAYO DE EFLUJO DE COLESTEROL. .. cuuteuteeeee ettt e e e e 10
B ANALISIS ESTADISTICOS. e teeteee ettt et e e e 11
4. RESULT AD S . ..o e e 12
5. DISCUSION ..o e et e e et e e e e e e e e e e e e 19
B. CONCLUSIONES ... e e 222
7. BIBLIOGRAFIA ..o et 23



- Efecto de las lipoproteinas de alta densidad sobre la microvasculatura cerebral en la Enfermedad de Alzhéimer -

RESUMEN

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) juegan un papel importante en la patologia de la
enfermedad de Alzheimer (EA) y la demencia vascular, ya que tienen efectos tanto centrales
como periféricos sobre la acumulacién cerebral de beta-amiloide (AB) y las funciones
vasculares. Sin embargo, sigue sin estar claro hasta qué punto las HDL pueden intercambiar
sus componentes proteicos y lipidicos entre el sistema nervioso central (SNC) y la circulacion
sistémica. Este estudio pretende evaluar el efecto de HDL aisladas de voluntarios sanos
(hHDL) y pacientes con sindrome metabdlico (msHDL) en células endoteliales de
microvasculatura cerebral humana (HEBC-5i), componentes principales de la barrera
hematoencefalica (BHE). Las células HBEC-5i se pre-estimularon con AB (500 nM) y 1 h
después se trataron con hHDL o msHDL a 300 pg de proteina/mL durante 24 h. Ademas, se
utilizaron ApoE-¢2 y ApoE-g4 como control a 10 ug/mL. Se analiz6 la capacidad de eflujo de
colesterol y se aislo ARN para realizar RT-qPCR. Se midi6 la expresion de genes implicados
en la respuesta inflamatoria, como IL-6, IL-13, TNFa y transportadores ABC (ABCA1 vy
ABCB1). Ademas, se midi6 la expresion de la proteina relacionada con el receptor de LDL 1
(LRP1), genes del metabolismo lipidico (SR-BI, LDLR, EL, CD36, FATP y S1PR1) y moléculas
de adhesion celular (CAM) como la molécula de adhesién celular vascular-1 (VCAM-1) y la
molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1). Nuestros resultados mostraron que las msHDL
aumentaban la expresion de citocinas proinflamatorias y reducian los genes relacionados con
la eliminacién de AR, como ABCA1 y LRP1, en las células HBEC-5i, confirmando asi que las
alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad invierten las propiedades protectoras de las
HDL en la BHE.
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1. INTRODUCCION

1.1. Estructura y funcion de las lipoproteinas de alta densidad

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) representan una amplia variedad de
lipoproteinas con una densidad comprendida entre 1.063-1.210 g/mL y un tamafio medio de
8-10 nm. La estructura fundamental de una particula de HDL incluye un nucleo central de
ésteres de colesterol (CE) y otros lipidos apolares rodeado por una monocapa de fosfolipidos,
colesterol libre y apolipoproteinas (apo), siendo las mayoritarias apoA-l y apoA-Il (Tran-Dinh
et al., 2013). Como se observa en la Figura 1, la biosintesis de las HDL ocurre en el higado
e intestino, donde se sintetiza apoA-l y se secreta al plasma. Una vez en sangre, apoA-I
interacciona con el transportador dependiente de ATP (ATP binding cassette subfamily A
member 1, ABCA1), el cual se expresa en la mayoria de las células, que ceden sus lipidos,
mayoritariamente colesterol libre, a apoA-l generando una nueva particula de HDL (pref3-
HDL). La enzima lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT), presente en las particulas de HDL,
favorece la generacion de CE, que forma el nucleo de las particulas de HDL maduras. Una
vez cargadas las HDL con CE pueden ser captadas de forma directa por el higado a través
del receptor scavenger (Scavenger receptor class B type I, SR-BI); o bien se produce la
transferencia de CE a lipoproteinas que contienen apoB, generalmente a cambio de
triacilgliceroles (TAG), por la proteina de transferencia CE (CETP). En resumen, las HDL se
convierten en el principal vehiculo para el transporte de colesterol desde las células periféricas
al higado para su excrecion y catabolismo, es decir, el transporte inverso de colesterol (RCT)
(Ong et al., 2022).
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Figura 1. Biosintesis de las HDLs. APOA-I libre de lipidos es secretada por el higado a la circulacion,
donde acepta fosfolipidos y colesterol que efluyen desde las células via ABCA1 para formar HDL

discoidales, que se convierten en HDL esféricas por LCAT y ABCG1 (Ong et al., 2022).
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El estudio de la composicién y funcion de las HDL se ha convertido en un tema de
gran interés, particularmente a la luz de los datos clinicos desalentadores de las terapias
basadas en el aumento de colesterol HDL (HDL-C), y la falta de asociacion entre el HDL-C y
el riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV) (Lochhead et al., 2020). Este fendmeno se
atribuye a la amplia heterogeneidad y gran diversidad funcional de las HDL. La
implementacion de estudios protedmicos basados en espectrometria de masas ha permitido
identificar mas de 200 proteinas asociadas a las HDL. Ademas de apoA-l y -Il, las HDL
expresan otras apolipoproteinas que incluyen ApoC-Ill, ApoL1, ApoE, ApoC-I, ApoC-Ill y ApoM
(Paternd et al. 2004). El contenido de proteinas se ha relacionado principalmente con los
siguientes procesos bioldgicos: metabolismo y transporte de lipidos, hemostasia y respuesta
inmune. Se sabe desde hace anos que las HDL son potentes inhibidores de la inflamacion al
ser capaces de reducir la activacion del factor nuclear-«B (NF-«kB) y dificultar la adhesion de
los monocitos a las células endoteliales, proceso mediado por la molécula de adhesion
vascular 1 (VCAM-1) y la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1). Las HDL también
desempefian un papel importante en la reduccion de la oxidacién de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y otras lipoproteinas, al actuar como aceptores y detoxificadores de los
hidroperoxidos lipidicos y al contener enzimas importantes como la paraoxonasa 1 (PON1) y

el factor activador de plaquetas acetilhidrolasa (PAF-AH) (Grao-Cruces et al., 2022).

1.2.  Flujo de las HDL a través de la Barrera Hematoencefalica

Las celulas de microvasculatura cerebral son células endoteliales especializadas del
Sistema Nervioso Central (SNC) y encargadas de la formacion de la barra hematoencefalica
(BHE). La BHE es una barrera fisica y metabdlica que permite mantener la homeostasis del
SNC, protegiendo al cerebro de sustancias nocivas. Su baja permeabilidad es muy importante
a la hora del paso de sustancias desde la circulacion sistémica al cerebro. Sin embargo, la
impermeabilidad de la BHE no es absoluta. De hecho, permite el transporte regulado de
diversas moléculas como la glucosa, aminoacidos y electrolitos, asi como moléculas lipofilicas
con pesos moleculares inferiores a 500 Da. Los principales factores que limitan la
permeabilidad de la BHE son su baja tasa de pinocitosis y los complejos proteicos de las
uniones intercelulares. Los tipos de uniones intercelulares en la BHE son las uniones
adherentes, las uniones estrechas y las uniones Gap (Di Angelantonio et al., 2009; Lochhead
et al., 2020; Claesson-Welsh et al., 2020).

Las moléculas de HDL atraviesan la BHE mediante un transporte transendotelial que
se encuentra modulado por diferentes receptores. La HDL es internalizada en la superficie

luminal por el endotelio y se desplaza a través de la célula endotelial, siendo finalmente
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exocitada en la membrana basal (Fung et al., 2017). En la transcitosis de HDL intervienen dos
receptores de superficie de las células endoteliales que son SR-Bl y ABCs. Sin embargo, se
cree que hay mas receptores implicados en el transporte transendotelial de HDL que son

responsables de sus funciones protectoras (Figura 2) (Robert et al., 2021).
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Figura 2. Transporte transendotelial de las HDL. Las HDL se unen a lipasa endotelia (EL) que las
rompe para generar particulas de HDL con menor diametro de paso. La HDL resultante se unen a SR-
Bl y ABCs y se internalizan. La apoA-I libre de lipidos es lipidada por ABCA1 antes de ser transportada
como HDL (Robert et al., 2021).

En el afio 2004 se observd que las moléculas de HDL podian presentar una funcion
neuroprotectora para el tratamiento de enfermedades cerebrovasculares (Paterno et al. 2004).
Asimismo, en estudios posteriores realizados sobre el efecto de las HDL en la BHE, se ha
comprobado que las HDL tienen efectos neuroprotectores sobre las células de
microvasculatura cerebral (Lapergue et al., 2004; Lapergue et al., 2013). De hecho, como se
observa en la Figura 3, ejercen un gran numero de funciones vasoprotectoras sobre las
células endoteliales (Robert et al., 2021): 1) supresién de moléculas de adhesion endotelial

como VCAM-1 e ICAM-1, impidiendo asi la transmigracion de leucocitos a través de la pared
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vascular, Il) inhibicion de las especies reactivas del oxigeno, Ill) fomento de la angiogénesis

y la reparacion endotelial, 1V) fomento del cierre de la union endotelial, entre otras.
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Figura 3. Funciones vasoprotectoras ejercidas por las HDL sobre la microvasculatura cerebral. Las
HDL aumentan (verde) las funciones vasoprotectoras y suprimen (rojo) las funciones nocivas del
endotelio (Robert et al., 2021).

1.3. HDL y la Enfermedad de Alzhéimer

Estudios recientes han sugerido que las HDL puede que no sean tan beneficiosas
como se pensaba, al menos en pacientes con problemas cardiovasculares. Los factores de
riesgo de ECV, como la hipertension, la resistencia a la insulina, la obesidad y la
hipercolesterolemia, aumentan el riesgo de padecer la Enfermedad de Alzhéimer (EA)
(Cortes-Canteli et al., 2020). Se ha observado que el colesterol del cerebro se encuentra
relacionado con el metabolismo amiloide. Los niveles de apoA-l pueden regular el depdsito
de beta-amiloide (AB) en el cerebro y de esta forma disminuir el riesgo de formar placas en el
cerebro. Ademas, el colesterol altera la degradacion de la proteina precursora de amiloide
(APP) por lo que desempefa un papel fundamental en la patogénesis de EA (Saczynski et al.,
2007) (Reitz et al., 2010). El mecanismo por el cual las moléculas de HDL y la ApoA-I actuan
reduciendo la acumulacion de AB en el cerebro es aun desconocida. Aun asi, se cree que las
HDL actuan acelerando la salida de AB del cerebro a la sangre a través del “efecto sumidero”.
El aclaramiento de AB a través de la BHE implica la capacidad de ambas moléculas de
atravesar la barrera (Dal Magro et al., 2019). Por ultimo, recientes estudios han demostrado
que HDL enriquecidas en ApoE proporcionan resistencia vascular a AB. Esta apolipoproteina

tiene tres isoformas diferentes: apoE-¢2, apoE-e3 y apoE-¢4, siendo la ApoE-¢4 la isoforma
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con mayor riesgo genético para la EA ya que promueve la fibrilacion de AB directamente;
mientras que la isoforma de apoE-¢2 se asocia con un papel protector frente al desarrollo de
la EA ya que muestra una menor capacidad de unién con el receptor de las LDL (LDLR)
(Robert et al., 2020; Grao-Cruces et al., 2023). Por otro lado, la isoforma apoE-¢4 también se

ha relacionado con procesos de neuroinflamacion que participan en EA (Parhizkar et al.,
2022).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Debido a la relevante funcion e implicacion de las HDL en el desarrollo de EA y que
los cambios en su lipoproteoma influyen en las desviaciones del “colesterol bueno” en
condiciones de alto riesgo de EA, es interesante buscar una explicacion a como afecta el
lipoproteoma de las HDL en el desarrollo de EA. El modelo in vitro de BHE con células de
microvasculatura cerebral nos ayudara a comprender cémo las HDL atraviesan la barrera y
reaccionan pudiendo contribuir a la progresién de EA. Por todo ello, proponemos como
objetivo general evaluar el efecto de las HDL sobre la microvasculatura cerebral y su

contribucion al desarrollo de la EA.

Para alcanzar el objetivo general, los objetivos especificos del presente estudio son

los siguientes:

1. Estudiar el efecto de las HDL aisladas de sujetos sanos y de pacientes con sindrome

metabodlico sobre células de microvasculatura cerebral HBEC-5i.

2. Estudiar el efecto de las HDL aisladas de sujetos sanos y de pacientes con sindrome
metabdlico, asi como el efecto de ApoE-¢2 y ApoE-¢4, sobre células de

microvasculatura cerebral HBEC-5i estimuladas con ARB.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Disefio Experimental y Etico

Este estudio se realiz6 de acuerdo con las Pautas de Buena Practica Clinica y con los
principios descritos en la Declaracién de Helsinki. Se obtuvo la aprobacion del Comité de Etica
e Investigacion Clinica Humana del Hospital Universitario Virgen Macarena (PI00082017), y
todos los sujetos dieron su consentimiento informado por escrito (ClinicalTrials.gov no.
NCT05746013). En este estudio se incluyeron un total de 40 sujetos, divididos en dos cohortes

diferentes, 20 sujetos de peso normal y 20 pacientes con sindrome metabdlico.

3.2. Medidas Clinicas y Bioquimicas

Los datos antropométricos, como la altura, el peso, el porcentaje de grasa corporal y
la circunferencia de la cintura y la mufeca, fueron medidos por personal capacitado. Se utilizd
el analizador de composicién corporal TANITA (ModerlIBC-545N) para medir el peso (+ 0,1
kg), la altura (+ 0,1 cm), el indice de masa corporal (IMC) y el porcentaje de grasa corporal.
La circunferencia de la cintura se midio exactamente a mitad de camino entre la costilla inferior
y la cresta iliaca y la circunferencia de la mufieca justo debajo del hueso. La presion arterial
sistdlica y diastolica se midi6 con un método estandar. Se tomaron muestras de sangre
venosa tras 12 horas de ayuno, se midié la glucosa, el colesterol total, el HDL-C y los
triacilglicéridos mediante métodos colorimétricos (BioScience Medical), y el LDL-C se calculd

con la féormula de Firedewald.

3.3. Aislamiento y Purificacion de las HDL

Las HDL se aislaron a partir de plasma obtenido de sangre recogida en tubos K;EDTA
tras centrifugacion (1400 g, 10 min a 4 °C). Las HDL se purificaron con un método de
precipitacion e inmunoafinidad usando un kit comercial (STA-608, CellBiolabs) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Finalmente, la concentracion de proteinas totales se usoé

utilizando el método del acido bicinconinico (BCA, ThermoFisher Scientific).

3.4. Modelo in vitro de BHE

Las células endoteliales de microvasculatura cerebral humana HBEC-5i (ATCC-CRL-
3245) fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal de bovino y
1% penicilina y estreptomicina. Las células HBEC-5i se cultivaron a una densidad de 5x10° y
hasta confluencia en placas de 12 pocillos. Tras la formacién de la monocapa, se trataron
durante 24 h con una concentracion fisiologica (300 ug de proteinas/mL) de HDL aisladas y
purificadas de voluntarios sanos (hHDL) y pacientes con sindrome metabdlico (msHDL). Para

asegurar que la exposicion de las HDL no indujo una alteracién de las propiedades de la BHE,

-9-
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se evalué la integridad de la monocapa mediante la medicion de la resistencia eléctrica
transendotelial (TEER) utilizando un Minicell ERS-2 (Millipore), debiendo alcanzar una
resistencia de 1000 Q/cm?, aproximadamente. Para reproducir el medio neuroinflamatorio en
el contexto de la EA, 1 hora antes del tratamiento con las HDL, se adicioné 500 nM de fibrillas
AB142 (Sigma-Aldrich) disuelto en dimetilsulféxido. Finalmente, se utiliz6 como control el
tratamiento con ApoE-e2 y ApoE-g4 (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 10 ug de

proteina/mL.

3.5. Aislamiento de RNAy RT-qPCR

El RNA total se extrajo de las células HBEC-5i utilizando el reactivo TRIzol (Bioline)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad de RNA se evalu6 en funcion de la
relacion Azso/Azso €n un espectrofotémetro NanoDrop ND-2000 (ThermoFisher Scientific). El
RNA (1 pg) se sometid a transcripcion inversa utilizando el kit de sintesis de cDNA iScript
(BioRad). Los niveles de expresion de mRNA de genes especificos se midieron mediante RT-
gPCR en el sistema CFX96 (BioRad). Para cada reaccién de PCR, se afiadié 2 ng de cDNA
a la mezcla de SYBR Green PCR Master Mix (BioRad) que contenia la pareja de cebadores
para cada gene de estudio. Los cebadores se disefiaron utilizando el software Primer3 Input
y se obtuvieron de Sigma-Aldrich. Las secuencias de los cebadores se detallan en la Tabla 1.
Todas las reacciones de amplificacion se realizaron por triplicado, y se utilizé el nUmero medio
de ciclos umbral (Ct) de los triplicados para calcular la expresion relativa de mRNA de cada
una de ellas. La magnitud del cambio en la expresion de mRNA de los genes de estudio se
calculé mediante el método estandar 2**“Y. Todos los datos se normalizaron con respecto al
contenido de los genes de referencia endogenos (GAPDH y HPRT) y se expresaron como

unidad relativa.

3.6. Ensayo de Eflujo de Colesterol

El eflujo de colesterol se determiné utilizando TopFluor-cholesterol, una sonda de
colesterol fluorescente en la que la molécula de colesterol esta unida a BODIPY (Avanti Polar
Lipids. Las células HBEC-5i (1,2 x 10%/pocillo) se sembraron en placas de 48 pocillos y se
dejaron crecer en DMEM hasta confluencia. A continuacion, las células se marcaron durante
1 h en un medio DMEM que contenia 0,125 mmol/L de colesterol total, donde el colesterol
fluorescente represent6 el 20% del colesterol total junto con 10 mmol/L metil-B-ciclodextrina
(Sigma-Aldrich). Las células marcadas se equilibraron posteriormente durante 18 h con
DMEM que contenia BSA libre de acidos grasos al 0,2% (Sigma-Aldrich) y luego se incubaron
durante 24 h con 50 mg/dL HDL obtenidas de sujetos sanos (hHDL) y de pacientes con
sindrome metabdlico (msHDL) en RPMI. Luego se midi6 la intensidad de la fluorescencia en

el medio utilizando el lector de microplacas, Infinite M nano (Tecan) a Aexem = 485/530 nm.

-10 -
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Las células se solubilizaron con acido colico al 1% y se mezclaron en un agitador de placas
durante 4 h a temperatura ambiente y se cuantifico la intensidad de la fluorescencia. La
capacidad de eflujo de colesterol se calculd de acuerdo con la férmula: [fluorescencia del
medio/(fluorescencia del medio + fluorescencia de las células)] x 100. Todas las condiciones
se ejecutaron por triplicado y todo el ensayo se realizd en presencia del inhibidor de ACAT a
5 uM.

Tabla 1. Oligonucleétidos especificos de genes utilizados para el analisis RT-PCR.

N
Gen ZT:::ode Nombre del gen Primer Secuencia del primer
Gliceraldehido 3-fosfato hGAPDHL ACAGTCAGCCGCATCTTICTT
GAPDH NM_0012897452 ;. 4110 genasa h GAPDHR ACGACCAAATCCGTTGACTC
Hipoxantina guanina h HPRTL GAGTCAACGGATTTGGTCGT

HPRT — NM_0020466 o 0 iposiliransferasa  h HPRTR  GACAAGCTTCCCGTTCTCAG

Factor de necrosis tumoral h TNFo L CACATACTGACCCACGGCTC
tipo o h TNFa R AGAGGCTGAGGAACAAGCAC
. hIL-18 L CTGTCCTGCGTGTTGAAAGA
IL-1p NM_000576.2 Interleucina 1 hIL-15 R TTCTGCTTGAGAGGTGCTGA
hiIL-6L TGCAATAACCACCCCTGACC
hIL-6 R GCTACATTTGCCGAAGAGCC
Miembro 1 de la subfamilia h ABCAI R AACAGTITGTGGCCCTTTTG
del casetedeuniona ATP  h ABCAI R AGTTCCAGGCTGGGGTACTT
B del casete deunion a ATP h ABCB1 R TCTTCACCTCCAGGCTCAGT
Receptor carrofieroclase B h SR-BI L CTGTGGGTGAGATCATGTGG

TNFa ~ NM 0005944

IL-6 NM_ 0013180952 Interleucina 6

ABCA1 NM_0055024

ABCBI NM 0013489452

SR-BI NM_001367981.1

tipo [ h SR-BIR GCCAGAAGTCAACCTTGCTC
Proteina I relacionada con h LRPI1 L AGCAAACGAGGCCTAAGTCA
LRPI NM_0023323 el receptor LDL h LRPI R GCTGCTTGTGCTGATGGTAA

hLDLR L GAATTTGGCCAGACACAGGT

LDLR  NM_0005275  Receptor LDL KWLDLRR  CACCGTACCCAGCTGATTTT

. . hELL TIGGTGTGTCATCCAGCATT
EL NM 006033.4 Lipasa endotelial hELR GCCCACCCAGGATTTTATTT
hELR GCCCACCCAGGATTITATIT

CD36 NM 0013710751 Molécula CD36 1 CD36 R CAGGGCCTAGGATTTGTIGA
Proteinatransportadora de h FATP L CCACTTGGATGTCACCACTG

FATP NM_198580.3

dcidos grasos h FATP R GTGGGACCCTCCAGTAGACA

Receptor I de esfingosina- h FATP R GTGGGACCCTCCAGTAGACA
SIPR1 ~ NM_0013207302 , o 0., hSIPRIR  AGTTATIGCTCCCGTTGTGG
VCAM NM 0010784 Molécula de adhesion de hVCAMIL TAAAATGCCTGGGAAGATGG
1 - ' células vasculares 1 hVCAMI R  GGTGCTGCAAGTCAATGAGA

Molécula de adhesion hICAMI L GGCTGGAGCTGTTTGAGAAC
ICAM1  NM_000201.3 intercelular 1 h ICAMI R ACTGTGGGGTTCAACCTCTG

3.7. Analisis estadisticos.

Todos los valores estan expresados como medias aritméticas * desviaciones estandar
(DE). Los datos se evaluaron con el software GraphPad Prism versiéon 8.0. La significacion
estadistica de cualquier diferencia en cada parametro entre los grupos se evaludé mediante
analisis de varianza unidireccional (ANOVA), siguiendo la prueba de comparaciones multiples
de Tukey. El t-test se utilizé para evaluar la diferencia entre el efecto entre sanos y sindrome

metabdlico. Los valores de p inferiores a 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

En primer lugar, se recogieron los datos clinicos obtenidos de las cohortes del estudio.
En la Tabla 2 se representan sus principales caracteristicas clinicas que se incluyeron en el
estudio. Las dos poblaciones no presentaban diferencias en cuanto a la distribucién por sexos
y edad; por lo tanto, las cohortes del estudio son comparables. Los participantes con sindrome
metabdlico (MetS) mostraron diferencias significativas (p-valor < 0,05) en comparacion con la
cohorte sana en los parametros de IMC, glucosa, colesterol total, LDL-C, circunferencia de la

cintura, porcentaje de grasa corporal, indice de grasa visceral, PAS y PAD.

Tabla 2. Datos clinicos de las cohortes del estudio.

Sanos (media + SD) MetS (media + SD) p-value
Hombre (n) 9 7
Mujer (n) 11 13
Edad (aiios) 3435+849 40.15+9.62 0.0503
IMC (kg/cm?) 22.88+2.70 36.32+6.10 <0.0001
PAS (mmHg) 117.60+9.44 131.20+£21.24 0.0241
PAD (mmHg) 80.50+8.12 101.20+£12.05 0.0007
Grasa corporal (%) 23.24 £8.68 41.65+8.27 <0.0001
Circunferencia de la cintura (cm) 79.59+10.19 119.10+17.00 <0.0001
Grasa visceral (index) 4.03+2.33 1293 +2.08 <0.0001
Glucosa (mg/dL) 83.69+7.20 115.10 +£25.57 <0.0001
TAGs (mg/dL) 61.86+£27.82 121.20+£96.53 0.0119
Colesterol total (mg/dL) 162.80 £28.08 209.70 £31.93 <0.0001
HDL-C (mg/dL) 4413 +11.25 55.75+£2695 0.0832
LDL-C (mg/dL) 106.30 £23.64 129.70 £35.50 0.0189

IMC, indice de masa corporal; PAD, presion arterial diastolica; HDL-C, colesterol de lipoproteinas de alta densidad
LDL, colesterolde lipoproteinas de baja; PAS, presion arterial sistolica; TAGs, triacilglicéridos..

Una vez obtenida la sangre, y posteriormente el plasma, se aislaron las HDL,
obteniendo hHDL (aislada de la cohorte de sujetos sanos) y msHDL (aislada de la cohorte de
pacientes con MetS). En primer lugar, se tratd con HDLs las células de microvasculatura
cerebral humana (HBEC-5i), y se observo la expresion diferencial que presentaban los genes
inflamatorios. En la Figura 4, se puede observar un ligero aumento en la expresion de TNFa
(Fig. 4A) y IL-1B (Fig. 4C) en las muestras que habian sido tratadas con msHDL mientras que
la expresion de IL-6 (Fig. 4E) aumentd de forma significativa tras el tratamiento con msHDL
en comparacion con hHDL (p = 0.004). En el contexto de EA, es decir, las células HBEC-5i,
pre-estimuladas con ABi.42, las hHDL disminuyeron significativamente la expresion de TNFa
(Fig. 4B, p < 0.001). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre las

distintas HDL ni entre la exposicion a ApoE-£2 o ApoE-¢4. Del mismo modo, la expresion de
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la IL-1B (Fig. 4D) disminuy6 de forma significativa con la presencia de hHDL (p = 0.029), y
aumento con la presencia msHDL (p = 0.046), de forma similar a lo ocurrido con la expresion
de IL-6 (Fig. 4F). Por ultimo, la expresion de los genes IL-18 e IL-6 aumentd en presencia de
ApoE-¢4 (p = 0.001 y p = 0.038, respectivamente) comparado con la expresion en presencia
de ApoE-€2.
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Figura 4. Las graficas (A, Cy E) representan la actividad transcripcional de los genes TNFa (A), IL-1B
(C) e IL-6 (E) en células de microvasculatura cerebral humana (HBEC-5i) en presencia de HDL (300
Mg de proteinas/mL) aisladas de sujetos sanos (hHDL) y de pacientes con sindrome metabdlico
(msHDL). Las graficas B, D y F representan la actividad transcripcional de los genes TNFa (B), IL-13
(D) y IL-6 (F) en células de microvasculatura cerebral humana (HBEC-5i) pre-tratadas (1 h) con AB1-42
(500nm) en presencia de hHDL, de msHDL, ApoE-€2 y ApoE-g4 (10 ug de proteina/mL). Los valores

representan las medias aritméticas + la desviacion estandar (n = 6).

En segundo lugar, se analizo la expresion de los transportadores dependientes de ATP

llamados ABC del inglés ATP-binding cassette y la expresion del receptor SR-BI que son un
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grupo de proteinas transportadoras que en la BHE ha mostrado un papel esencial en el

aclarado de AB1.42, sacando del SNC hacia la sangre los agregados proteicos (Figura 5).
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Figura 5. Las graficas (A, C y E) representan la actividad transcripcional de los genes ABCA1 (A),
ABCB1 (C) y SR-BI (E) en células de microvasculatura cerebral humana (HBEC-5i) en presencia de
HDL (300 pg de proteinas/mL) aisladas de sujetos sanos (hHDL) y de pacientes con sindrome
metabolico (msHDL). Las graficas B, D y F representan la actividad transcripcional de los genes ABCA1
(B), ABCB1 (D) y SR-BI (F) en células de microvasculatura cerebral humana (HBEC-5i) pre-tratadas (1
h) con AB142 (500nm) en presencia de hHDL, de msHDL, ApoE-€2 y ApoE-€4 (10 ug de proteina/mL).
La grafica G compara la capacidad de eflujo de colesterol en hHDL frente a msHDL. Los valores

representan las medias aritméticas + la desviacion estandar (n = 6).
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La expresion de ABCA1 (Fig. 5A), ABCB1 (Fig. 5C) y SR-BI (Fig. 5E) en células de
microvasculatura cerebral humana (HBEC-5i) aumenté tras la exposicion a hHDL en
comparacion con msHDL, siendo significativa para ABCA1 (p = 0.035). En cuanto a su
expresion en condiciones de EA, la presencia de AB1-42 produce un descenso de la expresion
de los transportadores ABCA1 y ABCB1, en comparacion a las células sin tratar con AB1-42.
Cabe destacar que la exposicion a ApoE-¢4 aumentd de forma significativa la expresion de
ABCAT1 (Fig. 5B, p < 0.001) en comparacion con ApoE-€2 y que la exposicion a msHDL redujo
la expresion de ABCB1 (Fig. 5D, p = 0.042) en comparacion con la exposicion a hHDL.
Finalmente, se analizé la capacidad de eflujo de colesterol de las HDL aisladas de los dos
grupos de sujetos y se observo que era significativamente mayor en las hHDL comparadas

con aquellas aisladas de sujetos con MetS (p = 0.001).

A continuacion, se estudi6 la expresion de LRP1 que participa en el aclaramiento de
AB; entre muchas otras funciones (Figura 6). Se vio que la expresion de este gen era
significativamente mayor en las muestras que habian sido expuestas a hHDL frente a las
expuestas con msHDL (p = 0.009). En el contexto de la EA, la exposicion a hHDL y ApoE-€2
aumento la expresion de LRP1 en comparacion con msHDL y ApoE-g4, respectivamente (p =
0.042 y p = 0.027, respectivamente).
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Figura 6. La grafica de la izquierda representa la actividad transcripcional del gen LRP1 en células de
microvasculatura cerebral humana (HBEC-5i) en presencia de HDL (300 ug de proteinas/mL) aisladas
de sujetos sanos (hHDL) y de pacientes con sindrome metabdlico (msHDL). La grafica de la derecha
representa la actividad transcripcional del gen LRP1 en células de microvasculatura cerebral humana
(HBEC-5i) pre-tratadas (1 h) con AB1-42 (500nm) en presencia de hHDL, de msHDL, ApoE-€2 y ApoE-
€4 (10 pg de proteina/mL). Los valores representan las medias aritméticas * la desviacion estandar (n
= 6).

A continuacion, se midié la expresion de diferentes genes implicados en el

metabolismo lipidico (Figura 7). En el caso del receptor LDLR, no se observan diferencias

significativas tras la exposicién con las diferentes HDL (Fig. 7A).
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Figura 7. Las graficas (A, C y E) representan la actividad transcripcional de los genes LDLR (A), EL
(C), CD36 (E), FATP (G) y S1PR1 (l) en células de microvasculatura cerebral humana (HBEC-5i) en
presencia de HDL (300 ug de proteinas/mL) aisladas de sujetos sanos (hHDL) y de pacientes con
sindrome metabdlico (msHDL). Las gréaficas de la derecha representan la actividad transcripcional de
los genes LDLR (B), EL (D), CD36 (F), FATP (H) y S1PR1 (J) en células de microvasculatura cerebral
humana (HBEC-5i) pre-tratadas (1 h) con AB142 (500nm) en presencia de hHDL, de msHDL, ApoE-£2
y ApoE-¢4 (10 pg de proteina/mL). Los valores representan las medias aritméticas + la desviacion

estandar (n = 6).
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Sin embargo, se observo que tras pre-tratamiento con AB1.2, la exposicion a las HDL
y a ApoE disminuyé la expresion del LDLR (Fig. 7B). La expresion de EL disminuyo
significativamente tras la exposicion a msHDL (Fig. 7C, p = 0.003), y aumentd de forma
significativa tras la exposicion a ApoE-e4 en comparacion a ApoE-€2 (Fig. 7D, p < 0.001). La
actividad transcripcional de CD36 (Fig. 7E), FATP (Fig. 7G) y S1PR1 (Fig. 71) aumento
significativamente tras la exposicion a msHDL (p = 0.006, p < 0.001, y p < 0.001,
respectivamente). En el contexto de la EA, la expresion de los genes CD36 (Fig. 7F), FATP
(Fig. 7H) y S1PR1 (Fig. 7J) se ve reducida tras la exposicion con hHDL (p < 0.001). En
comparacion con hHDL, las msHDL aumentardn la expresion de CD36 y S1PR1 (p = 0.043 y
p = 0.048, respectivamente). Finalmente, cabe destacar que CD36 (p < 0.001), FATP (p <
0.001) y S1PR1 (p = 0.042) aumentaron de forma significativa tras la exposicion a ApoE-¢4

en comparacion a ApoE-¢2.

Por ultimo, se analizé la expresion de dos moléculas de adhesion, VCAM1 e ICAM1
(Figura 8).
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Figura 8. Las graficas (A 'y C) representan la actividad transcripcional de los genes VCAM1 (A) e ICAM1
(C) en células de microvasculatura cerebral humana (HBEC-5i) en presencia de HDL (300 pg de
proteinas/mL) aisladas de sujetos sanos (hHDL) y de pacientes con sindrome metabdlico (msHDL).
Las graficas B y D representan la actividad transcripcional de los genes VCAM1 (B) y ICAM1 (D) en
células de microvasculatura cerebral humana (HBEC-5i) pre-tratadas (1 h) con AB142 (500nm) en
presencia de hHDL, de msHDL, ApoE-€2 y ApoE-€4 (10 ug de proteina/mL). Los valores representan

las medias aritméticas + la desviacion estandar (n = 6).
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En la actividad transcripcional relativa a VCAM1 se observé un aumento significativo
de su expresion tras la exposicién a msHDL en comparacion a lo sucedido tras la exposicion
a hHDL (Fig. 8A, p = 0.022). El tratamiento con AB1.42 indujo un aumento en la expresion de
de VCAM1 (Fig. 8B) e ICAM1 (Fig. 8D), este aumento fue silenciado tras la exposicién a hHDL
(p=0.026 y p =0.002, respectivamente). Ademas, en comparacién con las hHDL, las msHDL
aumentaron significativamente la expresiéon de VCAM1 (p = 0.004). Por ultimo, ApoE-¢4
produjo un aumento significativo de la expresion de estas moléculas de adhesion comparado

con el efecto producido por la isoforma €2 (p = 0.001 y p = 0.004, respectivamente).
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5. DISCUSION

En este trabajo se ha estudiado el efecto de las HDL de sujetos sanos y pacientes con
MetS sobre células humanas de microvasculatura cerebral estimuladas con AB y utilizando
como control tratamientos con ApoE en sus isoformas €2 y €4. La expresion de genes pro-
inflamatorios como TNFa, IL-1B e IL-6 mostraron un ligero aumento tras la exposicién con
msHDL, llegando ser significativo para el caso de la II-6. La neuroinflamacion caracteristica
en este tipo de patologias neurodegenerativas es inducida por la expresién de citoquinas
proinflamatorias. De hecho, se ha demostrado que la IL-18 y la IL-6 promueven la
neuroinflamacion estimulando la translocacion de HDL a través de la BHE mediante el
aumento de expresion de la enzima EL. Para proteger al cerebro frente a la presencia de AR,
se observd que en presencia de ApoE-¢4 estas citoquinas pro-inflamatorias experimentaron
un aumento significativo de su expresion, confirmando el papel de la isoforma €4 como factor
de riesgo en la EA (Robert et.al.l 2013; Gomez-Apo et al. 2021).

En cuanto a los transportadores dependientes de ATP se observd que su expresion
en las células HBEC-5i era menor tras la exposicion a msHDL, llegando a ser significativa
para ABCA1. Este tipo de transportadores, mantienen gradientes para moléculas organicas,
metabolitos y nutrientes a través de la BHE protegiendo asi al SNC. La expresion débil de
este tipo de transportadores implica la pérdida de la integridad del sistema de microvascular
que adapta el flujo sanguineo a las necesidades de los tejidos y por tanto, los organismos que
presentan una reduccién de en la expresion de este tipo de enzimas son mas propensos a
padecer alteraciones metabdlicas (Elali et al. 2011). De hecho, el receptor ABCA1 reconoce
las HDL en la membrana plasmatica y cataliza el eflujo de colesterol de la célula, y la
deficiencia de este tipo de receptor en la BHE esta asociada a una desregulacion del flujo de
colesterol, una disminucion del aclaramiento de AB, asi como a una mayor expresion y
secrecion de citoquinas proinflamatorias (Grao-Cruces et. al 2022). En las muestras
estimuladas con AR se observo que la expresion de este tipo de transportadores disminuye.
Hay muchos estudios realizados en modelos transgénicos de la EA que han demostrado que
los transportadores ABC podrian estar implicados en la neurodegeneracion. Por un lado, la
desregulacion del transportador ABCA1 da lugar a trastornos degenerativos cerebrales,
debido a que presentan una importante funcién en el mantenimiento de una correcta y
equilibrada concentracion de colesterol en el SNC. Por otro lado, el gen ABCB1 codifica para
la glucoproteina-P (P-gp) que se encarga de eliminar metabolitos toxicos del SNC y su
disminucion reduce el aclaramiento de AB, ya que ABCB1 participa en la eliminacion de AB
impidiendo el aclaramiento de AB mediado por LRP1 (Behl et al. 2021). En cuanto al receptor

SR-BI, no ha mostrado diferencias significativas en ninguna condicion. Se sabe que este tipo
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de receptor interviene en la adhesion de la microglia a AB y que regula la patologia relacionada
con AB y la angiopatia amiloide cerebral en un paciente con enfermedad de Alzheimer
(Thanopoulou et al. 2010).

En el presente estudio observamos que la expresion del receptor LRP1 disminuyd
significativamente en células HBEC-5i tras la exposicion con msHDL y aumentadas en células
tratadas con AR y expuestas a hHDL y ApoE-€2. LRP1 es un receptor de ApoE y media la
internalizacion de AR soluble en la BHE. Los pericitos asociados a la BHE eliminan los
agregados de AP mediante un mecanismo especifico de la isoforma ApoE-¢4 dependiente de
LRP1 (Ma et al. 2018). Se cree que la deficiencia neuronal de LRP1 también previene la
agregacion de AP relacionada con apoE-¢4 en una fase temprana. A edades mas avanzadas,
la deficiencia neuronal de LRP1 puede acelerar el depdsito de AR independientemente de la
ApoE-¢4 (Tachibana et al. 2019). Es por ello que, su expresion disminuy6 en ApoE-€4 que es
la isoforma que mas AB acumula, mientras que en las células expuestas a las hHDL y ApoE-

€2 mostraron mayor expresion de LRP1, por lo tanto, menos riesgo a sufrir EA.

Posteriormente, se analizd la expresion de diferentes genes implicados en el
metabolismo lipidico. Genes estudiados como CD36, FATP y S1PR1 mostraron una mayor
expresion en células HBEC-5i expuestas a msHDL asi como tras el tratamiento con AB. Este
comportamiento fue significativamente disminuido con la exposicion a hHDL. EI receptor
CD36 se encarga de captar los acidos grasos y se ha visto que su deficiencia esta asociada
a una captacion defectuosa de acidos grasos por el corazon, el musculo y los tejidos adiposos.
El receptor FATP facilita la acumulacién de TGA en las células (Abumrad et al. 2021). S1PR1
se encarga del transporte de los esfingolipidos y se ha visto que una reduccién de su
expresion altera la degradacion de fragmentos amiloidogénicos C-terminal en los lisosomas y
disminuye la actividad de la y-secretasa, reduciendo asi la amiloidogénesis. Por otro lado, la
EL mostré una reduccidn en su expresion tras el tratamiento con msHDL, ya que se trata de
una enzima que incrementa la capacidad antioxidante y vasoprotectora de las moléculas de

HDL, necesaria en condiciones patoldgicas (Schilcher et al. 2019).

Por ultimo, se analizaron dos moléculas de adhesion que influyen en la permeabilidad
de la BHE, ICAM1 y VCAM1. Se ha demostrado que con la aparicion de estimulos
proinflamatorios aumentan su expresion; es decir, estas moléculas son reguladas por
citoquinas inflamatorias como la IL-6 y IL-1-1 (Ruiz et al. 2017). Por ello, presentan la misma
actividad transcripcional que los genes inflamatorios que hemos estudiado en nuestro trabajo,

aumentando su expresion en presencia de msHDL vy tras la estimulacion con AB.
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En resumen, podemos decir que los genes inflamatorios, las moléculas de adhesion y
los genes implicados en el metabolismo lipidico han visto aumentada su expresion en
condiciones de sindrome metabdlico ya que su expresion ha provocado desequilibrio lipidico,
mientras que los transportadores tipo ABC y LRP1 han disminuido su expresion impidiendo el
correcto flujo de colesterol y aclaramiento de AB. Del mismo modo, en condiciones de EA, es
decir, tras la estimulacién con AB, hemos observado que los genes inflamatorios, las
moléculas de adhesion y los genes implicados en el metabolismo lipidico han sufrido un
aumento en su expresion, alcanzado en algunos de ellos su maximo punto de expresion en

presencia de ApoE-¢4.
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6. CONCLUSIONES

Tras la realizacion de este trabajo las siguientes conclusiones obtenidas son:

1.

Las HDL aisladas de pacientes con sindrome metabdlico sobre células de
microvasculatura cerebral humana (HBEC-5i) provocan un aumento de la expresién
de genes inflamatorios, moléculas de adhesién y genes implicados en el metabolismo

lipidico.

Las HDL aisladas de pacientes con sindrome metabdlico sobre células de
microvasculatura cerebral humana (HBEC-5i) producen una disminucién de la
expresion de genes relacionados con el aclaramiento de AR tales como ABCA1 y
LRP1.

La isoforma ApoE-¢4 produjo un efecto en células de microvasculatura cerebral
humana (HBEC-5i) similar al producido por la exposicién a HDL aisladas de pacientes

con sindrome metabdlico.

Aunque es necesario un mayor estudio del efecto de la composicion y la funcionalidad

de las HDL sobre las células de microvasculatura cerebral humana, los presentes resultados

muestran que en el contexto del sindrome metabdlico y de la EA, las HDL se vuelven

disfuncionales induciendo un ambiente proinflamatorio y contribuyendo a la disminucion del

aclarado de AB mediado por los transportadores ABC. Con todo ello, se abre un nuevo campo

de investigacion en el que el remodelado de las HDL mediante farmacoterapia o intervencion

nutricional puede suponer una mejora en la prevencion y/o progresion de la EA.
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