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SUMMARY

Adipose tissue plays an essential role in the management of the body energy
reserves. Adipocytes are the most abundant cells of the adipose tissue and
constitute its functional unit. They are specialized in storing energy in the form of
neutral lipids (mainly triacylglycerols, TAGs) within lipid droplets (LDs), their most
characteristic organelle. In addition, the adipose tissue is a major endocrine
organ, secreting signaling molecules, the adipokines, which regulates from food
intake and energy balance to inflammation or reproduction, among other body

functions.

Obesity is characterized by an abnormal and/or excess accumulation of body fat,
with the consequent storage into the adipocyte LD. When adipocytes reach their
maximum lipid storage capacity, they become dysfunctional and can no longer
store lipids, seriously compromising the maintenance of the body energy
homeostasis.

As a result, lipids are deposited in ectopic locations which, together with the
changes occurring in the secretion pattern of adipokines, constitute a main risk
factor in the development of pathologies such as insulin resistance (IR), type 2
diabetes mellitus (T2DM), inflammatory diseases, hepatic steatosis,
cardiovascular disease or even cancer. Furthermore, the secretion of
components of the extracellular matrix (ECM) by the adipose tissue is also altered
in obesity, so that it becomes more rigid, causing the development of adipose

tissue fibrosis, which limits the expansion of adipocytes.

Adipocytes have a complex system of organelles, whose interconnections,
mediated largely by Rab proteins (Ras-associated binding protein), are
determining factors for their physiology. Interestingly, the lipid metabolism of LDs
is partially regulated by proteins that are associated with the LD surface, including
some members of the Rab family of small GTPases, such as Rab18 and Rab34,
both under healthy and pathological conditions.

As a general objective, we propose to characterize the role of these two Rab
proteins in inter-organelle contacts and in the control of lipid metabolism in

adipocytes, taking the LD as a central hub regulating both processes, in a context



of obesity. Specifically, to achieve this general goal, we have conducted two

separate studies, which are summarized in detail below.

FIRST STUDY: Analysis of inter-organelle contact sites in normal and
dysfunctional adipocytes using the small GTPase, Rab18, as a molecular
model

Perturbation of the profile of contacts between organelles has been linked to
several diseases such as neurodegenerative diseases and cancer. However, it
has not yet been studied whether there is a disruption of contacts between
organelles in adipocytes in obesity, especially in relation to their comorbidities,
such as IR, which coexists with inflammation and fibrosis of the adipose tissue.
In this regard, the study of the interactome of adipocyte organelles can be useful
to identify therapeutic targets.

In this work, the morphology and interaction of three fundamental organelles for
adipocyte lipid metabolism have been analyzed: LDs, the endoplasmic reticulum
(ER) and peroxisomes. Since the GTPase Rab18 has been reported to mediate
intracellular lipid trafficking and the formation of some of the contact sites
between membranous organelles (membrane contact sites, MCSSs), such as the
ER-LD interaction, we also analyzed in depth the localization of this GTPase in
response to different pathogenic processes associated with obesity.

To this end, 3T3-L1 adipocytes were analyzed upon differentiation in culture
models mimicking adipose tissue fibrosis (3D, three-dimensional),
hyperglycemia/hyperinsulinemia or inflammation [i.e., after exposure to high
concentrations of glucose and insulin or TNFa (tumor necrosis factor alpha); 2D,
two-dimensional; 24 h], respectively. After treatments, cells were processed for
single-confocal microscopy studies or confocal super-resolution microscopy
studies. For these cellular analyses, immunocytochemistry combined with
morphometric analysis was used using Fiji/lmageJ software. These analyses
were complemented with functional studies using Rab18 siRNA, to analyze
changes in the profile of intracellular MCSs. Overexpression studies of Rab18

were also carried out, which enabled us to demonstrate the access pathway of



Rab18 to LD in human adipose tissue, which occurs via ER-Golgi intermediate
compartment (ERGIC).

Furthermore, our results linked obesity-derived fibrosis with both ER
fragmentation and the modification of Rab18 localization to the ER subdomains
connecting with LDs and peroxisomes. Specifically, under fibrotic conditions
Rab18 was retained in the ER-LD bridges.

On the other hand, hyperglycemia/hyperinsulinemia and inflammation conditions
increased ER-LD contacts, an effect that has been associated with defects in LD
biogenesis, or alterations in the translocation of proteins to mature LDs through
the ERGIC or ER exit sites (ERES) pathways. Likewise, both pathogenic
conditions increased ER-peroxisome contacts, which has been related to
disorders of peroxisome biogenesis and plasmalogen synthesis. It was observed
that hyperglycemia/hyperinsulinemia also caused ER expansion, without altering
the dynamics of peroxisomes. Furthermore, both
hyperglycemia/hyperinsulinemia and inflammation resulted in the accumulation
of Rab18 in specific domains of the ER other than the ER-peroxisome contact

Zzones.

Finally, we evaluated Rabl8 content in adipose tissue samples from
normoglycemic (NG), IR, and T2DM subjects with obesity. These studies
demonstrated that Rab18 has a sexually dimorphic expression pattern in NG

individuals with obesity.

Taken together, our results suggest an important role for Rab18 in adipocyte
biology, especially in the formation and maintenance of ER-LD and ER-
peroxisome contacts (which are altered in obesity). The involvement of Rab18 in
both processes could be related to the regulation of oxidative and/or lipid

metabolism.



SECOND STUDY: Functional characterization of Rab34 in adipocytes and
regulation of this GTPase in response to obesity-associated pathogenic

processes

Recently, our laboratory identified the presence of Rab34 in the proteome of LDs
isolated from adipocytes, which suggested a role for this GTPase in the regulation
of LD homeostasis and/or function. Confocal microscopy studies of adipocytes
showed a dual distribution of Rab34, since it localized to the Golgi apparatus or
the LD surface at early or late stages of adipocyte differentiation, respectively.
However, the trafficking pathway followed by Rab34 (and, for that matter, for any
other LD-associated protein) from the Golgi apparatus to reach the LDs or the
impact of traffic interruption have been never depicted. The use of imaging
techniques has allowed us to investigate the transport of Rab34 upon blockage
of intracellular membrane transport by exposing adipocytes to brefeldin A (BFA).
This pharmacological approach enabled the identification of a novel translocation
route of Rab34 from the Golgi apparatus to the LDs that involves an initial
retrograde pathway from the Golgi to the ER, followed by the subsequent
diffusion from the ER to the LD surface through ERES domains connecting both

organelles.

Regarding Rab34 functions, we showed that, when located to the organelles
related to the secretory pathway, Golgi apparatus and the ER, this GTPase may
regulate the oligomerization and release of the insulin-sensitizing adipokine,
adiponectin. To delve deeper into a potential role of Rab34 at the LDs in relation
to lipid metabolism, expression and silencing studies were carried out in 3T3-L1
cells. Likewise, expression and interactome studies were performed to identify
candidate proteins that interact with Rab34. Confocal microscopy studies were
combined with biochemical approaches (co-immunoprecipitation) and functional
studies to assess the role played by Rab34 effectors on adipocytes function.
Taken together, our results suggest that Rab34 associates with FABP5 (fatty acid
binding protein 5), a lipid chaperone that regulates intracellular lipid trafficking
and coactivates the LD-associated lipase, hormone-sensitive lipase (HSL).
Furthermore, analysis of the role of Rab34-FABP5 interaction on adipocyte
function enabled us to unveil that the function of Rab34 in lipid homeostasis (i.e.,
increased lipid accumulation associated with decreased lipolysis) is mediated by

6



the induction of proteasomal degradation of FABP5 through activation of the
ubiquitin/proteasome associated enzyme, UBAL (ubiquitin like modifier activating

enzyme 1).

Taken together, our results indicate that Rab34 could represent a promising
therapeutic target and/or biomarker of both protein trafficking in adipocytes and

regulation of lipid accumulation in adipocytes in obesity.
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RESUMEN

El tejido adiposo desempefia un papel esencial en la gestion de las reservas
energéticas del organismo. Los adipocitos son las células mas abundantes del
tejido adiposo y constituyen su unidad funcional. Estan especializados en el
almacenamiento de energia en forma de lipidos neutros (principalmente
triacilgliceroles, TAG) dentro de las gotas lipidicas (GLs), su organulo mas
caracteristico. Ademas, el tejido adiposo es un importante érgano endocrino,
secretor de moléculas sefializadoras, las adipoquinas, que regulan desde la
ingesta de alimentos y el balance energético hasta la inflamacion o la

reproduccion, entre otras funciones corporales.

La obesidad se caracteriza por una acumulacién anormal y/o excesiva de grasa
corporal, con el consiguiente almacenamiento en las GLs del adipocito. Cuando
los adipocitos alcanzan su capacidad maxima de almacenamiento de lipidos, se
vuelven disfuncionales y ya no pueden almacenar mas lipidos, comprometiendo

seriamente el mantenimiento de la homeostasis energética corporal.

Como consecuencia, los lipidos se depositan en localizaciones ectdpicas que,
junto con los cambios que se producen en el patrén de secrecion de adipoquinas,
constituyen un factor de riesgo principal en el desarrollo de patologias como la
insulinorresistencia (IR), la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), las enfermedades
inflamatorias, la esteatosis hepatica, las enfermedades cardiovasculares o
incluso el cancer. Ademas, la secrecién de componentes de la matriz extracelular
(MEC) por parte del tejido adiposo también se ve alterada en la obesidad, de
modo que éste se vuelve mas rigido, lo que provoca el desarrollo de fibrosis del

tejido adiposo, que limita la expansion de los adipocitos.

Los adipocitos poseen un complejo sistema de organulos, cuyas
interconexiones, mediadas en gran medida por las proteinas Rab (Ras-
associated binding protein), son determinantes para su fisiologia. Curiosamente,
el metabolismo lipidico de las GLs esta parcialmente regulado por proteinas que
se asocian a la superficie de la GL, incluyendo algunos miembros de la familia
Rab de pequefias GTPasas, como Rab18 y Rab34, tanto en condiciones sanas

como patoldgicas.
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Como objetivo general, nos proponemos caracterizar el papel de estas dos
proteinas Rab en los contactos inter-organulos y en el control del metabolismo
lipidico en adipocitos, tomando la GL como eje central regulador de ambos
procesos, en un contexto de obesidad. En concreto, para alcanzar este objetivo
general, hemos llevado a cabo dos estudios separados, que se resumen en

detalle a continuacion.

PRIMER ESTUDIO: Analisis de los sitios de contacto inter-organulos en
adipocitos normales y disfuncionales usando la pequefia GTPasa, Rab18,

como un modelo molecular

La alteracién del perfil de contactos entre organulos se ha relacionado con varias
enfermedades, como las neurodegenerativas y el cancer. Sin embargo, ain no
se ha estudiado si existe una alteracion de los contactos entre organulos en los
adipocitos en obesidad, especialmente en relacion con sus comorbilidades,
como la IR, que coexiste con inflamacion vy fibrosis del tejido adiposo. En este
sentido, el estudio del interactoma de los organulos adipocitarios puede ser Util
para identificar dianas terapéuticas.

En este trabajo se ha analizado la morfologia e interaccién de tres organulos
fundamentales para el metabolismo lipidico de los adipocitos: las GLs, el reticulo
endoplasmico (RE) y los peroxisomas. Dado que se ha descrito que la GTPasa
Rab18 media en el trafico intracelular de lipidos y en la formacién de algunos de
los sitios de contacto entre organulos membranosos (membrane contact sites,
MCSs), como la interaccion RE-GL, también hemos analizado en profundidad la
localizacion de esta GTPasa en respuesta a diferentes procesos patologicos

asociados a la obesidad.

Para ello, se analizaron adipocitos 3T3-L1 tras su diferenciacion en modelos de
cultivo que imitaban fibrosis de tejido adiposo (3D, tridimensional),
hiperglucemia/hiperinsulinemia o inflamacién [es decir, tras la exposicion a altas
concentraciones de glucosa e insulina o TNFa (tumor necrosis factor alpha); 2D,
bidimensional; 24 h], respectivamente. Tras los tratamientos, las células se
procesaron para estudios de microscopia confocal simple o de microscopia

confocal de superresolucion. Para estos analisis celulares se utilizd
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inmunocitoquimica combinada con analisis morfométrico mediante el software
Fiji/lmagedJ. Estos analisis se complementaron con estudios funcionales
utilizando Rab18 siRNA, para analizar los cambios en el perfil de los MCS
intracelulares. También se llevaron a cabo estudios de sobreexpresion de
Rab18, que nos permitieron demostrar la via de acceso de Rab18 a la GL en el
tejido adiposo humano, que se produce a través del compartimento intermedio
ER-Golgi (ERGIC).

Ademas, nuestros resultados relacionaron la fibrosis derivada de la obesidad
tanto con la fragmentacién del RE como con la modificacion de la localizacion de
Rabl18 en los subdominios del RE que conectan con las GLs y los peroxisomas.
Concretamente, en condiciones fibréticas Rab18 se mantuvo en los puentes ER-
LD.

Por otro lado, las condiciones de hiperglucemia/hiperinsulinemia e inflamacion
aumentaron los contactos ER-LD, un efecto que se ha asociado a defectos en la
biogénesis de las GLs, o a alteraciones en la translocacion de proteinas a las
GLs maduras a través de las vias ERGIC o ER exit sites (ERES). Asimismo,
ambas condiciones patogénicas aumentaron los contactos ER-peroxisoma, lo
que se ha relacionado con trastornos de la biogénesis peroxisomal y de la
sintesis de plasmalégenos. Se observd que la hiperglucemia/hiperinsulinemia
también provocaba la expansion del RE, sin alterar la dinamica de los
peroxisomas. Ademas, tanto la hiperglucemia/hiperinsulinemia como la
inflamacion provocaron la acumulacion de Rab18 en dominios especificos del

RE distintos de las zonas de contacto RE-peroxisoma.

Por altimo, evaluamos el contenido de Rab18 en muestras de tejido adiposo de
sujetos normoglucémicos (NG), con IRy con DMT2 con obesidad. Estos estudios
demostraron que Rabl18 tiene un patrén de expresion sexualmente dimérfico en

individuos NG con obesidad.

En conjunto, nuestros resultados sugieren un importante papel de Rab18 en la
biologia de los adipocitos, especialmente en la formacion y mantenimiento de los
contactos RE-GL y RE-peroxisoma (que estan alterados en la obesidad). La
implicacion de Rab18 en ambos procesos podria estar relacionada con la

regulacion del metabolismo oxidativo y/o lipidico.
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SEGUNDO ESTUDIO: Caracterizacion funcional de Rab34 en adipocitos y
regulacion de esta GTPasaen respuesta a procesos patolégicos asociados

a obesidad

Recientemente, nuestro laboratorio identificé la presencia de Rab34 en el
proteoma de las GLs aisladas de adipocitos, lo que sugirié un papel de esta
GTPasa en la regulacion de la homeostasis y/o funcion de las GLs. Estudios de
microscopia confocal de adipocitos mostraron una distribucion dual de Rab34,
ya que se localizaba en el aparato de Golgi o en la superficie de las GLs en fases
tempranas o tardias de la diferenciacion adipocitaria, respectivamente. Sin
embargo, nunca se ha descrito la via de trafico seguida por Rab34 (ni por
cualquier otra proteina asociada a la GL) desde el aparato de Golgi hasta
alcanzar las GLs, ni el impacto de la interrupcion de su trafico. El uso de técnicas
de imagen nos ha permitido investigar el transporte de Rab34 tras el bloqueo del
transporte intracelular de membrana mediante la exposicidon de adipocitos a
brefeldina A (BFA). Este enfoque farmacoldgico permitio la identificacion de una
nueva ruta de translocacion de Rab34 desde el aparato de Golgi a las GLs que
implica una via retrégrada inicial desde el Golgi al RE, seguida de la posterior
difusidén desde el RE a la superficie de las GLs a través de dominios ERES que
conectan ambos organulos.

En cuanto a las funciones de Rab34, demostramos que, cuando se localiza en
los organulos relacionados con la via secretora, el aparato de Golgi y el RE, esta
GTPasa puede regular la oligomerizacion y liberacion de la adipoquina
sensibilizadora a la insulina, la adiponectina. Para profundizar en un posible
papel de Rab34 en las GLs en relacion con el metabolismo lipidico, se llevaron
a cabo estudios de expresion y silenciamiento en células 3T3-L1. Asimismo, se
realizaron estudios de expresién e interactoma para identificar proteinas
candidatas que interaccionan con Rab34. Los estudios de microscopia confocal
se combinaron con enfoques bioquimicos (co-inmunoprecipitacion) y estudios
funcionales para evaluar el papel desempefnado por los efectores de Rab34 en
la funcion de los adipocitos. En conjunto, nuestros resultados sugieren que
Rab34 se asocia con FABP5 (fatty acid binding protein 5), una chaperona lipidica
que regula el trafico intracelular de lipidos y coactiva la lipasa asociada a GL, la

lipasa sensible a hormonas (HSL). Ademas, el andlisis del papel de la interaccion
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Rab34-FABP5 en la funcion de los adipocitos nos permiti6 desvelar que la
funcidbn de Rab34 en la homeostasis lipidica (es decir, el aumento de la
acumulacion de lipidos asociado a la disminucion de la lipolisis) estd mediada
por la induccién de la degradacion proteasomal de FABP5 a través de la
activacion de la enzima asociada a ubiquitina/proteasoma, UBA1 (ubiquitin like
modifier activating enzyme 1).

En conjunto, nuestros resultados indican que Rab34 podria representar una
diana terapéutica prometedora y/o un biomarcador tanto del trafico de proteinas
en los adipocitos como de la regulacion de la acumulacion de lipidos en los

adipocitos en la obesidad.
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1. INTRODUCCION
1.1. Tejido adiposo

El tejido adiposo es un tipo de tejido conjuntivo de origen mesenquimal que
constituye un érgano altamente dinamico y metabdlicamente activo con un papel
esencial en el mantenimiento de la homeostasis energética del organismo
(Frigolet and Gutiérrez-Aguilar, 2020). Representa del 20 al 28% de la masa
corporal, aunque estas proporciones pueden cambiar en funcidén del sexo y el

estado energético (Frigolet and Gutiérrez-Aguilar, 2020).

El tejido adiposo se clasifica histolégica y funcionalmente en tres subtipos: el
tejido adiposo blanco, que ocupa un 95% o mas del tejido adiposo; el tejido
adiposo marréon, que compone aproximadamente un 2%; y el tejido adiposo

beige, que constituye el 3% (Kahn et al., 2019).

1.1.1. Funciones y distribucion del tejido adiposo

El tejido adiposo blanco actia como el principal reservorio energético del
organismo y esta especializado en almacenar el exceso de energia tras la
ingesta. Asi, los &cidos grasos procedentes de la dieta se almacenan en forma
de triacilgliceroles (TAGs) provenientes de la dieta, y movilizarlos en periodos de
déficit energético para que sean utilizados como combustible por otros tejidos
(Ducharme and Bickel, 2008; Ghaben and Scherer, 2019; Rutkowski et al., 2015).
Ademas, el tejido adiposo blanco también capta glucosa que se emplea no solo
para obtener energia a través de la glucdlisis y mantener la funcién celular si no
también, para la sintesis de glicerol, que es necesario para la esterificacion de
los acidos grasos y la sintesis de TAGs (Malagon et al., 2014). Adicionalmente,
el tejido adiposo blanco también cumple funciones mecanicas como
amortiguador, protector y soporte de 6érganos internos (p.ej., corazon, glandulas
adrenales, riflones y ovarios) asi como de regiones anatOmicas externas
sometidas a gran estrés mecanico (p.ej., palmas, talones y gluteos) (Ahima,
2006; Frayn et al., 2003; Ghaben and Scherer, 2019; Rodriguez et al., 2015).
Asimismo, el tejido adiposo blanco lleva a cabo importantes funciones
endocrinas, produciendo y secretando moléculas sefalizadoras, las

adipoquinas, que participan en procesos tan variados como el control de la
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inmunidad (i.e., regulacion de procesos inflamatorios, incluyendo la modulacion
paracrina de la respuesta inflamatoria) (Schoettl et al., 2018), la funcién vascular
(Frayn et al., 2003; Rodriguez et al., 2015), la termogénesis y la homeostasis
energética (Kahn et al., 2019), la funcion neuroendocrina (Ducharme and Bickel,
2008; Rutkowski et al., 2015) y la ingesta (i.e., regulacién del apetito a nivel
hipotalamico) (Kahn et al., 2019), entre otras. Respecto a este Ultimo proceso,
entre las funciones endocrinas del tejido adiposo destacan hormonas como la
leptina, cuyo nivel de secrecion aumenta cuando se produce un incremento de
la masa de tejido adiposo (Crujeiras et al., 2015). Esta hormona actta sobre
receptores especificos a nivel del hipotalamo, inhibiendo la sensacion de hambre

y, por tanto, regulando negativamente la ingesta (Crujeiras et al., 2015).

En cuanto a su distribucion, el tejido adiposo blanco se localiza principalmente
en dos depdsitos con diferente organizacién anatémica: el tejido adiposo visceral
u omental (TAO), que se localiza rodeando a los 6rganos internos y constituye el
20% del total del tejido adiposo, y el tejido adiposo subcutaneo (TAS), que se
encuentra bajo la piel y constituye el 80% restante (Chait and den Hartigh, 2020;
Guglielmi and Sbraccia, 2018; Oikonomou and Antoniades, 2018; Reddy et al.,
2019). En concreto, en humanos, el TAO se encuentra en los depdsitos pélvico,
abdominal y mediastinal, y el TAS entre la epidermis y el masculo (Cinti, 2019).
La acumulacion de TAO esta relacionada con un mayor riesgo metabdlico (i.e.,
resistencia a insulina, arterosclerosis, hipertension y diabetes tipo 2), mientras
gue la acumulacién de TAS no se asocia a estos efectos, habiéndose propuesto
un papel protector para este depésito desde el punto de vista metabdlico (Kahn
et al., 2019). En este sentido, se ha propuesto que cuando la capacidad de
almacenar lipidos por parte de TAO es sobrepasada, ya sea por la incapacidad
de generar nuevos adipocitos (hiperplasia limitada) o la capacidad de expandir
adipocitos ya presentes (hipertrofia limitada), los lipidos se acumulan
mayormente en TAS, especialmente en pacientes con lipomatosis simétrica
multiple (Freedland, 2004).

Los depositos grasos también se diferencian respecto a su respuesta a los
principales reguladores del tejido adiposo. Asi, el TAS es mas sensible a insulina,
favoreciendo asi la captacion de glucosa y acumulacién de lipidos, mientras que

el TAO es metabdlicamente mas activo, presentando mas sensibilidad a
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glucocorticoides y catecolaminas y una actividad lipolitica mayor, liberando asi
acidos grasos al torrente sanguineo en condiciones de déficit caldrico (Chait and
den Hartigh, 2020).

Por otro lado, desde un punto de vista funcional, el tejido adiposo marron vy el
tejido adiposo beige se distinguen del tejido adiposo en cuanto a que se
encargan de disipar la energia acumulada en forma de calor mediante el proceso
de termogénesis sin escalofrio. Asi, las células de estos tejidos expresan la
proteina mitocondrial proteina desacoplante 1 (uncoupling protein 1, UCP1), la
cual estimula la produccion de calor actuando en la membrana mitocondrial
interna como un canal de fuga de protones que permite desvincular la respiracion
de la sintesis de ATP (Lynes and Tseng, 2018; Rodriguez et al., 2015; Virtanen
et al., 2009). En el tejido adiposo beige, la expresién de la proteina UCP1 es
inducida, entre otros factores, en respuesta al estrés por frio, a agonistas de los
receptores adrenérgicos B3, hormonas tiroideas, factores de crecimiento y
sefalizacion celular, acidos grasos y ejercicio fisico (Scheel et al., 2022). Este
proceso es conocido como pardeamiento del tejido adiposo y desencadena la
movilizacion de los lipidos almacenados, con la subsecuente oxidacion y
liberacion de energia (Luo and Liu, 2016; Lynes and Tseng, 2018). En cuanto a
su distribucion, el tejido adiposo marron se encuentra en ubicaciones anatomicas
altamente vascularizadas, como entre los omoplatos, alrededor de los rifiones,
el cuello, el area supraclavicular, y a lo largo de la médula espinal; el tejido
adiposo beige se localiza de forma dispersa por el tejido adiposo (Cedikova et
al., 2016).

Para simplificar, a partir de ahora nos referiremos al tejido adiposo blanco de

forma genérica como “tejido adiposo”.

1.1.2. Composicion del tejido adiposo

A nivel de composicion celular, el tejido adiposo esta constituido por adipocitos
maduros y otros tipos celulares que componen la denominada fraccion de
estroma vascular (FEV) (Kahn et al., 2019; Silva et al., 2017). Entre estos ultimos
se encuentran: células endoteliales de vasos sanguineos y pericitos (forman la

microvasculatura del tejido adiposo), células sanguineas (eritrocitos,
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macréfagos, linfocitos, neutrdfilos, eosindfilos y otros tipos celulares
inflamatorios del sistema inmune) (Silva et al., 2017, 2015), fibroblastos, células
madre mesenquimales y preadipocitos (Esteve Rafols, 2014; Gimble et al., 2011;
Lynes and Tseng, 2018). Las células madre mesenquimales y los preadipocitos
son responsables de originar y renovar las células maduras del tejido adiposo
(Rodeheffer et al., 2008), mientras que las células sanguineas mantienen la

homeostasis tisular (Seijkens et al., 2014).

La proporcion de los distintos tipos celulares es diferente segun el tipo de tejido
adiposo en cuestion, su localizacion, el depoésito y la condicion metabdlica del
mismo (Esteve Rafols, 2014; Lynes and Tseng, 2018). Existen tres tipos de
adipocitos en mamiferos, de acuerdo al tipo de tejido adiposo del que forman
parte: blancos, marrones y beige, los cuales también se diferencian por su
origen, morfologia y abundancia de mitocondrias (Bloor and Symonds, 2014;
Frigolet and Gutiérrez-Aguilar, 2020; Kuerschner et al., 2008; Luo and Liu, 2016).
Los adipocitos blancos se encuentran en el tejido adiposo blanco, se caracterizan
por contener una Unica gran gota lipidica (GL; unilocular) central esférica, de
tamafo variable (20-200 um de diametro en humanos), que desplaza al nicleo
y al resto de organulos a la periferia celular (Bloor and Symonds, 2014;
Kuerschner et al., 2008). Por su parte, los adipocitos marrones que componen el
tejido adiposo marron, tienen numerosas GLs (multiloculares) y, a diferencia de
los adipocitos blancos, contienen una gran cantidad de mitocondrias (Frigolet
and Gutiérrez-Aguilar, 2020; Luo and Liu, 2016). Finalmente, los adipocitos beige
se encuentran en los depdésitos tipicos del tejido adiposo blanco, y presentan
caracteristicas semejantes a los marrones, pues también tienen GLs
multiloculares y abundantes mitocondrias (Frigolet and Gutiérrez-Aguilar, 2020;
Luo and Liu, 2016) para la disipacion de energia a través de la respiracion
mitocondrial desacoplada, liberando de esta forma calor (Nedergaard et al.,
2011).

1.2. Obesidad y comorbilidades asociadas

La obesidad es una enfermedad cuya prevalencia ha incrementado en las
Ultimas décadas y esta influida por factores humorales, genéticos y ambientales.

Entre los factores ambientales destaca el descenso de la actividad fisica, el estilo
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de vida sedentario, el mayor consumo de comida demasiado calorica y el uso de
medicamentos cuyo efecto secundario es la ganancia de peso corporal y la

expansion desmesurada del tejido adiposo (Medici et al., 2015).

La expansion del tejido adiposo es un fendmeno que ocurre en periodos de
ganancia energética de manera fisiologica, combinado con periodos de déficit
energético manteniéndose en equilibrio. En situaciones de sobrecarga
prolongada de energia, se produce un desequilibrio entre la energia ingerida y
gastada (Goossens and Blaak, 2015), que desencadena la ganancia de peso del
individuo, la cual, si es excesiva, desemboca en el desarrollo de sobrepeso y
obesidad. En estas condiciones los depdsitos del tejido adiposo sufren una
remodelacion aumentando su volumen para adaptarse a dicho exceso de

energia, acumulandolo en forma de lipidos (Goossens and Blaak, 2015).

Especificamente, este aumento se produce principalmente por un aumento del
tamafo de los adipocitos existentes (hipertrofia) (Rosen and Spiegelman, 2006)
y por un reclutamiento adicional de nuevas células madre mesenquimales y
preadipocitos (hiperplasia de los adipocitos), mediante la secrecion de
adipoquinas (principalmente adiponectina), que ademas promueven su
diferenciacion a adipocitos maduros (Oikonomou and Antoniades, 2018;
Spalding et al., 2008). Sin embargo, cuando los adipocitos del tejido adiposo se
hipertrofian a su limite maximo no son capaces de hacer frente a la sobrecarga
energeética, porgue se limita su capacidad de almacenamiento de lipidos. Cuando
esta condicion se cronifica en el tiempo los lipidos se acumulan en otros érganos
y tejidos no especializados para el almacenamiento de lipidos (localizaciones
ectdpicas) generando el llamado fenbmeno de lipotoxicidad (Saponaro et al.,
2015). Dicha lipotoxicidad se asocia con el desarrollo de IR, inflamacion y
fibrosis, que son los principales factores de riesgo para el desarrollo de
patologias, como la DM2, asi como otras comorbilidades asociadas a la obesidad
como son dislipemia, hipertensién y enfermedad cardiovascular, las cuales

constituyen el llamado sindrome metabdlico (Srikanthan et al., 2016).

Interesantemente, la expansion de cada tipo de depdsito graso afecta de manera
diferencial a la homeostasis del individuo con obesidad (Hill et al., 2018; Samson
and Garber, 2014). En particular, el aumento de TAO en obesidad se asocia mas
con el desarrollo de IR e inflamacién cronica y fibrosis (Hill et al., 2018; Samson
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and Garber, 2014). Asi se ha demostrado que el TAO de personas que muestran
un fenotipo con mayor acumulacion de dicho tejido presenta una mayor situacion
de hipoxia posiblemente influenciada en parte por la mayor infiltracion de
macréfagos, que es bastante superior a la que tienen en el TAS (Hill et al., 2018;
Samson and Garber, 2014).

1.2.1. Fibrosis del tejido adiposo

Se ha observado que los adipocitos de pacientes obesos estan sometidos a un
mayor estrés mecanico, que podria limitar su capacidad de expansién debido a
una mayor acumulacion de colageno y a un cambio en el patrén de secrecion de
elementos de MEC, que hace que se vuelva mas rigida por un mayor
entrecruzamiento de las fibras de colageno, causando la aparicion de fibrosis
(Virtue and Vidal-Puig, 2010).

La hipoxia derivada de esta condicion, a su vez, retroalimenta el desarrollo de
fibrosis (Sun et al.,, 2011) y provoca una mayor produccion de citoquinas
proinflamatorias como interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis tumoral alfa
(tumour necrosis factor alpha, TNFa) y factor inhibidor de la migracion de
macrofagos (Macrophage Inhibitory Factor-1, MIF1) (Esteve Rafols, 2014;
Schoettl et al., 2018). El aumento de la produccion de citoquinas proinflamatorias
provoca que la poblacién de células inmunes en el TAO crezca drasticamente,
especialmente macréfagos tipo 1 (M1), lo que promueve inflamacién cronica.
Dicha fibrosis dificulta la angiogénesis requerida en el tejido adiposo, por lo que
esta condicién patoldgica esta estrechamente relacionada con el mantenimiento
de hipoxia e inflamacion. Asi, la fibrosis también es un factor importante en el
desarrollo de IR (Lin et al., 2016).

1.2.2. Insulinorresistencia

Mas profundamente, en relacion con la IR, esta condicién patolégica provoca
gue el tejido adiposo no responda correctamente a los niveles de insulina
fisioldgicos, ya que se produce insensibilizacion del receptor de insulina, por lo
que la concentracion de glucosa en sangre puede sobrepasar niveles normales,

provocando hiperglucemia. Adicionalmente, esta situacion promueve una mayor
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sintesis de insulina (hiperinsulinemia) por las células B pancreaticas, como
respuesta al elevado nivel de glucosa en sangre. Asi, esta condicion patologica
es conocida como hiperglucemia-hiperinsulinemia (HGHI) y constituye un factor
de riesgo para el desarrollo de sindrome metabdlico, e incluso ciertos tipos de
cancer (Barazzoni et al., 2018; Haczeyni et al., 2018).

Actualmente no se conocen con exactitud todos los factores celulares del
desarrollo de IR implicados en la remodelacion patoldgica del tejido adiposo, no
obstante, se est4 avanzando progresivamente en este campo. Un ejemplo es el
hallazgo de que la distribucién y tamafio de las GLs de los adipocitos alteran la
funcién de otros organulos celulares e influyen en la sensibilidad del tejido

adiposo a la insulina (Alcalé et al., 2017).

En particular, en condiciones obesogénicas, la acumulacion de lipidos en los
adipocitos (hipertrofia) aumenta el tamafio de sus GLs, lo que provoca estrés
celular (p.ej., estrés oxidativo, estrés del RE, estrés mitocondrial, estrés
mecanico), transformandose en células disfuncionales o incluso apoptéticas
(Alcala et al., 2017). Tales procesos activan cascadas de rutas inflamatorias en
los adipocitos, como la ruta de las quinasas c-Jun N-Terminal (c-Jun N-Terminal
kinases, JNK) e IkB (IKK)/NFkB, induciendo la expresion y secrecion de
citoquinas y quimioquinas, como IL-6 y TNFa, que a su vez inducen la expresién
de moléculas de adhesién (ICAM-1, VCAM-1) en el endotelio, contribuyendo a la
infiltracion del tejido por macréfagos que liberan citoquinas proinflamatorias y
amplifican el efecto iniciado por los adipocitos (Lauterbach and Wunderlich,
2017; Lin et al., 2016; Sun et al., 2011). El sumatorio de todos estos factores
también interfiere con la sefalizacion de la insulina y causa muerte celular asi
como resistencia a esta hormona en el tejido adiposo y otros tejidos (Kahn and
Flier, 2000; Phosat et al., 2017; Pulido et al., 2012; Rodriguez et al., 2015;
Rutkowski et al., 2015).

En este sentido, se produce una inhibicion de la translocacion dependiente de
insulina de GLUT4, transportador de glucosa, a la membrana plasmatica del
adipocito, lo que contribuye al desarrollo de IR, reduciendo la capacidad
lipogénica del adipocito y comprometiendo la funcién del mismo (Rydén et al.,
2002). Por otro lado, en condiciones normales, cuando las GLs disminuyen su

tamano, la translocacion de GLUT4 dependiente de insulina hacia la membrana
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plasmética aumenta, lo que indica un aumento de la sensibilidad del tejido

adiposo a dicha hormona (Kim et al., 2019).

1.2.2. Inflamacion

Ademas de ser causada por la IR como se comenté en el apartado anterior, la
inflamacion también es debida tanto a la saturacion de 4cidos grasos por parte
del tejido adiposo, como a la deposicion de lipidos en tejidos y érganos no
especializados para su gestion, en los que también inducen apoptosis e
infiltracion de células del sistema inmune (principalmente macréfagos y linfocitos
T) (Bourgeois et al., 2019; Kahn and Flier, 2000; Phosat et al., 2017).

Esta ultima causa también puede poner en marcha un proceso de inflamacion
cronica [(aumento constante de los niveles de TNFa, interleucina 6, resistina y la
acylation stimulating protein (ASP)] que puede influir en la aparicion de
comorbilidades de la obesidad, como son las descritas previamente (Srikanthan
et al., 2016), ademas de mayor predisposicion a infecciones viricas, esteatosis
pancreatica, IR en el tejido hepatico, enfermedad del higado graso no alcohdlico
(NAFLD) y su subtipo méas patoldgico: la esteatosis hepatica no alcohdlica
(NASH) (Bourgeois et al., 2019; Howarth et al., 2012; Kory et al., 2016; Patni and
Garg, 2015).

Esta inflamacion crénica también se caracteriza por la secrecion anormal de
adipoquinas (Kahn et al., 2019). Se ha demostrado que en la obesidad morbida
se produce un descenso de las adipoquinas antiinflamatorias (p. e€j.,
adiponectina), lo que modifica la sensibilidad a la insulina y causa IR (Rydén et
al., 2002). Ademas, la inflamacion asociada a la obesidad, agrava los efectos de
esta IR ya que el principal factor proinflamatorio, TNFa, es capaz de promover la
hidrolisis de TAGs e inhibir el transporte de glucosa inducido por insulina,
reduciendo la capacidad del adipocito de almacenar la grasa y favoreciendo el
fendbmeno de lipotoxicidad (Rydén et al., 2002). Por otro lado, algunas
adipoquinas proinflamatorias activan células endoteliales favoreciendo la
infiltracion de los macréfagos en el tejido adiposo (Bourgeois et al., 2019; Kahn
and Flier, 2000; Phosat et al.,, 2017). Los macrofagos secretan multiples

citoquinas proinflamatorias contribuyendo a la inflamacion local y sistémica,
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considerandose una fuente adicional de mediadores solubles (Gémez et al.,
2009). Sin embargo, la polaridad de estos varia durante la progresion de la
obesidad, produciéndose un incremento de los macrofagos M1 (proinflamatorios)
y un descenso de los macrofagos M2 (antiinflamatorios) (Kahn et al., 2019). Por
otro lado, la proporcion de subtipos de linfocitos T se ve alterada conforme
avanza la obesidad habiendo una mayor presencia de linfocitos T citotoxicos

CD8+ y una menor infiltracion de linfocitos T reguladores (Kahn et al., 2019).

La alteracion del perfil secretor de adipoquinas en adipocitos bajo estas
condiciones de obesidad (Oikonomou and Antoniades, 2018) también es
responsable de estimular la acumulacién ectépica de lipidos en tejidos y 6rganos
no adiposos y retroalimenta el fenotipo proinflamatorio (Goossens and Blaak,
2015; Saponaro et al., 2015).

El conjunto de todas estas comorbilidades asociadas a la obesidad y los riesgos
para la salud que presentan forman parte del sindrome metabdlico (Samson and
Garber, 2014; Srikanthan et al., 2016).

1.3. Diferenciacion adipocitaria o adipogénesis

La adipogénesis define el proceso por el cual las células madre mesenquimales
se diferencian hasta preadipocitos y, éstos, hasta adipocitos maduros. Requiere
la accion coordinada de diversos efectores extracelulares, rutas de sefalizacion
intracelulares y factores de transcripcién (John et al., 2006; Karahuseyinoglu et
al., 2008; Rodriguez et al., 2015; White and Stephens, 2010), que conducen a la
determinacion y diferenciacion terminal hasta un adipocito maduro (Rodriguez et
al., 2015).

La adipogénesis se puede dividir en varias etapas: determinacion, parada del
crecimiento celular, expansién clonal y diferenciacion terminal (Otto and Lane,
2008). La diferenciacién de los preadipocitos en etapas iniciales de la
adipogénesis es inducida por factores hormonales, que dan lugar a la expresion
de las proteinas CCAAT/enhancer-binding proteins (C/EBPSs), principalmente
C/EBPB y C/EBPS, las cuales inducen la expansién clonal mitética (varias rondas

de division celular por mitosis) de los preadipocitos (Tang and Lane, 2012) vy,
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posteriormente, la expresion de los principales factores adipogénicos: el receptor
de activacién de proliferacion de peroxisomas (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma, PPARYy) y C/EBPa (Christodoulides et al., 2009; John et al.,
2006). Estos factores estimulan su propia transcripcion y activan a una gran
variedad de efectores intracelulares que definiran el fenotipo adipocitario
(Christodoulides et al., 2009). Asi, en el transcurso de la adipogénesis y en virtud
de las cascadas de transcripcién activadas por estos factores, se produce la
transicion desde preadipocitos carentes de GLs, de tipo fibroblastico, a células
redondeadas, que van acumulando lipidos de forma progresiva en GLs que, a
su vez, aumentan de tamafo hasta coalescer en una Unica gran GL,
caracteristica del adipocito maduro (Cristancho and Lazar, 2011). Tras esta fase,
su diferenciacion concluye al alcanzar la morfologia de adipocitos maduros,
especializados en el almacenamiento de energia en forma de TAGs (Tang and
Lane, 2012).

1.4. Regulacién del metabolismo lipidico en adipocitos

Los diferentes procesos implicados en el almacenamiento y la utilizacion de la
reserva energética contenida en las GLs de los adipocitos, estan sujetos a un
sistema de regulacion multifactorial (Czech et al., 2013; Malagon et al., 2014).
Por un lado, la insulina es el principal regulador endocrino de los procesos
anabdlicos de almacenamiento de reservas energéticas procedentes del exceso
de nutrientes en forma de TAGs en el interior de las GLs (lipogénesis) (Ladeira
et al., 2016; Malagon et al., 2014; Moro et al., 2004; Saltiel and Kahn, 2001).
Mientras que otras sefiales como las que subyacen a la demanda energética,
déficit de acidos grasos en sangre, el ayuno, las catecolaminas o los péptidos
natriuréticos regulan la liberacién de dichas reservas energéticas, hidrolizando
los TAGs en acidos grasos y glicerol (lipolisis) (Czech et al., 2013; Frihbeck et
al., 2014; Moro et al., 2004). Esta regulacion es posible gracias a la interaccion
de los adipocitos del tejido adiposo con el resto del organismo (Duncan et al.,
2007; Tang and Lane, 2012).

Puesto que la principal funcion del adipocito es el almacenamiento de energia

en forma de lipidos, la insulina juega un papel fundamental en la regulacion
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metabdlica del mismo (Haczeyni et al., 2018). Por tanto, la sensibilidad del tejido
adiposo a la insulina es clave para un correcto mantenimiento de la homeostasis
energética y metabdlica (Haczeyni et al., 2018). Asi, la insulina es capaz de
promover la sintesis y almacenamiento de glacidos, lipidos y proteinas, e inhibir
su degradacion (Saltiel and Kahn, 2001). La insulina también induce la expresion
de enzimas lipogénicas (Ladeira et al., 2016; Malagon et al., 2014; Rodriguez et
al., 2015). No obstante, su funcion fundamental en la mayoria de los tejidos
periféricos es incrementar la captacion de glucosa, disminuyendo de esta
manera la concentracién de glucosa en sangre (Frayn et al., 2003). Por su parte,
la glucosa puede ser empleada tanto para la obtencion de energia, necesaria
para la funcién celular, como para la sintesis de glicerol, el cual es necesario
para la esterificacion de los &cidos grasos durante la sintesis de TAGs (Krahmer
et al., 2013) en la llamada: i) lipogénesis de novo, a partir de acetil coenzima A
(acetil-CoA) (producido a partir de moléculas de citrato que se originan en el ciclo
de Krebs) y acidos grasos sintetizados de manera enddgena en el interior del
adipocito; ii) lipogénesis postprandial, a partir de acidos grasos incorporados en
la dieta y captados por el adipocito desde el medio extracelular (Yilmaz et al.,
2016).

Ambas rutas metabdlicas se ven estimuladas por la presencia de niveles
elevados de glucosa en sangre y la consecuente liberacion de insulina en el
pancreas por parte de las células B pancreaticas, la cual favorece la captacion
de glucosa principalmente por parte de los adipocitos, hepatocitos y células
musculares, y activa enzimas glucoliticas y lipogénicas (Rosen and Spiegelman,
2006).

Entre estas enzimas destaca la acetil-CoA carboxilasa (ACC), la cual utiliza la
energia proveniente de la degradacion de la glucosa como sustrato, en forma de
acetil-CoA para la sintesis de novo de acidos grasos, especialmente en
respuesta a dietas bajas en grasas y ricas en azucares (Yilmaz et al., 2016).
Ademas, la glucolisis aporta el glicerol para esterificarlo con los acidos grasos,
en forma de glicerol 3 fosfato (G3P) (Yilmaz et al., 2016).

No obstante, con la ingesta de alimentos en la dieta se favorece la lipogénesis
postprandial (Yilmaz et al., 2016). En primer lugar, las lipasas del intestino
delgado junto con la ayuda de las sales biliares digieren las grasas absorbidas
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dando lugar a acidos grasos y glicerol, que se convierten en TAGs tras su
difusidn al interior de las células epiteliales de la mucosa intestinal (Yilmaz et al.,
2016). Los TAGs se empaquetan con proteinas especificas y el colesterol de la
dieta formando quilomicrones, los cuales son hidrolizados por la lipoproteina
lipasa (LPL) en el tejido adiposo (Kersten, 2014). En concreto, la LPL presenta
un papel clave en la captacion de acidos grasos en los adipocitos (Kersten,
2014). La LPL es secretada por los adipocitos, la cual se transloca al lumen de
los capilares del tejido adiposo, liberando los acidos grasos a partir de la hidrdlisis
de los TAGs que estan siendo transportados por quilomicrones y lipoproteinas

de baja densidad en el torrente sanguineo (Frayn, 2002).

Una vez los quilomicrones alcanzan los tejidos diana, los &cidos grasos liberados
por LPL ingresan en los adipocitos mediante dominios especificos de membrana
plasmatica denominados caveolas (Landstrom et al., 2014), por un proceso
regulado por la insulina y en el que intervienen tres tipos de proteinas: i)
proteinas de union a acidos grasos (fatty acid binding protein, FABPs) de la
membrana plasmatica, como FABP4 y FABP5, ambas FABPs son chaperonas
lipidicas que estdn también presentes en el citosol de los adipocitos, para
favorecer el transito intracelular de estos compuestos; ii) translocasas de acidos
grasos (fatty acid translocase, FAT/CD36); iii) y proteinas de transporte de acidos
grasos (fatty acid transport protein, FATP) (Ladeira et al., 2016; Thompson et al.,
2010).

Seguidamente, los &cidos grasos son activados por las enzimas acil-CoA
sintetasas (ACS) mediante esterificacion con coenzima A, y glicerol mediante las
enzimas glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) y sn-1-acilglicerol-3-fosfato
aciltransferasa (AGPAT) del RE, originando &cido fosfatidico. El acido fosfatidico
es el intermediario en la sintesis de TAGs y su conversion en diacilgliceroles
(DAGSs) estd mediada por la enzima acido fosfatidico fosfatasa (phosphatidate
phosphatase, PAPI/lipin). Sobre los DAGs actian las enzimas
diacilglicerolaciltransferasas (DGAT), siendo DGAT2 la mas abundante en
adipocitos, transformandolos finalmente en TAGs que se acumulan finalmente
en el interior de las GLs de los adipocitos, ocupando la mayor parte de su

citoplasma (Haczeyni et al., 2018; Harris et al., 2011; Ladeira et al., 2016;
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Rodriguez et al., 2015; Smith et al., 2000; Smith and Kahn, 2016; Thompson et
al., 2010; Walther and Farese, 2012).

Por otro lado, en periodos de ayuno se reduce la cantidad de insulina en sangre,
lo que conlleva el cese de la lipogénesis y la puesta en marcha del catabolismo
mediado por la lipolisis (Carmen and Victor, 2006). El glicerol y los &cidos grasos
liberados por los adipocitos durante este proceso son combustibles oxidativos
esenciales para el rifion, el miocardio, el muasculo esquelético y el higado
(Carmen and Victor, 2006). La lipolisis esta regulada principalmente por la accion
coordinada de dos enzimas lipoliticas, la lipasa sensible a hormonas HSL y la
lipasa de TAGs del adipocito (adipose triglyceride lipase, ATGL). Ademas, las
catecolaminas liberadas por las inervaciones del sistema nervioso simpético del
tejido adiposo (hormonas adrenérgicas como la epinefrina y norepinefrina)
también activan la lipolisis. La unién de las catecolaminas con los receptores -
adrenérgicos junto al glucagén inducen la activacion de la proteina quinasa A
(PKA) dependiente de AMPc (Carmen and Victor, 2006), la cual fosforila y activa
a HSL, que se transloca desde el citosol hasta la superficie de las GLs. Una vez
alli, PKA fosforila a una de las proteinas asociadas a las GLs, la perilipina-1
(PLIN1). Esto provoca la liberacién de un coactivador de ATGL (comparative
gene identification-58, CGI58), que hace posible que HSL, ATGL y MGL
(monoacilglicerol lipasa) catalicen la hidrélisis de los TAGs intracelulares
almacenados en las GLs de los adipocitos (Demine et al., 2018), resultando en
la liberacion de glicerol y acidos grasos, los cuales podrian ser transportados a
otros tejidos a través del torrente sanguineo, para su uso como fuente de energia
en periodos de ayuno (Guilherme et al., 2008; Malagon et al., 2014; Rodriguez
et al., 2015; Tang and Lane, 2012). En concreto, ATGL cataliza la conversion de
TAGs a DAGs y monoacilgliceroles (MAGSs); HSL hidroliza DAGs a MAGs; y MGL
descompone los MAGs en acidos grados libres y glicerol (Lampidonis et al.,
2011).

1.5. Gotas lipidicas

Las GLs han sido tradicionalmente consideradas como estructuras inertes y
complejas, pero actualmente se consideran organulos celulares dinamicos

conservados evolutivamente, que estan presentes de forma ubicua en las
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células. No sélo sirven para el almacenamiento y suministro de lipidos a la célula
(la cual es su principal funcion), sino que también sirven como plataformas para
la defensa celular contra patdgenos (Bosch et al., 2020; Melo and Dvorak, 2012),
el trafico de lipidos, la sintesis de membranas y la degradacion de proteinas
(Olzmann et al., 2013; Vanni, 2017; Walther and Farese, 2012; Yang et al., 2012).
Las GLs se pueden localizar en cualquier tipo celular, aunque son abundantes
en los adipocitos y en las células productoras de esteroides (Tauchi-Sato et al.,
2002). Tienen forma redondeada y su tamafio difiere notablemente en distintos
tipos celulares o entre células individuales de una misma poblacion. Existen
células que tienen GLs pequeiias con diametros de 100 a 200 nm, mientras que
los adipocitos blancos maduros presentan GLs con diametros de hasta 100 pm
en obesos, y ocupan la préactica totalidad del volumen celular (Meyers et al.,
2017; Walther and Farese, 2012). Ademas, en respuesta a sefiales celulares
pueden crecer o disminuir de tamafio rapidamente (Walther and Farese, 2012;
Wilfling et al., 2014a, 2014b). Aunque morfolégicamente son diversas, todas la
GLs tienen una estructura similar que las diferencia del resto de organulos. Las
GLs tienen una estructura micelar constituida por un nucleo hidrofébico
empaquetado de lipidos neutros, entre los que predominan ésteres de esteroles
(p.€j. colesterol), DAGs, TAGs y acidos grasos no esterificados. Este nucleo
hidrofébico esta rodeado por una monocapa de fosfolipidos a la que se asocian
proteinas especificas integrales y periféricas (Barbosa and Siniossoglou, 2017;
Gross and Silver, 2014; Kuerschner et al., 2008; Sztalryd and Brasaemle, 2017,
Tauchi-Sato et al., 2002; Thiam and Dugail, 2019; Walther and Farese, 2012). El
almacenamiento excesivo o deficiente de estos lipidos neutros puede ocasionar
enfermedades como la aterosclerosis, lipodistrofia, esteatosis hepatica,
obesidad y DM2 (Kory et al., 2016).

1.5.1. Biogénesis de gotas lipidicas

Actualmente se acepta que la formacién de nuevas GLs se produce mediante la
acumulacion de lipidos neutros esterificados entre las dos hemicapas de la
bicapa lipidica de regiones concretas del RE, que finalmente geman a partir de

este compartimento formando las GLs nacientes.
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Las GLs recién formadas pueden: i) aumentar de tamafio por sintesis de TAGs
en la propia GL, mediante la accion de enzimas asociadas a su superficie, o
mediante la fusion de GLs de menor tamafio gemadas del RE (Barbosa and
Siniossoglou, 2017; Kory et al., 2016; Walther and Farese, 2012); ii) o disminuir
de tamafno (por fision de GLs o lipolisis) en funcién de los requerimientos

energéticos celulares (Walther and Farese, 2012).

1.5.2. Proteoma de la cubierta de la gota lipidica

En la superficie de las GLs, se ubican proteinas entre las que destacan las que
funcionan como enzimas en procesos de lipogénesis (p.ej., DGAT2) y lipolisis
(p.€j., ATGL y HSL), proteinas estructurales (como las de la familia de las PLINS)
y las familias de proteinas llamadas cell death-inducing DFFA-like effector (CIDE,
las cuales regulan la formacién, crecimiento y mantenimiento de GLs) (Kimmel
and Sztalryd, 2016; Kory et al., 2016; Sztalryd and Brasaemle, 2017; Walther and
Farese, 2012). Ademas, las GLs también presentan proteinas relacionadas con
el trafico intracelular de membranas (como las de la familia Rab GTPasa)
(Guzman-Ruiz et al., 2020; Li and Yu, 2016) y/o con la interaccion de GLs con
otros organulos, tales como Rab y ADP-ribosylation factor (ARF) GTPasas, y
proteinas soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment proteins receptor
(SNARE) (Kimmel and Sztalryd, 2016; Kory et al., 2016; Walther and Farese,
2012), lo que indica que este organulo tiene una comunicacioén extensa con el
resto de compartimentos intracelulares (Li and Yu, 2016). Ademas, de ellas, se
conocen muchas otras proteinas que se unen a la superficie de las GLs. Entre
ellas destacan ACSL3, responsable de la activacién de los acidos grasos,
ACSL3, y otras que completan la ruta de sintesis de TAGs (GPAT4, AGPATS3,
DGAT2) (Wilfling et al., 2013).

Méas recientemente, se ha demostrado que las GLs pueden servir como
plataformas de plegamiento molecular y asociarse con componentes del sistema
ubiquitina-proteasoma para mantener el recambio de proteinas de GLs
(Bersuker and Olzmann, 2017; Kory et al., 2016, 2015; Sanchez-Alvarez et al.,
2022; Wilfling et al., 2014b).
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1.5.3. Tréfico de proteinas a la cubierta de la gota lipidica

A pesar del conocimiento adquirido sobre la composicidn proteica de la cubierta
de las GLs, los mecanismos y las rutas intracelulares por las cuales las proteinas
se dirigen a la superficie de la GL aun no se comprenden completamente (Song
et al., 2022).

Se han identificado diferentes proteinas asociadas a GLs que participan en
procesos de tréafico intracelular y en la fusion de membranas, lo que ha llevado a
la consideracion de estos organulos como importantes componentes del trafico
intracelular (Vanni, 2017). Entre estas proteinas se encuentran las ya
mencionadas GTPasas de bajo peso molecular, como las proteinas Rab, los
factores v-SNARE y t-SNARE y proteinas motoras del citoesqueleto (Meyers et
al., 2017; Wickner W, 2008). En este sentido, se han identificado dominios
peptidicos conservados en proteinas de la monocapa de la GL, que podrian
colaborar en el direccionamiento y anclaje de proteinas a dicho organulo, como
son las hélices anfipaticas (Rowe et al.,, 2016) y las horquillas y parches

hidrofébicas (Ingelmo-Torres et al., 2009).

También se ha demostrado la formacion de puentes entre el RE y la GL que
permiten el intercambio de lipidos y proteinas entre ambos compartimentos
(Jacquier et al., 2011). Estos dependen de la maquinaria ARF1/COPI (Kory et
al., 2016; Wilfling et al., 2014b), aunque la via COPI también puede dirigir
proteinas a las GLs mediante transporte vesicular (coatomeros COPI) (Barbosa
and Siniossoglou, 2017; Kory et al., 2016; Walther and Farese, 2012). En
cualquier caso, parece que estos mecanismos de transferencia de proteinas (y
lipidos) del RE a las GLs podrian ocurrir en los ERES (Walther and Farese,
2012).

1.5.4. Contacto de gotas lipidicas con otros organulos

Una de las principales caracteristicas de las células eucariotas es la capacidad
de compartimentacion celular como ventaja para llevar a cabo determinadas
reacciones bioquimicas en localizaciones subcelulares y momentos especificos
(Cohen et al., 2018). Esta compartimentacion se traduce en la presencia de

diversos organulos, capaces de realizar ciertas funciones de forma individual,
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pero que necesitan estar en contacto entre ellos para completar rutas
bioquimicas y procesos que dependen del intercambio de metabolitos entre
distintos organulos (Cohen et al., 2018). Estos contactos se producen en las

regiones conocidas como MCSs (Cohen et al., 2018).

El hallazgo de proteinas de trafico de membranas en las GLs (como las de la
familia Rab GTPasa) postuld que este organulo podria tener una comunicacion
extensa con el resto de compartimentos intracelulares (Li and Yu, 2016).
Recientemente se ha demostrado que las GLs no funcionan de manera aislada,
sino que pueden interaccionar fisicamente entre si y con otros organulos
celulares, como el RE, las mitocondrias, los peroxisomas, los lisosomas, los
endosomas y el nucleo (Barbosa and Siniossoglou, 2017; Kory et al., 2016;
Olzmann and Carvalho, 2018; Walther and Farese, 2012). Estos puntos de
contacto impiden que los lipidos circulen libremente en el interior celular, lo que

provocaria lipotoxicidad y estrés oxidativo (Wilfling et al., 2014b).

Entre estos contactos es de especial interés el del RE con las GLs, ya que éstas
se forman a partir de este organulo, y durante el crecimiento y maduracién de
estas, ambos organulos mantienen un estrecho contacto (Henne et al., 2020).
Las GLs recién formadas pueden permanecer unidas al RE de forma constante
por puentes membranosos, los cuales permiten el transporte de lipidos y
proteinas entre ellos como se coment6 anteriormente, o pueden separarse del
RE y aceptar proteinas provenientes de este organulo mediante transporte
vesicular (Barbosa et al., 2015; Jacquier et al., 2011; Kory et al., 2016; Walther
and Farese, 2012). Ademas, las GLs maduras y gemadas de RE pueden volver
a contactar con el RE para la transferencia tardia de proteinas y lipidos que
colaboren en el mantenimiento de la homeostasis lipidica (Song et al., 2022;
Walther and Farese, 2012) (Fig. 1), en un proceso que requiere del complejo
COPI/ARF1 (Wilfling et al., 2014b).
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Figura 1. Gemacion de GLs, y su posterior contacto con RE, que permite la transferencia
tardia de proteinas. Se muestra el ejemplo de Rab18 como proteina que se une a la GL gemada
y madura en la interseccion RE-GL, en células de mamifero y levaduras. PLs: phospholipids; PA:

phosphatidic acid; Lyso-PLs: lysophospholipids (Gao et al., 2019).

En el caso de la adipogénesis, es necesaria la interaccion de las mitocondrias
con las GLs, lo que supone que ambos organulos deben crecer para un correcto
desarrollo del proceso (Yang et al., 2014). Los peroxisomas sin embargo, tienden

a mantener su tamafio durante la adipogénesis (van der Zand et al., 2006).

Ademas, para llevar a cabo las funciones de acumulacién y movilizacion de
TAGs, el adipocito requiere que sus organulos interaccionen entre ellos y con las
GLs. (Schrader et al., 2020). Destaca que, para la oxidacion de los acidos grasos,
los TAGs de las GLs deben pasar a acidos grasos libres a través de las enzimas
ATGL, HSL y MGL, secuencialmente, como se explic6 con anterioridad
(Schrader et al., 2020). Asi, para la translocacién de los acidos grasos libres, las
GLs entran en contacto con las mitocondrias donde se producira la 3-oxidacion
(Schrader et al., 2020). Las GLs también pueden interaccionar con los
peroxisomas para producir la B-oxidacion de ciertos lipidos, ademas pueden
transferirse lipidos hacia el peroxisoma para la sintesis de plasmaldégenos en
situaciones estresantes para la célula (Schrader et al., 2020). En este sentido el
peroxisoma también establece contactos con el RE dado que los Ultimos pasos
de la sintesis de plasmalégenos se producen en el RE, y que la formacion de
vesiculas pre-peroxisomales (que posteriormente se fusionan para dar lugar a
peroxisomas) geman de este organulo (Barbosa et al., 2015; Schrader et al.,
2020).

Se ha descrito que la obesidad se asocia con una alteracion de la funcion de
varios organulos clave como el RE y las mitocondrias, que sufren
estrés/fragmentacion de RE y estrés oxidativo, respectivamente. Esto provoca
una disrupcion de los contactos entre el RE y las mitocondrias (Simmen and
Tagaya, 2017), y, secundariamente una alteracién del contacto RE-GL, lo que
colabora en la acumulacion ectopica de acidos grasos (Schrader et al., 2020),
asi como entre peroxisoma y RE, necesarios para la sintesis de plasmaldégenos
(Schrader et al., 2020).
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Estos plasmalégenos son sintetizados en el peroxisoma, a partir de acidos
grasos que pueden provenir de las reservas de TAGs de las GLs (Braverman
and Moser, 2012). Una vez los acidos grasos llegan al peroxisoma y son
procesados por las enzimas gliceronafosfato-o-acil transferasa (GNPAT) y
alquilglicerona fosfato sintetasa (AGPS) de la matriz del peroxisoma que se
translocan a la membrana del organulo para este fin produciendo
preplasmalégenos (Braverman and Moser, 2012). Posteriormente estos
preplasmalégenos son translocados a la membrana del RE, formandose un
contacto RE-peroxisoma, y se llevan a cabo una serie de modificaciones
consecutivas hasta que se obtienen los plasmaldégenos, con capacidad

antioxidante (Braverman and Moser, 2012).

Se ha reportado que algunas proteinas identificadas en zonas de contacto entre
las GLs y otros organulos (p.ej., RE, mitocondrias y peroxisomas) son cruciales
para la interaccion entre éstos (Heid et al., 2014). La mayoria de ellos pueden
presentar conexiones temporales entre si, mediante MCSs (Phillips and Voeltz,
2016). Para ello, los estudios mas recientes de MCSs se enfocan en: i) la
caracterizacion por imagen de esas zonas de contacto (composicion molecular,
cantidad y tamafio de los contactos entre cada organulo) que permitan establecer
perfiles propios de condiciones de salud y enfermedad; y ii) la posibilidad de
generar patrones que puedan proporcionar hipétesis fisiopatolégicas que puedan
ser posteriormente contrastadas con técnicas de Biologia Molecular, y que
puedan ser clave para el diagnostico de las enfermedades (Castro et al., 2018;
Valm et al., 2017).

Asi, mediante microscopia se ha estudiado la interaccién que establece el RE
con las GLs y el resto de organulos (Walther and Farese, 2012). La conexién
existente entre estos dos organulos, RE y GL, se debe a que el RE es el lugar
de biogénesis de las GLs, y el principal transmisor de lipidos y proteinas a la GL
gue regulan su metabolismo (Walther and Farese, 2012). Para que este
transporte de lipidos y proteinas se lleve a cabo, el contacto RE-GL requiere
continuidad entre las membranas de ambos organulos, dado el caracter
hidrofébico del material a transferir (Simmen and Tagaya, 2017; Walther and
Farese, 2012). Ademas, el RE puede se encarga del almacenamiento de gran
parte del Ca?* y la sintesis de proteinas, asi como sus modificaciones
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postraduccionales (p. e€j., glucosilacion y lipidacion) y su correcto plegamiento
(Abdullahi et al., 2017; Oakes and Papa, 2015). Para ello, en el RE se encuentran
chaperonas y enzimas implicadas en procesos de plegamiento proteico,
ubiquitinacion, lipogénesis, glucosilacion y oxidorreduccién (Abdullahi et al.,
2017; Oakes and Papa, 2015). Por ultimo, algunas de las proteinas producidas
en el RE pueden ser secretadas (Abdullahi et al., 2017; Oakes and Papa, 2015).

En determinadas situaciones, la capacidad del RE para procesar la maduracion
y el plegamiento de las proteinas puede verse sobrepasada, poniéndose en
marcha el proceso denominado estrés de RE (Oakes and Papa, 2015; Ozcan et
al., 2004). Algunas causas conocidas que provocan estrés de RE y que son
caracteristicas de condiciones de obesidad y sindrome metabdlico son: exceso
de proteinas incorrectamente plegadas, hipoxia, alta demanda de sintesis de
lipidos y proteinas, y la necesidad de metabolizar gran cantidad de nutrientes. El
estrés de RE activa una ruta conocida como respuesta a proteinas mal plegadas,
cuya funcion es restablecer la homeostasis del RE (Oakes and Papa, 2015;
Ozcan et al., 2004).

Si esta ruta de compensacion falla, el estrés agudo del RE o el mantenimiento
de éste de forma cronica terminan ocasionando la apoptosis del adipocito.
(Oakes and Papa, 2015; Ozcan et al., 2004). En condiciones de obesidad, los
adipocitos son forzados a metabolizar gran cantidad de nutrientes, en un intento
de mantener la homeostasis energética y metabdlica en el organismo mediante
la sintesis de grandes cantidades de proteinas y lipidos (Oakes and Papa, 2015;
Ozcan et al., 2004). El estrés del RE inducido por la obesidad genera un
desbalance de la homeostasis metabdlica, conduciendo a patologias como IR,
DM2, enfermedades cardiovasculares, esteatosis hepatica e inflamaciéon del
tejido adiposo y otras localizaciones circundantes, como consecuencia de un
aumento de expresion de TNFa (Oakes and Papa, 2015; Ozcan et al., 2004). En
definitiva, el estrés de RE esta estrechamente relacionado con el desarrollo del

sindrome metabdlico (Oakes and Papa, 2015; Ozcan et al., 2004).

Las mitocondrias, por su parte, contactan con las GLs para llevar a cabo la
oxidacion de los acidos grasos de cadena media y larga a través de la (3-
oxidacion, que permite obtener acetil-CoA, necesario para producir ATP en

condiciones de demanda energética (Walther and Farese, 2012). Ademas el
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contacto GL-mitocondria favorece el transporte de fosfolipidos entre las
membranas del RE y las mitocondrias en regiones especializadas del RE,
denominadas MAMs (mitocondria-associated membranes) (Barbosa et al., 2015;
Vance JE, 1990).

Finalmente, los peroxisomas interaccionan con las GLs para realizar la a y B
oxidacion de los acidos grasos de cadena muy larga o ramificados (Wanders et
al., 2007). Asimismo, los peroxisomas pueden contactar temporalmente con el
RE para proporcionarle lipidos pre-plasmalégenos, que seran modificados hasta
su estructura final de plasmalégenos por enzimas del RE, adquiriendo su
capacidad antioxidante, que principalmente previene la formacion de EROs
(especies reactivas de oxigeno) y la propagacion de la peroxidacion lipidica
(Barbosa et al.,, 2015). Estas EROs se creen necesarias para una correcta
adipogénesis, aunque su exceso en condiciones de obesidad puede inactivar la
ruta de sefializacion de la insulina, alterando de forma importante el metabolismo
celular y del organismo (Liu et al., 2019). Esta relacién entre peroxisomas y el
correcto desarrollo del tejido adiposo fue descubierta al observar que el nUmero
de estos organulos aumenta en condiciones lipogénicas (Liu et al., 2019; Lodhi
and Semenkovich, 2014). Ademas, la familia de los PPARs se considera clave
para una correcta adipogénesis, lipogénesis y regulacién metabdlica (Liu et al.,
2019; Lodhi and Semenkovich, 2014). En concreto, el receptor PPARYy es diana
para farmacos usados contra la diabetes, las tiazolidinedionas, ya que es
imprescindible para la correcta actividad de las funciones mencionadas, asi
como para regular la sensibilidad a insulina y la produccién de adipoquinas, entre
otros procesos (Liu et al., 2019; Lodhi and Semenkovich, 2014).

Por todo ello, la conexién de estos organulos con la GL resulta fundamental para
la formacién y crecimiento de ésta, asi como para su posterior regulacion en
funcién de las necesidades energéticas que demande el organismo. Igualmente,
analizar como dichos organulos se modulan frente a diferentes condiciones
(fisiopatoldgicas) resulta de gran interés para una comprension mayor del
proceso de expansion del adipocito, ademas de poder aportar nuevos procesos

de regulacion que podrian ser clave para el tratamiento de la obesidad.
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1.6. Proteinas Rab

En las células eucariotas el trafico intracelular de membrana esté regulado por
numerosas proteinas entre las que se encuentran la subfamilia de pequefias
GTPasas Rab, que pertenecen a la superfamilia de proteinas Ras (Rat sarcoma
virus) (Goody et al., 2017). Las proteinas Rab se han conservado evolutivamente
y desempefian diversas funciones celulares como la transduccién de sefiales
transmembrana, el trafico de proteinas y el direccionamiento de vesiculas, asi
como la homeostasis estructural de organulos, su interaccién o fusion
(So6nnichsen et al., 2000).

Ademas, son fundamentales en el mantenimiento de la fisiologia celular debido
a las importantes funciones que llevan a cabo (Li and Marlin, 2015). Asi,
mutaciones o cambios en el nivel de expresion de estas proteinas ocasionan
distintas patologias como cancer, diabetes o enfermedades neurolégicas (Li and
Marlin, 2015). Por ejemplo, mutaciones en Rab7, Rab23, Rab27, Rab38 y
Rab39b conllevan el desarrollo de enfermedades genéticas como el sindrome
de Carpenter, retraso mental asociado al cromosoma X o sindrome de Griscelli,
entre otros (Li and Marlin, 2015). Por otro lado, se ha comprobado que niveles
alterados en la expresion de Rab31 estan relacionados con cancer de mama,
pulmén, colon, cerebro, piel y leucemia, mientras que niveles alterados de Rab25

estan relacionados con cancer de mama, colon y ovario (Li and Marlin, 2015).

Las proteinas Rab se encuentran en la membrana plasmatica, nuclear y en la de
todos los compartimentos intracelulares (endosomas, lisosomas, peroxisomas,
RE, mitocondrias, GLs, citoesqueleto y Golgi). En particular, cada una de ellas
estd mas presente en determinados organulos y/o dominios de membrana
determinados, para regular una ruta de trafico intracelular de membrana
especifica (Li and Marlin, 2015; Stenmark, 2009). En concreto, la mayoria de
proteinas Rab se unen a sus membranas diana a partir de un dominio
hipervariable, el cual se localiza en el extremo C-terminal y ha sido modificado
postraduccionalmente mediante la unidon covalente de uno o dos grupos
isoprenoides geranilgeranilo que permiten dicho anclaje (Ali et al., 2004; Goody
et al.,, 2017; Ka et al., 2007). La reaccion de lipidacion (también llamada
prenilacién) por parte de los grupos geranilgeranilo es coordinada por una Rab
escort protein y una Rab geranilgeranilo transferasa (Gomes et al., 2003).
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Con esta asociacion las proteinas Rab se vuelven funcionales y actian como
interruptores moleculares, al alternar entre su forma inactiva cuando se localizan
en el citosol y estan unidas a GDP, y su forma activa cuando se encuentran en
la superficie de la membrana/vesicula y estdn unidas a GTP (Dejgaard and
Presley, 2019). La activacion de estas GTPasas es llevada a cabo por el GDP-
GTP exchange factor (GEF), mientras que la desactivacion en la membrana
diana esta catalizada por proteinas activadoras de GTPasas (GTP-hydrolysis
activating proteins, GAPs) que se encargan de hidrolizar el GTP a GDP
(Dejgaard and Presley, 2019; Just and Peranen, 2016; Vetter and Wittinghofer,
2001).

La hidrélisis de GTP y su unién a las proteinas Rab pueden estar afectadas por
mutaciones que con frecuencia impiden el transporte correcto de las vesiculas
(Brasaemle et al., 2004). Se han descrito hasta el momento 70 proteinas Rab en
humanos, de las cuales 19 estan asociadas a la superficie de las GLs en
adipocitos u otros tipos celulares): Rabl, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 14, 18, 19, 21,
24, 33, 34, 35, 39 y 41 (Beilstein et al., 2013; Brasaemle et al., 2004; Just and
Peranen, 2016; Liu et al., 2004; Martin et al., 2005; Ozeki et al., 2005).

Cada proteina Rab permite la interaccién con diferentes efectores, obteniendo
de esta manera cierta diversidad funcional en el tréfico intracelular (Barbosa and
Siniossoglou, 2017; Christoforidis et al., 1999b; Jean and Kiger, 2012; Kiss and
Nilsson, 2014; Laura et al., 2013; Pfeffer, 2017; Semerdjieva et al., 2008). Asi,
para la clasificacion del contenido vesicular (cargo) y la formacién de cada tipo
de vesiculas, las proteinas Rab interaccionan con determinados adaptadores,
como son las quinasas de fosfoinositol y fosfatasas (Christoforidis et al., 1999a;
Jean and Kiger, 2012; Laura et al., 2013; Semerdjieva et al., 2008).

Concretamente, las proteinas Rab controlan la biogénesis de vesiculas mediante
la formacion de complejos reguladores que interaccionan con las proteinas de
cubierta que componen los complejos COPI, COPII y clatrina, contribuyendo en
el reclutamiento de las mismas en regiones concretas de la membrana del
compartimento donador, en las cuales se producira la evaginacion de la nueva

vesicula (Angers and Merz, 2011).
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Ademas, estos complejos de proteinas parecen intervenir en el correcto
direccionamiento de las vesiculas transportadas hacia su organulo diana, debido
a su interaccion, directa o indirecta, con proteinas motoras, a las cuales reclutan
a la superficie vesicular para modular el transporte de vesiculas a la membrana
aceptora y el movimiento del motor molecular a lo largo del citoesqueleto (Echard
et al., 1998; Hume et al., 2001). Posteriormente, las vesiculas interactian con
factores de anclaje, acoplamiento o fusion de membranas (Cai et al., 2007,
Christoforidis et al., 1999a; Lupashin and Waters, 1997; Lurick et al., 2017). Este
altimo proceso estd mediado por la formacion de complejos trans-SNARE,
formados por la asociacién de proteinas v-SNARE y/o t-SNARE, las cuales
interaccionan con proteinas Rab (Hammer and Wu, 2002). Las proteinas Rab,
ademas, tienen otras funciones no relacionadas con la dinamica vesicular, tales
como su actuacion como intermediarios en la integracion de la sefalizacion

celular (Miaczynska et al., 2004).

En definitiva, las proteinas Rab intervienen en la regulacion de todas las fases
del transporte intracelular de vesiculas: desde el momento en que éstas se
forman y geman del compartimento donador, hasta su transporte, anclaje y
fusidén en la membrana diana del compartimento aceptor correspondiente (Zhen
and Stenmark, 2015).

Entre las proteinas mas representadas en la cubierta de la GL se encuentra la
familia Rab de pequefias GTPasas (Guzman-Ruiz et al., 2020; Kiss and Nilsson,
2014). Su presencia en las GL aisladas de diferentes tipos celulares, ha sido
ampliamente descrita por varios estudios protedmicos (Beilstein et al., 2013;
Zhang and Liu, 2019). Atendiendo a su estructura y localizacion intracelular, y a
la informacién sobre otras proteinas de la cubierta de las GLs (Walther and
Farese, 2012), las proteinas Rab podrian dirigirse a la GL de mdultiples maneras:
por translocacion citosol-GL, por difusiéon desde el RE hasta la GL o incluso
interaccionando con proteinas ya unidas a las GLs. En este contexto, se ha
observado que para direccionar proteinas a las GLs y anclarse a la superficie de
la misma, las proteinas conservan determinados patrones estructurales

(mencionados anteriormente), que colaboran en su anclaje a las GLs.

La proteina Rab18 es la proteina Rab asociada a GL mejor caracterizada hasta
la fecha en adipocitos. Se asocia a las GLs en respuesta a estimulos lipogénicos
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inducidos por insulina o lipoliticos inducidos por activacion de receptores (3-
adrenérgicos (Martin et al., 2005; Ozeki et al., 2005; Pulido et al., 2012, 2011).
Recientemente, nuestro grupo también encontrd la GTPasa Rab34 presente en
el proteoma de GL (Guzman-Ruiz et al., 2020), y su caracterizacion ha sido uno
de los principales objetivos de este trabajo.

1.6.1. Rab18

Algunas proteinas Rab que se asocian a GL juegan un papel importante en el
almacenamiento y movilizacién de lipidos (Kiss and Nilsson, 2014). Este es el
caso de Rab18, que interactia con complejos SNARE en el RE para regular la
biogénesis de GL en adipocitos (Dejgaard et al., 2008; Gerondopoulos et al.,
2014; Gronemeyer et al., 2013; Pulido et al., 2012, 2011; Xu et al., 2018).

Ademas, estudios de nuestro laboratorio han mostrado que Rab18 promueve el
contacto RE-GL en adipocitos 3T3-L1 (Pulido et al., 2011). Estos resultados,
junto con el hallazgo de niveles de expresion de Rabl8 incrementados en
adipocitos de individuos con obesidad apoyan un papel para esta GTPasa en la
regulacion de la homeostasis lipidica tanto bajo condiciones fisioldgicas como
patoldgicas (Pulido et al., 2012, 2011). En esta linea, la sefalizacion disfuncional
de proteinas Rab debida a cambios en las propias proteinas Rab o en proteinas
que interaccionan con proteinas Rab ha sido asociada con varias enfermedades
tales como el cancer y las enfermedades neurodegenerativas (Banworth and Li,
2018).

Debido a su capacidad de insertarse en membranas, Rab18 se ha relacionado
con el mantenimiento de la estructura del RE, para procesos de amarraje y fusion
de vesiculas junto a otras proteinas, y para la unién de GLs al RE (Dejgaard and
Presley, 2019). En particular, Rab18 se ha identificado asociado a RE una vez
se ha activado por el complejo Rab3GAP, también presente en este organulo
(Gerondopoulos et al., 2014; Just and Perdnen, 2016). Sin embargo, mientras
gue Rab3GAP permanece en subdominios de RE concretos, los ERES, Rab18
no se encuentra restringido a esta zona, sino que puede localizarse por varios

puntos de la ruta de secrecion regulada.
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La funcidn biolégica de Rab18 en los ERES se atribuye a su participacion en la
formacion de GLs y en la transferencia de proteinas y lipidos a estos organulos
(Xu et al., 2018). El modelo propuesto para la participacion de Rabl18 en el
anclaje RE-GL a través de los ERES implica al complejo NRZ (NAG-RINT1-
ZW10) y a proteinas de anclaje membranoso SNARE. Posteriormente se
formaria el puente membranoso por la fusién de la monocapa de la GL y la bicapa
del RE (Dejgaard and Presley, 2019).

La presencia de Rabl8 también ha sido descrita en Golgi, endosomas y
peroxisomas (Gronemeyer et al.,, 2013; Just and Peranen, 2016). De la
asociacion de Rab18 a peroxisomas destaca que la necesidad de continuar en
el RE ciertas rutas metabdlicas iniciadas en peroxisomas, como la sintesis de
plasmalégenos, ha permitido hipotetizar un posible papel para Rab18 en los

contactos RE-peroxisomas (Gronemeyer et al., 2013).

1.6.2. Rab34

En 2002, se identificé a la proteina Rab34 por primera vez. Esta GTPasa esta
formada por 259 aminoécidos, su peso molecular es de 29 kDa, y presenta una

alta conservacion de secuencia entre especies (Wang and Hong, 2002).

Recientes estudios de protedmica de GLs aisladas de adipocitos diferenciados
de la linea celular 3T3-L1 en nuestro grupo de investigacion descubrieron por
primera vez que Rab34, otro miembro de la familia de proteinas Rab, esta
presente en la cubierta de la GL de este tipo celular (Guzman-Ruiz et al., 2020;
Pulido et al., 2012). Sin embargo, su funcion en estas células se desconocia. En
este trabajo, parte de nuestros objetivos fueron investigar el trafico, mecanismos
de accion, impacto de Rab34 en la diferenciacion adipocitaria (i.e., adipogénesis)
y su funcion en adipocitos, asi como desvelar el papel de esta GTPasa en el

recambio de lipidos.

Aungue se habia demostrado que en el caso de las células HelLa la GTPasa se
localiza en el aparato de Golgi (Goldenberg et al., 2007) y lisosomas (Wang and
Hong, 2002) estos resultados estan en linea con experimentos de
inmunocitoquimica y microscopia confocal realizados por nuestro grupo en

adipocitos, los cuales también identificaron a la proteina Rab34 en el aparato de
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Golgi, pero en etapas tempranas de diferenciacion, en concreto hasta el dia 3,
momento en que las células todavia no han comenzado a almacenar las GLs
que caracterizan a este tipo celular. En cambio, en los siguientes dias de
diferenciacion Rab34 se localiza en las nuevas GLs recién formadas (Fig. 2A,
B) transitando por varios compartimentos intracelulares (Fig. 2C). Este resultado
sugiri6 una funcion para esta GTPasa en la homeostasis de las GLs
(posiblemente similar a la de Rab18), relacionado, al menos en parte, con la

regulacion de la comunicacion Golgi-GL.
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Figura 2. Distribucién, expresion y colocalizacion de Rab34 con marcadores de trafico
intracelular durante la diferenciacion de células 3T3-L1 a adipocitos. Imagenes
representativas de microscopia confocal de células 3T3-L1 en diferenciacion (dias 0, 3, 6 y 10)
inmunotefiidas para Rab34 (A, B, C) y los marcadores de GL (PLIN1), cara cis del aparato de
Golgi (GM130) (B), cara trans del aparato de Golgi (STX6), COPIl (SEC23), COPI (ARF1) y
ERGIC (ERGIC53) (C). (A) A la derecha, se muestra el estudio de expresién de Rab34 durante
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el proceso de diferenciacion de las células 3T3-L1 (n=4 muestras por dia de diferenciacion). (B,
C) A la derecha se muestran los coeficientes de Manders, que fueron calculados para evaluar la
colocalizacion entre sefiales (n=12 células por dia de diferenciacién, 2 estudios replicados). Los
datos son expresados como la media = SEM. *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001. Barra de escala,

10 um.

Entre las funciones conocidas de Rab34 se encuentra su participacion en la
formacion de macropinosomas en células COS-1, en los que colocaliza con las
fiboras de actina de los lamelipodios (Sun et al., 2003). Asimismo, se ha
demostrado que la expresion de Rab34 puede ser inducida en los macrofagos
durante una infeccion bacteriana mediante la activacion temprana del factor
nuclear kappa B (NF-kB), por lo que podria tener un papel en la respuesta
inmune (Gutierrez et al., 2008; Kasmapour et al., 2012). Adicionalmente, Rab34
es capaz de mediar la fusién entre fagosomas y lisosomas/endosomas en
macréfagos y células dendriticas, y para ello favorece la biogénesis de los

fagolisosomas y el transporte lisosomal hacia éstos (Kasmapour et al., 2012).

Por dltimo, niveles elevados de Rab34 han sido correlacionados con la
progresién tumoral del cancer de préstata, los cuales se recuperaban en
presencia de un tratamiento antitumoral (Aakula et al., 2016). Este hallazgo
sugiere que Rab34 podria considerarse una diana tumoral en el tratamiento de
algunos tipos de cancer, en los que la obesidad y la desregulacién del
metabolismo del tejido adiposo tienen una importancia relevante (Aakula et al.,
2016). Sin embargo, altos niveles de Rab34 en adipocitos aumentan el nimero
de estructuras del aparato de Golgi y el tamafio de las GLs (Fig. 3), lo que
refuerza el papel dual de la GTPasa en estos organulos, presumiblemente
relacionado con el control de la ruta secretora y el almacenamiento de lipidos,

respectivamente.
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estructural del aparato de Golgi y/o la GL en adipocitos. Imagenes representativas de células
3T3-L1 transfectadas con los vectores GFP (Mock), GFP-Rab34 (A, B), Scramble siRNA (Scr) o
Rab34 siRNA (siRab34) (C), y tefiidas con anti-GM130 (A) u Oil Red O (B, C). El andlisis
morfométrico fue llevado a cabo usando el software ImageJ. El nUmero de estructuras medidas
y el &rea total de éstas en las células que expresan o silencian Rab34 es referido a sus
correspondientes controles (Mock/Scr; 100%). Los datos son expresados como la media + SEM

(n=10 células/condicién experimental, 2 estudios replicados). Barra de escala, 10 pm.

48



49



50



2. OBJETIVOS
PRIMER ESTUDIO:

Rab18 constituye una proteina clave en la interaccion de las GLs con el resto de
organulos y podria suponer una molécula clave en la fisiopatologia y el
metabolismo lipidico del adipocito. Por ello, en base a lo anteriormente descrito
y con el fin de profundizar en la caracterizacion de Rabl18 en relaciéon a su
participacion en la interaccion RE-GL y RE-peroxisoma en adipocitos, en el

presente trabajo nos planteamos tres objetivos especificos,

1) Determinar los cambios en el patron de contactos entre los citados
organulos en condiciones patoldgicas derivadas de obesidad (i.e., fibrosis, IR e
inflamacion) mediante microscopia confocal simple o de superresolucién, asi
como las causas que los promueven (integridad del RE, las GLs y los
peroxisomas) en adipocitos 3T3-L1

2) Estudiar el papel de Rabl1l8 en la formacion y mantenimiento de los
contactos entre las GLs, el RE y los peroxisomas empleando ensayos proteicos
y microscopicos de inmunodeteccion combinados con técnicas avanzadas de

segmentacion de imagen celular.

SEGUNDO ESTUDIO:

Sobre la base de la informacion descrita anteriormente, y con el fin de profundizar
en la caracterizacion funcional de Rab34 en relacion a su localizacion dual en
adipocitos (aparato de Golgi-GLs), en el presente trabajo nos planteamos los

siguientes objetivos especificos:

1) Explorar del trafico de la proteina Rab34 hasta la superficie de las GLs de
adipocitos, durante la diferenciacién adipocitaria, empleando estudios de

inmunocitoquimica, microscopia confocal y analisis de imagen celular.

2) Profundizar en el papel de Rab34 en la GL de adipocitos murinos y
humanos, para desvelar el mecanismo de accion de la GTPasa en relacion a la
regulacion del metabolismo lipidico. Para ello se utilizaron ensayos de expresion

proteica y génica, microscopicos, metabdlicos y de interaccion proteica.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Cultivos celulares

Los fibroblastos aislados de embrién de ratdn, i.e., las células 3T3-L1 (ATCC,
Manassas, VA, EE.UU.), fueron diferenciados a adipocitos de acuerdo con
nuestros protocolos estandar (Moreno-Castellanos et al., 2017; Pulido et al.,
2011). Brevemente, las células fueron sembradas en placas de 3,5 0 15 cm de
didmetro, con o sin cubreobjetos, a una densidad de 1800 células/cm? y
diferenciadas cuando fue necesario con Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) suplementado con suero fetal bovino (fetal bovine serum, FBS) al 10%
viv, 0,5 mmol/L de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), 0,25 mmol/L de
dexametasona, y 10 ug/mL de insulina durante 3 dias (hasta dia 3, D3).
Posteriormente, el medio fue reemplazado por DMEM con 10% v/v de FBS y 10
mg/mL de insulina, y las células incubadas por un periodo adicional de 3 dias
(hasta D6). Finalmente, el medio fue reemplazado por DMEM al 10% v/v FBS
cada 3 dias hasta el D10 de diferenciacion. Las células y los medios de cultivo
fueron recogidos en diferentes dias de diferenciacién y/o después de los
tratamientos experimentales. Para los experimentos de cultivos celulares en 3D,
las células 3T3-L1 fueron cultivadas y diferenciadas en microgeles 3D basados
en colageno tipo | (COL-I) mediante nuestros protocolos preestablecidos

(Guzméan-Ruiz et al., 2020) (ver seccidn 3.7. Tratamientos experimentales).

Los adipocitos primarios humanos (adipocitos maduros aislados en fresco y
preadipocitos diferenciados in vitro) fueron obtenidos de muestras de TAOy TAS
procedentes de individuos con obesidad (indice de masa corporal, IMC>40
kg/m?) sometidos a cirugia bariatrica laparoscopica siguiendo nuestros
protocolos estandar (Sanchez-Ceinos et al., 2021). Las muestras de tejido
adiposo TAO y TAS fueron obtenidas de la region abdominal de 9 individuos
caucasicos (3 hombres y 6 mujeres) sometidos a diversos procedimientos de
cirugia bariatrica laparoscépica después de la aprobacion del proyecto por parte
del comité de ética del Hospital Universitario Reina Sofia (HURS), Cérdoba. El
estudio fue realizado de acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki.
Todos los participantes proporcionaron el consentimiento informado.

Previamente, los pacientes se sometieron a una evaluacion clinica que incluyo:
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historial médico, examen fisico y andlisis de composicién corporal. Ademas, se
llevaron a cabo ensayos bioquimicos (Tabla 1) como se describié anteriormente
(Diaz-Ruiz et al., 2015; Sanchez-Ceinos et al., 2021).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los sujetos con obesidad incluidos en el estudio.

n

9

Sexo (hombre/mujer) 3/6
Edad (afios) 49+ 2
Peso (kg) 133,68 + 7,97
Altura (m) 1,68 + 0,04
IMC (kg/m?) 47,24 £ 1,53
Grasa corporal (%) 62,34 £ 2,17

Glucosa (mg/dL)
HbAlc (%)
Triacilgliceroles (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)

100,56 + 12,96
557+0,12
124,56 + 18,72
144,00 + 11,46

Colesterol LDL (mg/dL) 76,50 + 8,62

Colesterol HDL (mg/dL) 38,63 +1,77

PCR* (mg/L) 8,49 +£2,48

AST (UI/L) 23,63 + 2,40

ALT (UI/L) 30,63 + 6,61
Ferritina (ng/ml) 144,20 + 34,18

Hematocrito (%) 40,92 + 1,63

Hematies (millon/mm?) 4,62 +0,19

Plaquetas (millon/mm?3) 0,24 + 0,02

Los datos son representados como la media * error estandar de la media (SEM). HbAlc,
hemoglobina glicada; LDL, low-density lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein; PCR?,
Proteina C-reactiva de alta sensibilidad; AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina

aminotransferasa.

Brevemente, después de la digestion del tejido adiposo usando 2 mg/mL de
colagenasa (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EE.UU.), la mezcla resultante fue
filtrada a través de filtros celulares con un tamafio de poro de 100 um, para
eliminar el tejido no dispersado, y los adipocitos maduros fueron aislados como
se describio en (Sanchez-Ceinos et al., 2021). Después de lavar, una mezcla de
35 uL de adipocitos maduros y 35 pL de Matrigel (BD Biosciences, Bedford, MA,
EE.UU) fue preparada y rapidamente colocada en un cubreobjetos en el interior

de una placa de 3,5 cm de diametro. La mezcla fue cuidadosamente extendida
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sobre la superficie del cubreobjetos e incubada durante 30 min a 37 °C. Luego,
1 mL de medio de dispersién fue afiadido a la placa, la cual fue incubada durante
1 ha37°C,ylavada con solucion salina tamponada (phosphate-buffered saline,
PBS) antes de que los adipocitos maduros fueran fijjados con 4% p/v de
paraformaldehido (PFA) (15 min). Con respecto a los preadipocitos, fueron
obtenidos y diferenciados in vitro como se describiéo previamente (Sanchez-
Ceinos et al., 2021). Brevemente, las células de la FEV fueron sembradas en
medio de proliferacion de preadipocitos DMEM/F-12 (1:1) suplementado con 8
mmol/L de biotina, 18 mmol/L de acido D-pantoténico, 100 mmol/L de ascorbato,
1% v/v de penicilina-estreptomicina, y 10% v/v de suero de ternero recién nacido
(newborn calf serum, NCS), y conservadas a 37 °C en una atmosfera
humidificada con 95% de aire y 5% CO2. El medio fue reemplazado cada 48 h
hasta alcanzarse la confluencia apropiada. A continuacion, las células fueron
despegadas con solucién de tripsina-EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) y
cultivadas a 4000 células/cm? durante tres pases para purificar y amplificar el
cultivo celular, siguiendo nuestros métodos establecidos (Sanchez-Ceinos et al.,
2021). Después, los preadipocitos fueron sembrados sobre cubreobjetos a una
densidad de 4000 células/cm? e inducidos a diferenciacion adipocitaria.
Finalmente, las células fueron fijadas con 4% p/v de PFA (15 min) a D5y D10 de
diferenciacion. La inmunotinciéon de preadipocitos y adipocitos maduros fue
llevada a cabo usando nuestros protocolos estandar (ver seccion 3.3.

Inmunocitoquimica y microscopia confocal).

Las células HEK-293 AD (ATCC) procedentes de rifibn humano embrionario
fueron cultivadas en medio DMEM conteniendo 1 g/L de glucosa y suplementado
con 2 mmol/L de L-glutamina, 0,25 upg/mL de solucion de
gentamicina/anfotericina y 10% v/v de FBS, y mantenidas a 37 °C y 5% COo..
Para estudios de co-inmunoprecipitacion (co-IP), las células fueron sembradas
en placas de 15 cm de didmetro a una densidad de 6000 células/cm?, y

transfectadas cuando alcanzaron el 60% de confluencia.
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3. 2. Modelos animales

Se usaron ratones macho wild-type (WT) y deficientes en leptina (ob/ob)
(C57/BL/6J; de 8 semanas de edad) para los experimentos con animales. Todos
los ratones se alojaron en jaulas individuales bajo condiciones controladas de
iluminacion (ciclos de 12 h de luz/oscuridad), temperatura y humedad. Se les
permitio libre acceso al agua y a una dieta estandar de laboratorio (standard
laboratory diet, STD) (Scientific Animal Food & Engineering, 16% de proteinas,
60% de carbohidratos y 3% de grasa; Scientific Animal Food & Engineering,
Bourgogne Franche-Comté, Francia) o dieta alta en grasa (high fat diet, HFD)
(Research Diets 12492; 60% de calorias procedentes de grasa, 5,24 kcal/g;
Research Diets, New Brunswick, NJ, EE.UU) durante 12 semanas (Quifiones et
al., 2018). Los animales fueron eutanasiados, y todos los tejidos fueron retirados
rapidamente, congelados inmediatamente en hielo seco, y conservados a -80 °C

hasta el andlisis.

3.3. Inmunocitoquimica y microscopia confocal

Las células 3T3-L1 o (pre)adipocitos humanos fueron fijados en PFA al 4% pl/v
(15 min), permeabilizados con PBS conteniendo 0,3% p/v de saponinay 1% p/v
de albumina de suero bovina (1 h a temperatura ambiente), y después incubados
con los diferentes anticuerpos correspondientes (Tabla 2). Posteriormente, se
emplearon anticuerpos secundarios conjugados con Alexa Fluor™ 594, solos o
en combinaciéon con anticuerpos secundarios conjugados con Alexa Fluor™ 488
y/o Alexa Fluor™ 405. En algunos experimentos, las células fueron contratefiidas
con Oil Red O (Sigma-Aldrich) (para cuantificacion de GLs) o ER-Tracker
(Invitrogen, Waltham, MA, EE.UU.) (para cuantificacion de RE). Las muestras
fueron colocadas en portaobjetos con medio de montaje para fluorescencia Dako
(Agilent Technologies, Santa Clara, California, EE.UU.) con o sin 1 yg/mL de 4,
6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich) para visualizar los nucleos, y
se examinaron bajo un microscopio confocal de barrido laser confocal ZEISS
Laser Scanning Microscope (LSM) 710 (Carl Zeiss AG., Oberkochen, Alemania).
Para los estudios de contacto entre organulos en condiciones de hiperglucemia-

hiperinsulinemia e inflamacion se emple6 un microscopio confocal de
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superresolucion de barrido laser confocal Zeiss LSM 880 equipado con sistema

Airyscan (Carl Zeiss AG., Oberkochen, Alemania).

Las imagenes confocales fueron procesadas usando el paquete de software

Huygens Essential (SVI, Hilversum, Paises Bajos). La colocalizacion de las

sefales fluorescentes fue estimada por determinacion del mapa de pixeles

superpuestos de los canales (i.e., mascara) usando el plugin Colocalization

Finder del software Fiji/lmageJ (NIH, Bethesda, MD, EE.UU.), y el coeficiente de

Manders usando el plugin Colocalization Threshold del mismo software. Para los

analisis de numero y tamafio de contactos/colocalizacion entre organulos, asi

como distancia entre los mismos se empledé el plugin DiAna del software

Fiji/lmageJ (NIH). Se incluyeron controles negativos sin anticuerpos primarios o

secundarios para evaluar la tincion inespecifica.

Tabla 2. Lista de anticuerpos empleados en los estudios de inmunocitoquimica.

Anticuerpo Especie Dilucion Suministrado por: Referencia
PMP70 Conejo 1:250 Novus Biologicals, Littleton, CO, EE.UU. NBP1-87258
Rab18 Conejo 1:500 Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EE.UU. SAB4200173
Catalasa Ratén 1:50 Abcam, Cambridge, Reino Unido ab16731
Rab34 Conejo 1:500 Abcam, Cambridge, Reino Unido ab73383
GM130 Ratén 1:500 BD Bioscences, Bedford, MA, EE.UU 610822
PLIN1 Cobaya  1:1000 Progen, Heidelberg, Alemania GP29
STX6 Ratén 1:500 BD Bioscences, Bedford, MA, EE.UU. 610635
ARF1 Raton 1:500 Abcam, Cambridge, Reino Unido ab2806
ERGIC53 Ratén 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Heilderberg, Alemania sc-398777
SEC23 Ratén 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Heilderberg, Alemania sc-12107
SEC16A Conejo 1:50 Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EE.UU. HPA005684
FABP5 Raton 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Heilderberg, Alemania sc-365166
UBA1 Mouse 1:500 Invitrogen, Carlsbad, CA 67198-1-1G
Anticuerpo secundario conjugado
con Alexa FluorTM 564 Burro 1:500 Invitrogen, Waltham, MA, EE.UU. A-21207
Anticuerpo secundario conjugaco Cabra 1:500 Invitrogen, Waltham, MA, EE.UU. A-11076
con Alexa FluorTM 594
Anticuerpo secundario conjugado ) )
Gallina 1:500 Invitrogen, Waltham, MA, EE.UU. A-21201

con Alexa FluorTM 594
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Anticuerpo secundario conjugado

Gallina 1:500 Invitrogen, Waltham, MA, EE.UU. A-21200
con Alexa FluorTM 488
Anticuerpo secundario conjugado )
Burro 1:500 Invitrogen, Waltham, MA, EE.UU. A-21206
con Alexa FluorTM 488
Anticuerpo secundario conjugado . ) )
Cabra 1:500 Abcam, Cambridge, Reino Unido ab175678

con Alexa FluorTM 405

Referencias y concentraciones optimizadas de los anticuerpos usados en los experimentos de
inmunocitoquimica. Peroxisomal membrane protein 70 KDa (PMP70). Cis-golgi matrix protein
130 (GM130). Perilipina-1 (PLIN1). Sintaxina-6 (STX6). Endoplasmic reticulum (ER)-Golgi
intermediate compartment 53 kDa protein (ERGIC53). Fatty acid-binding protein 5 (FABP5).

3.4. Vectores de expresion plasmidicos

Los plasmidos codificantes de GFP (green fluorescent protein, pEGFP-N1) y
ubiquitina unida a HA (hemaglutinina, pHA-ubiquitina) fueron amablemente
suministrados por el Dr. M.A. Calzado (IMIBIC, Cdrdoba). Los plasmidos
codificantes de la secuencia de Rab34 silvestre (pEGFP-Rab34-WT),
constitutivamente activa (pEGFP-Rab34-Q111L), y constitutivamente inactiva
(PEGFP-Rab34-T66N) fueron amablemente suministrados por el Dr. T. Wang
(Membrane Biology Laboratory, Institute of Molecular and Cell Biology, Singapur,
Singapur). Los plasmidos codificantes de ATGL (pGFP-ATGL) y HSL (pGFP-
HSL) fueron amablemente suministrados por el Dr. T. Osumi (Graduate School
of Life Science, University of Hyogo, Hyogo, Japdn). El plasmido codificante de
FABP5 (pFABP5-EGFP) fue amablemente suministrado por el Dr. M. Kaczocha
(Stony Brook University, NY, EE.UU.). El plasmido codificante de la ligasa de
biotina BirA (pcDNA3.1mycBiolD) fue adquirido de Addgene (Cambridge, MA,
EE.UU). El plasmido codificante de UBA1 (pCMV3-UBA1-c-Myc) fue adquirido
de SiNo Biological (Dusseldorfer, Eschborn, Alemania). Los plasmidos
codificantes de UCHL3 (ubiquitin C-terminal hydrolase L3, pCMV6-UCHLS3-c-
Myc) e ISG15 (interferon-stimulated gene/protein 15, pCMV6-ISG15-c-Myc)
fueron adquiridos de OriGene (Rockville, MD, EE.UU.). Otros plasmidos
codificantes de Rab34 (pKate-Rab34-WT y pcDNA3.1mycBiolD*Rab34) fueron
construidos para este trabajo siguiendo nuestros protocolos preestablecidos
(Moreno-Castellanos et al., 2017).
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3.5. Estudios de expresion y silenciamiento

Para los ensayos de expresion, las células 3T3-L1, HEK-293 AD y los adipocitos
humanos fueron transfectados con los correspondientes vectores plasmidicos a
2,5 pg/mL usando una dilucion de 7,5:1000 de Lipofectamine 2000 (Invitrogen),
y posteriormente cultivados durante 48 h antes de los experimentos. Para los
estudios de silenciamiento, las células fueron transfectadas con una dilucion
7,5:1000 de Lipofetamine RNAIMAX (Invitrogen) y siRNA (small interfering RNA)
de raton contra Rabl8 (Dharmacon, Lafayette, CO, EE.UU.) (a D6 de
diferenciacion), siRNA de raton contra Rab34 (Dharmacon) (a D3 de
diferenciacion), siRNA de ratébn contra UBAl1l (Dharmacon) (a D3 de
diferenciacion), o siRNA control/scramble (Scr) (Sigma-Aldrich) a una
concentracion de 25 nmol/L (a D3/6 de diferenciacion). Después, las células
fueron mantenidas en cultivo durante 72 h. Al final de los experimentos, las
células fueron procesadas para microscopia confocal y/o immunoblotting como
se indicO en las secciones correspondientes. En otro set de experimentos, las
células fueron recogidas en tampén de radioinmunoprecipitacion
(radioimmunoprecipitation assay, RIPA) y la concentracion intracelular de TAGs
fue determinada usando Triglyceride Reagent (Sigma-Aldrich) y Amplex
UltraRed Reagent (Invitrogen), mientras que los medios de cultivo fueron
analizados para evaluar el contenido de glicerol libre usando Amplex UltraRed
Reagent (Invitrogen) y Free Glycerol Reagent (Sigma-Aldrich) como se describi6

previamente (Pulido et al., 2011).

3.6. Cuantificacion de la secrecidon de adiponectina

La cuantificacion por el inmunoensayo enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) de los niveles de adiponectina intracelular y extracelular en las células
3T3-L1 que expresan GFP-Rab34 o estan silenciadas para el gen codificante de
esta proteina por tratamiento de siRNA Rab34 (siRab34) fue realizada usando el
kit Quantikine ELISA Mouse Adiponectin/Acrp30 Immunoassay (R&D Systems

Europe, Abingdon, Reino Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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3.7. Tratamientos experimentales

Las células destinadas al modelo experimental 3D de fibrosis fueron incubadas
desde el DO con lumican en tres concentraciones distintas (0-10-30 ng/mL), y se
diferenciaron hasta D8 con los medios de diferenciacion mencionados
anteriormente (ver seccion 3.1. Cultivos celulares). Especificamente, se preparo
una solucién de coldgeno (3,6 mg/mL) a partir de una solucién stock de COL-I (5
mg/mL) [3D Culture collagen (Rat tail), Cultex, Hannover, Alemania] previamente
neutralizada y diluida en medio de cultivo manteniendo las siguientes
proporciones en relacion al volumen de COL-I: 1/4 de DMEM y 1/8 tampon
HEPES (0,24 g/L). Por otro lado, se preparé la solucion de DMEM que contenia
las células 3T3-L1 en suspension a una determinada densidad de células/mL
(recuperadas de los cultivos iniciales a 70-80% de confluencia). En el grupo
experimental de lumican, se afadié el proteoglucano (Recombinant Human
Lumican, R&D Systems Europe, Abingdon, Reino Unido) a la solucion anterior
para obtener una concentracion final de 10 ng/mL o 30 ng/mL, mientras que la
condicion control no contuvo lumican. Se anadié un volumen final de 200 pL de
matriz por pocillo (se usaron placas de cultivo de 12 pocillos), que se repartieron
para cubrir el fondo del pocillo de forma homogénea. Las placas se incubaron a
37 °C, durante 2 h para la gelificacion de la matriz de coldgeno. Pasado este
tiempo, se afiadié 1 mL de DMEM/pocillo y las placas se mantuvieron durante 4
dias a 37 °C y 5 % de COz2 para la estabilizacion de las células. A continuacion,
se llevdé a cabo el proceso de adipogénesis siguiendo el protocolo descrito
anteriormente (ver seccion 3.1. Cultivos celulares), hasta el D8, cambiando el
50% del medio por medio DMEM completo fresco cada 48 h, con 10% FBS y 0,
10, o 30 ng/mL de lumican.

Las células destinadas a los modelos experimentales de HGHI e inflamacion (con
TNFa), fueron sembradas sobre cubreobjetos de vidrio cuadrados de 18x18 mm
(grosor #1v2), especificos para el microscopio de superresolucién. Al D7 de
diferenciacion se les retirdé el medio de diferenciacion y se incubaron en medio
de pretratamiento, constituido por DMEM con 1 g/L de glucosa suplementado
con solucién antibiética-antimicotica al 1% v/v, L-glutamina (4 mM) y albamina
de suero bovina al 0,5% p/v, durante 2 h a 37 °C con 5% de CO2. Pasado este
tiempo, se retird el medio de pretratamiento y se afiadié el del tratamiento
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correspondiente. En concreto, el tratamiento de HGHI consté de DMEM con 4,5
g/L de glucosa suplementado con FBS solucion antibiotica-antimicotica al 1%
vlv, L-glutamina (4 mM) y albumina de suero bovina al 0,5% p/v, e insulina (100
mM). Por su parte, el modelo de inflamacion inducida por TNFa consté de DMEM
con 1 g/L de glucosa suplementado con solucién antibiética-antimicotica al 1%
v/v, L-glutamina (4 mM), BSA 0,5% p/v, y TNFa de ratdn (Sigma-Aldrich) a 5 nM.
Tras afadir el medio de tratamiento para los modelos descritos las células se

incubaron durante 24 h a 37 °C con 5% de CO: (hasta D8 de diferenciacion).

Con objeto de revelar la(s) ruta(s) de trafico de Rab34 durante la diferenciacion
adipocitaria, adipocitos 3T3-L1 a D2 y D4 de diferenciacién fueron preincubados
en medio de cultivo sin suero (2 h) y posteriormente cultivados en la ausencia o
presencia de brefeldina A (BFA) (Sigma-Aldrich) (20 pmol/L) durante 1 h.
Después, el medio de tratamiento fue retirado y las células fueron mantenidas
en medio de cultivo fresco durante 48 h. Luego fueron procesadas para

microscopia confocal.

En otro set de experimentos, las células 3T3-L1 a D5 (para estudios de
expresion) o D6 (para estudios de silenciamiento) de diferenciacion fueron
expuestas a MG132 (Sigma-Aldrich) (10 umol/L, 12 h) para los estudios de
estabilidad de proteinas. Una vez tratadas, las células fueron recogidas y
procesadas para estudios de immunoblotting y/o analisis de lipogénesis/lipolisis.

3.8. Immunoblotting

Los extractos de proteina fueron obtenidos de células lisadas en tampdén RIPA
conteniendo 50 mmol/L de Tris-HCI (pH 7,4), 150 mmol/L de NaCl, 1% v/v de
Triton X-100, 1 mmol/L de EDTAy 1% v/v de cOctel de inhibidores de proteasas:
PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride 0,1 mM); CLAP, (chymostatin-leupeptin-
antipain-pepstatin: quimostatina 5ug/mL, leupeptina 5 uyg/mL, antipaina 5 pg/mL
y pepstatina 5 yg/mL); y fosfatasas (Halt phosphatase inhibitor cocktail, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Los extractos fueron resuspendidos en
tampon de carga 5X (500 mmol/L de Tris-HCI, 7,5% p/v de SDS (sodium dodecyl-
sulfate), 10 mmol/L de EDTA, 50% p/v de sacarosa, 5% v/v de B-mercaptoetanol,
250 mmol/L de ditiotreitol (DTT), y 5 mg/mL de azul de bromofenol, pH 6,8) y
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calentados a 97 °C durante 5 min. Para la deteccién de oligbmeros de
adiponectina, las muestras de lisado celular fueron mezcladas con tampon de
carga no reductor (sin B-mercaptoetanol) conteniendo 500 mmol/L de Tris-HCI,
7,5% p/v de SDS, 10 mmol/L de EDTA, 50% p/v de sacarosa, y 5 mg/mL de azul
de bromofenol, pH 6,8.

Las muestras (20-30 pg) fueron separadas por SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) y transferidas a membranas de nitrocelulosa (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.) como se describi6 previamente
(Moreno-Castellanos et al., 2017; Sanchez-Ceinos et al., 2021). Los anticuerpos
primarios (Tabla 3) fueron administrados sobre las membranas y éstas
incubadas en agitacion toda la noche (4 °C). Después, las membranas se
incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa
correspondientes durante 1 h a temperatura ambiente. La inmunorreaccion fue
visualizada usando Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories). -
Actina o Ponceau S (Diaz-Ruiz et al., 2015) fueron usados como controles de
carga. El andlisis densitométrico de las bandas inmunorreactivas fue llevado a

cabo con el software Fiji/lmageJ (NIH).

Tabla 3. Lista de anticuerpos empleados en los estudios de immunoblotting.

Anticuerpo Especie Dilucién Suministrado por: Referencia
BIP Ratén 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Heilderberg, Alemania sc-376768
ARF1 Ratén 1:2500 Abcam, Cambridge, Reino Unido ab11038
Catalasa Ratén 1:50 Abcam, Cambridge, Reino Unido ab16731
CHOP Raton 1:1000 Cell Signaling, Danvers, MS, EE.UU. 2895
PERK Ratén 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Heilderberg, Alemania sc-377400
p-PERK Conejo 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Heilderberg, Alemania sc-32577
Rab34 Conejo 1:2000 Abcam, Cambridge, Reino Unido ab73383
B-Actina Ratén 1:10000 Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EE.UU. A2066
Adiponectina Ratén 1:1000 Novus Biologicals, Littleton, CO, EE.UU. NBP2-22450
PPAR-y Conejo 1:1000 Cell Signaling, Danvers, MS, EE.UU. 2443
PLIN2 Raton 1:200 Santa Cruz Biotechnology, Heilderberg, Alemania sc-377429
PLIN1 Cobaya 1:2000 Progen, Heidelberg, Alemania GP29
DGAT2 Cabra 1:1000 Novus Biologicals, Littleton, CO, EE.UU. NB100-57851
HSL Conejo 1:1000 Abcam, Cambridge, Reino Unido ab45422
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p-HSL Conejo 1:750 Cell Signaling, Danvers, MS, EE.UU 4139

ATGL Conejo 1:1000 Wuhan Huamei Biotech. Co. Ltd., Huamei, China WH180241
CGI58 Cabra 1:1000 Abcam, Cambridge, Reino Unido ab59488
FABP4 Conejo 1:1000 Cell Signaling, Danvers, MS, EE.UU. 3544
FABP5 Conejo 1:1000 Cell Signaling, Danvers, MS, USA 39926
c-Myc Conejo 1:1000 Cell Signaling, MA, USA 2278
GFP Conejo 1:1000 Abcam, Cambridge, Reino Unido ab290
UBA1 Ratén 1:5000 Invitrogen, Waltham, MA, EE.UU. 67198-1-1G
HA Rata 1:1000 Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EE.UU. 11867423001

Referencias y concentraciones optimizadas de los anticuerpos usados en los experimentos de
immunoblotting. Perilipina-2 (PLIN2). Perilipina-1 (PLIN1).

3.9. Identificacion del interactoma de Rab34

Para identificar las proteinas interactoras de Rab34, se emplearon dos técnicas:
i) identificacibn de biotina dependiente de proximidad (BiolD) vy, ii)
inmunoprecipitacion de extractos de proteinas de células 3T3-L1 que expresan
GFP-Rab34 seguido de analisis de espectrometria de masas (mass
spectrometry, MS) en tAindem (MS/MS).

3.9.1. Estudios de identificacién de biotina dependiente de proximidad

La identificacion de biotina dependiente de proximidad (BiolD) ha sido
ampliamente usada para la identificacion de candidatos en interacciones
proteina-proteina (Roux et al., 2012). Para los estudios de Rab34, las células
3T3-L1 fueron transfectadas a D6 con los vectores plasmidicos c-Myc-BirA
(Mock) o c-Myc-BirA-Rab34. Después de 24 h, las células fueron incubadas con
medio completo suplementado con 1 pug/mL de doxiciclina'y 50 umol/L de biotina
durante otras 24 h. Las células fueron entonces lisadas a 25 °C en 1 mL de
tampodn de lisis [50 mmol/L de Tris (pH 7,4), 500 mmol/L de NaCl, 0.4% de p/v
SDS, 5 mmol/L de EDTA, 1 mmol/L de DTT, y 1% v/v del coctel de inhibidores
de proteasas y fosfatasas] y luego sonicadas con 3 pulsos de 10 s, en presencia

de 2% v/v de Tritobn X-100. A continuacién, un volumen igual de 50 mmol/L de

65



Tris (pH 7,4, 4 °C) fue afiadido y se sonic6 nuevamente. Las células fueron
centrifugadas a 16000 g (4 °C) y el sobrenadante (6 mg de proteina) fue incubado
con 6 mg de Dynabeads [MyOne Streptavadin C1 Dynabeads (Invitrogen)] toda
la noche (4 °C). Las beads fueron recogidas y lavadas con 1 mL de tampon de
lavado 1 (2% p/v SDS en H20) y después, con tampén de lavado 2 (0,1% p/v de
deoxicolato de sodio, 1% v/v de Triton X-100, 500 mmol/L de NaCl, 1 mmol/L de
EDTA, y 50 mmol/L de HEPES, pH 7,5, 25 °C), tampon de lavado 3 (250 mmol/L
de LiCl, 0,5% v/v de NP-40, 0,5% p/v de deoxicolato de sodio, 1 mmol/L de
EDTA, y 10 mmol/L de Tris, pH 8,1, 25 °C), tampon de lavado 4 (50 mmol/L de
Tris, pH 7,4 y 50 mmol/L de NaCl, 25 °C), y finalmente, en 50 mmol/L de
NH4HCOs3 (25 °C). Despues, las beads fueron expuestas a 20 mmol/L de DTT en
agitacion vertical (30 min, 37 °C) para reducir el contenido de oxigeno en las
proteinas. Luego se afadié yodoacetamida a una concentracion final de 20
mmol/L y las beads fueron incubadas (40 min, 37 °C) en oscuridad y agitacion
vertical para conseguir la alquilacion de proteinas. Finalmente, se afiadio tripsina
de grado de espectrometria de masas (Promega, New South Wales, Australia)
en un ratio 1:50 a las muestras, y se incubaron toda la noche a 37 °C, para la
digestidén en péptidos de las proteinas precipitadas. Finalmente, las beads fueron
separadas por atraccibn magnética, y se afadié acido férmico (Scharlab,
Barcelona) a la solucién de péptidos a una concentracion de 2% vl/v, previo al
andlisis de MS/MS.

Los péptidos digeridos de cada muestra (4 pg/muestra) fueron separados
usando cromatografia de fase reversa. La adquisicién de datos fue realizada en
un sistema TripleTOF 6600 (Ab Sciex, Framingham, MA, EE.UU). Después del
analisis de MS/MS, los archivos de datos fueron procesados usando el software
ProteinPilot 5.0.1 (Ab Sciex). El pardmetro False discovery rate (FDR) fue
determinado usando un método de ajuste no lineal y sélo aquellos resultados
con FDR<1% fueron seleccionados. Ademas, solo aquellas proteinas que no
estaban presentes en las células transfectadas con Mock fueron consideradas
interactoras potenciales de Rab34. Adicionalmente, también se eliminaron las
carboxilasas de mamifero biotiniladas endogenamente, histonas nucleares y
tipicos contaminantes (queratinas, IgGs y enzimas proteoliticas) (Roux et al.,
2012).
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3.9.2. Estudios de inmunoprecipitaciéon acoplados a MS/MS

Las células 3T3-L1 fueron transfectadas a D6 con los vectores plasmidicos GFP-
Rab34 o Mock, y posteriormente los ensayos de inmunoprecipitacion fueron
llevados a cabo como se describio (Lara-Chica et al., 2022; Moreno-Castellanos
et al., 2017). Brevemente, las células fueron lisadas 48 h después de la
transfeccion con tampén de lisis [50 mmol/L de Tris-HCI (pH 7,4), 150 mmol/L de
NaCl, 5 mmol/L de EDTA, 1% v/v de Triton X-100, 1% v/v del céctel de
inhibidores de proteasas y fosfatasas]. Después de la incubacion con el
anticuerpo anti-GFP o anti-lgG (control) toda la noche a 4 °C, los
inmunocomplejos fueron capturados mediante el uso de beads de proteina G-
Sefarosa (GE Healthcare Bio-Sciences, Madrid) durante 2 h a temperatura
ambiente. Después de lavar con tampdn de lavado [(20 mmol/L de Tris-HCI (pH
7,5), 150 mmol/L de NaCl, 1 mmol/L de EDTA, 1% v/v de Tritdon X-100 y 1% v/v
del coctel de inhibidores de fosfatasas], las muestras fueron eluidas y los
sobrenadantes resuspendidos en 150 pL de tampdn conteniendo 50 mmol/L de
Tris-HCI (pH 7,4), 150 mmol/L de NaCl, 1% v/v de Tritdn X-100, 1 mmol/L de

EDTA, y 1% v/v del coctel inhibidores de proteasas y fosfatasas.

Las proteinas de las muestras fueron extraidas del tampon usando metanol-
cloroformo y el precipitado proteico fue reconstituido en 40 pL de RapiGest
(Waters Cromatografia, Barcelona). El contenido de proteina fue evaluado por
microfluorimetria usando Qubit Protein Assay (Thermo Fisher Scientific) y las
proteinas de las muestras fueron doblemente digeridas con la metodologia iST
(in-Stage-Tip kit) usando las enzimas tripsina y Lys-C, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Preomics, Manich, Alemania). Las muestras (100
ng) fueron cargadas en el sistema Evotip Pure (Evosep Biosystems, Odense,
Dinamarca) y después analizadas por cromatografia liquida (liquid
chromatography, LC)-MS/MS (DIAmode/EvosepOne/TIMSTOF-Flex).
Seguidamente, las proteinas fueron identificadas y cuantificadas usando el
software DIA-NN (Demichev et al., 2020).
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3.10. Ensayos de co-inmunoprecipitacion

Con objeto de determinar la interaccion entre Rab34 y las proteinas
seleccionadas, bien debido a sus niveles alterados o porque fueron identificadas
tanto por BiolD como por estudios de inmunoprecipitacion acoplados a MS/MS
[ATGL; HSL; FABP5; UBA1; UCHL3; ISG15], empleamos un protocolo estandar
para estudios de co-IP en células HEK-293 AD transfectadas con los
correspondientes vectores de expresion (Lara-Chica et al., 2022; Moreno-
Castellanos et al., 2017).

3.11. Extraccion de ARN y Real-Time PCR

El aislamiento y purificacion del acido ribonucleico (ARN) de células 3T3-L1 fue
llevado a cabo como se describid previamente (Guzman-Ruiz et al., 2020). Se

emplearon cebadores especificos de raton para Rab34 (cebador forward 5’-

AAGGTCATCGTTGTGGGAGA-3, y cebador reverse 5-
GTTGGAGACTGAAGGGGACA-3), y FABP5 (cebador forward 5'-
CGAGAGCACAGTGAACACGA-3, y cebador reverse 5-

CCATTGCTGGTGCTGGA-3’) para los estudios de real time (RT)-polymerase
chain reaction (PCR) usando nuestros protocolos preestablecidos (Guzman-Ruiz
et al., 2020). Las sefales especificas fueron normalizadas con el gen
constitutivamente  expresado que codifica la  hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1, HPRT)
(Guzman-Ruiz et al., 2020). Todas las muestras fueron analizadas por duplicado

y los valores promedio fueron calculados.

3.12. Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos fueron realizados usando el software estadistico
GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EE.UU.). Antes de
cada andlisis, se identificaron y eliminaron valores atipicos (outliers) usando el
método robust regression and outlier removal (ROUT) (Q=1%). La distribucién
normal de variables fue evaluada usando la prueba de Shapiro-Wilk. Las pruebas

one/two-way analysis of variance (ANOVA), Kruskal-Wallis, t de muestras
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independientes/mdltiples o de Mann-Whitney fueron usadas cuando fue
apropiado. Un analisis estadistico post-hoc usando la prueba de Tukey fue
llevado a cabo para identificar diferencias significativas entre grupos. Se
consideraron significativamente diferentes los valores de P<0.05. Para los
ensayos de imagen confocal, se analizaron al menos 6 micrografias de dos
experimentos independientes. Para el resto de analisis, al menos tres muestras
independientes fueron analizados. En los pies de figura correspondientes se

indican mas detalles sobre las réplicas de cada experimento
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4. RESULTADOS

PRIMER ESTUDIO: Andlisis de los sitios de contacto inter-organulos en
adipocitos normales y disfuncionales usando la pequefia GTPasa, Rab18,

como un modelo molecular

4.1. La fibrosis altera la integridad de organulos intracelulares en
adipocitos 3T3-L1

En primer lugar, se analiz6 la morfometria de las GLs y la integridad del RE, asi
como la relacién entre ambos organulos en adipocitos diferenciados a dia 8 (D8)
y cultivados en matrices 3D que emulan las condiciones de la matriz presente en

pacientes obesos con diferente sensibilidad a la insulina (Fig. 4A).

Asi, se analizé el tamafio de las GLs, inmunotefiidas con el anticuerpo anti-PLIN1
(sefial verde). Como se observa en la Figura 4B, la adicién de 30 ng/mL de
lumican en las matrices condujo de manera significativa a un menor tamafio de
las GLs en los adipocitos, sin embargo, no afect6 a la cantidad de las mismas,

manteniéndose el mismo numero de GLs en las distintas condiciones.

Por otro lado, el RE se marc6 especificamente con ER-Tracker (sefal roja) y
como se observa en la Fig. 4B, el numero de estructuras de RE aumenté
significativamente en las matrices de Col-I que contenian lumican y de manera
dependiente de la concentracién (10 y 30 ng/mL). Sin embargo, el tamafio medio
de las estructuras de RE disminuyd significativamente en las mismas
condiciones, siendo también un efecto dependiente de la dosis de lumican (Fig.
4B). Estos resultados sugieren que nuestro modelo de fibrosis ocasiona
fragmentacion del RE. De hecho, nuestros analisis previos de expresion de BIP
(Guzméan-Ruiz et al., 2020), enzima indicadora del estrés del RE (Melo et al.,
2022), mostraron un aumento significativo de los niveles de esta proteina en las

células tratadas con 10 y 30 ng/mL de lumican (Fig. 5).
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Figura 4. Morfometria de las GLs e integridad del RE en adipocitos en condiciones de
fibrosis. (A) Imagenes representativas de microscopia confocal de células 3T3-L1 a D8 de
diferenciacion, cultivadas en matrices de Col-l en ausencia de lumican (Control, 0 ng/mL de
lumican) o en presencia de 10 o 30 ng/mL de lumican (10 L y 30 L, respectivamente). Las células
se encuentran tefiidas con anti-PLIN1 (verde) y ER-Tracker (rojo). (B) Las graficas muestran la
media =+ SEM del nimero y area promedio (um?) de GLs o estructuras de RE por célula. Se
analizaron 20 células por condicion, de 2 experimentos independientes. Barra de escala, 10 pym.
*, P<0,05; **, P<0,01.
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Figura 5. Contenido del factor de estrés de RE, BIP, en adipocitos en condiciones de
fibrosis. Se muestra el analisis de immunoblotting de la expresion de BIP en adipocitos 3T3-L1
cultivados y diferenciados (D8) en matrices de Col-1 (3,6 mg/mL) en ausencia de lumican (Control,
0 ng/mL de lumican) o presencia de 10 o 30 ng/mL de lumican (10 L y 30 L, respectivamente).
Se analizaron 18 muestras por condicion, de 3 experimentos independientes. * P<0,05; ** P<0,01

(Guzman-Ruiz et al., 2020).

Por otra parte, y debido a los cambios anteriormente indicados, se analizé el area
de contacto entre las GLs y los fragmentos de RE (medido como la superficie
media del contacto) y el grado de colocalizacién entre sus marcadores. Mientras
que la superficie de contacto aumentd significativamente en matrices con 10
ng/mL de lumican, la colocalizacién se increment6 en la condicién de 30 ng/mL
de lumican respectivamente, pero sin cambiar el nimero de contactos RE-GL.
Dichos resultados parecen evidenciar una disminuciéon de la gemacion y del

crecimiento de las GLs (Fig. 6) en presencia de lumican.
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Figura 6. Contacto GL-RE en adipocitos en condiciones de fibrosis. Analisis morfométrico
de los contactos GL-RE en células 3T3-L1 a D8 de diferenciacion, diferenciadas en matrices de
Col-I en ausencia de lumican (Control, 0 ng/mL de lumican) o en presencia de 10 o 30 ng/mL de
lumican (10 L y 30 L, respectivamente). Las graficas muestran la media £+ SEM del nimero y area
promedio (um?) de los contactos RE (sefial de ER-Tracker)-GL (sefial de anti-PLIN1), asi como
el grado de colocalizacion entre ambos organulos, medido con el coeficiente de Manders (u.a.).

Se midieron 20 células por condicién, de 2 experimentos independientes. *, P<0,05.
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Posteriormente, se procedi6 a caracterizar el efecto del modelo de fibrosis sobre
el contenido y tamafo de los peroxisomas, inmunotefiidos para PMP70 (sefal
verde). En este caso, la concentracion mas alta de lumican en las matrices
disminuyo significativamente el nUmero de peroxisomas por célula sin afectar al
tamafio de los mismos (superficie media) (Fig. 7A). Ademas, se caracterizo el
perfil de contactos peroxisoma-RE, y se observé una disminucién significativa
del nimero de contactos, que se relaciona directamente con la caida del nimero
de peroxisomas que se observa en la mayor concentracién de lumican. Aunque
no se observaron cambios significativos en el tamafio del contacto peroxisoma-
RE, la adicion de lumican caus6 un mayor grado de colocalizacion entre sus
marcadores, siendo solo significativo con la concentracion mayor del

proteoglucano (Fig. 7B).

A

PMP70 ER-Tracker Solapamiento

Control

N N

o {42

o o

T T
*
*
*

a
=]
L

o
=]
1

Numero de peroxisomas
[*
o
T

=]
I

Control  10L 30L

o o o o

o o [=} =

= = @ =)
1 T

Superficie media de
peroxisomas, umz

30L
o
S

0L

|

T T T
Control  10L 30L

o
[=]
=1

oy

PMP70 vs. ER-Tracker PMP70 vs. ER-Tracker PMP70 vs. ER-Tracker

1504

o
=}
®
1
k=]
©

0,064

0,044
0,02 \
0,00

Conlrol 10 L

o
o
1
=
o
1

9
ES

5
=]
1

Numero de contactos
peroxima-RE
o
N

Superficie media de
contactos peroxisoma-RE, umz

:}—4

Colocalizacion peroxisoma-RE, u.a.

0 | e | 'll

T T T
Control 10 L 30L

o
=}

Control 10 L 30L

Figura 7. Estructura y contacto peroxisoma-RE en adipocitos en condiciones de fibrosis.
(A) Imagenes representativas de microscopia confocal de células 3T3-L1 a D8 de diferenciacion,
cultivadas en matrices de Col-I en ausencia de lumican (Control, 0 ng/mL de lumican) o en
presencia de 10 o 30 ng/mL de lumican (10 L y 30 L, respectivamente). Las células se encuentran

tefiidas con anti-PMP70 (verde) y ER-Tracker (rojo). Las graficas muestran el nimero y area
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promedio (Um?) de peroxisomas por célula. (B) Analisis morfométrico de los contactos
peroxisoma-RE. Las graficas muestran la media + SEM del numero y area promedio (Wm?) de los
contactos peroxisoma-RE por célula, asi como el grado de colocalizaciéon entre ambos organulos,
medido con el coeficiente de Manders (u.a.). Se midieron 8 células de 1 campo por condicion, de

2 experimentos independientes. Barra de escala, 10 ym. *, P < 0,05; ***, P < 0,001.

Estos resultados sostienen la hipétesis de que en adipocitos en condiciones de
fibrosis se produce una inhibicion parcial de la biogénesis de peroxisomas que

puede ser debida a la imposibilidad de separarse del RE.

4.2. El tratamiento cronico de lumican dificulta el acceso de Rab18 a las

gotas lipidicas

El impedimento que tienen las GLs y los peroxisomas para separarse de los
fragmentos de RE en las condiciones de fibrosis de nuestro modelo, sugiere que
las proteinas que utilizan subdominios de RE (ERGIC/ERES) para alcanzar la
cubierta de la GL y el peroxisoma podrian ver comprometido su acceso a estos
organulos. Una de las proteinas clave presente en las GLs y que podria verse
afectada por este proceso es la GTPasa Rabl18. Esta GTPasa ha sido
previamente estudiada en nuestro laboratorio y pudimos comprobar que tiene
una funcién lipogénica/lipolitica en GLs maduras, separadas del RE (Pulido et
al., 2011). Recientemente, se ha descrito que esta presente en el contacto GL-
RE y que esta implicada en el aumento de tamafio de las GLs recién formadas y
en la transferencia de cargos a ésta, en un proceso dependiente de seipin (Li et
al., 2019). Asimismo, resultados previos de nuestro laboratorio han mostrado una
disminucién de la expresion de seipin en presencia de lumican (Guzman-Ruiz et
al., 2020), por lo que nos dispusimos a analizar la capacidad de Rab18 para

acceder a la GL, desde el RE en tales condiciones.

Para ello, realizamos inmunocitoquimicas de triple tincion, para marcar GL (anti-
PLIN1, verde), RE (ER-Tracker, rojo), y Rab18 (anti-Rab18, magenta), en células
3T3-L1 diferenciadas hasta D8 en las matrices del modelo de fibrosis de
obesidad (Fig. 8).
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Figura 8. Contacto GL-RE y asociacion de Rab18 a ambos organulos en adipocitos en
condiciones de fibrosis. Imagenes representativas de microscopia confocal de células 3T3-L1
a D8 de diferenciacion, diferenciadas en matrices de Col-l en ausencia de lumican (Control, 0
ng/mL de lumican) o en presencia de 10 o 30 ng/mL de lumican (10 L y 30 L, respectivamente).
Las células fueron tefiidas con anti-PLIN1 (verde), ER-Tracker (rojo), y anti-Rab18 (magenta).
Se capturaron micrografias de 10 células por condicidn, de 2 experimentos independientes. Barra

de escala, 10 ym.

A continuacion, se estudié el numero, area y grado de colocalizacion de Rab18
con los otros dos marcadores de organulos de manera independiente. En cuanto
a la interaccion Rab18-GL, se observo que el numero de colocalizaciones de
Rabl18-GL fue menor en presencia de concentraciones crecientes de lumican
(Fig. 9), presumiblemente debido a la menor superficie de las GLs en presencia
de lumican. Ademas, se observd una tendencia moderada del tamafio de las
colocalizaciones entre Rabl8 y GLs a aumentar, disminuyendo

significativamente al grado de colocalizacion (Fig. 9).

En referencia a la interaccion Rabl18-RE, se observé que el numero de
colocalizaciones no fue significativamente diferente (Fig. 9). Sin embargo, se
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observé un aumento muy significativo del tamafio (medido como superficie
media) de dichas colocalizaciones Rab18-RE, siendo mayor con dosis elevadas
de lumican (Fig. 9). Dichos datos coinciden con un mayor grado de

colocalizacion de Rab18-RE, en presencia de lumican (Fig. 9).

Estos resultados también van en concordancia con los datos anteriormente
obtenidos, que mostraban un mayor fraccionamiento del RE en presencia de
concentraciones crecientes de lumican (Fig. 4B). Este mayor fraccionamiento,
podria explicar en parte que el nimero de colocalizaciones Rab18-RE no se
afecte significativamente, ya que Rab18 aun no se habia unido a los pequefios
fragmentos de RE mas distales al nucleo. De modo que concentraciones
crecientes de lumican promoverian un aumento del area de contacto RE-GL en
las zonas de RE integras, que son las mas proximales, donde Rab18 se estaria

localizando.

En resumen, los datos de la asociaciéon Rab18-GL junto a los de Rab18-RE
sugieren que, si bien Rab18 esta accediendo a la GL independientemente de la
concentracion de lumican, esta translocacion esta parcialmente impedida,
quedandose la GTPasa retenida en los puentes RE-GL, de los que las pequefias
GLs nacientes no se estarian escindiendo totalmente (Fig. 9).
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Figura 9. Estudio de colocalizacion de Rab18 con GLs y RE en adipocitos en condiciones
de fibrosis. Andlisis morfométrico de la colocalizacion de Rab18 con GLs o RE, en células 3T3-
L1 a D8 de diferenciacion, cultivadas en matrices de Col-I en ausencia de lumican (Control, 0

ng/mL de lumican) o en presencia de 10 o0 30 ng/mL de lumican (10 L y 30 L, respectivamente).
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Las gréaficas muestran la media £+ SEM y area promedio (um?) de las colocalizaciones GL (sefial
de PLIN1) y RE (sefial de ER-Tracker) con Rabl8, asi como el grado de colocalizacién entre
ambas estructuras, medido con el coeficiente de Manders. Se midieron 18 células por condicién,

de 2 experimentos independientes. *, P<0,05; **, P<0,01; *** P<0,001.

De hecho, la distribucion de frecuencias mostré que las GLs pequefias,
presumiblemente nacientes y unidas al RE, eran mas abundantes a mayor
concentracion de lumican, y que la colocalizacion Rab18-GL era mayor en las
GLs de las células control (separadas del RE en su mayor parte) en casi todos
los intervalos de &rea estudiados. (Fig. 10).
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Figura 10. Grafico de distribucidon de frecuencias de % de GLs en relacién con su
superficiey colocalizacion con Rab18 en adipocitos en condiciones de fibrosis. La longitud
de cada barra (eje X) representa el % de GLs presentes en cada condicién dentro del intervalo
de superficie de GLs (um?) sefialado (eje Y). A la derecha de cada barra se muestra el coeficiente
de Manders entre Rab18 y GL. Las células 3T3-L1 analizadas se diferenciaron hasta D8 en
matrices de Col-1 en ausencia de lumican (Control, 0 ng/mL de lumican) o en presencia de 10 o
30 ng/mL de lumican (10 L y 30 L, respectivamente). Se midieron 18 células por condicion, de 2

experimentos independientes.

Ademas, el analisis de la inmunocitoquimica triple Rab18-GL-RE demostroé que

el solapamiento de las tres sefales se incrementa conforme aumenta la
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concentracion de lumican, es decir, Rab18 colocaliza en zonas de GL que estan

en contacto estrecho con el RE (Fig. 11).
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Figura 11. Estudio de los contactos Rab18-GL-RE en fibrosis en adipocitos. Analisis
morfométrico del contacto entre las GLs tefiidas para Rab18 y PLIN1 (Rab18-GL) y el RE, en
células 3T3-L1 a D8 de diferenciacion, diferenciadas en matrices de Col-l en ausencia de lumican
(Control, 0 ng/mL de lumican) o en presencia de 10 o 30 ng/mL de lumican (10 L y 30 L,
respectivamente). Las graficas muestran la media £+ SEM del nimero y area promedio (um?) de
las colocalizaciones entre Rab18, GL (sefial de PLIN1) y RE (sefial de ER-Tracker). Se midieron

18 células por condicion, de 2 experimentos independientes. *, P<0,05; **, P<0,01.

Finalmente, se observo que la proporcion de GLs tefiidas para Rab18 en su

superficie disminuia en el grupo con la mayor dosis de lumican (Fig. 12).
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Figura 12. Analisis del contenido de GLs tefiidas positivamente para Rab18 en adipocitos
en condiciones de fibrosis. Imagenes representativas en ausencia de lumican (Control, 0
ng/mL de lumican) o en presencia de 30 ng/mL de lumican (30 L). Las células 3T3-L1 fueron
tefiidas con anti-Rab18 (verde). Se capturaron y midieron micrografias de 6 células por condicion,

de 2 experimentos independientes. Barra de escala, 10 um. *, P<0,05.

4.3. Lainsulinorresistencia expande el reticulo, asociandose a Rab18

Inicialmente, se analiz6 el nUmero y area de las GLs y las estructuras de RE en
condiciones de IR (modelo celular de HGHI). Posteriormente, para investigar el
papel de Rabl8 en el contacto GL-RE en estas condiciones, evaluamos el

namero y tamafo promedio de superficies solapantes, asi como el grado de
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colocalizacion entre GL-RE, y posteriormente la localizacion de Rab18 en estos
organulos, y estos parametros se compararon con los de las condiciones
basales. Para todo ello, se realizaron estudios de inmunocitoquimica con los
mismos marcadores que en el apartado anterior. En particular, se tifieron
adipocitos 3T3-L1 a D8 de diferenciaciéon, expuestos al tratamiento de HGHI
durante 24 h. Las GLs fueron marcadas en verde con anti-PLIN1, el RE en rojo
con el marcador in vivo ER-Tracker, y Rab18 en magenta con anti-Rab18.
Posteriormente, las células fueron fijadas y observadas al microscopio confocal

de superresolucion (Fig. 13A).

A PLIN1 ER-Tracker Rab18

T

Solapamiento

Basal

HGHI

=)
N
a
o

30 %

n
(=}
=]

N
=]

o
o

o
=]

Numero de GLs
Superficie media de
estructuras de RE, um*

o

Numero de estructuras de RE
o
o

Superficie media de GLs, pm2

o
(=]

Ba;al HéHI Balsal HéHI Basal HGHI Basal HGHI

Figura 13. Interaccién Rab18-GL-RE y morfometria de GLs y RE en condiciones de HGHI
en adipocitos. (A) Imagenes representativas de microscopia confocal de superresolucion, de
células 3T3-L1 a D8 de diferenciacion, en condiciones basales o de HGHI (24 h). Las células
fueron tefidas con anti-PLIN1 (verde), ER-Tracker (rojo) y anti-Rab18 (magenta). (B) Integridad
del RE en condiciones de HGHI en adipocitos. Se capturaron micrografias de 16 células por
condicién, de 2 experimentos independientes. Las graficas muestran la media + SEM del nimero

y area promedio (um?2) de GLs o estructuras de RE por célula. Barra de escala, 10 ym. **, P<0,01.
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Mientras que el andlisis morfométrico de las GLs no mostrd variacion en su
cantidad o tamafio entre ambas condiciones, el de integridad de RE puso de
manifiesto que el nimero de estructuras tefiidas para RE no se afecta en
condiciones de HGHI, pero que el tamafio de las mismas aumenta
significativamente (Fig. 13B). Este fendmeno es conocido como expansion del
RE y su funcion ha sido interpretada como un mecanismo de compensacion para
evitar el dafio desencadenado por el estrés de RE, como paso previo a la
fragmentacion (Khaminets et al., 2015; Kucharz et al., 2011; Subramanian and
Meyer, 1997).

Por su parte los experimentos de interacciones mostraron que en los adipocitos
a D8 de diferenciacion y expuestos a condiciones de HGHI se produce un
aumento significativo del grado de colocalizacion entre GL-RE y entre Rab18-GL
(Fig. 14A). Del mismo modo, la superficie y el grado de colocalizacién Rab18-

RE fueron significativamente mayores en las células con HGHI (Fig. 14A).

Este ultimo resultado sugiere una posible acumulacién de Rab18 en dominios
especificos del RE en las células en condiciones de HGHI. En este sentido, la
GTPasa Rab18, ampliamente estudiada por nuestro laboratorio y en la literatura
cientifica en general, ha sido asociada al RE, especialmente en los denominados
ERES, donde se le ha atribuido un papel mecanico en la formacion o
mantenimiento del contacto con otros organulos (especialmente con las GLs) en
adipocitos y células mamarias (Jayson et al., 2018; Li et al., 2019), a los que

accede mediante estos puntos de contacto.

Para investigar si el trafico de Rab18 a las GLs se ve afectado por la condicion
de HGHI en funcion del tamafio de estos organulos se realizé una distribucion
de frecuencias de GLs por intervalos de area, y se enfrentaron a los coeficientes
de colocalizacion Rab18-GL (Fig. 14B).
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Figura 14. Estudio del contacto GL-RE y la colocalizacion de Rab18 con GLs y RE en HGHI
en adipocitos. (A) Analisis morfométrico de la interaccion entre Rab18, GLs y RE en células
3T3-L1 a D8 de diferenciacion, en condiciones basales o de HGHI (24 h). Las gréficas muestran
la media £ SEM del nimero y area promedio (um?) de los contactos GLs-RE, asi como el grado
de colocalizacion entre tales estructuras y el de Rab18-GL/RE, medido con el coeficiente de
Manders. (B) Distribucion de frecuencias de GLs en base a intervalos de area de dichos

organulos. A la derecha de cada barra se indica el coeficiente de Manders (u.a.) Rab18-GL para
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cada grupo de datos. Se midieron 16 células por condicion, de 2 experimentos independientes.
* P<0,05; **, P<0,01.

Se observo que principalmente hay una disminucion en la cantidad de GLs mas
pequefias (<3 pm?), que tiende a compensarse aumentando la poblacién de GLs
medianas (6-9 pm?). También destacé una tendencia de la colocalizacién Rab18-
GL aincrementarse con el tratamiento de HGHI, independientemente del tamafio
de las GLs (Fig. 14B). En este sentido la translocacion de la GTPasa a la GL se
ve beneficiada (Fig. 14B), aunque el RE, sigue reclutando mas Rab18 que en

las condiciones basales (Fig. 14A).

Por otro lado, en general, la ganancia o pérdida del nimero y tamafio de
contactos entre parejas de organulos en patologias metabodlicas ha sido
relacionada, al menos en parte, con el establecimiento de contactos con otros
organulos, fundamentalmente con los peroxisomas (Castro et al., 2018),
especializados principalmente en la oxidacién de acidos grasos y en la sintesis
de plasmaldgenos, en cuanto al metabolismo lipidico se refiere (Castro et al.,
2018).

Para estudiar la integridad de los peroxisomas y el efecto del tratamiento de
HGHI sobre el contacto peroxisoma-RE, y el papel de Rab18 en la mediacion del
mismo, realizamos otras inmunocitoquimicas de triple tincion para marcar
peroxisoma (anti-Catalasa, verde), RE (ER-Tracker, rojo), y Rab18 (anti-Rab18,
magenta), en células 3T3-L1 diferenciadas hasta D8 (Fig. 15).
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Figura 15. Asociacion de Rab18 con peroxisomas y RE en condiciones de HGHI en

Basal

HGHI

adipocitos. Imagenes representativas de microscopia confocal de superresolucién, de células
3T3-L1 a D8 de diferenciacién, en condiciones basales o de HGHI (24 h). Las células fueron
tefiidas con anti-Catalasa (verde), ER-Tracker (rojo) y anti-Rab18 (magenta). Se capturaron
micrografias de 10 células por condicion, de 2 experimentos independientes. Barra de escala, 10

pm.

Se analizé la integridad de los peroxisomas en condiciones de HGHI en
adipocitos 3T3-L1 diferenciados (Fig. 16). Los resultados mostraron que el
contenido de peroxisomas no se vio alterado en estas condiciones. Estas
observaciones sugieren que, en condiciones de IR, no se produce un cambio en
la sintesis 0 gemacién de vesiculas pre-peroxisomales desde el RE (Hettema et
al., 2014; van der Zand et al., 2006) ni de eventos de fusion/fision de peroxisomas
(Castro et al., 2018), ya que, en tal caso, el nUmero de peroxisomas se afectaria
significativamente (Fig. 16). Por otro lado, la superficie promedio ocupada por
los peroxisomas marcados con anti-Catalasa no cambié significativamente (Fig.
16), indicando que los procesos dinamicos y de maduracién en los que se ven
implicados los peroxisomas (Smith and Aitchison, 2013) se encuentran en
equilibrio.
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Figura 16. Integridad de los peroxisomas en condiciones de HGHI en adipocitos. Las
gréaficas muestran la media + SEM del nimero y area promedio (um?) de peroxisomas por célula.

Se analizaron 10 células por condicidn, de 2 experimentos independientes.

A continuacion, se analiz6 el numero, area y grado de colocalizacion entre
peroxisomas y RE, asi como la asociacion de Rab18 con los peroxisomas. Se
observd un aumento en el numero de contactos y del grado de colocalizacion

entre el RE y los peroxisomas (Fig. 17).

En el caso de Rab18 no se observaron cambios significativos en la asociacion
Rab18-peroxisoma, ya que no hubo diferencias en el nimero, area y grado de
colocalizacion en las células expuestas a HGHI (Fig. 17). No obstante, se pone
de manifiesto por primera vez la posible unién de Rab18 a los peroxisomas en
adipocitos, como muestran los numerosos objetos solapantes Rabl8-
peroxisomas detectados (Fig. 15y 17), aunque en menor proporcion y de menor

tamafo que las estructuras Rab18-RE (Fig. 14A).

Catalasa vs. ER-Tracker Catalasa vs. ER-Tracker . Catalasa vs. ER-Tracker
150- “E 0,20+

um
9
©

3

*

+

*kk
-

-

=]
4
(%]
1
S
o
1

o
=]
n

o
=}
I
o
IS
1

T

9
=]
N

k=]

[=]

a
1

Numero de contactos
peroxisoma-RE
o
N
h

Superficie media de
contactos peroxisoma-RE,

o
=}
=}

o
[=]

T T
Basal HGHI

Rab18 vs. Catalasa

Basal HGHI Basal HGHI

Rab18 vs. Catalasa Rab18 vs. Catalasa

L

o
=]
I
o
®
1

- I

@
=]
N

o
)
1

)
o o
1 1
o
S

o
N

N
?
Rab18-peroxisoma, um?

Numero de colocalizaciones
Rab18-peroxisoma

(=]

o
(=]

T T T T T T
Basal HGHI Basal HGHI Basal HGHI

Colocalizacién Rab18-peroxisoma, u.a. Colocalizacién peroxisoma-RE, u.a

Superficie media de colocalizacion

Figura 17. Estudio del contacto peroxisoma-RE y la colocalizacién de Rab18 con
peroxisomas en condiciones de HGHI en adipocitos. Andlisis morfométrico de la interacciéon

entre peroxisomas, RE y Rab18 en células 3T3-L1 a D8 de diferenciacion, en condiciones
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basales o de HGHI (24 h). Las gréaficas muestran la media + SEM del numero y area promedio
(um?) de los contactos peroxisoma-RE, asi como el grado de colocalizacién entre tales
estructuras y el de Rab18-peroxisoma, medido con el coeficiente de Manders. Se midieron 10

células por condicion, de 2 experimentos independientes. *, P<0,05; ***, P<0,001.

Ademas, logramos identificar la presencia de Rabl8 en el contacto RE-
peroxisoma, como muestra la proporcion de Rab18 asociado a RE 'y a su vez a
peroxisomas (contacto Rab18-RE vs. peroxisomas), tanto en células basales
como tratadas con HGHI (Fig. 18). Sin embargo, la diferencia entre el nUmero
de colocalizaciones Rabl8-RE-peroxisomas no fue estadisticamente

significativo, ni tampoco la superficie media ocupada por estos objetos (Fig. 18).
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Figura 18. Estudio de los contactos Rab18-peroxisoma-RE en condiciones de HGHI en
adipocitos. Analisis morfométrico del contacto entre los peroxisomas tefiidos para Rabl8 y
catalasa (Rab18-peroxisoma) y el RE, en células 3T3-L1 a D8 de diferenciaciéon en condiciones
basales o de HGHI (24 h). Las graficas muestran la media + SEM del nimero y area promedio
(um?) de las colocalizaciones entre Rab18, peroxisoma (sefial de catalasa) y RE (sefial de ER-

Tracker). Se midieron 10 células por condicion, de 2 experimentos independientes.

Finalmente, se analizaron marcadores de trafico de proteinas Rab (ARF1),
estrés de RE (BIP, CHOP, p-PERK y PERK) y actividad peroxisomal (catalasa),
asi como la expresion de la propia Rab18 (Fig. 19). Se observo que la condicién
de IR disminuye la expresion de catalasa, mientras que los niveles de CHOP
aumentaron (Fig. 19). El resto de las proteinas no mostré diferencias
significativas. Estos resultados podrian sugerir que a pesar de que el nimero de
peroxisomas no cambia, la funcionalidad de este organulo puede estar afectada.
Por su parte, el incremento en los niveles de CHOP podria estar relacionado con

la expansion de RE indicada anteriormente.
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Figura 19. Contenido de marcadores de trafico de proteinas Rab, estrés de RE, actividad
peroxisomal y Rab18 en condiciones de HGHI en adipocitos. Se muestra el analisis de
immunoblotting de la expresién de ARF1, BIP, catalasa, CHOP, p-PERK, PERK y Rabl18 en
adipocitos 3T3-L1 cultivados y diferenciados hasta D8, en presencia o ausencia de HGHI las
Gltimas 24 h. Se analizaron 3 muestras por condicién, de 3 experimentos independientes. *
P<0,05; ** P<0,01.

4.4. La inflamacion altera la asociacién de orgéanulos con el reticulo

endoplasmico

A continuacion, los estudios de morfometria de GLs y RE, asi como los de
contactos y colocalizacién se hicieron con el modelo de inflamacion inducida por
TNFa. Los adipocitos se expusieron a TNFa durante 24 h para inducir la
inflamacion en los mismos. Inicialmente, se realizé una inmunocitoquimica con
tincion triple para marcar GLs (PLIN, verde), RE (ER-Tracker, rojo) y Rab18 (anti-
Rab18, magenta) (Fig. 20).
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Figura 20. Interaccion Rab18-GL-RE y morfometria de GLs y RE en condiciones de
inflamacion en adipocitos. Imagenes representativas de microscopia confocal de
superresolucioén, de células 3T3-L1 a D8 de diferenciacién, en condiciones basales o tratadas
con TNFa (5 nM; 24 h). Las células fueron tefiidas con anti-PLIN1 (verde), ER-Tracker (rojo) y
anti-Rab18 (magenta). Se capturaron micrografias de 11 células por condicion, de 2

experimentos independientes. Barra de escala, 10 um.

Como se observa, las condiciones que mimetizan la situacion de inflamacion del
adipocito obeso no cambiaron el nimero ni el tamafio promedio de las GLs, ni
pusieron en marcha ningun mecanismo de estrés de RE observable a nivel
celular (p.ej., expansién/fragmentacion del RE, explicadas anteriormente), al no
verse afectadas significativamente ni la cantidad ni la superficie de este organulo
(Fig. 20B)

Seguidamente, se investigo la asociacién entre los marcadores de GLs, RE y
Rab18, y se encontré que el tratamiento con TNFa no provocd cambios en la
colocalizacion Rab18-GL (Fig. 21). Por otro lado, el grado de colocalizacion GL-
RE asi como la superficie de colocalizacion Rab18-RE se incrementaron en

condiciones de inflamacién de forma acusada y significativa en las células
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tratadas con TNFa (Fig. 21). Un cambio similar a lo que ocurria en el modelo de
HGHI (Fig. 14A), con excepcidn de que en inflamacion una proporcion de Rab18
proveniente desde otros organulos es mas retenida en la membrana del RE que
en la de la GL (que no cambia su colocalizacion Rab18-PLIN1), y no a ambos
organulos por igual como ocurrio en el modelo de IR (Fig. 14A).

Como en los modelos anteriores, para investigar en mayor profundidad si el
trafico de Rabl18 a las GLs de adipocitos 3T3-L1 se ve afectado por esta
condicion dependiendo del tamafio de estos organulos se realiz6 una distribucion
de frecuencias de GLs por intervalos de area, y se enfrentaron a los coeficientes
de colocalizacion Rab18-GL (Fig. 21B).
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Figura 21. Estudio del contacto GL-RE y la colocalizacion de Rab18 con GLs y RE en
condiciones de inflamacion en adipocitos. (A) Analisis morfométrico de la interaccién entre
Rab18, GLs y RE en células 3T3-L1 a D8 de diferenciacion, en condiciones basales o tratadas
con TNFa (5 nM; 24 h). Las graficas muestran la media + SEM del nimero y area promedio (um?)
de los contactos GLs-RE, asi como el grado de colocalizacion entre tales estructuras y el de
Rab18-GL/RE, medido con el coeficiente de Manders. (B) Distribucién de frecuencias de GLs en
base a intervalos de area de dichos organulos. A la derecha de cada barra se indica el coeficiente

de Manders (u.a.) Rab18-GL para cada grupo de datos. Se midieron 11 células por condicion,

de 2 experimentos independientes. *, P<0,05.
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Se observé que principalmente hay un descenso en la cantidad de GLs mas
pequefias (<3 um?), en favor de la poblaciéon de GLs medianas (6-9 um?), y
grandes (12-15 um? y 18-21 um?) y una tendencia de la colocalizacién Rab18-
PLIN1 a compensarse en todos los grupos de tamafios (GLs pequefias: <6 um?;
medianas: 6-12 um?; y grandes: >12 um?) (Fig. 21B). En este sentido la
translocacion de la GTPasa a la GL no se ve alterada (Fig. 21B), aunque el RE,
sigue reclutando mas Rab18 que en las condiciones basales, como ocurria en
los otros dos modelos patologicos de obesidad (Figs. 9, 14A, 21A).

De forma anéloga a lo expuesto en el apartado anterior, también se realiz6 el
estudio de colocalizaciébn entre peroxisomas (marcados con anti-Catalasa,
verde), RE (marcado con ER-Tracker, rojo) y Rab18 (marcado con anti-Rab18,

magenta) en condiciones basales y de inflamacion inducida con TNFa (Fig. 22).

Catalasa ER-Tracker Rab18 Solapamiento

Figura 22. Asociacion de Rab18 con peroxisomas y RE en condiciones de inflamacion en

Basal

TNFa

adipocitos. Imagenes representativas de microscopia confocal de superresolucion, de células
3T3-L1 a D8 de diferenciacién, en condiciones basales o tratadas con TNFa (5 nM; 24 h). Las
células fueron tefiidas con anti-Catalasa (verde), ER-Tracker (rojo) y anti-Rab18 (magenta). Se
capturaron micrografias de 12 células por condicién, de 2 experimentos independientes. Barra

de escala, 10 ym.
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La cuantificacion de peroxisomas no mostré6 cambios significativos en el nimero
y area de los peroxisomas en adipocitos en condiciones de inflamacion respecto

a los adipocitos en condiciones basales (Fig. 23).
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Figura 23. Integridad de los peroxisomas en condiciones de inflamacién en adipocitos. Las
gréficas muestran la media + SEM del nimero y area promedio (um?) de peroxisomas por célula.

Se analizaron 12 células por condicion, de 2 experimentos independientes.

El analisis de solapamiento de sefiales confirmo de nuevo la presencia de Rab18
en peroxisomas en adipocitos 3T3-L1, y puso de manifiesto un aumento de la
colocalizacion RE-peroxisoma y una disminucion del nimero de colocalizaciones
Rab18-peroxisoma en las células que simulan las condiciones de inflamacion

respecto a las células basales (Fig. 24).
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Figura 24. Estudio del contacto peroxisoma-RE y la colocalizacién de Rab18 con
peroxisomas en condiciones de inflamacién en adipocitos. Andlisis morfométrico de la
colocalizacion entre Rab18, peroxisomas y RE en células 3T3-L1 a D8 de diferenciacion, en
condiciones basales o tratadas con TNFa (5 nM; 24 h). Las gréaficas muestran la media + SEM

del numero y area promedio (um?) de los contactos peroxisoma-RE, asi como el grado de
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colocalizacion entre tales estructuras y el de Rab18-peroxisoma, medido con el coeficiente de

Manders. Se midieron 12 células por condicién, de 2 experimentos independientes. *, P<0,05.

La observacion de un aumento de los contactos RE-peroxisoma (como ocurre
en las células con IR) junto a una disminucion del nimero de colocalizaciones
Rabl18-peroxisoma (Fig. 23) y a la ausencia de variaciones significativas en el
namero y superficie de estructuras del RE y los peroxisomas (Figs. 20B, 23),
podria explicarse por su acumulacion en el RE o por la disminucion del transito
de Rab18 desde el RE a otros organulos, o al aumento del trafico desde otros
organulos (p. ej. peroxisomas) hacia el RE. Asi, un aumento del contenido de
Rab18 en el RE y la ausencia concomitante de Rab18 en otras membranas diana
podria promover el contacto RE-peroxisoma. De hecho, el transporte de Rab18
a sus organulos diana esta mediado en gran parte por dominios especificos del
RE, presumiblemente ERES, (Jayson et al., 2018; Li et al., 2019), por lo que un
blogueo en la ruta de transporte de Rab18 podria afectar al contenido de Rab18
de otros organulos y en consecuencia a su dinAmica de formacion de contactos
interorganulos. Por otra parte, que el modelo de inflamacion mediado por TNFaq,
aumente el grado de colocalizacion RE-peroxisoma podria explicarse como un
efecto compensatorio que ponga en marcha la produccion de defensas
antioxidantes, ya que la uniébn RE-peroxisoma es crucial para la sintesis de
plasmalégenos, usados como defensa antioxidante, especialmente en
inflamacion (Hadj Ahmed et al., 2017).

En resumen, nuestros resultados proponen un papel para Rabl8 en
peroxisomas, no descrito hasta ahora en adipocitos, ademas de formar parte de
los contactos RE-peroxisomas, tanto en adipocitos sanos como patolégicos, ya
sea en IR (Fig. 18) o en inflamacion (Fig. 25). No obstante, la presencia de
Rabl8 en la asociacibn de RE-peroxisoma tampoco se vio afectada en
inflamacion, ni en cuanto al nimero de contactos ni a la superficie de los mismos

(Fig. 25), al igual que ocurrié en el modelo de IR.
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Figura 25. Estudio de los contactos Rab18-peroxisoma-RE en condiciones de inflamacion
en adipocitos. Andlisis morfométrico del contacto entre los peroxisomas tefiidos para Rab18 y
catalasa (Rab18-peroxisoma) y el RE, en células 3T3-L1 a D8 de diferenciacién en condiciones
basales o tratados con TNFa (5 nM; 24 h). Las graficas muestran la media £+ SEM del nimero y
area promedio (um?) de las colocalizaciones entre Rab18, peroxisoma (sefial de catalasa) y RE

(sefal de ER-Tracker). Se midieron 12 células por condicion, de 2 experimentos independientes.

El analisis de expresion de Rabl18, marcadores del trafico de proteinas Rab
(ARF1), estrés de RE (BIP, CHOP, p-PERK y PERK) y actividad peroxisomal
(catalasa) (Fig. 26) demostré que no se producen cambios significativos en sus
niveles en adipocitos tratados con TNFa (24 h), de modo que el aumento en la
asociacion GL-RE, peroxisoma-RE, Rab18-RE y la disminucion de la asociacion
de Rabl18-peroxisoma, podrian estar mediados, al menos en parte, por otros
pardmetros metabdlicos que no se han tenido en cuenta en este estudio. Otro
factor a valorar seria incrementar la dosis de TNFa o el tiempo de exposicion al

farmaco (Fig. 26).
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Figura 26. Contenido de marcadores de trafico de proteinas Rab, estrés de RE, actividad
peroxisomal y Rab18, en condiciones de inflamacidn en adipocitos. Se muestra el analisis
de immunoblot de la expresion de ARF1, BIP, catalasa, CHOP, p-PERK,PERK y Rabl8 en
adipocitos 3T3-L1 cultivados y diferenciados hasta D8, en presencia o ausencia de TNFa (5 nM)
las Ultimas 24 h. Se analizaron 3 muestras por condicién, de 3 experimentos independientes.

4.5. Rab18 protege del contacto peroxisoma-reticulo endoplasmico

Para estudiar el papel especifico de Rab18 en la dinamica de estos organulos,
se realizé un modelo de silenciamiento de la proteina y se analizé nuevamente
el grado de colocalizacion de peroxisoma-RE en adipocitos 3T3-L1 a D8 de
diferenciacion, tefiidos para peroxisomas (anti-catalasa) y RE (ER-Tracker) (Fig.
27A). De esta forma, si Rabl8 juega un papel en el contacto entre los
peroxisomas y el RE, como se ha visto en los modelos estudiados en los
apartados anteriores, el contacto entre estos dos organulos deberia verse
afectado. Para ello, en primer lugar, se validé la eficacia del silenciamiento
mediante la medida de expresion de la proteina Rab18 en dichos adipocitos.
Como se observa en la Figura 27B, las células silenciadas mostraron una

disminucion en la expresion de Rab18 de aproximadamente un 35%.

Posteriormente, en el analisis de la asociacion peroxisoma-RE se observé un
aumento no significativo del nUmero de contactos entre ambos organulos en
células silenciadas (Fig. 27C). Por su parte, al medir la superficie promedio de
estos contactos, no se apreciaron cambios entre ambas condiciones (Fig. 27C).
No obstante, se produjo un aumento del grado de colocalizacion entre los

peroxisomas y el RE en las células silenciadas (Fig. 27C).
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Figura 27. Efecto del silenciamiento de Rab18 sobre el contacto peroxisoma-RE en
adipocitos. (A) Analisis morfométrico del contacto peroxisoma-RE en células 3T3-L1 silenciadas
para Rab18 (siRab18) o control (Scr) a D8 de diferenciacién. (B) Validacién del silenciamiento
de Rab18 por immunoblot, en 3 experimentos independientes de cada condicién. Las graficas
muestran la media + SEM de: (B) la intensidad de la banda de Rab18 respecto a su control de
carga (Ponceau); y (C) del numero y area promedio (um?) de los contactos peroxisoma-RE, asi
como de la colocalizacion entre ambos organulos. El grado de colocalizacién entre tales
estructuras fue medido con el coeficiente de Manders (u.a.). Se analizaron 38 células de 7

campos por condicion, de 2 experimentos independientes. *, P<0,05; ***, P<0,001.

Este ultimo resultado puede ser explicado a nivel microscépico por una
disminucién del tamafio del RE (presumiblemente consecuencia de una
fragmentacion de RE, como ocurri6 en el modelo de fibrosis) tras el
silenciamiento de Rab18, ya que este parametro se calcula dividiendo la cantidad
de pixeles de peroxisomas y RE que colocalizan (sefial amarilla) entre la sefial
de mayor numero de pixeles (en este caso la del RE, sefal roja). Nuestra
hipétesis fue confirmada al analizar la integridad del RE y de los peroxisomas
(Fig. 28). De hecho, no se observaron cambios en el nimero y tamafio de los
peroxisomas entre las células scramble (Scr) y las silenciadas (siRab18) (Fig.
28).
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Figura 28. Integridad de los peroxisomas y el RE en silenciamiento de Rab18 en adipocitos.
Las graficas muestran la media £+ SEM del numero y area promedio (um?2) de peroxisomas 0
estructuras de RE por célula. Se analizaron 38 células de 7 campos por condicién, de 2
experimentos independientes. *, P<0,05.

Posteriormente realizamos un analisis mas profundo para determinar qué tipo de
peroxisomas son atraidos hacia el RE en ausencia de Rab18. Para ello se realiz6
una distribucion de frecuencias del tamafio de peroxisomas en funcién del
porcentaje de peroxisomas y su colocalizacibn con RE. Se observo que el
silenciamiento de Rab18 aumentd la colocalizacion de los peroxisomas de mayor
tamafio con RE, aunque la cantidad de éstos no se diferencié de la condicion Scr
(Fig. 29). De hecho, en otro diagrama tridimensional se represent6 la distancia
minima entre la membrana de cada peroxisoma y la estructura de RE mas
proxima, y se demostré que los peroxisomas mas grandes estaban mas cerca
(menor distancia) de los objetos de RE (Fig. 30).
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Figura 29. Estudio del contacto peroxisoma-RE, en relacién al tamafio y cantidad de
peroxisomas en adipocitos silenciados para Rab18. Representacién tridimensional de la
distribucion de frecuencias de peroxisomas (% de peroxisomas) frente al grado de colocalizacion
peroxisoma-RE (expresado como el coeficiente de Manders, u.a. x100,) y a la superficie de

peroxisomas (expresada en intervalos de tamafio). Se analizaron 38 células de 7 campos por
condicién, de 2 experimentos independientes.
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Figura 30. Estudio de la distancia peroxisoma-RE, en relacion al tamafio y cantidad de
peroxisomas en adipocitos silenciados para Rab18. Representacién tridimensional de la
distribucion de frecuencias de peroxisomas (% de peroxisomas) frente a la distancia minima
peroxisoma-RE (expresada en pm x10) y a la superficie de peroxisomas (expresada en intervalos

de tamafo). Se analizaron 38 células de 7 campos por condicién, de 2 experimentos
independientes.

En resumen, estos resultados sugieren que la ausencia de Rabl18 en otros
organulos (posiblemente GL) o sitios de contacto diferentes a RE-peroxisoma
promueve el contacto de estos dos organulos.

4.6. Rab18 alcanza la gota lipidica a través del ER en adipocitos humanos

Llegados a este punto, nuestros resultados sugieren que los sitios de contacto
RE-GL son importantes para la translocacién de proteinas a la GL, incluso de la

propia GTPasa Rab18, que también media dicho contacto y, presumiblemente,
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difunde por los puentes establecidos entre subdominios del RE y la GL para
acceder a la superficie de la GL, donde realiza su funcion moduladora de la
dinamica del metabolismo lipidico (Jayson et al., 2018; Li et al., 2019). Puesto
que los resultados anteriores han mostrado que tanto cambios de expresion de
Rab18 y como algunos de los tratamientos alteran la distribucion de Rab18 y la
organizacion intracelular, nos propusimos investigar como se produce el trafico
de Rab18 desde el RE hasta la GL en células humanas. Para ello, se realizaron
inmunocitoquimicas de adipocitos humanos de pacientes NG, tanto de tejido
TAO como de TAS, diferenciados in vitro hasta etapas tempranas (D5) y tardias
(D10) de diferenciacion, con marcadores de ER (ER-Tracker), ERGIC (anti-
ERGIC53) y ERES (anti-SEC16A) y se examind su colocalizacion con Rab18.
Para evitar reacciones cruzadas entre anticuerpos de la misma especie, el
solapamiento entre Rab18 y SEC16A se estudié usando el vector de expresion
GFP-Rab18 para detectar la sefial de Rab18 (Fig. 31A).

Los resultados muestran que Rab18 se localiza en RE y ERGIC en tejido adiposo
humano, independientemente del estado de diferenciacion. Esto se puede
observar principalmente en etapas tempranas de diferenciacion, en las que
Rabl8 colocaliza fuertemente con RE y ERGIC pero no colocaliza con el
marcador de ERES, ni en TAO ni en TAS (Fig. 31B).
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Figura 31. Estudio de las posibles rutas de Rab18 para acceder a la GL. (A) Imagenes
representativas de microscopia confocal de adipocitos humanos procedentes de los depdsitos
TAO y TAS de pacientes NG, a D5 y D10 de diferenciacion. Las células fueron tefiidas en rojo
con ER-Tracker, anti-ERGIC53, anti-SEC16A y observadas en verde con anti-Rab18 y GFP-
Rab18. (B) El grado de colocalizacion entre tales estructuras fue medido con el coeficiente de
Manders. Se midieron 13 células por condicion. Barra de escala, 10 um. *, P<0,05; **, P<0,01;

* P<0,001.

4.7. Rab18 presenta dimorfismo sexual en tejido adiposo de pacientes

obesos

A continuacion, se midieron mediante immunoblot los niveles de expresion de
Rab18 en muestras de TAO y TAS, procedentes de pacientes NG, IRy DT2. Los
resultados obtenidos pusieron de manifiesto el dimorfismo sexual de Rabl18 en
condiciones de NG, dado que el contenido de Rab18 en TAO mostré ser mas

bajo en hombres obesos NG que en mujeres obesas NG, las cuales, ademas,
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exhibieron menor cantidad de Rab18 en condiciones de IR que las mujeres
obesas NG y con diabetes mellitus tipo 2 (DT2) (Fig. 32).

Se ha visto que la distribucion de la adiposidad en los depdsitos y la prevalencia
de la resistencia a insulina es diferente entre sexos (Geer and Shen, 2009). De
modo que los hombres tienen una mayor adiposidad visceral que las mujeres,
en las cuales predomina el TAS mientras que en hombres predomina el TAO
(Geer and Shen, 2009). Esta diferencia otorga a las mujeres una proteccion
mayor frente a la IR (Geer and Shen, 2009), lo cual se podria relacionar con el
mayor contenido de Rab18 en TAS (Fig. 32) que en TAO (Fig. 32) de mujeres,
indicando que Rabl8 podria tener un papel protector frente al desarrollo de

resistencia a insulina (Geer and Shen, 2009).
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Figura 32. Immunoblotting de muestras de TAO y TAS de pacientes obesos NG, IRy DT2.
Se analizaron las muestras de tejido adiposo de los dos compartimentos de 3 hombres y 3
mujeres de cada condicion. La proteina se detectd con anti-Rab18 y su contenido se evalu6

utilizando la tincién de rojo Ponceau como control de carga. H, Hombre; M; mujer; *, P<0.05; **,

P<0,01.

105

<

N w S o
N 1 1 1

-
L

Ratio Rab18/Ponceau (u.a.)

o
I

L L P S




SEGUNDO ESTUDIO: Caracterizacion funcional de Rab34 en adipocitos y
regulacion de esta GTPasaen respuesta a procesos patolégicos asociados

a obesidad

4.8. Rab34 como un modelo de trafico de proteinas a las gotas lipidicas

durante la diferenciacion adipocitaria

Recientemente identificamos a Rab34 como un componente del proteoma de la
GL en adipocitos diferenciados 3T3-L1 (Guzman-Ruiz et al., 2020). Con objeto
de estudiar en detalle su papel durante la diferenciacion, analizamos la expresion
de Rab34 en este tipo celular, asi como su distribucion por microscopia confocal.
Brevemente, se observé un aumento progresivo del contenido de la Rab GTPasa
a lo largo del proceso de diferenciacién (D0-D10), a la vez que cambiaba su
localizacion desde las caras cis y trans del aparato de Golgi (en etapas
tempranas de la diferenciacién, DO-D3) a la superficie de las GLs (en etapas
tardias de la diferenciacion, D3 en adelante) (ver seccion 1.6.2. Rab34/Fig. 2A,
B). El estudio del trafico de Rab34 durante la adipogénesis permitid descubrir
gue Rab34 migra a las GLs nacientes pasando por el ERGIC tan pronto como
éstas se forman (ver seccion 1.6.2. Rab34/Fig. 2C) en el citoplasma de
preadipocitos en diferenciacién (Ntambi and Young-Cheul, 2000), a partir del D3.
Sin embargo, la via de transporte (anterégrado/retrogrado) seguida por esta
GTPasa continuaba siendo un interrogante hasta el desarrollo de este trabajo,
especialmente para acceder a las GLs maduras, para las que se ha propuesto
que los ERES acttan como plataforma de translocacion de proteinas desde el
RE (Song et al., 2022).

En este sentido, tomando ventaja de la localizacion dual de Rab34 dependiente
de la etapa de diferenciacion del adipocito nos propusimos explorar si esta
GTPasa podria alcanzar la superficie de las GLs expandidas usando la ruta
dependiente de ERES, de manera alternativa a la via ERGIC. Para ello, llevamos
a cabo un estudio de marcaje doble en células 3T3-L1 a lo largo de su
diferenciacion (D0-D10) usando el marcador de localizacion de ERES, SEC16A,
en combinacion con el vector plasmidico de expresion GFP-Rab34, ya que no
se disponia de antisueros apropiados contra Rab34 o SEC16A que permitieran

realizar este experimento de doble inmunomarcaje.
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Los resultados mostraron un incremento gradual del coeficiente de Manders de
SEC16A con GFP-Rab34 desde DO a D10 (Fig. 33).

En contraste con la colocalizacién entre las inmunosefales de ERGIC y Rab34,
que alcanzo un pico a D3 (y luego disminuy0), la de ERES y GFP-Rab34 alcanzé
su maximo a D10, con un coeficiente de Manders significativamente superior al
de D3, lo que postula a ERES como una ruta de translocacion de la proteina
Rab34 a la GL, alternativa a la de ERGIC, probablemente implicada en la

reposicion de Rab34 a las GLs de mayor tamafio.

Cabe mencionar que la distribucion de GFP-Rab34 se mostré comparable con la
de Rab34 enddgena tanto a etapas tempranas como tardias de diferenciacion,

con parte del marcaje persistiendo en el Golgi de células diferenciadas (Fig. 33).
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Figura 33. Distribucion de GFP-Rab34 y su colocalizacion con ERES durante la

diferenciacion de células 3T3-L1 a adipocitos. Imagenes representativas de microscopia
confocal de células 3T3-L1 en diferenciacion (dias 0, 3, 6 y 10) transfectadas con GFP-Rab34
(verde) e inmunotefiidas para el marcador de ERES, SEC16A (rojo). A la derecha, se muestra el
estudio de colocalizacion de Rab34 con SEC16A durante el proceso de diferenciacion de las
células 3T3-L1. Los coeficientes de Manders fueron calculados para evaluar la colocalizacién
entre sefales. Los datos son expresados como la media + SEM (n=12 células por dia de
diferenciacion, 2 estudios replicados). *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001. Barra de escala, 10

um.

Adicionalmente, la distribucion intracelular de la variante constitutivamente activa
de Rab34, GFP-Rab34-Q111L (unida a GTP), fue similar a la de la version WT
(Fig. 34A). Por el contrario, una sefal de intensidad ligeramente inferior fue
observada por la variante constitutivamente inactiva, GFP-Rab34-T66N (unida a
GDP), la cual fue restringida al aparato de Golgi (Fig. 34B), consistente con los
reportes previos sobre la expresion de esta variante en otros tipos celulares (Shu

et al., 2015). En resumen, estos resultados demuestran que Rab34 exhibe un
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patron distinto de localizacién intracelular dependiente de su grado de activacion,
a lo largo del proceso de diferenciacion adipocitaria, y que su unién a GTP es

necesaria para alcanzar la cubierta de la GL.

A GFP-Rab34-Q111L Zoom B GFP-Rab34-T66N Zoom

Figura 34. Localizacion de las variantes de actividad de Rab34 expresadas enddégenamente en
adipocitos 3T3-L1. (A, B) Imagenes representativas de microscopia confocal de células 3T3-L1
transfectadas con vectores de expresion codificantes para la proteina mutante de Rab34
constitutivamente activa (GFP-Rab34-Q111L; A) o inactiva (GFP-Rab34-T66N; B). Los zooms

muestran ampliaciones de imagenes de GLs.

No obstante, destaca que el suministro de proteinas a las GLs ocurre en el
contexto de una estrecha aposicién tanto del ERGIC como de los ERES con las
GLs, y que para algunas proteinas esta mediado por el coatbmero Coat protein
complex | (COPI) (Soni et al., 2009). De hecho, la colocalizacién de Rab34 con
el marcador de COPI, ARF1, es considerablemente alta en D3y D10 (ver seccién
1.6.2. Rab34/Fig. 2C).

Finalmente, ya que la maquinaria de trafico vesicular ARF1/COPI es requerida
para la ruta de RE a GL que siguen muchas proteinas asociadas a GL (Wilfling
et al., 2014b), exploramos si este sistema fue también importante para el trafico
de Rab34 a GLs en adipocitos. Para este fin, las células 3T3-L1 fueron expuestas
a BFA, un inhibidor reversible del trafico de cargos desde RE a GL (Hsu and
Yang, 2009), a etapas tempranas (D2) y tardias (D4) de diferenciacién. Como se
espero, el tratamiento de BFA indujo fragmentacion de Golgi (Fig. 35A). Aunque
el tratamiento de BFA redujo el tamafio de las GLs, particularmente en las células
tratadas a D2, no se observaron cambios en el nimero de GLs (Fig. 35A). Los
estudios de expresion de proteina indicaron que el contenido de Rab34 no fue
alterado por BFA a ninguno de los periodos de diferenciacion testados (Fig.

35B). Sin embargo, nuestros estudios de microscopia revelaron que la
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administracion de BFA a células 3T3-L1, ya sea a D2 o D4, disminuyo la
asociacion de Rab34 con GLs, independientemente del tamafio de las GLs (Fig.
35C). En patrticular, el efecto inhibitorio de BFA sobre la union de Rab34 a GLs
fue considerablemente mayor cuando el farmaco fue administrado a etapas
tempranas de la diferenciacion (reduccion del 50% en células tratadas a D2

frente al 23% a D4, respecto a sus respectivos controles) (Fig. 35C).
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Figura 35. Andlisis de la asociacién de Rab34 con GLs tras el tratamiento de BFA. Las
células 3T3-L1 fueron expuestas a BFA (20 umol/L, 1 h) a dia 2 o 4 de diferenciacién. 48 h
después del tratamiento, las células fueron procesadas para microscopia confocal o estudios de
immunoblotting. (A) Las células fueron triplemente inmunotefidas con anti-GM130, anti-Rab34 y
anti-PLIN1. Las graficas muestran el nimero y area promedio de GLs (um?2) por célula y por
condicién experimental (n=10 células/condicion experimental, 2 estudios replicados). Barra de
escala, 10 ym. (B) Andlisis de immunoblotting del contenido de Rab34 en células expuestas a
medio solo (control) o con BFA a dia 2 o0 4. Los datos son referidos a los cultivos control a dia 2

de diferenciacion (100%) y expresados como media + SEM (n=3 experimentos
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individuales/condicién experimental). (C) Coeficiente de Manders (expresado en unidades
arbitrarias, a.u.) para evaluar la colocalizacion de las inmunosefales de Rab34 y PLIN1 en
células 3T3-L1, expresado como el valor promedio por célula (grafica superior) o de acuerdo al
area de GL (um?) (gréaficas del medio e inferiores). Los datos son expresados como la media +
SEM (n=10 células/condicién experimental, 2 estudios replicados). *, P<0.05; **, P<0.01; ***,
P<0.001.

Estos datos apoyan colectivamente que tras la sintesis de Rab34, la proteina se
acumula en el aparato de Golgi de preadipocitos. Mas tarde, cuando se induce
la biogénesis de GL, la GTPasa migra a ERGIC o ERES, probablemente a través
de la ruta de transporte dependiente de ARF1 y vesiculas COPI. Durante la
formacién de GL, Rab34 alcanza la superficie de estos organulos a través del
RE, principalmente por la via ERGIC, mientras que la via ERES podria
representar la ruta principal de acceso de Rab34 desde el RE a las GLs maduras

0 en expansion.

4.9. Papel de Rab34 en la organizacion del aparato de Golgi

Basandonos en la localizaciéon de Rab34 en preadipocitos, investigamos si esta
podria estar implicada en la organizacién del aparato de Golgi y el trafico de
membranas. Para este fin, los efectos de la expresion de GFP-Rab34 (48 h
después de la transfeccion a D3) sobre la estructura del aparato de Golgi fueron
analizados previamente en el laboratorio (ver seccion 1.6.2. Rab34/Fig. 3A), y
en este trabajé se analizaron por primera vez los de la reduccion transitoria por
silenciamiento dependiente de siRNA (72 h después del silenciamiento). Si bien
la expresion de GFP-Rab34 causaba un incremento significativo en el numero
de fragmentos del aparato de Golgi sin afectar su area total (ver seccion 1.6.2.
Rab34/Fig. 3A), el silenciamiento de Rab34 no tuvo efecto sobre estos dos

parametros (Fig. 36).
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GM130 GFP + Scr Solapamiento
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Figura 36. Efectos del silenciamiento de Rab34 sobre la organizacion estructural del

Méascara de GM130
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aparato de Golgi en adipocitos. Imagenes representativas de células 3T3-L1 transfectadas con
Scramble siRNA (Scr) o Rab34 siRNA (siRab34), y tefiidas con anti-GM130. El andlisis
morfométrico fue llevado a cabo usando el software ImageJ. El nimero de estructuras GM130-
positivas y el area total de Golgi en las células silenciadas con siRab34 es referido a sus
correspondientes controles (Scr; 100%). Los datos son expresados como la media + SEM (n=10

células/condicién experimental, 2 estudios replicados). Barra de escala, 10 um.

Adicionalmente, estudiamos los efectos de estos cambios de expresion de
Rab34 sobre la estructura del RE. Se observé que la disminucion de Rab34
indujo fragmentacion de RE (Fig. 37B), mientras que su expresion no cambid ni
el numero de estructuras de RE ni el area total de RE (Figs. 37A). Estos
resultados sugirieron que la ganancia de funcion de Rab34 es mas importante
para la organizacion del Golgi que su pérdida, y lo contrario se deduce para el
RE. En conjunto, estos resultados indicaron que Rab34 podria actuar como una
proteina Rab de Clase 2 asociada a Golgi y relacionada con las rutas de
transporte de Golgi a RE, como se sugirié para otras proteinas Rab con efectos

similares en el Golgi tras su activacion o inactivacion (Liu and Storrie, 2015).
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estructural del RE en adipocitos. Imagenes representativas de células 3T3-L1 transfectadas
con los vectores GFP (Mock) o GFP-Rab34, y Scramble siRNA (Scr) o Rab34 siRNA (siRab34),

y tefiidas con ER-Tracker. Los andlisis morfométricos fueron llevados a cabo usando el software

ImageJ. El nimero de estructuras ER-Tracker-positivas y el &rea total de RE en las células que

expresan o silencian Rab34 fue referido a sus correspondientes controles (Mock/Scr; 100%). Los

datos son expresados como la media + SEM (n=10 células/condicidon experimental, 2 estudios

replicados). Barra de escala, 10 ym.

4.10. Papel de Rab34 en la funcion del adipoc

ito

La presencia de Rab34 desde etapas tempranas de diferenciaciéon del adipocito

(en el Golgi) hasta la completa diferenciacién del adipocito maduro (en las GLS)
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sugirié la participacion de esta GTPasa en la regulacion de las funciones del
adipocito: i) como una célula endocrina, y/o ii) como eje central para el

almacenamiento y liberacion de energia (Malagon et al., 2014).

4.10.1. Rab34 regula la secrecion y oligomerizacion de adiponectina

Para determinar el impacto de Rab34 en la funcion del adipocito, analizamos
primero si cambios en sus niveles podrian afectar la actividad secretora de los
adipocitos evaluando la produccion de adiponectina, una adipoquina principal
con propiedades de sensibilizacion de insulina y antiinflamatorias (Wang and
Scherer, 2016). La cuantificacibn de niveles de adiponectina extra- e
intracelulares en adipocitos 3T3-L1 por ELISA mostré que mientras la expresion
de GFP-Rab34 incremento la sintesis y secrecion de adiponectina (Fig. 38A), el
tratamiento de siRab34 disminuyé ambos pardmetros (Fig. 38B). Ademas, los
estudios de expresién de proteina bajo condiciones no desnaturalizantes
revelaron que la expresion de GFP-Rab34 incrementé la produccion de
multimeros de adiponectina, probablemente a expensas de los hexadmeros,
mientras que el silenciamiento de Rab34 disminuy6 el contenido de trimeros
(Figs. 38C, D).
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Figura 38. Efectos de la expresion/silenciamiento de Rab34 sobre la ruta secretora en
adipocitos 3T3-L1. (A, B) Cuantificacién de la secrecion de adiponectina y (C, D) su
oligomerizacion en células control (Mock/Scr) o transfectadas con GFP-Rab34 (A, C) o siRab34
(B, D). (A, B) El contenido de adiponectina en el medio de cultivo (extracelular) y extracto de
proteina (intracelular) en células control o transfectadas con GFP-Rab34 (A) o siRab34 (B) fue
analizado por ELISA (n=6 experimentos individuales). (C, D) Immunoblots representativos y
cuantificacion de multimeros de adiponectina, hexameros, trimeros y dimeros en extractos
celulares de células control y transfectadas con GFP-Rab34 (C) o transfectadas con siRab34 (D).
Las muestras celulares fueron recogidas y las proteinas fueron resueltas en geles SDS-PAGE
no reductores con un gradiente 4-20% Yy transferidas a una membrana de immunoblot. Las
bandas de expresion fueron analizadas densitométricamente. La tincion reversible de Ponceau
S fue usada como control de carga. Los datos fueron referidos a los de las células control (Mock;
Scr) (100%) y expresados como la media £+ SEM (n=6 experimentos individuales). *, P<0.05;
***P<(0.001 vs. Mock/Scr.

4.10.2. Rab34 es un componente regulador de la cubierta de las gotas
lipidicas en adipocitos

Basandonos en nuestros resultados que muestran la asociacion de Rab34 con
GLs desde D3 en adelante (ver seccién 1.6.2. Rab34/Fig. 2A, B), y que el
aumento de los niveles de Rab34 incrementa el 78.9% el tamafio de GLs a
etapas tardias de diferenciacién (ver seccion 1.6.2. Rab34/Fig. 3B), decidimos
explorar si la expresién o silenciamiento de Rab34 (Fig. 39A) modifica el
contenido intracelular de TAGs (en el extracto celular) y de glicerol libre (en el
medio de cultivo). Los andlisis indicaron que tras la expresion de Rab34 el
contenido intracelular de lipidos fue aumentado en un 54,1% y que la lipolisis
basal fue disminuida en un 20,5% (Fig. 39B). Por otro lado, destacaba que el
silenciamiento de Rab34 por siRNA no tuviera efectos sobre la cantidad de GLs,
aungue su tamafio medio tendia a descender (ver seccion 1.6.2. Rab34/Fig. 3C),
y que la tasa lipogénica se redujera significativamente (Fig. 39C). Un analisis
mas profundo de la distribucion por tamafio de GLs, mostré que el tratamiento
con siRab34 increment6 el nimero de GLs medianas (6-9 um?) mientras que
disminuyé el de las pequefias (<3 pm?) (Fig. 39D), lo que podria explicar la
reduccion del contenido de TAGs en estas condiciones (Fig. 39C).
Notablemente, los experimentos de rescate (silenciamiento y expresion de

Rab34 conjuntamente) devolvieron los niveles proteicos de Rab34 a valores
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basales (Fig. 39E) y claramente se revirtieron los efectos inducidos por esta
GTPasa sobre el contenido de TAGs (Fig. 39F) y la lipolisis (Fig. 39G).
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Figura 39. Validacién de los experimentos de expresion y silenciamiento de Rab34 y
analisis del almacenamiento y movilizacion del contenido lipidico en estas condiciones.
(A) Analisis de immunoblotting cuantitativo de los niveles de proteina de Rab34 en células 3T3-
L1 que expresan GFP-Rab34 o Rab34 siRNA (siRab34). Los datos son expresados como
porcentaje referido a los grupos control: células transfectadas con el vector de GFP (Mock) o con
Scramble siRNA (Scr) (100%). Los datos son referidos a los valores de las células control
transfectadas con GFP o Scr (100%), y expresados como la media + SEM (n=3 experimentos
individuales). (B, C) Cuantificacion del contenido de TAGs (lipogénesis) y liberacion de glicerol
(lipolisis) en cada condicion. Los datos son referidos a los valores de las células control (B, Mock;

C, Scr) (100%) y expresados como la media + SEM (n=4 experimentos individuales). (D)
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Histograma de distribucién del porcentaje del tamafio de GLs en células 3T3-L1 transfectadas
con siRab34 vs. scramble Scr. Los datos son expresados como la media + SEM (n=10
células/condicién experimental, 2 estudios replicados). (E) Immunoblots representativos de la
expresion de Rab34 y su cuantificacion en experimentos de rescate. Las células fueron
transfectadas con siRab34, solo o0 en combinacién con GFP-Rab34 (recuperacion de Rab34). Al
final de los experimentos, las células fueron procesadas para este estudio de immunoblotting.
Los datos son referidos a los valores de las células control, transfectadas con Scr (100%), y
expresados como la media £+ SEM (n=3 experimentos individuales). (F, G) Determinacién del
contenido de TAGs (F, lipogénesis) y liberacién de glicerol (G, lipolisis) en células que expresan
GFP-Rab34 o siRab34, solo o en combinacion (recuperacion de Rab34). Los datos son referidos
a los cultivos control (Scr) (100%) y expresados como la media + SEM (n=3 experimentos
individuales). *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001.

A continuacion, para profundizar en los mecanismos que median la accion de
Rab34 en la acumulacion de lipidos en las GLs, examinamos el efecto de la
expresion o silenciamiento de Rab34 (Fig. 39A) sobre la regulacion de
marcadores de diferenciacion adipocitaria (PPARy1 y PPARy2), asi como sobre
los niveles de proteinas asociadas a GL que regulan la lipogénesis (DGAT2),
lipolisis (p-HSL, HSL, ATGL, el coactivador de ATGL, CGI58, y las chaperonas
lipidicas, FABP4 y FABP5), y crecimiento o recambio de GLs (PLIN1 and PLIN2)
(Morigny et al., 2021) (Fig. 40). El analisis cuantitativo por immunoblotting revelo
que el aumento de expresion proteica de Rab34 incrementd el contenido de
PLIN1 y el descenso tanto de ATGL como FABP5 (Fig. 40, panel izquierdo). Por
otro lado, el silenciamiento de Rab34 redujo la expresion de PPARy1 y PPARy2,
asi como el contenido proteico de HSL total y fosforilada (i.e., activa), pero no de
la ratio p-HSL/HSL (Fig. 40, panel derecho).
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Figura 40. Efectos de la expresion y silenciamiento de Rab34 sobre marcadores de
metabolismo lipidico. Cuantificacion de los niveles de proteina de marcadores de diferenciacion
adipocitaria, lipogénesis, lipolisis, y marcadores de GL en células 3T3-L1 transfectadas con los
vectores de expresion Mock (GFP) o de Rab34 (GFP-Rab34) (panel izquierdo), o Scramble (Scr)
0 Rab34 siRNA (siRab34) (panel derecho). Las células fueron transfectadas a dia 3 y
coleccionadas a dia 5 (estudios de expresion) o dia 6 (estudios de silenciamiento) de
diferenciacion. Las bandas inmunoreactivas de $-Actina de cada membrana fueron empleadas
como referencia para la cuantificacion de las proteinas correspondientes que fueron reveladas
en el mismo immunoblot. Los datos corresponden a la ratio de cada inmunosefial respecto a la
inmunosefal de su banda de B-actina y son a su vez referidos a los valores de las células control
(Mock; Scr) (100%). Los datos representan la media £+ SEM (n=3 experimentos individuales). *,
P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001.
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Similarmente, y confirmando nuestros resultados previos, la variante
constitutivamente activa de Rab34 (GFP-Rab34-Q111L) tuvo los mismos efectos
que los observados para la version silvestre, incluyendo aumento de la
lipogénesis y descenso de la lipolisis (Fig. 41A) asi como una reduccién del
contenido de ATGL y FABP5 y un aumento de PLIN1 (Fig. 41B). Por otro lado,
GFP-Rab34-T66N no modificd ni el contenido de estas proteinas (Fig. 41B) ni la
lipogénesis, aunque la lipolisis fue incrementada en comparacion con las células
Mock (Fig. 41A). En conjunto, estos resultados apoyan fuertemente la
implicacion de Rab34 en la adipogénesis, asi como en la regulacion de la

lipolisis.
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Figura 41. Caracterizacion de la funcion lipidica y de expresién de las variantes de
actividad de Rab34. (A) Cuantificacion de las actividades lipogénica y lipolitica en células 3T3-
L1 que expresan la version silvestre de Rab34 (wild-type, WT), la variante constitutivamente
activa (Q111L) o la inactiva (T66N). (B) Immunoblots representativos y cuantificacion de
proteinas relacionadas con el metabolismo de los lipidos en células 3T3-L1 que expresan la
version silvestre de Rab34 (wild-type, WT), la variante constitutivamente activa (Q111L) o la
inactiva (T66N). Los datos son referidos a los valores en las células control que expresan GFP
(Mock; 100%), y son representados como la media + SEM (n=3 experimentos individuales). *,
P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001.

4.11. Interactoma de Rab34

Las funciones de las Rab GTPasas dependen de sus interacciones con
conjuntos especificos de proteinas efectoras que son reclutadas en las
membranas diana (Zhen and Stenmark, 2015). Los efectores de las Rabs
incluyen a motores moleculares, proteinas de amarraje, quinasas, fosfatasas,
componentes de sitios de contacto entre membranas y adaptores de
clasificacion, asi como reguladores de cada Rab [GTP-hydrolysis activating
proteins (GAPs) y GDP-GTP exchange factors (GEFs)] (Homma et al., 2021).

Con objeto de identificar efectores potenciales de Rab34, empleamos estudios
de BiolD (Roux et al.,, 2012) e inmunoprecipitacion usando los vectores de
expresion c-Myc-BirA-Rab34 y GFP-Rab34, respectivamente, ambos seguidos
por analisis de MS/MS. Basandonos en nuestros datos de expresion y
silenciamiento que sugieren la implicacion de Rab34 en la regulacion de la
lipogénesis/lipolisis, filtramos las listas de proteinas obtenidas a partir de los
analisis BiolD/MS e IP-MS/MS por proteinas relacionadas con el “Metabolismo
de lipidos” de acuerdo con la base de datos Reactome Pathways. Después se
compararon ambas listas para identificar proteinas coincidentes, y encontramos
FABP5, FABP4, y PLIN1 como interactores potenciales de Rab34. Ademas, las
tres proteinas habian sido también identificadas por nuestro grupo como
componentes del proteoma de las GLs en adipocitos 3T3-L1 (Guzman-Ruiz et
al., 2020) (Fig. 42A). Por otro lado, ninguna de las enzimas lipoliticas que
encontramos desreguladas en adipocitos 3T3-L1 en respuesta al silenciamiento
de Rab34 y/o expresion (i.e., HSL and ATGL), fueron detectadas en estos

estudios. De acuerdo con ésto, los estudios dirigidos de inmunoprecipitacion en
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células HEK293 que coexpresan Kate-Rab34 y GFP-ATGL o GFP-HSL
confirmaron la falta de interaccion entre la GTPasa y las enzimas lipoliticas (Fig.
42B). En contraste, confirmamos la interaccion entre Rab34 y FABP5, ya sea
cuando c-Myc-Rab34 (Fig. 42C) o GFP-FAPB5 (Fig. 42D) son usados para los
experimentos de derribo por co-IP. Por su parte, los estudios de microscopia
confocal mostraron que FABPS5 colocalizé con Rab34 en las GLs acumuladas en
en el citosol (desde el D3 en adelante) (Figs. 42E, F), sugiriendo que esta
interaccion podria ocurrir en la superficie de la GL. En conjunto, estos estudios
identifican a FABP5 como un interactor potencial de Rab34 en adipocitos.
Nuestros estudios también confirmaron y ampliaron publicaciones previas sobre
la interaccion entre FABP5 y HSL (Fig. 42B) (Jenkins-Kruchten et al., 2003).
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Figura 42. Identificacion del interactoma de Rab34. (A) Diagrama de Venn de las proteinas
que participan en la ruta del “Metabolismo de lipidos” de la base de datos Reactome Pathways
gue fueron identificadas por las tres aproximaciones protedmicas analizadas en este estudio: i)
BiolD/MS (20 proteinas), ii) IP-MS/MS (33 proteinas), y iii) Proteoma de GLs de adipocitos (8
proteinas) (Guzman-Ruiz et al., 2020). Entre ellas, las chaperonas lipidicas, FABP4 y FABPS5, y
la proteina asociada a GL, PLIN1, fueron presentes en los tres conjuntos de datos proteémicos.
El nimero de cuentas espectrales fue ajustado a la longitud de cada proteina (por cada 1000
aminoacidos). (B) Experimentos de co-IP en células HEK-293 AD que expresan Kate-Rab34 y

GFP-ATGL o GFP-HSL usando beads unidas a anti-GFP. Tanto los lisados celulares como los
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inmunoprecipitados (IP) fueron sometidos a immunoblotting con anticuerpos anti-GFP, anti-
Rab34 y anti-FABPS5. (C, D) Immunoblottings de los experimentos de co-IP en células HEK-293
AD que expresan c-Myc-Rab34 y FABP5-GFP, solos o en combinacién, usando beads unidas a
anti-c-Myc (C) o anti-GFP (D). (E) Iméagenes confocales representativas de células 3T3-L1 que
muestran la colocalizacion (solapamiento) de Rab34 (verde) y FABP5 (rojo) durante la
diferenciacion (dias 0, 3, 6 and 10). Las flechas indican la colocalizacién entre Rab34 y FABP5
(amarillo) en la superficie de la GL. (F) El coeficiente de Manders’ entre Rab34 y FABP5 fue
calculado para cuantificar el grado de colocalizacion entre ambas sefiales. Los datos representan
la media + SEM (n=10 células/dia de diferenciacion, 2 estudios replicados). ***, P<0.001. Barra

de escala, 10 ym.

Las interacciones de Rab34 con FABP4 y PLIN1 no continuaron siendo
exploradas dada la falta de efecto en los niveles proteicos de FABP4 en los
estudios de expresion o silenciamiento de Rab34 (Fig. 40), ni en los de PLIN1
en los experimentos que usan el inhibidor del proteasoma, MG132 (Fig. 45) (ver

mas adelante).

4.12. La interaccion Rab34-FABPS5 regula el recambio de lipidos en gotas
lipidicas

Para obtener informacion sobre la interaccion funcional entre Rab34 y FABP5 en
la regulacién de la lipolisis y/o la lipogénesis, examinamos los efectos de la
coexpresion de estas dos proteinas en las actividades lipogénicas y lipoliticas de
los adipocitos 3T3-L1. Como se muestra en la Figura 43A, la expresion de GFP-
FABP5 (Fig. 43B) incremento la cantidad de glicerol liberado por los adipocitos,
sin cambiar la lipogénesis basal, confirmandose asi el papel de esta chaperona
en la lipolisis (Vogel Hertzel et al., 2002). En particular, la cotransfeccion con
GFP-FABPS revirtio el efecto inhibitorio de la expression de GFP-Rab34 sobre
la lipolisis (Fig. 43A) y, en contrapartida, la acumulacién de TAGs inducida por
el aumento de los niveles de Rab34 disminuy6 hasta los niveles control tras la
expresion de FAPB5-GFP (Fig. 43A). Estos resultados sugirieron que la accion
negativa de Rab34 sobre la lipolisis y la induccidon concomitante de la
acumulacion de lipidos podria ser mediada, al menos en parte, a través de la
reduccion del contenido proteico de FABP5 mediada por Rab34. En concreto, la
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expresion de Rab34 no tuvo efecto sobre los niveles de mRNA (messenger
ribonucleic acid) de FABP5 (Fig. 43C).
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Figura 43. Las acciones de Rab34 sobre el metabolismo lipidico son mediadas por la
reduccion del contenido de FABP5. (A) Cuantificacion de las actividades lipogénicas y
lipoliticas de las células 3T3-L1 que expresan GFP-Rab34, FABP5-GFP o una combinacion de
ambos vectores de expresion en comparacion con las células que expresan el vector de GFP
vacio (Mock). (B) Analisis de la expresion de Rab34 y FABP5 en el experimento de rescate de
FABP5. Se muestran immunoblots representativos y cuantificacion de extractos proteicos de
células 3T3-L1 transfectadas con los vectores de expresion que codifican GFP-Rab34 o FABP5-
GFP, solos 0 en combinacién (grupo de recuperacion de FABP5). Los datos son expresados en
graficas como un porcentaje de valores y referidos a los del grupo control (células transfectadas
con el vector de GFP vacio, Mock) (100%). Las graficas muestran la ratio de cada inmunosefal
respecto de la inmunosenal de B-actina. Los datos son expresados como la media £+ SEM (n=3
experimentos individuales). (C) Analisis de RT-gPCR de los niveles de expresién del mRNA de
FABPS5 en células 3T3-L1 que expresan GFP-Rab34. Los niveles de mRNA de FABP5 fueron
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calculados usando el método Ct y el gen housekeeping HPRT, y expresados como la media +
SEM (n=3 experimentos individuales). *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001.

Después, analizamos la interaccion funcional entre Rab34 y HSL. Como se

mostro previamente para FABP5-GFP, la expresion de GFP-HSL (Fig. 44B) en

adipocitos aumenté la lipolisis, aunque la lipasa también caus6 un descenso

concomitante en el contenido de TAGs (Fig. 44A). El silenciamiento génico de

Rab34 bloqued los efectos inducidos por HSL sobre la lipolisis pero no sobre la

lipogénesis (Fig. 44A). Estas observaciones, junto con nuestros estudios de

inmunoprecipitacion (Fig. 42B), sugirieron una interaccion funcional entre Rab34

y HSL que depende de una interaccién indirecta entre las dos proteinas.
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Figura 44. Las acciones de Rab34 sobre el metabolismo lipidico dependen de una

interaccion funcional indirecta entre Rab34 y HSL. (A) Cuantificacion de las actividades
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lipogénicas y lipoliticas de las células 3T3-L1 que silencian Rab34 (siRab34), expresan GFP-
HSL o estan transfectadas con una combinacion de ambos acidos nucleicos, en comparacion
con las células que expresan Scramble siRNA (Scr). (B) Analisis de la expresion de Rab34 y
HSL en el experimento de rescate de HSL. Se muestran immunoblots representativos y
cuantificacion de extractos proteicos de células 3T3-L1 transfectadas con el siRNA que silencia
Rab34 y el vector de expresién que codifica GFP-HSL, solos o0 en combinacién (grupo de
recuperaciéon de HSL). Los datos son expresados en graficas como un porcentaje de valores y
referidos a los del grupo control (células transfectadas con Scramble siRNA, Scr) (100%). Las
graficas muestran la ratio de cada inmunosefial respecto de la inmunosefal de B-actina. Los
datos son expresados como la media + SEM (n=3 experimentos individuales). *, P<0.05; **,
P<0.01; ***, P<0.001.

4.13. Rab34 regula la estabilidad de la proteina FABP5

La observacion de que el aumento de Rab34 reducia el contenido proteico de
FABPS5 (Figs. 40, 41B, 43B), pero no los niveles de expresion génica de FABP5
(Fig. 43C), nos impulso a investigar si la GTPasa puede modular la estabilidad
proteica de esta chaperona. Para este fin, primero medimos los niveles proteicos
de FABPS5 y otras proteinas reguladas por la expresion o el silenciamiento de
Rab34 en células basales o tratadas con el inhibidor del proteasoma MG132
(Figs. 45, 46). Como se muestra en las Figuras 45y 46, el tratamiento de MG132
incrementd el contenido de proteina de FABP5, PLIN1, PPARy1, PPARyY2, y
ATGL en células control (independientemente de si se transfectaron con el vector
GFP vacio o con scramble siRNA).
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Figura 45. Anélisis del contenido de proteinas reguladas por cambios en la expresion de
Rab34 en células que expresan la GTPasay estan tratadas con el inhibidor de proteasoma
MG132. Andlisis de immunoblotting cuantitativo de Rab34, ATGL, FABPS5, p-HSL, HSL, PLIN1,
PPARy1, y PPARy2 en células 3T3-L1 que expresan GFP-Rab34, y estan expuestas o no (Basal)

al inhibidor del proteasoma, MG132 (10 umol/L, 12 h). Las células transfectadas con el vector
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vacio GFP (Mock) y en condiciones basales fueron empleadas como control. Las gréaficas
muestran la ratio de cada inmunosefial referida a la inmunosefal de la B-actina. Los datos son
expresados como la media + SEM (n=3 experimentos individuales). *, P<0.05; **, P<0.01; ***,
P<0.001.
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Figura 46. Analisis del contenido de proteinas reguladas por cambios en la expresion de
Rab34 en células que silencian la GTPasay estan tratadas con el inhibidor de proteasoma
MG132. Andlisis de immunoblotting cuantitativo de Rab34, ATGL, FABP5, p-HSL, HSL, PLIN1,
PPARy1, y PPARy2 en células 3T3-L1 que silencian Rab34 (siRab34), y estan expuestas 0 no
(Basal) al inhibidor del proteasoma, MG132 (10 umol/L, 12 h). Las células transfectadas con
scramble siRNA (Scr) y en condiciones basales fueron empleadas como control. Las gréaficas
muestran la ratio de cada inmunosefial referida a la inmunosefal de la B-actina. Los datos son
expresados como la media + SEM (n=3 experimentos individuales). *, P<0.05; **, P<0.01; ***,
P<0.001.

Entre las proteinas testadas, solo los niveles proteicos de FABP5 incrementaron
hasta los valores control en presencia de MG132 en las células que expresan
GFP-Rab34 (Fig. 45), sugiriendo la implicacion de la GTPasa en la regulacién
del recambio de FABP5. Curiosamente, MG132 también revirtio los efectos de
aumento de lipogénesis y descenso de lipolisis mediados por Rab34 en estas
células, (Fig. 47A). Sin embargo, MG132 no tuvo efecto sobre la inhibicién de
lipogénesis causada por el silenciamiento de Rab34 (Fig. 47B).

B

Lipogénesis Lipolisis Lipogénesis Lipolisis

N TRTTT

Mock GFF'R 034 Mock GFP-Rab34 Mock GFP-Rab3s GFP Rab34 Mock GFP-Rabd4
MG132 N

>

8
de triglicéridos

8

Contenido de glicerol en medio
(% vs. Mock-| B‘\S‘ID

Contenido ir

Contenido intracelular de trigiicéridos
(9% vs. Mock-Basal)
g

Figura 47. Las acciones de Rab34 sobre el metabolismo lipidico estan reguladas por el
proteasoma. (A, B) Actividades lipogénica y lipolitica de las células 3T3-L1 que expresan GFP-
Rab34 (A) o siRab34 (B) y expuestas o no (Basal) al inhibidor del proteasoma, MG132 (10
pmol/L, 12 h). Los datos son expresados como porcentaje de valores y referidos a los cultivos
control (100%) (Basal; Mock/Scr). Se representan como la media £+ SEM (n=3 experimentos

individuales). *, P<0.05; **, P<0.01.

Finalmente, los experimentos de silenciamiento también revelaron que MG132
revirtié parcialmente la regulacién a la baja de PPARYy en adipocitos expuestos
a siRab34 (Fig. 46).
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4.14. UBA1 participa en la accion mediada por la interaccion Rab34-FABP5

Nuestros resultados previos sugirieron que las acciones de Rab34 sobre la
lipolisis y lipogénesis podrian ser mediadas a través de la regulacion de la
ubiquitinacion de FABP5 y la degradacion proteasomal. Para abordar esta
pregunta, expresamos FABP5, solo o en combinacion con Rab34 y/o un vector
de expresion que codifica para ubiquitina marcada con hemaglutinina (HA) (Fig.
48A). Estos experimentos se llevaron a cabo en células expuestas a MG132 para
prevenir la degradacion de FABP5. La cuantificacion de los inmunoblots tefiidos
para un suero anti-HA revelaron que los niveles de FABP5 ubiquitinada fueron

significativamente mayores en células que expresan Rab34 (Fig. 48A).

Estas observaciones nos llevaron a testar si podria haber enzimas implicadas en
ubiquitinacién o deubiquitinacion entre los efectores potenciales de las acciones
de Rab34 sobre FABP5. Para ser mas especificos, comparamos las listas de
proteinas obtenidas a partir de nuestros estudios de BiolD e IP-MS/MS en busca
de la presencia de enzimas de ubiquitinacién (UBs) y/o deubiquitinacion (DUBS).
Entre las proteinas identificadas, encontramos: i) UBAL (en las listas de BiolD e
IP-MS/MS), la cual cataliza el primer paso en la conjugacién de ubiquitina para
marcar proteinas celulares para la degradacioén (Groen and Gillingwater, 2015),
i) UCHL3 (en la lista de BiolD), una ubiquitina C-terminal hidrolasa (Nijman et
al., 2005), y iii)) ISG15 (en la lista de IP-MS/MS), una proteina parecida a
ubiquitina (Groen and Gillingwater, 2015). Notablemente, estas tres proteinas
fueron también detectadas en nuestro estudio protedmico previo de GLs aisladas
de adipocitos 3T3-L1 (Guzman-Ruiz et al., 2020). Por ello, a continuacién
comprobamos si estas proteinas pueden interaccionar con Rab34 y/o FABP5 en
estudios de co-IP. Estos experimentos confirmaron que las tres proteinas
pueden interaccionar con Rab34, aunque solo UBA1 interaccion6 con FABP5,
solo 0 en combinacion con Rab34 (Fig. 48B).

Después, para investigar la posible participacion de UBAL en la ubiquitinacion
de FABPS5 y su degradacion en respuesta a Rab34, evaluamos los niveles de
FABP5 en extractos de proteina procedentes de adipocitos 3T3-L1 transfectados
con vectores de UBAl-c-Myc y/o GFP-Rab34 en presencia o ausencia de
MG132. Interesantemente, la expresion de UBAL1 descendi6é el contenido de

FABP5 de una manera dependiente de la concentracion de UBAL,
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especialmente en presencia de Rab34, y este efecto fue totalmente bloqueado
por el tratamiento de MG132 (Fig. 48C).

Asimismo, la deplecion de UBAL1 por siRNA (82.9% respecto de los valores
control) no modificod el contenido proteico de Rab34 o ATGL (Fig. 48D; Figs.
49A-C). Por el contrario, el silenciamiento de UBA1 previno totalmente la
disminucion del contenido de FABP5 mediada por la expresion de Rab34 (Fig.
48D; Fig. 49D).

Finalmente, los ensayos funcionales en adipocitos 3T3-L1 transfectados con
siUBAL y/o GFP-Rab34 demostraron que el silenciamiento de UBAL previno los
efectos de la expresién de Rab34 sobre la acumulacién e hidrdlisis de lipidos
(i.e., disminuyd la lipogénesis e incrementd la lipolisis, respectivamente) (Fig.
48E). Tomados en conjunto, estos hallazgos proveen una fuerte evidencia para
establecer una conexion funcional entre Rab34 y UBA1 en la regulacion de la
ubiquitinacién de FABP5 y la degradacién proteasomal.

130



A

Lisado
+ GFP-Rab34
+ + +  FABPScMyc
“ + + HA-Ubiguitina
+ + + + MG132

100 kDa
75kDa

56 kDa
Proteinas ubiquitinadas
25kDa

20kDa

19kDa

P
+ GFP-Rab34
+ + + FABPS-c-Myc
+ + HA-Ubiquitina
+ + & + MG132

100 kDa

56 kDa
Ub-FABPS-c-Myc
25kDa

20kDa

19 kDa

: jroncead

50000
5
©
8 5 45000
58
]
25 40000
o2
© £ 35000
25
% s 30000
gé‘i 10000
5000
0
GFP-Rab34 - +
FABP5-c-Myc E ¥ <
HA-Ubiquitina - - +
MG132 + + +
Lisado P
+ + + + 3 + + + + UBA1-c-Myc
+ - - + - +  GFP-Rab34
- -+ + - + +  FABP5-GFP
1B: c-Myc -y em el Cad o o ey e | UBAT-c-Myc (118 kDa)
1B: GFP ==y - - W | GFP-Rab34 (56 kDa)
B GFP| -- “ ! e |FABP5-GFP (41kDa)
Lisado P
+ + + + 5 + + + + UCHL3-c-Myc
- - + - - - - +  GFP-Rab34
- - -+ -+ - - - - +  FABP5-GFP
18 C»MVCI GPee - - - ” - . e e Iucmsomyc(znoa\
18: GFPI = - ” - - IGFP-Rab34 (56 kDa)
B GFPI .-“ IFABPS—GFP (41 kDa)
Lisado P
3 T ® ¥ r s + e 5 ~  ISGI5cMyc
- + - + £ s +  GFP-Rab34
- - - + - - - - - +  FABP5-GFP
o [ | O 0 3
1B: GFPI ve - l =N -I GFP-Rab34 (56 kDa)

\E.GFPl -!l

I FABP5-GFP (41 kDa)

C

B ¥ ae 4 W 4 TUBKiGME
+ + - - + + GFP-Rab34
< : S+ s s+ MG132
-
118kDa| — v Gl e AIUBAT{rMyc
s6k0a | — e W | GFP-Rabo4

15100 [

e | 500

42kDa I---— ——-—-I B-Actina

1504
s 8 $$ $5$
£ o
‘5 o
{E 1004 ##
ST #
£s i
s
£ *k
L2 504
29
T >
3]
0 T T T
UBA1-c-Myc -+ 4+ o+
GFP-Rab34 - - -+ o+ - &
MG132 - - - - -+ o+
&8?
D i
> S
FC
g & & S
116 kDa | g § gom i | usat

E

2000 | M § A I | B | e
42xna|- o B I[}—Acllna

55 kDa

, ,
o [ ]

42kDa|. 5 -.E.—.Ip-mma

Lipogénesis

lar de triglicéri

(% vs. Scr)

Scr GFP-Rab34 siUBA1  siUBA1

+
GFP-Rab34

Lipolisis

Contenido de glicerol en medio
(% vs. Scr)

ser

GFP-Rab34 siUBA1  siUBA1

+
GFP-Rab34

Figura 48. UBA1 transmite la accion de Rab34 sobre la estabilidad de FABPS para regular

el metabolismo lipidico. (A) Las células 3T3-L1 transfectadas con los plasmidos indicados
(GFP-Rab34 o FABP5-c-Myc) fueron tratadas con MG132 (10 ymol/L, 12 h) y lisadas bajo

condiciones desnaturalizantes. La fraccion de FABP5 marcado con c-Myc fue purificada por

inmunoprecipitacion con anti-c-Myc y FABP5 ubiquitinada fue detectada por immunoblotting. Un

vector de expresién codificante para ubiquitina marcada con hemaglutinina (HA) (HA-Ubiquitin)

fue empleado para la cotransfeccion de células que también expresaron FABP5-c-Myc, solo o

en combinacién con GFP-Rab34. La grafica muestra la ratio de la inmunosefial de FABP5-c-Myc

ubiquitinada respecto de la sefial de Ponceau S. Los datos son ademas referidos a los valores
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de las células no-transfectadas (100%) y expresadas como la media £+ SEM (n=3 individual
experiments). **, P<0.01; ***, P<0.001. (B) Andlisis de co-IP en células que expresan GFP-Rab34
y vectores que codifican proteinas asociadas a GL relacionadas con procesos de
ubiquitinacion/deubiquitinacion: UBAl-c-Myc (panel superior), UCHL3-c-Myc (panel central), o
ISG15-c-Myc (panel inferior). En cada experimento, las proteinas fueron purificadas por
inmunoprecipitacién con anti-c-Myc y detectadas por immunoblot usando anticuerpos de anti-c-
Myc o anti-GFP. (C) Immunoblots representativos y cuantificacion de los niveles de FABP5 en
células 3T3-L1 transfectadas con GFP-Rab34 (+, 0.8 ug/uL), UBA1-c-Myc (+, 0.8 ug/uL; ++, 1.6
Mg/uL) o ambos vectores de expresion en ausencia o presencia de MG132 (10 Omol/L, 12 h).
Los datos representan la ratio de la inmunosenal de FABP5 respecto de la inmunosefial de -
actin y estan referidos a los valores de las células no transfectadas (100%). Los datos son
expresados como la media + SEM (n=3 experimentos individuales). *, P<0.05; **, P<0.01; ***,
P<0.001 vs. células no-transfectadas. $$, P<0.01; $$$, P<0.001 vs. sus respectivas condiciones
tratadas con MG132. #, P<0.05; ##, P<0.01. (D, E) Experimentos de rescate de FABP5 en células
3T3-L1 que expresan GFP-Rab34 y UBAL siRNA (siUBA1), solos o en combinacion. Al final de
los experimentos, las células fueron procesadas para estudios de inmunoblotting (D) y para
medidas de lipogénesis y lipolisis (E). Los datos son referidos a los valores en las células control
(100%; Scr), y expresados como la media £+ SEM (n=3 experimentos individuales). *, P<0.05; **,
P<0.01; ***, P<0.001.
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Figura 49. Cuantificaciones de immunoblot de extractos de proteina de células 3T3-L1
silenciadas para UBA1 (relacionadas con la Fig. 48D). Cuantificacion de los niveles de
proteina de UBA1 (A), Rab34 (B), ATGL (C) y FABP5 (D) en células 3T3-L1 transfectadas con
UBAL siRNA (siUBAl) o GFP-Rab34, solos o en combinacion. Las células transfectadas con
scramble siRNA (Scr) fueron empleadas como controles. Las graficas muestran la ratio de cada
inmunosefial respecto de la inmunosefial de B-actina. Los datos son representados como
porcentaje de valores referidos a las células control (Scr) (100%) y expresados como la media +
SEM (n=3 experimentos individuales). *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001.

4.15. Rab34 en adipocitos humanos y modelos de enfermedad

El analisis de los datos publicados en estudios de transcriptomica de TAS
humano (zona abdominal) (Fagerberg et al., 2014; Lee et al., 2016) demostré
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que el contenido de transcritos de Rab34 es mas elevado en individuos con
obesidad que en individuos delgados (Fig. 51A). Desde esta perspectiva,
decidimos explorar si los resultados en la linea celular 3T3-L1 podrian ser
también extendidos a adipocitos primarios humanos (adipocitos maduros y
preadipocitos, tanto aislados en fresco como diferenciados in vitro). Para este
fin, analizamos la localizacion de Rab34 en adipocitos maduros aislados de
muestras de TAO y TAS obtenidas de individuos con obesidad durante
procedimientos de cirugia bariatrica (Fig. 50A). Como se muestra en la Figura
50A, la mayor parte de la inmunosefial de Rab34 colocalizé con la GL unilocular
de los adipocitos maduros, aunque una débil sefal residual puede ser también
vista en el Golgi (mas visible en adipocitos maduros de TAO). Paralelamente
también exploramos la distribucion de Rab34 con relacién al RE y al dominio
ERGIC. Observamos que Rab34 parcialmente colocaliz6 con ER-Tracker en
adipocitos maduros TAS y con ERGIC53 tanto en adipocitos maduros de TAO y
TAS (Fig. 50A).

En relacion a los estudios de diferenciacion in vitro, preadipocitos aislados de la
SVF de muestras de grasa de TAO y TAS fueron cultivadas y diferenciadas a
adipocitos maduros usando protocolos estandar (Fig. 50B) (Sanchez-Ceinos et
al., 2021). En particular, analizamos la localizacion de la sefial de Rab34 en
relacion a las GLs y al RE, incluyendo los subdominios del RE, ERGIC y ERES,
a diferentes etapas de diferenciacion (D5 y D10) (Fig. 50B). Independientemente
del depdsito de grasa, la inmunosefial de Rab34 solap6 con la superficie del
marcador de GL (PLIN1). Ademas, una extensa colocalizacién de la inmunosenial
de Rab34 con ER-Tracker fue observada tanto en adipocitos de TAO como de
TAS a lo largo de su diferenciacién. Asimismo, como se observd previamente en
células 3T3-L1, Rab34 se asocié con subdominios de RE en adipocitos humanos
en diferenciacion. De este modo, el analisis cuantitativo de colocalizacion entre
sefales en los experimentos de doble marcaje mostro un mayor solapamiento
entre Rab34 y el marcador de ERES, SEC16A, que con ERGIC53, ya sea a D5
o D10 en adipocitos de TAO (Fig. 50B). De hecho, a D10, la colocalizacién
Rab34-SEC16A fue mas alta que con ER-Tracker. En adipocitos de TAS a D5,
la colocalizacion entre Rab34 y ERGIC53 fue casi despreciable, y la mayor parte

de la inmunosefal de Rab34 solapé con SEC16A (Fig. 50B). A etapas tardias
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de diferenciacién, los adipocitos de TAS mostraron tasas similares de
colocalizacion entre Rab34 y SEC16A o ERGIC53 (Fig. 50B). En células
transfectadas con GFP-Rab34, la sefal fue también observable en el aparato de

Golgi (Fig. 50B), como también observamos en las células 3T3-L1 (Fig. 33).

También evaluamos la expresion de Rab34 en diferentes modelos de obesidad
murinos. En este contexto, primero analizamos el contenido de la proteina Rab34
en el tejido adiposo blanco de ratones obesos inducidos por dieta o manipulacién
genética (Figs. 50C, D). La cuantificacion mostré que los niveles de Rab34 se
incrementaron 2,7 veces en los extractos de proteina de tejido adiposo blanco
de ratones alimentados con una HFD en comparacion a los alimentados con una
STD (Fig. 50C). Similarmente, los niveles de Rab34 aumentaron 2,8 veces en
extractos de proteina de tejido adiposo blanco de ratones ob/ob, en comparacién
con los WT (Fig. 50D). Estos resultados, junto con los previamente
representados mostrando el papel de Rab34 en la funcidn adipocitaria, indican
que la expresion de Rab34 en el tejido adiposo esta directamente relacionada
con el desarrollo de obesidad, comportandose como un biomarcador de esta

enfermedad.
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Figura 50. Caracterizaciéon de Rab34 en adipocitos humanos y modelos animales de
obesidad. (A) Iméagenes representativas de microscopia confocal de adipocitos maduros
aislados de TAO y TAS humanos doblemente-inmunotefiidos con el anticuerpo anti-Rab34 y
anticuerpos contra PLIN1, GM130, y ERGIC53 o marcados con ER-Tracker. (B) Imagenes
representativas de microscopia confocal de preadipocitos humanos de TAO y TAS a diferentes
dias de diferenciacién (D5 y D10). Las células fueron incubadas con el anticuerpo anti-Rab34 y
anticuerpos contra ERGIC53 o PLIN1, o con la tincion de ER-Tracker. Para la deteccién de los
ERES, las células que expresan GFP-Rab34 fueron incubadas con anti-SEC16A. Los
coeficientes de Manders’ fueron calculados para evaluar la colocalizacién entre senales. Los
datos son expresados como la media + SEM (n=13 células/dia de diferenciacion, 2 estudios
replicados). (C, D) Immunoblots representativos y cuantificacion de los niveles de Rab34 en
muestras de tejido adiposo blanco procedentes de ratones alimentados con dieta STD vs. HFD
(C), y ratones WT vs. ob/ob (D). Los datos son referidos a los valores de los ratones control
(100%), y expresados como la media + SEM (n=6). *, P<0.05; **, P<0.01; *** P<0.001. Barra de
escala, 10 uym.

Finalmente, basdndonos en los resultados obtenidos en los modelos humanos y
animales, decidimos testar si, a parte de los cambios en el contenido de Rab34,
la localizacion de esta GTPasa puede estar también afectada bajo condiciones
de obesidad. Para este fin, empleamos un modelo de cultivo 3D de adipocitos
previamente validado por nosotros que mimetiza el microambiente fibrotico
encontrado en el tejido adiposo de individuos con obesidad y resistencia a
insulina (Guzman-Ruiz et al., 2020). Como se muestra en la Figura 48B, los
cultivos de adipocitos 3T3-L1 en COL-I-basados microgeles 3D enriquecidos en
el proteoglicano, lumican (i.e., condiciones de obesidad), indujeron una
disminucion en el nimero de GLs inmunotefiidas para Rab34, aunque no se
observaron cambios en la inmunosefal total de Rab34 por célula. En conjunto,
estas observaciones sugieren que los insultos relacionados con la obesidad

pueden modificar la asociacién de Rab34 a las GLs.
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Figura51. Niveles de expresién de Rab34 en tejido adiposo humano y regulacién de Rab34
en respuesta a insultos obesogénicos. (A) Los niveles de expresién de Rab34 en muestras
de TAS de individuos con normopeso (delgados; n=5) u obesidad (n=12). La grafica representa
los datos de transcriptdmica manualmente curados de trabajos publicados previamente
(Fagerberg et al., 2014; Lee et al., 2016). ***, P<0.001. (B) Andlisis de la unién de Rab34 a las
GLs en adipocitos 3T3-L1 diferenciados en cultivos 3D que mimetizan la fibrosis del tejido
adiposo. Imagenes representativas de microscopia confocal de células 3T3-L1 crecidas en
matrices de colageno-lI en ausencia (Control) o presencia de lumican (30 ng/ml) (Lum) e
inmunotefiidas para Rab34 (verde) y contratefiidas con DAPI (azul) para identificacion de
nacleos. Se realizaron andlisis morfométricos del nimero de GLs marcadas por Rab34 y la
intensidad del inmunomarcaje de Rab34 por célula, usando ImageJ. *, P<0.05. Barra de escala,

10 ym.
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5. DISCUSION

PRIMER ESTUDIO: Andlisis de los sitios de contacto inter-organulos en
adipocitos normales y disfuncionales usando la pequefia GTPasa, Rab18,

como un modelo molecular

En obesidad, los adipocitos estan expuestos a numerosos estimulos patologicos
externos, como fibrosis, concentraciones constantemente elevadas de glucosa
e insulina o inflamacién, lo que, junto con el dafio provocado por el exceso de
lipidos en el interior del adipocito, provocan la disfuncibn de organulos
intracelulares como el RE (Fernandes-da-Silva et al., 2021; Kawasaki et al.,
2012; Tripathi and Pandey, 2012), o las mitocondrias (Tripathi and Pandey,
2012). Ademds, esta claramente establecido que las condiciones citadas
traducen la activacion de procesos de estrés, como el estrés del RE o estrés
oxidativo al interior del adipocito (Fernandes-da-Silva et al., 2021; Kawasaki et
al., 2012; Tripathi and Pandey, 2012). Sin embargo, se desconoce cdmo estos
procesos afectan a la estructura de estos organulos y, mas notablemente, a las
interacciones que se establecen entre estos y otros compartimentos celulares,
como las GLs y los peroxisomas, organulos fundamentales en la funcionalidad

del adipocito.

En el presente trabajo, hemos realizado una caracterizacion inicial de los sitios
de contacto que se establecen entre algunos de los organulos membranosos
intracelulares de las células especializadas en almacenar lipidos, los adipocitos,
tanto en condiciones de salud como de enfermedad metabdlica, que puede
conllevar la pérdida de la homeostasis lipidica. En concreto se ha establecido el
perfil de MCSs en la interaccion RE-GLs (para el almacenamiento y liberacion
controlada de lipidos) y RE-peroxisomas (para la sintesis y metabolismo de los
lipidos) en condiciones basales y en condiciones de fibrosis, IR e inflamacion,
gue se asocian a la obesidad (Fernandes-da-Silva et al., 2021; Tripathi and
Pandey, 2012). Para ello se ha analizado el numero y tamafio de dichos
contactos, asi como el grado de colocalizacion, entre ambos organulos y su
interaccion con la GTPasa Rab18, de la que ya se ha descrito su asociacion en
el contacto RE-GL (Li et al.,, 2019; Xu et al., 2018), asi como su presencia
abundante en peroxisomas (Gronemeyer et al., 2013) y en el contacto RE-
peroxisoma (Just and Peranen, 2016). Mientras Rab18 participa en el contacto
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RE-GL para mantener la homeostasis y crecimiento de la GL, manteniéndola
unida a RE, ya sea en células 3T3-L1, COS7, HeLa y HEK-293-T (Li et al., 2019;
Xu et al., 2018), en el contacto RE-peroxisomas la GTPasa parece no tener una
funcion estructural, si no que puede observarse en estos sitios ya que su transito
a los peroxisomas ocurre a través del contacto directo con el RE en hepatocitos
Huh7 (Gronemeyer et al., 2013). De hecho, se ha sugerido que Rab18 tiene un
papel en los peroxisomas donde coordina la lipolisis de las GLs con la oxidacion
de &cidos grasos peroxisomal, contribuyendo al contacto de ambos organulos
(Gronemeyer et al., 2013). Ademas, Rab18 puede aumentar el numero de
peroxisomas aislados (no unidos a RE) en su estado inactivo (unida a GDP) y
mantener la estructura del RE (que se fragmenta en ausencia de Rabl8), al

menos en Saccharomyces cerevisiae (Just and Perénen, 2016).

En este sentido, definir la importancia de Rab18 en los organulos mencionados
y en la interseccion RE-GL/peroxisoma en adipocitos podria constituir a esta
GTPasa como una posible diana terapéutica en el tratamiento de la obesidad y

las patologias relacionadas.

Para analizar el perfil de MCSs en fibrosis, se utiliz6 un modelo 3D donde las
células 3T3-L1 se diferenciaron in vitro a adipocitos (dia 8, adipocito maduro).
En dicho modelo se observé un aumento del estrés de RE en presencia de
lumican, el cual se manifestd en nuestros estudios por un aumento: i) del
contenido de BIP, una chaperona que se sobreexpresa en estas condiciones
para proteger contra el plegamiento anormal de proteinas (Howarth et al., 2012);
ii) de la fragmentacion del RE. El proceso de estrés de RE ha sido relacionado
recientemente con la aparicién del estado fibrético (Klymenko et al., 2019). Mas
aun, la fragmentacion del RE ha sido relacionada directamente con patologias
asociadas a la obesidad, como la esteatosis hepatica. En este caso particular,
se ha demostrado que los factores estresantes de RE, como el alcohol,
disminuyen la movilidad de BIP (Howarth et al., 2012). También se ha observado
qgue la fragmentacion de RE esta implicada en patologias endocrinas y en el
control de la ingesta, afectando el patron de secrecion de proteinas séricas,
como las albuminas, VLDL vy tiroglobulina (Di Jeso et al.,, 2003). Este ultimo

efecto podria estar vinculado a los cambios que se producirian en el trafico de
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proteinas regulado por el Ca?*, que ocurre entre el RE y el Golgi, lugar donde

estas proteinas maduran después de su traduccion (Di Jeso et al., 1998).

En nuestro modelo, la fragmentacion del RE se asocia con un menor tamafio de
GLs en presencia de lumican. Dado que la biogénesis de GLs sucede en el RE
(Wilfling et al., 2014a), esta observacion sugirio a priori que la fibrosis y, en
especial la presencia de lumican, podrian originar un cambio en el contacto RE-
GL. Esta hipétesis fue confirmada posteriormente por los estudios de localizacién
llevados a cabo en el modelo de fibrosis para RE (ER-Tracker) y GL (PLIN1).
Estos estudios mostraron un aumento del tamafio del contacto RE-GL en
presencia de lumican, sin afectarse la cantidad de contactos del mismo. Dichos
resultados parecen evidenciar que el menor tamafio de las GLs podria ser
debido, en parte a una disminucién de la gemacién y del crecimiento de las GLs,
desencadenados por la fibrosis de la MEC, que favorecié la fragmentacion de
RE. Asimismo, la ausencia de GLs en expansion indicaria que la colocalizacion
observada solo se debe a GLs de pequefio tamafo, presumiblemente GLs
nacientes, en contacto con los fragmentos de RE de los que no pueden
separarse. Este impedimento podria deberse a una falta de suficiente superficie
y tension de la membrana del RE, que dificultaria que esas GLs de nueva

formacion puedan gemar del RE (Heid et al., 2014).

De un modo similar estudiamos si la fibrosis y la fragmentacién de RE derivada
de la misma, afectaban al contacto RE-peroxisoma. En este caso, los estudios
de localizaciébn mostraron una disminucion del nimero de peroxisomas en
presencia de lumican, relacionada con una disminucién del nUmero de contactos
RE-peroxisoma de mayor grado de colocalizacion entre sus marcadores. Estos
resultados sostienen la hipétesis de que, en condiciones de fibrosis, no solo
ocurre una inhibicion parcial de la biogénesis de peroxisomas que no pueden
separarse del RE, sino que, ademas la cantidad de peroxisomas que se
sintetizan también esté afectada. Probablemente esto se deba a la alteracion de
la cantidad o actividad de proteinas estructurales de la membrana del
peroxisoma, que maduran postraduccionalmente en RE (en este caso
fragmentado) por glicosilacion (Wang et al., 2014). Asi, en el RE, se han
observado algunas proteinas estructurales de la membrana del peroxisoma,

como Pex2p y Pex16p, que son cruciales para marcar inicialmente dominios para
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la sintesis de peroxisomas, desde los cuales posteriormente gemaran una vez

formados (van der Zand et al., 2006).

Por otro lado, los peroxisomas gemados pueden volver a contactar
temporalmente con RE para concluir la sintesis de plasmalogenos,
transfiriéendole a éste lipidos pre-plasmalégenos, cuya principal funcién es
prevenir del efecto lipotoxico de la oxidacion de lipidos de membrana (Castro et
al., 2018). Asi, el aumento del &rea de contacto RE-peroxisoma podria deberse
a un efecto compensatorio, no solo para paliar la pérdida de contactos debida a
la disminucion de la biogénesis de peroxisomas, sino también para favorecer la
sintesis de plasmaldégenos que protejan a la célula del estrés oxidativo propio de
la fibrosis. De hecho, se conocen patologias que manifiestan una reduccion de
la sintesis y numero peroxisomas (como el Sindrome de Zellweger que cursa
con pexofagia y fibrosis hepéatica) (Castro et al., 2018), defectos de la biogénesis
de peroxisomas (que no pueden separarse del RE, como en el caso de
Trastornos del espectro de Zellweger) (Castro et al.,, 2018; Waterham et al.,
2016) y una pérdida masiva del contacto RE-peroxisomas (como la
leucodistrofia, distrofia retiniana y ataxia) (Castro et al., 2018). Si bien ya se habia
postulado que la ganancia de este contacto podria llegar a observarse (Castro
et al., 2018), éste es el primer trabajo donde se demuestra que el aumento de
contactos RE-peroxisomas se asocia a una patologia, la fibrosis derivada de
obesidad. Por tanto, conocer el grado de maduracion de los peroxisomas unidos
al RE podria aclarar si dicha conjuncion tiene un sentido negativo (consecuencia
patoldgica) o positivo (efecto compensatorio) sobre la progresion de la fibrosis
derivada de obesidad.

En relacién a la GTPasa Rab18, ésta ha sido ampliamente estudiada por nuestro
laboratorio. Se ha demostrado que temporalmente puede localizarse en los
puntos de contacto entre el RE y las GL, donde tiene un papel importante en la
correcta biogénesis de GLs (Dejgaard and Presley, 2019). En concreto, Rab18
ha sido implicada en el anclaje entre RE y GLs nacientes para transferirles lipidos
sintetizados por la sintasa de acidos grasos con la que forma un complejo
(Dejgaard and Presley, 2019). Por otro lado, la formacion de la conexiones tipo
ERES, entre RE y GLs separadas previamente del RE (GLs en expansion)
también esta medidada por Rab18, donde participa en la transferencia de cargos
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a la GL, principalmente lipidos y enzimas para la sintesis de lipidos en la propia
GL (Dejgaard and Presley, 2019). Ademas, se ha propuesto que los contactos
RE-GL pueden ser el punto de acceso de la propia Rab18 a la GL en formacion
(Salo et al., 2019), en un proceso dependiente de seipin (Li et al., 2019; Salo et
al., 2019). Una vez alcanzada la GL, Rabl18 lleva a cabo sus funciones
lipogénicas/lipoliticas (Pulido et al., 2011). Asi, tanto la biogénesis como la
entrada de Rab18 a la GL estan mediadas por seipin (Salo et al., 2016). De
hecho, la disminucion de la expresién de seipin ha sido asociada a una menor
colocalizacion de Rab18 en RE, debido a la alteracion del trafico de Rab18 a GLs
nacientes o en expansion, o a la retencion en la monocapa de los ERES (Li et
al., 2019). Curiosamente, estudios previos de nuestro laboratorio concluyeron la
disminucién de la expresién de seipin en presencia de lumican en nuestros
cultivos 3D. Al analizar en este trabajo la colocalizacién de Rab18 frente a GL en
el modelo de fibrosis, se encontré un aumento del tamafio de colocalizaciones
entre los marcadores de Rab18 y RE en presencia de lumican, asi como de su
grado de colocalizacion. Sin embargo, el nimero de colocalizaciones y el grado
de colocalizacion de Rab18 con GL fueron significativamente menores en alta
concentracion de lumican (30 ng/mL). Estos resultados sugirieron que, en
condiciones de fibrosis, el acceso de Rab18 a GL esta parcialmente impedido,
debido a su retencion en los puentes RE-GL, de los que las pequefas GLs
nacientes no se estan separando, a lo que podria contribuir la disminucion de la
expresion de seipin, desencadenada por la condicion de fibrosis (Li et al., 2019).
Esta hipotesis se vio reforzada por el hecho de que la triple colocalizacion Rab18-
GL vs. RE aumenté de manera dependiente de la dosis de lumican. Ademas, en
general, las GLs mas pequefias eran mas abundantes en concentraciones
crecientes de lumican, al contrario que las mas grandes, supuestamente
escindidas del RE en su mayor parte (i.e., GLs en expansion). Adicionalmente,
el numero de GLs tefiidas por Rab18, es inferior en células expuestas a alta

concentracion de lumican.

En el modelo de IR, el patrén de colocalizacién observado consistié en un
aumento de la colocalizacion entre RE-GLs, y Rab18-GLs, respecto a la
condicion basal. Por su parte, el tamafio y grado de colocalizacion entre los sitios

de colocalizacion entre Rab18 y RE aumentaron. En conjunto, estos resultados
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proponen que, en situaciones de resistencia a insulina, el RE recluta mas Rab18
gue en condiciones basales, y que las GLs podrian ver dificultada su gemacion
del RE, pero debido a un proceso que no impide el acceso de Rab18 a la GL, ya
que, de hecho, su localizacion en GL también aumenta. Ademas, el acceso de
Rab18 a los peroxisomas no se vio modificado por la IR, y se confirmé su
asociacion por primera vez en adipocitos. La union de Rab18 a la membrana de
peroxisomas ya habia sido sugerida en hepatocitos con GLs, donde se le ha
otorgado un papel coordinador de la lipolisis cuando se produce el contacto
Rab18-GL-peroxisoma (Gronemeyer et al., 2013). En relacién al contacto RE-
peroxisoma, la frecuencia de contacto y colocalizacién entre RE-peroxisomas
aumento, posiblemente por el aumento del tamafio del RE, aunque no se afectd
la asociacion de Rab18 a este contacto. Ademas, la IR disminuyd la expresion
catalasa, lo que podria ser consecuencia del aumento del contacto RE-
peroxisoma, que estaria inhabilitando la capacidad neta de los peroxisomas de
llevar a cabo su funcion antioxidante, y reprimiendo de manera indirecta la
expresion de esta enzima. Por otro lado, los niveles de CHOP aumentaron, lo
que podria estar relacionado con la puesta en marcha de estrés de RE, que la

expansion de RE producida en estas células esta tratando de compensar.

Por otro lado, en el modelo de inflamacion (inducido por TNFa), también aumento
el contacto RE-GL, de una manera no dependiente de la integridad del RE, que
no se vio afectada en esta condicién. No obstante, para comprobar si es debido
al defecto de la biogénesis de GLs, estos resultados deben ser contrastados en

ambos modelos evaluando el nimero y tamafio de GLs, y la expresion de seipin.

Por otra parte, la ganancia o pérdida de contacto entre el RE y los peroxisomas
ha sido asociada a patologias metabdlicas (Castro et al., 2018). Su estudio
morfométrico en condiciones de inflamacion, mostr6 un aumento en la
colocalizacion entre RE y peroxisomas, al igual que ocurrié en IR. La ganancia
de este contacto ha sido atribuida en algunos casos al aumento de expresion de
proteinas ACBD5 y VAP, que en condiciones normales, en mamiferos,
secuestran a los peroxisomas en el RE para conseguir un reparto equitativo
durante el ciclo celular (Schrader et al., 2020). Esta alteracion modificaria,
ademas, al alza el patron normal de éter-fosfolipidos y plasmaldgenos, lo que
podria explicar que este cambio de MCSs no se haya relacionado alin con ningun
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estado patoldgico conocido, al menos en el Unico estudio realizado en células
Cos-7 (Costello et al., 2017). Por su parte, la pérdida del contacto RE-peroxisoma
si ha sido relacionada con enfermedades peroxisomales, como la
condrodisplasia rizomélica punctata, que cursa con bajos niveles de
plasmalégenos y el acortamiento sistémico de los huesos proximales,
convulsiones, infecciones recurrentes del tracto respiratorio y cataratas
congénitas (Gonzalez-Ortiz et al.,, 2017). No obstante, también existe la
posibilidad de que el aumento de contacto RE-peroxisoma observado en IR e
inflamacion se deba a alteraciones en la biogénesis de peroxisomas. En estos
desérdenes clinicos se han encontrado defectos en las proteinas Pex16,
HSD17B4 y ACOX1 (Castro et al., 2018), aunque no se observaron cambios en
la cantidad ni en el tamafio de los peroxisomas ni en IR ni en inflamacién de

adipocitos.

Para confirmar uno de los dos supuestos (aumento del contacto entre
peroxisomas maduros con RE para sintetizar mas plasmalégenos, o defecto en
la biogénesis de peroxisomas) sera necesario medir metabolitos como la
cantidad de EROs (especies reactivas de oxigeno) y plasmalégenos (Castro et
al., 2018). De hecho, en el caso concreto de la inflamacion, se ha propuesto que
el aumento de la sintesis de plasmal6genos, compensa precisamente el estrés
lipotoxico que padecen las células, al menos en la enfermedad de arteria
coronaria (Hadj Ahmed et al., 2017).

Finalmente, en condiciones de inflamacion se observaron cambios en la
colocalizacion Rab18-RE y Rab18-peroxisomas. Asi en las células tratadas con
TNFa se observo una disminucion del numero de contactos Rab18-peroxisomas,
lo que podria estar ocurriendo por su asociacion a otros organulos, como por
ejemplo el RE, ya que la gemacion de GLs desde el RE podria estar dificultada
y Rab18 juega un papel en el contacto RE-GL.

Esta ultima suposicion se ve reforzada por el estudio funcional de Rab18 llevado
a cabo en este trabajo. En él se observa que al silenciar Rab18, se fragmenta el
RE y aumenta el grado de colocalizacion RE-peroxisoma (sin afectarse la
cantidad y tamafo promedio de los peroxisomas). Siendo, en concreto, los
peroxisomas pequefios y medianos los que se unen con menos frecuencia al RE

(menor colocalizacion RE-peroxisoma) y se encuentran mas distantes del
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mismo, al contrario que los grandes, que presumiblemente llevan a término su
maduracion en RE. Estos resultados sugieren que la expresion de Rabl18, podria
ser critica para que se desarrolle otro contacto que no implica al peroxisoma, el
cual podria ser el contacto RE-GL, en el que participa necesariamente Rab18 (Li
et al., 2019; Salo et al., 2019; Xu et al., 2018) al menos para llevar a cabo su
funcién lipogénica (Pulido et al., 2011). En este sentido se ha demostrado que el
silenciamiento de Rab18 reduce la aparicion de pequefias GLs nacientes,
aunque sélo en células carentes de seipin (Salo et al., 2016). A su vez las células
carentes de seipin, pero no de Rab18, mostraban a la GTPasa activa unida a las
pequefias GLs nacientes, en los dominios RE-GL por los que presumiblemente
accede a GL (Salo et al., 2019).

Para estudiar aquellos subdominios de RE (ERGIC o ERES) que emplean las
proteinas Rab para acceder a GLs (Walther y Farese, 2012). Se estudio el trafico
de Rab18 a lo largo de la diferenciacion de adipocitos humanos NG procedentes
de los dos depdsitos grasos principales TAO y TAS. Para ello, los preadipocitos
se aislaron a partir de muestras de tejido adiposo procedente de cirugia
bariatrica, y se diferenciaron in vitro mediante la administracion de un céctel
hormonal. Asi hemos podido demostrar que la via preferente para el trafico de
Rab18 hasta la superficie de la GL es la via ERGIC, en TAO y TAS, tanto en
etapas tempranas de diferenciacién como en tardias. Esta via, implica un trafico
vesicular retrogrado de cargos, para que las proteinas transloquen al ERGIC, y
en él ya ha sido exhibida la colaboracién de Rab18 (Dejgaard and Presley, 2019;

Gerondopoulos et al., 2014).

Por ultimo, también se analizé la expresion de la proteina Rab18 en los dos
depdsitos, TAO y TAS, en pacientes obesos con diferente grado de sensibilidad
a insulina (NG, IR y T2D). Estos resultados muestran que la expresion de la
proteina Rab18 manifiesta dimorfismo sexual en TAO entre individuos obesos
NG, ya que en esta condicion los niveles de expresion de Rabl8 fueron
significativamente diferentes entre ambos sexos, presentando las mujeres un
mayor contenido de la GTPasa que los hombres. Ademas, se encontraron
cambios significativos a la baja en la expresion de la GTPasa en el TAO de la
condicion de IR de la cohorte de mujeres, sugiriendo que Rab18 podria ser un
biomarcador potencial en mujeres para determinar el grado de sensibilidad a
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insulina de pacientes obesos. De hecho, el dimorfismo sexual en respuesta a
insultos metabdlicos es bastante comun, siendo reportado, por ejemplo, entre las
proteinas Rab4 y Rab5 (Bangasser and Valentino, 2012), especialmente en

trastornos de la respuesta inmune durante la pubertad.

En resumen, todos los organulos intracelulares son altamente dindmicos y su
estrecha cooperacion es crucial para mantener la homeostasis celular, en
muchos casos incluso contactando fisicamente entre ellos. Sin embargo,
explorar esos sitios de contacto e inferir cambios fisiopatoldgicos no es facil.
Parece evidente que hay que reconocer que en cualquier patologia podrian
encontrarse trastornos de los MCSs, por lo que este debe ser el punto de partida
para fomentar el desarrollo de técnicas e investigaciones destinadas a
caracterizarlos. Este hecho puede ser particularmente relevante para
comprender desérdenes clinicos que actualmente presentan fenotipos poco
conocidos, de los que podrian beneficiarse los individuos que los padecen, asi
como de lograr un diagnostico mas claro. Ademas, ya hay enfermedades y
sintomatologias que se han correlacionado con trastornos de MCSs como el
cancer, la diabetes, el Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (Parducho, 2019;
Simmen and Tagaya, 2017), todas ellas diagnosticadas por ensayos de
inmunofluorescencia. Para su estudio, esta siendo interesante el desarrollo de
técnicas de imagen que se benefician de la induccién/represion de la motilidad
y/o de la proliferacién de organulos en condiciones patologicas y basales (Ratbi
et al., 2015; Wanders et al., 2017), asi como de instrumentos suficientemente
sensibles para detectar metabolitos especificos que se sinteticen en la célula
principalmente como consecuencia de un determinado MCS (Braverman et al.,
2013; Castro et al., 2018). Finalmente, conocer marcadores de MCSs, como lo
es Rabl18 en el contacto RE-GL y RE-peroxisoma de adipocitos obesos, puede
ser util para la clasificacion de otros trastornos en los sitios de contacto entre

organulos.
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SEGUNDO ESTUDIO: Caracterizacion funcional de Rab34 en adipocitos y
regulacion de esta GTPasaen respuesta a procesos patolégicos asociados

a obesidad

La vision inicial de las GLs como simples organulos responsables del
almacenamiento de energia ha cambiado notablemente en los ultimos afios. De
esta forma, actualmente se acepta que son organulos altamente dindmicos y
complejos, involucrados en importantes procesos celulares que necesariamente
incluyen el almacenamiento y movilizacion de TAGs de forma estrictamente
regulada (Henne et al., 2018; Reue, 2011). Este cambio de paradigma ha sido
respaldado en gran medida por la identificacion de proteinas asociadas a la
monocapa de las GLs de los adipocitos y otros tipos de células (Guzman-Ruiz et
al., 2020; Hashemi and Goodman, 2015; Yang et al., 2012; Zehmer et al., 2009).
Los estudios protedmicos pioneros de GL realizados por Brasaemle et al.
revelaron que la estimulacién de la lipolisis en adipocitos 3T3-L1 mediante la
exposicion a agonistas p-adrenérgicos indujo el reclutamiento de proteinas como
PLIN2, CAV1 y Rab GTPasas (entre ellas, Rab18) a la superficie de la GL
(Brasaemle et al., 2004). Mas recientemente, un estudio proteémico de GLs
aisladas de adipocitos 3T3-L1 diferenciados nos permitio identificar la presencia
de un miembro adicional de la familia Rab, Rab34, asociado con la cubierta de
las GLs, tanto en condiciones no estimuladas como estimuladas con insulina
(Guzméan-Ruiz et al., 2020). En este trabajo proporcionamos evidencia
experimental que respalda un papel regulador para Rab34 en el almacenamiento
de lipidos en las GLs mediante la modulacién de la disponibilidad en la superficie
de las GLs de la chaperona lipidica y regulador de la lipolisis FABPS5.

Una caracteristica relevante de Rab34 es que transita del aparato de Golgi a las
GLs de manera dependiente de la diferenciacion, es decir, cuando las GLs
aparecen en los preadipocitos 3T3-L1 (D3 en adelante). Esta caracteristica nos
ha permitido desvelar la ruta de trafico seguida por Rab34 para llegar a las GLs
(Fig. 2Cy Fig. 33). Segun nuestros estudios de doble tincién para diferenciar los
adipocitos 3T3-L1, esta ruta incluiria el transporte retrégrado de Rab34 desde el
aparato de Golgi a los compartimentos relacionados con el RE en las primeras
etapas de diferenciacion, seguido de la transferencia a las GLs (desde D3 en
adelante). Nuestros estudios de microscopia confocal que muestran alta tasa de
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colocalizacion entre Rab34 y ARF1 en etapas tempranas de diferenciacion
sugieren que la primera fase podria estar mediada a través de la via de
transporte retrégrado COPI. Esto esta respaldado por los resultados obtenidos
con BFA, un farmaco fungico que bloquea la formacién de vesiculas de COPI al
evitar la asociacion de membrana de ARF1 (Hsu and Yang, 2009). Asi, la
exposicion de las células 3T3-L1 a BFA antes de la formacion de GLs (es decir,
D2) redujo significativamente la asociacion posterior de Rab34 a GLs, lo que
respalda una relacién entre el transporte retrégrado de Rab34 y el trafico de
COPI.

Cabe destacar que se ha reportado que la mayor parte de COPI esta ubicado en
el ERGIC y se ha propuesto que este tipo de coatémeros participa en la
organizacion de este compartimento (Martinez-Menérguez et al., 1999; Oprins et
al., 1993). Ademas, se ha propuesto un papel para COPI en la mediacién del
trafico de proteinas desde ERGIC a la GL (Soni et al., 2009). Nuestros hallazgos
que demuestran un aumento en la colocalizacion entre Rab34 y ERGIC53 en D3
de diferenciacion sugirieron un papel para una ruta de ERGIC a GL implicada en
el direccionamiento de Rab34 a la GL, al menos en las primeras etapas de la
biogénesis de la GL. En este contexto, la ruta de RE a GL representa una ruta
importante para la sefializacion de proteinas a las GLs (Song et al., 2022).
Ademas, se acepta que las GLs se forman y crecen a partir del RE (Nettebrock
and Bohnert, 2020; Pol et al., 2014; Wilfling et al., 2014a). Al brotar, las GLs
maduras pueden permanecer conectadas a las membranas del RE a través de
puentes de membrana (Nettebrock and Bohnert, 2020; Pol et al., 2014; Wilfling
et al., 2014a). De esta forma, las proteinas en la membrana del RE alcanzarian
la superficie de la GL por difusién lateral. Curiosamente, estudios recientes en
células de Drosophila han identificado una via de transporte tardia de RE a GL
que parte de ERES y transporta a la GL a proteinas como GPAT4 y otras
enzimas metabolizadoras de lipidos (Song et al., 2022).

De acuerdo con estos hallazgos, observamos que Rab34 colocalizé cada vez
mas con SEC16A a medida que las GLs maduras se acumulan en el citoplasma
de los adipocitos 3T3-L1 en diferenciacion, lo que indica que los ERES pueden
representar una via para la entrada de Rab34 a la superficie de las GLs. Esta
ruta tardia podria ocurrir a expensas del transito de Rab34 a GL a través de
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ERGIC, como lo indica la disminucion progresiva en la colocalizaciéon Rab34-
ERGIC53, que es paralela al aumento de colocalizacion entre Rab34-SEC16A.
Estos resultados estan de acuerdo con nuestros datos de células humanas
primarias que indican una mayor localizacion de Rab34 en ERES a lo largo del
tiempo de diferenciacion en adipocitos tanto de TAO como de TAS. A pesar de
ésto, nuestros resultados de inmunocitoquimica en adipocitos maduros recién
aislados y adipocitos diferenciados in vitro (TAO y, especialmente, adipocitos de
TAS) indican que el ERGIC también podria representar una via para el transporte
tardio de Rab34. En conjunto, estos resultados sugieren la existencia de dos
sitios distintos para la transferencia de Rab34 a la GL, ERGIC y ERES, cuya
preferencia puede regularse de manera dependiente de la diferenciacion de los
adipocitos y del depdsito de tejido adiposo en que se encuentren. Segun
nuestros datos actuales en adipocitos cultivados en microgeles 3D que imitan el
microambiente fibrético del TAS en el contexto de la obesidad (Guzman-Ruiz et
al., 2020), es tentador especular que el trafico de Rab34 a través de ERES y/o
ERGIC se interrumpe en estas condiciones. Se necesitan mas estudios para
establecer completamente las rutas de trafico de proteinas a las GLs en los
adipocitos, asi como para revelar si otros insultos asociados con la obesidad
pueden regular de manera diferencial la distribucion de Rab34 en ERGIC, ERES
y GL.

La observacion de que Rab34 se localizo en el aparato de Golgi en preadipocitos
en la diferenciacién temprana y, ocasionalmente, en adipocitos diferenciados
(especialmente en adipocitos primarios humanos de TAO), asi como cuando se
expreso exogenamente, nos llevo a analizar el papel de esta GTPasa en este
compartimento. Similar a lo reportado para otras proteinas Rab unidas a las
membranas de Golgi (Liu and Storrie, 2015), la proteina Rab34 exdgenamente
expresada indujo la fragmentacioén de las cisternas del Golgi, mientras que el
silenciamiento de Rab34 no tuvo efecto en la organizacion de Golgi. Estos
resultados indican que Rab34 puede clasificarse como una proteina Rab de
Clase 2 asociada a Golgi, a diferencia de las Rabs de Clase 1 (en las que la
inactivacion de la proteina Rab induce fragmentacion de Golgi) (Liu and Storrie,
2015). Estos hallazgos nos llevaron a investigar si Rab34 también puede tener

un papel en las funciones del aparato de Golgi en los adipocitos, lo que incluye
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la regulacion de la clasificacion y el trafico de adiponectina para su secrecién
(Xie et al., 2008, 2006).

En esta linea, observamos que la expresion de Rab34 aumentd mientras que el
silenciamiento de Rab34 disminuyo la secrecion de adiponectina, lo que sugiere
gue, cuando se asocia con el aparato de Golgi, la GTPasa puede participar en el
trafico de adiponectina. Esto seria coherente con el papel que desempefia Rab34
en otros tipos de células en las que esta GTPasa también se encuentra en el
aparato de Golgi y regula la liberacion de vesiculas de transporte desde el TGN
a la via secretora (Goldenberg et al., 2007). Curiosamente, nuestros estudios
muestran que la expresion de Rab34 en preadipocitos también aumento la
cantidad de multimeros de adiponectina intracelular, lo que estaria de acuerdo
con el papel que desempenia el aparato de Golgi en el ensamblaje de oligomeros

de adiponectina de alto peso molecular (Hampe et al., 2015).

En resumen, nuestros resultados sugieren que Rab34, cuando se encuentra en
el Golgi, regula tanto la integridad de las cisternas como el trafico y la
oligomerizacién de adiponectina, lo que sugiere la participacion de esta GTPasa
en el mantenimiento de la organizacién y funcion secretora del Golgi. En
concreto, nuestros datos sugieren que las funciones de Rab34 en el aparato de
Golgi pueden ser relevantes para los adipocitos en las primeras etapas de
diferenciacion. Después, a medida que los adipocitos se diferencian, la accion
de Rab34 sobre la liberacion de adiponectina podria ser reemplazada por otras
proteinas que participan en la via secretora. En esta linea, se ha demostrado
que Rabl1l y sus efectores aguas abajo, es decir las proteinas pertenecientes a
la llamada Rabll-Family of Interacting Proteins (FIPs), regulan el trafico y la
secrecion de adiponectina desde el compartimento endosomal en adipocitos
3T3-L1 diferenciados (Carson et al., 2013).

Nuestros estudios respaldan la existencia de sefiales dependientes de la
diferenciacion que desencadenan la disociacion de Rab34 del aparato de Golgi
y la reubicacion de la GTPasa en la cubierta de la GL. Parece probable que la
asociacion de Rab34 con cada compartimento esté regulada por interactores
especificos cuya expresion y/o disponibilidad en estos sitios puede, a su vez,
estar regulada durante la adipogénesis. La evidencia disponible indica que el

direccionamiento de Rabs a membranas intracelulares estda determinado
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principalmente por GEF especificos localizados en la membrana del

compartimento donador (Homma et al., 2021; Pylypenko et al., 2017).

En este escenario, la observacién del mutante Rab34 inactivo (unido a GDP)
(T66N) asociado con las membranas de Golgi indica que la activacion de Rab34
por GEF(s) de Golgi no es requisito para unirse a este compartimento. En
contraste con el mutante inactivo, el mutante activo (unido a GTP) (Q111L)
también se uni6 a las GLs, lo que respalda una relacion entre la activacion de
Rab34 y la translocacion a GLs. En su forma activa en las GLs, Rab34
interactuaria con efectores especificos en este compartimento celular. De
acuerdo con nuestros resultados, otros estudios similares sobre la distribucion
celular de las isoformas de Rab34 (activa e inactiva) en otros tipos de células
han demostrado que la localizacion de Rab34 depende del estado de activacion
(Kasmapour et al., 2012; Shu et al., 2015; Speight and Silverman, 2005; Wang
and Hong, 2002)

Los efectores de Rab GTPasas comprenden una variedad de proteinas o
complejos de proteinas que interactian y transmiten funciones especificas de
las Rabs de una manera regulada espaciotemporalmente (Pylypenko et al.,
2017). Con respecto a Rab34, se ha demostrado que esta GTPasa interacciona
con un efector Rab7 llamado Rab Interacting Lysosomal Protein (RILP), para
regular la distribucion espacial de melanosomas y lisosomas en melanocitos y
células NRK, respectivamente (Matsui et al., 2012; Wang and Hong, 2002).
Aunque no podemos excluir la posibilidad de que dicha asociacion también
ocurra en adipocitos, ni los estudios de BiolD ni los de inmunoprecipitacion
identificaron a RILP como una posible proteina de interaccion con Rab34 en los
adipocitos. De hecho, la asociacion de Rab34 con las GLs, junto con la
observacion de que la expresion de Rab34 aumentaba tanto el tamafio de la GL
como el contenido de lipidos intracelulares al tiempo que disminuia la lipolisis, y
estos efectos se contrarrestaban con la regulacién a la baja de Rab34, sugirid
gue los efectores que transmiten las acciones de Rab34 sobre la homeostasis
de los lipidos en los adipocitos deberian ser también relacionados con las GLs.
Curiosamente, ni la expresion de Rab34 ni el silenciamiento modificaron la
expresion de enzimas clave que regulan la lipogénesis, lo que sugiere que los

cambios inducidos por Rab34 en el contenido de lipidos en las GLs pueden estar

154



relacionados con la regulacién de la hidrdlisis de lipidos. En este escenario, los
transportadores de acidos grasos, FABP4 y FABP5, con funciones criticas en la
regulacion del transporte de lipidos (Hotamisligil and Bernlohr, 2015; Xu et al.,
2022) asi como la lipolisis a través de su interaccién con HSL (Hotamisligil and
Bernlohr, 2015; Xu et al., 2022), podrian actuar como efectores de la funcién de
Rab34 en los adipocitos. No obstante, y aunque FABP4 también se asocia con
GLs en adipocitos (Guzman-Ruiz et al., 2020), no encontramos interaccion entre
esta chaperona y Rab34 en los experimentos de inmunoprecipitacion. En linea
con nuestros datos microscopicos (Moreno-Castellanos et al., 2017) y
protedbmicos anteriores (Guzman-Ruiz et al., 2020), nuestros estudios
inmunocitoquimicos actuales demostraron la asociacion de FABP5 con la
superficie de la GL, en la que colocaliza con Rab34. Ademas, tanto los estudios
de BiolD como los de inmunoprecipitacion identificaron FABP5 como parte del
interactoma de Rab34, una observacion que fue confirmada por experimentos
de co-IP. En conjunto, estos resultados, junto con nuestros hallazgos sobre la
modulacién de la lipolisis mediante la expresién de Rab34 o FABP5, y el bloqueo
de la lipolisis estimulada por FABP5 cuando se expresa conjuntamente con
Rab34, respaldaron una relacién funcional entre estas dos proteinas. Cabe
destacar que, segun nuestros datos, esta GTPasa ejerceria un efecto inhibitorio
sobre la funcion de FABPS5. La observacion de que la expresion de Rab34 redujo
el contenido de proteina FABP5 (pero no el de ARNm) indicé que esta inhibicién
podria explicarse por un efecto de la GTPasa en la estabilidad de la proteina
FABP5, que estaria mediada por la ubiquitinacion inducida por Rab34 y la
degradacion proteasomal de FABP5. En particular, aunque la expresion de
Rab34 también redujo el contenido de proteina de la lipasa asociada a GL,
ATGL, pudiendo contribuir al efecto neto de la GTPasa en la acumulacion de
lipidos, este efecto no fue impedido por MG132 y tampoco se pudo demostrar
una interaccion directa entre estas dos proteinas. Asimismo, no se detecto una
interaccion directa entre Rab34 y HSL en nuestros estudios de
inmunoprecipitacion. De acuerdo con nuestros estudios, es razonable proponer
gue UBAL1 actta como el efector de Rab34, transmitiendo la accién de la GTPasa
sobre FABP5 vy, por lo tanto, regulando la lipolisis y la acumulacion de lipidos en

los adipocitos (Fig. 52).
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Figure 52. Representacion esquemética de la ruta de trafico y mecanismos de accién
propuestos para Rab34 en adipocitos. Rab34 se encuentra en el aparato de Golgi en
preadipocitos (1) y se transfiere a la superficie de la GL tras la biogénesis de GL.
Especificamente, Rab34 se transporta desde el Golgi a los compartimentos relacionados con RE
a través de la via de transporte retrogrado mediada por COPI (2) y se dirige a la superficie de la
GL através de ERGIC (3a) y/o ERES (3b). Una vez alcanza la GL, Rab34 podria unirse a FABP5
(4) y reclutar a UBAL1 (5), lo que promoveria la ubiquitinacion y la degradacion proteasomal de
FABP5 (6). La eliminacion de FABP5 de las GLs evitaria la activacion completa de HSL
fosforilada (p-HSL), lo que reduciria la lipolisis y, en ultima instancia, daria como resultado una
mayor acumulacion de lipidos en las GLs. La figura se gener6 parcialmente utilizando Servier

Medical Art, proporcionado por Servier, con licencia Creative Commons Attribution 3.0.

Hasta la fecha, este es el primer estudio que informa un papel potencial de una
proteina Rab en la regulacion de la ubiquitinacion y degradacion de proteinas.
En el caso de Rab34, esta nocion se ve reforzada por nuestros estudios que
demuestran que esta GTPasa interactia no solo con UBA1 sino también con

otras proteinas de GL relacionadas con el sistema de ubiquitina (UCHL3 e
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ISG15). Queda por investigar si la accion de Rab34-UBAl se ejerce
exclusivamente en las GLs u otras ubicaciones celulares ocupadas por la
GTPasa (principalmente el aparato de Golgi). En esta linea, los efectores de Rab
son regulados espacial y temporalmente (Wandinger-Ness and Zerial, 2014) y
por tanto, parece plausible que la composicion proteica del interactoma Rab34

varie dependiendo del compartimento celular.
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CONCLUSIONES

PRIMER ESTUDIO: Analisis delos sitios de contacto inter-organulos en adipocitos
normales y disfuncionales usando la pequefia GTPasa, Rab18, como un modelo

molecular

1. Lainduccioén de fibrosis, como ocurre en el tejido adiposo en obesidad, provoco
la fragmentacion del RE y el aumento de los contactos RE-GL y RE-peroxisoma,
lo que probablemente afecta a la biogénesis de la GL y a las funciones
peroxisomales.

2. La exposicién a hiperglucemia/hiperinsulinemia o a condiciones inflamatorias
mejord los sitios de contacto RE-GL pero indujo la acumulacién de Rab18 en
dominios ER especificos de los adipocitos, lo que indica un trafico deficiente de
esta proteina hacia las GL, con los consiguientes efectos negativos sobre el
recambio lipidico en las GLs.

3. Los contactos entre el RE y los peroxisomas también aumentaron tras la
exposicion a hiperglucemia/hiperinsulinemia o a condiciones inflamatorias, y
Rab18 permanecio en estos sitios de contacto, lo que puede tener un impacto

en las funciones de biosintesis oxidativa/lipidica de los peroxisomas.

SEGUNDO ESTUDIO: Caracterizacion funcional de Rab34 en adipocitos y
regulacién de esta GTPasa en respuesta a procesos patoldgicos asociados a

obesidad

1. A través de su asociacion diferencial con el aparato de Golgi y las GLs, Rab34
puede actuar como un regulador polivalente de la funcionalidad de los adipocitos,
dependiente de la diferenciacion.

2. Eltréfico de proteinas como Rab34 desde el Golgi hasta la superficie de las GLs
puede producirse a través de una via retrograda en la que intervienen ERGIC y
ERES.

3. Cuando se localiza en la via secretora (aparato de Golgi y/o el RE) Rab34 regula
la actividad biolégica (es decir, la oligomerizacion) y la secrecién de una
importante adipoquina con acciones sensibilizadoras a la insulina, la
adiponectina.

4. Rab34 en las GLs interactia con y promueve la destruccién de FABP5 mediada
por UBA1l a través del sistema proteasoma, regulando asi la lipolisis y

acumulacion de TAG.
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5. La desregulacién de la expresién y/o el trafico de Rab34 en la obesidad puede
contribuir a la alteracién de la secrecion de adipoquinas y del metabolismo
lipidico que caracterizan la disfuncién de los adipocitos, en condiciones de

exceso de adiposidad.
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CONCLUSIONS

FIRST STUDY: Analysis of inter-organelle contact sites in normal and

dysfunctional adipocytes using the small GTPase, Rab18, as a molecular model

1.

Induction of fibrosis, as occurs in the adipose tissue in obesity, caused ER
fragmentation and increased ER-LD and ER-peroxisome contacts, which likely
affects LD biogenesis and peroxisome functions.

Exposure to either hyperglycemia/hyperinsulinemia or inflammatory conditions
enhanced ER-LD contact sites but induced Rab18 accumulation at specific ER
domains in adipocytes, indicating an impaired traffic of this protein to LDs, with
the resulting negative effects on lipid turnover at the LDs.

Contacts between ER and peroxisomes were also increased after exposure to
either hyperglycemia/hyperinsulinemia or inflammatory conditions, with Rab18
remaining at these contact sites, which may have an impact on the oxidative/lipid

biosynthesis roles of peroxisomes.

SECOND STUDY: Functional characterization of Rab34 in adipocytes and
regulation of this GTPase in response to obesity-associated pathogenic

processes

1.

Through its differential association with the Golgi apparatus and the LDs, Rab34
may act as a multipurpose, differentiation-dependent regulator of adipocyte
functionality.

Trafficking of proteins such as Rab34 from the Golgi to the lipid droplet surface
may occur through a retrograde pathway involving the ERGIC and ERES.
When located at the secretory pathway (Golgi apparatus and/or the ER) Rab34
regulates the biological activity (i.e., oligomerization) and secretion of a major
adipokine with insulin-sensitizing actions, adiponectin.

Rab34 at the LDs interacts with and promotes UBAl-mediated FABP5
destruction by the proteasome system, thus regulating TAG lipolysis and
accumulation.

Dysregulation of Rab34 expression and/or traffic in obesity may contribute to the
altered adipokine secretion and lipid metabolism that characterize adipocyte

dysfunction, in conditions of excess adiposity.
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