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1. Obtención y caracterización de las mutantes 
 

Para resolver cualquier ensayo experimental es fundamental contar con un 

sistema de proteínas que sirvan para resolver preguntas concretas. En nuestro caso, 

como la apoA-I posee 4 residuos de Triptofano (Trp), cualquier medida utilizando las 

propiedades intrínsecas de este, como ser fluorescencia, daría como resultado un 

promedio de las características de emisión de todos los residuos. Por tal motivo, para 

estudiar el entorno de la región central se planificó la construcción de mutantes simples 

conteniendo un solo residuo Trp en distintas posiciones a lo largo de su secuencia. 

La obtención de mutantes de proteínas provenientes de células eucarióticas, y su 

expresión en bacterias, no es simple. Por empezar, la abundancia de los ARNt que 

reconocen codones sinónimos difiere entre eucariotes y procariotes, lo que puede traer 

aparejado una disminución en la eficiencia de expresión. Además, la expresión de 

proteínas foráneas puede traer aparejado una toxicidad que no es posible predecir en el 

momento de diseñar o planear dichas mutaciones. (Yadava and Ockenhouse, 2003). 

Entre otras, estas razones pueden explicar el porqué en algunos casos no se logró la 

expresión del cDNA mutado. 

Asimismo, cuando se obtienen proteínas mutantes en sistema bacterianos, su 

extracción de las células en muchos casos debe hacerse en condiciones 

desnaturalizantes, como fue en nuestro caso, debido que la sobreexpresión de las 

mismas induce su depósito en los cuerpos de inclusión bacterianos. Este paso en 

muchos sistemas es limitante, principalmente si la proteína es inestable ó sensible a 

determinadas condiciones. Por suerte, nuestro sistema de expresión es bastante “noble” 

y se ha logrado obtener apreciable cantidad y buen grado de pureza de las mutantes que 

expresaron, y en condiciones aptas para realizar los diferentes ensayos proyectados. 

Para que estas mutantes de único Trp nos informen sobre la conformación de la 

proteína nativa, es esencial que las mutaciones no introduzcan grandes cambios 

(estructurales o funcionales) respecto a la proteína nativa. Por esto, una vez obtenidas 

las proteínas recombinantes, y luego del corte con la enzima proteolítica igasa y de la 

confirmación de su pureza y peso molecular mediante SDS-PAGE (como era esperable, 

todos los mutantes analizados presentaron peso molecular 28 kD, correspondiente a la 

apo madura de 243 aminoácidos), fue fundamental realizar el análisis de la estructura 

secundaria por dicroísmo circular. Los espectros adquiridos en el UV lejano (entre 195 

y 250 nm) fueron característicos de proteínas con un alto contenido de α-hélices, siendo 
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lo máximos y mínimos característicos de la apoA-I (Cho and Jonas, 2000). Esto 

confirma que las mutantes.W@93, W@104 y W@108, mantienen su estructura 

secundaria sin alteraciones significativas respecto a la proteína nativa. 

Una técnica extensamente utilizada para la caracterización funcional de apoA-I 

es, como fue mencionada, la medición de la cinética de micelización de partículas 

multilamelares de DMPC a temperatura de transición de fase. En este caso, las mutantes 

mostraron una cinética más lenta que la apo Wt (analizado por disminución de turbiedad 

a 350nm) pero la densidad óptica es la misma al cabo de 8hs a 240C, dando partículas 

discoidales del mismo peso molecular luego de los ciclos de temperaturas a las que 

fueron expuestos. Como todas las mutantes testeadas (incluída W@108 que en su 

región central conserva la secuencia original) presentan una cinética de micelización 

más lenta que apoA-I Wt, ésto no se debería a las mutaciones introducidas en la región 

central sino a aquellas introducidas para eliminar los otros tres Trp. Mutantes similares 

obtenidos por el Dr W.S. Davidson, presentaron una variación de energía libre de 

plegamiento ligeramente disminuida cada vez que un Trp fue reemplazado por una Phe 

(Davidson et al., 1999) 

Del análisis de estos datos concluimos que si bien las mutantes reaccionan más 

lentamente con vesículas de DMPC, la estructura proteica se mantiene inalterada en los 

complejos lipoproteicos resultantes; y por lo tanto estas mutantes pueden ser utilizadas 

como modelo en lo estudios conformacionales de apoA-I en los estados libre y unida a 

lípidos. 

Una vez obtenidos los mutantes, nos planteamos el objetivo de caracterizar la 

participación del dominio central en procesos de adaptación estructural (conformación 

en los distintos estados), e independencia funcional en la remoción de lípidos. Los datos 

presentados en este estudio confirman el cambio conformacional que experimenta la 

apoA-I para adaptarse al microambiente lipídico, y aportan información sobre la 

participación de la región central de la proteína en las distintas conformaciones: en el 

estado libre de lípidos, en la interacción con membranas, y en complejos lipoproteicos. 
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2. Conformación de la región central en la proteína libre de lípidos (lipid-free) 

 

Como se mencionó en la Introducción, la estructura de apoA-I libre fue 

estudiada por distintas técnicas, pero dada la alta discrepancia que existe entre las 

estructuras cristalinas, así como entre éstas y los datos de la proteína en solución, es 

importante profundizar en su caracterización. En particular de la región central que nos 

interesa. 

Si bien en estado fisiológico prácticamente no se detecta apoA-I libre de lípidos, 

dado que rápidamente se combina con fosfolípidos para formar diferentes tipos de HDL 

nacientes (Krimbou et al., 2005), in vitro en solución acuosa la apo se encuentra en 

forma de toroide en donde los dominios N y C-terminal están muy próximos (Tricerri et 

al., 2000), (Behling Agree et al., 2002) y en equilibrio entre monómeros y dímeros en 

concentraciones de 0.1 mg/ml, ú oligómeros de mayor peso molecular dependiendo de 

la concentración proteica (Cho and Jonas, 2000) 

Los espectros de emisión de fluorescencia en solución acuosa de los mutantes 

que contienen un solo Triptofano en la región central, indican que los residuos en las 

posiciones 93 y 108 se encuentran en un ambiente hidrofóbico, mientras que el 104 se 

encontraría en un ambiente más polar. Como era de esperar, la fluorescencia de las tres 

mutantes se corre a mayores longitudes de onda por la denaturalización con guanidina-

HCl 3M. Sorprendentemente, sin embargo, para W@93 y W@104 ésto va acompañado 

de un aumento en la intensidad de emisión. Ya que además del desplegamiento, la 

denaturalización también implica seguramente una disrupción de los dímeros u 

oligómeros, ésto nos indujo a pensar que el rendimiento cuántico de los Trp de estas 

mutantes podría estar disminuído por homotransferencia de energía Trp-Trp. Este hecho 

fue confirmado al medir la intensidad y anisotropía de la fluorescencia de los distintos 

mutantes en función de la concentración de la proteína (Moens et al., 2004). Se encontró 

que las tres mutantes, pero especialmente W@93 y W@104, sufren un aumento en la 

intensidad y anisotropía de fluorescencia a medida que la muestra se diluye, 

asociándose estos cambios al desplazamiento del equilibrio hacia la forma monomérica 

al disminuir la concentración proteica. Así, esto indica la existencia de 

homotransferencia de energía Trp-Trp en los dímeros (u oligómeros) de estas mutantes. 

Ya que este fenómeno sólo puede ocurrir si la distancia entre los Trp es cercana o 

inferior a 1 nm, estos resultados indican que el par de hélices 3-4 de apoA-I está 

comprometido en el proceso de oligomerización, de manera que el par de hélices de una 
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molécula de apoA-I interactúa y queda en estrecho contacto con el par de hélices 

equivalente de la otra molécula en el dímero. Una probable conformación dimérica es 

esquematizada en la figura V-1, modelada con el programa Movie-Maker (accesible 

desde la página www.expasy.org), de acuerdo a la estructura cristalina predicha para la 

apo completa , código de acceso PDB 2AV1, (Ajees et al., 2006) 
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Fig.V-1: Modelado según Movie Maker (www.expasy.org), usando el código de acceso del PDB 2A01 
(Ajees et al, 2006) 
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La participación del par de hélices Y central en la oligomerización es además 

soportada por el hecho de que el péptido AI 77-120 también es capaz de dimerizar en 

solución acuosa. La tendencia a dimerizar de AI 77-120 es sin embargo bastante menor 

que la de apo A-I, lo que sugiere que otras hélices también podrían participar en el 

proceso. La relativamente alta estabilidad de AI 77-120 en la forma monomérica podría 

ser explicada por el menor ancho de las caras hidrofóbicas en relación a las hidrofílicas 

que presentan las hélices 3 y 4. Esto permitiría la exclusión de casi la totalidad de los 

grupos no polares del medio acuoso simplemente por la interacción entre las caras 

hidrofóbicas de estas hélices como se indica en la figura V-2. 

Para la forma dimérica (u oligomérica), se pudo obtener una estimación de las 

distancias entre los residuos Trp de las 3 mutantes mediante la extrapolación de los 

datos de intensidad y anisotropía a dilución y concentración infinita (ver sección 2a de 

resultados). Estas distancias son del orden del ancho del esqueleto de una α-hélice: 3,5-

5 Å para W@93 y W@104, y algo mayor (5-6,5 Å) para W@108, lo que indica que los 

pares de hélices 3-4 de cada molécula de apo A-I en el dímero interactúan entre sí por 

sus caras hidrofóbicas. Un modelo probable que compatibiliza estas distancias es 

mostrado en la figura V-3a. En el mismo puede observarse que el residuo 104 queda 

localizado en la interfase entre ambas caras (hidrofílica e hidrofóbica) de la hélice, lo 

que podría ser la causa del entorno relativamente más polar encontrado para el Trp de 

W@104 en comparación con las otras mutantes. 

 

3. Interacción de la apoA-I en estado libre de lípidos con membranas 

 

Dado que la región central de la apo es candidata a jugar un rol importante en la 

interacción con membranas, se estudió en este trabajo la participación de este dominio 

en la interacción con vesículas lipídicas, en situación donde no hay formación 

espontánea de productos lipoproteicos en un tiempo corto.  

 

a) Análisis estructural: 

Los resultados sugieren que la estabilización de la conformación dimérica 

propuesta para la proteína en solución es favorable a la interacción con membranas. Un 

rearreglo estructural sería necesario respecto a la estructura de la proteína en solución, 

como lo indica el hecho de que, si bien el entorno de los residuos 104 y 108 no se 

modifica drásticamente, el residuo 93 se localiza en un entorno más polar cuando la 
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proteína está unida a la membrana. Sin embargo, como indican los datos de dicroísmo 

circular con el péptido AI 77-120, el proceso de inserción en la membrana no implicaría 

cambios significativos en la estructura secundaria (aumento de alfa hélice), sino que es 

favorecido por la adquisición de estructura cuaternaria como se demostró en los ensayos 

de crosslinking tanto con apoA-I como con AI 77-120. Esto nos permitió postular que el 

dominio de inserción activo sería un ramillete de hélices intermolecular, formado por 

los dos pares de hélices Y centrales de la proteína dimérica. 

Por otro lado, las mediciones de extinción de la fluorescencia de W@93, 

W@104 y W@108 con quenchers paramagnáticos localizados a diferente profundidad 

en la bicapa lipídica de vesículas, nos permitió estimar la profundidad en la que se 

localizan cada una de las posiciones reportadas por los Trp, y así deducir la topología de 

inserción del par de hélices 3-4 en la membrana. Por la aplicación del método del 

"Parallax", se estima una distancia del centro de la bicapa de aproximadamente 13, 10 y 

16 Å para los residuos de las posiciones 93, 104 y 108, respectivamente. Estas 

distancias del centro de la bicapa pueden ser compatibilizadas en el esquema mostrado 

en la figura V-4a. Considerando que el avance de una α-hélice es de 1,5 Å por residuo, 

la diferencia de 6 Å entre la profundidad de localización de las posiciones 104 y 108 

indican que la hélice 4 se inserta verticalmente o con su eje mayor bien perpendicular a 

la superficie de la membrana. En el caso de la hélice 3, si bien sólo tenemos el dato de 

la posición del residuo 93, su localización a una profundidad intermedia entre la de los 

residuos 104 y 108 indican la presencia de un giro (que muy probablemente ocurra en 

Pro 99) y una disposición antiparalela a la hélice 4. 

Dado que como ya mencionamos, las caras hidrofóbicas de las hélices 

anfipáticas 3 y 4 poseen una superficie relativamente menor que las caras hidrofílicas, la 

inserción vertical de un único par de hélices interactuando por sus caras hidrofílicas 

(como mostrado en fig V-4a) es muy improbable debido a que no podría excluir 

completamente a los grupos polares de su exposición al entorno hidrofóbico de la 

membrana. Esta exclusión sí podría lograrse mediante la inserción de un ramillete 

intermolecular de estas hélices interactuando entre sí por las caras hidrofílicas como se 

muestra en las figuras V-3b y V- 4b. La ausencia de monómeros de apoA-I o AI 77-120 

en el estado unido a membrana es un argumento a favor de esta hipótesis. Esta 

organización de hélices anfipáticas es encontrada en muchos canales iónicos y 

transportadores de sustancias polares como los GLUT, aunque en estos casos las hélices 

atraviesan completamente la membrana. También esta disposición de las hélices fue 
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propuesta para el estado insertado en membranas de ectatomin, péptido para el que 

como se mencionó se predice analogía estructural con la región central de apoA-I. En el 

caso de apoA-I, no se formaría un canal hidrofílico completo ya que las hélices no 

atraviesan completamente la membrana. Sin embargo, este "hemicanal" podría explicar 

el incremento transitorio de permeabilidad al contenido acuoso de vesículas 

fosfolipídicas que ocurre cuando a éstas se les agrega apoA-I (Tricerri et al., 1998) 

Es de notar que el par de hélices Y central no es la única región de apoA-I que 

interactúa con la membrana. La mayor afinidad por membranas que presenta apoA-I en 

comparación con el péptido AI 77-120 indica que otras hélices también participan en la 

unión y contribuyen a la mayor afinidad. Sin embargo, el par de hélices 3-4 sería el 

único que se insertaría verticalmente en la membrana, lo que explicaría el hecho de que 

es la única región de apoA-I que es accesible a reactivos fotoactivables localizados 

profundamente en la bicapa lipídica como el 125I-TID/PC (Corsico et al., 2001). El resto 

de las hélices de apoA-I muy probablemente interactúan horizontalmente con su eje 

mayor paralelo a la superficie de la membrana, y empotrando la cara hidrofóbica en la 

bicapa lipídica, como ha sido propuesto en las α-HDL esféricas. 

Como se puede ver de la comparación de los esquemas V-3a y V-3b, el rearreglo 

estructural del par de hélices Y central que ocurre en el proceso de inserción en la 

membrana sería el giro de las hélices por ∼180º de manera que en solución acuosa 

interactúan por las caras hidrofóbicas y en la membrana por las caras hidrofílicas. Esta 

reorganización puede explicar el incremento en distancia entre los residuos homólogos 

y la consecuente disminución en eficiencia de homotransferencia de energía observada 

para W@104 y W@108 en presencia de vesículas. La distancia intermolecular entre 

estos residuos, que es de ∼5 Å en solución acuosa como pudo ser determinado aquí, se 

triplicaría en el estado insertado en la membrana explicando la desaparición del 

fenómeno de homotransferencia de energía. Según el modelo de fig. V-3b, este 

incremento en distancia también ocurriría para el residuo 93. Nuestros datos, sin 

embargo, no pueden negar ni confirmar que esto ocurra como se discutió en el capítulo 

IV. La mutante W@93 sufre un notable corrimiento de su emisión hacia el rojo 

indicando que el residuo 93 se encuentra en un entorno más polar cuando la proteína 

está unida a la membrana. Esto puede ser explicado por su localización en el límite entre 

ambas caras (hidrofílica e hidrofóbica) de la hélice, lo que podría resultar en una 

localización muy cercana a los grupos polares (y/o el agua) del interior del "hemicanal". 
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También esto explicaría la relativamente menor accesibilidad a los quenchers 

paramagnéticos lipídicos (Tempo-PC y n-doxil-PC) encontrada para esta mutante en 

comparación con W@104 y W@108. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una observación realizada en este trabajo para la que no tenemos una 

explicación muy simple es la ausencia de influencia tanto de apoA-I como de AI 77-120 

sobre la movilidad y ordenamiento de marcadores lipídicos en vesículas, ya que sería de 

esperar que el modo de inserción planteado afecte sensiblemente a la dinámica y 

ordenamiento de los lípidos circundantes. Ni diferentes marcadores de EPR localizados 

a diferente profundidad en la membrana ni la sonda Laurdan fueron capaces de detectar 

Fig. V-2: Diagrama de 
Edmudson de la región 
central en solución 

Agua 
(en el medio)
Agua 
(en el medio)  

Fig. V-3a: diagrama de Edmudson  
que muestra la interacción de la región 
central formando dímeros en solución 

Fig. V-3b: diagrama de Edmudson  que 
muestra la interacción de la región central 
formando en su inserción en membranas 
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algún cambio en la dinámica y ordenamiento de los lípidos. Recientemente, Sanchez y 

col (Sanchez et al., 2007) también reportaron la ausencia de efecto de apoA-I sobre la 

polarización generalizada de Laurdan en vesículas gigantes de POPC. En el caso de 

apoA-I, como la región central sería la única que se inserta verticalmente, su influencia 

podría estar "diluida" y probablemente también compensada por un efecto opuesto de el 

resto de las hélices que se empotrarían verticalmente. Para AI 77-120, sin embargo, esta 

"compensación" sería más improbable aunque su baja afinidad por la membrana podría 

resultar en la ausencia de efecto. 
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Fig. V-4a: Modelo de 
inserción en  donde se 
muestra la interacción 
de la región central de 
apoA-I con los 
fosfolípidos,  están 
indicado en el gráfico 
dos Doxil-PC 
utilizados. 

Fig. V-4b: Posible 
modelo de inserción en 
membrana del dominio 
de inserción 
intermolecular de 
apoA-I 
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b) Análisis funcional de la región central: 

 

Los estudios realizados con el péptido AI 77-120, reproducen muchas de las 

características de la apoA-I, e indican así que las hélices Y centrales tienen una cierta 

independencia funcional del resto de la molécula de apoA-I. Como apoA-I, el péptido 

A-I 77-120 se une a vesículas y es accesible al reactivo fotoactivable 125 I-TID/PC. 

Similarmente a lo que ocurre con apoA-I (Yokoyama et al., 1980), AI 77-120 

tiene selectividad para unirse a membranas con colesterol. La afinidad de AI 77-120 por 

membranas, sin embargo, es bastante menor que para apoA-I, aunque es del mismo 

orden que la reportada para HDL discoidales. Esto indica que el par de hélices Y central 

no es el único que participa en la unión de apoA-I a vesículas, pero sugiere que 

probablemente sea la única región involucrada en la unión de HDL discoidales a 

membranas.  

Las bases moleculares para la selectividad por colesterol pueden deberse a 

ciertas secuencias de reconocimiento que existen en las secuencias de apoA-I o de AI 

77-120. Li y col (Li and Papadopoulos, 1998) postularon la existencia de ciertas 

secuencias consenso que existen en proteínas que unen colesterol (CRACS). La 

secuencia consenso propuesta es: -L/V-(X)1-5-Y-(X)1-5-R/K-, donde –(X)-1-5 representa 

de uno a cinco residuos de cualquier aminoácido. Se ha demostrado también que un 

análogo fotoactivable se une directamente a una de esas secuencias en el receptor de 

Benzodiazepina (Li et al., 2001) y que el péptido LWYIK no sólo tiene selectividad por 

membranas ricas en colesterol, sino también es capaz de inducir la reorganización de 

bicapas de PC/Col para producir dominios ricos en este compuesto  (Epand et al., 2003). 

El residuo de Tirosina (Y) en el centro de estos motivos sería esencial para establecer, 

presumiblemente, contacto de puentes de hidrógeno  con el –OH del colesterol. Cinco 

de estas secuencias consenso existen en la secuencia de la apoA-I, estando una de ella 

presentes entre los residuos 97-106 (-VQPYLDDFQK-) y por lo tanto podría ser el 

responsable de conferirle la selectividad por membranas al péptido AI 77-120, las otras 

cuatro secuencias (14-LATVYVDVLK-. 163- LAPYSDELR-, 189-LAEYHAK-, 233- 

LEEYTKK) podrían contribuir a la selectividad por membrana de la apoA-I.  

AI 77-120 también presenta similar actividad que la apoA-I para promover la 

desorción de colesterol y facilitar su transporte a vesículas aceptoras, como se 

determinó utilizando un análogo fluorescente de colesterol o colesterol radiactivo 

(Toledo et al., 2004). Esto muy probablemente esté relacionado con el hecho de que el 
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colesterol parece ser excluído del entorno de las hélices 3-4 cuando estas se encuentran 

insertadas en la membrana, como lo indicaron los estudios de quenching con el análogo 

3-β-doxil-colestano. También en HDL discoidales reconstituídas con apoA-I se ha 

reportado que el colesterol es excluído de la proximidad de la proteína en el borde del 

disco (Massey et al., 1985). No es muy simple de compatibilizar el hecho de que apoA-I 

y AI 77-120 presenten una preferencia por membranas ricas en colesterol y al mismo 

tiempo tengan la capacidad de catalizar su desorción. Si la selectividad por membranas 

ricas en colesterol se debe como fue propuesto por Li y colaboradores a las secuencias 

de reconocimiento de colesterol, estas deberían ser activas al momento de unirse la 

proteína a la membrana, pero en el estado unido, algún cambio conformacional debería 

inactivarla de manera que se pierda la afinidad por colesterol y se facilite su exclusión 

del entorno y su desorción de la membrana. 

Recientemente, nuestro grupo también ha obtenido evidencias de que las hélices 

Y centrales de apoA-I juegan un rol importante en la interacción con la membrana 

celular y en desencadenar la movilización de depósitos intracelulares de colesterol hacia 

la membrana plasmática (Gonzalez et al., 2008). 

 

4. Partículas discoidales de HDL 

 

Dado que las HDL discoidales son eficientes aceptores de colesterol, y que son 

los primeros productos de lipidación, se estudió en este trabajo la estructura adquirida 

por la apo A-I en partículas discoidales.  Hay gran consenso que la conformación de la 

apoA-I en complejos lipídicos es significativamente diferente a la que posee en el 

estado libre en solución, y que la proteína en este caso expone la cara hidrofóbica de al 

menos la mayoría de las hélices anfipáticas hacia las cadenas acílicas de los 

fosfolípidos. Esto se esquematiza en la figura I-17 de Introducción). Sin embargo, ha 

sido propuesto que algunas hélices de apo A-I podrían presentar configuraciones 

alternativas (unidas o despegadas del borde del disco), de manera de que un disco con el 

mismo número de moléculas pueda acomodar diferente cantidad de lípidos. Esto 

explicaría porqué el tamaño de los discos cambia de manera discreta. En particular para 

las repeticiones helicoidales tipo Y, experimentos previos de nuestro laboratorio con 

reactivos fotoactivables (Corsico et al., 2001) indicaron que ambos pares de hélices Y 

(el 3-4 y el 9-10) tienen un menor contacto con los lípidos del disco en comparación con 

el resto de las hélices. El hecho de que el par 3-4 pueda hallarse relativamente 
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"despegado" del borde del disco puede tener una gran implicancia para la formación del 

ramillete intermolecular de estas hélices que constituiría el postulado dominio de 

inserción en membranas. 

Para que este ramillete intermolecular pueda ser formado en las HDL 

discoidales, se requiere que ambos pares de hélices 3-4 se encuentren cercanos entre sí. 

Esto sería posible en algunas configuraciones propuestas que se mencionaron en la 

Introducción, como la hebilla cabeza-cabeza de Tricerri y col (Tricerri et al., 2001) y el 

doble cinturón 2/5 de Silva y col (Silva et al., 2005b). Ambos trabajos fueron realizados 

en HDL discoidales reconstituídas con colato. En ambos casos, los datos no pudieron 

ser compatibilizados con una única configuración, por lo que se asumió la coexistencia 

de dos configuraciones. Tricerri y col. propusieron que la hebilla cabeza-cabeza 

coexiste con la hebilla cabeza-cola, mientras que Silva propone que el cinturón 2/5 

coexiste con el 5/5. 

Como mencionamos anteriormente, la unión de apoA-I (y de AI 77-120) a la 

membrana va acompañada de oligomerización y la región central parece jugar un rol en 

el proceso como se postuló para la formación del dominio de inserción intermolecular. 

Como la unión de apoA-I a la membrana es la etapa previa para la posterior formación 

de HDL discoidales en el proceso de micelización, una vez formado el dominio 

intermolecular de las hélices 3-4 que queda insertado en la membrana, esto podría 

restringir la configuración final en los discos. Esta posibilidad fue ensayada por medio 

de la reconstitución de HDL discoidales de DMPC por ambos métodos (con colato o 

micelización directa a la temperatura de transición). El análisis de los productos de 

crosslinking de lisinas y tripsinólisis indicó un perfil diferente (tanto por HPLC como 

por MALDI-TOF) para los discos formados por uno u otro método. Aunque muchos 

picos son comunes a ambos tipos de discos, algunos sólo están presentes en los 

espectros (o cromatogramas) correspondientes a los discos preparados con colato y 

ausentes en los preparados por micelización directa, sugiriendo que en estos últimos 

existiría sólo una de las configuraciones. La preparación de discos con las mutantes 

W@104 y W@108, y la detección en los mismos de homotransferencia de energía 

indicó que ésta ocurre en ambos tipos de discos, pero con una eficiencia bastante mayor 

en el caso de los discos generados por micelización directa, indicando que éstos tendrían 

preferiblemente (o exclusivamente) la configuración con las hélices 4 en estrecho 

contacto entre sí (esto es la hebilla cabeza-cabeza o el doble cinturón 2/5) 
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Si bien no hay datos sobre la configuración de apoA-I en discos naturales o 

generados por células, es razonable suponer que la misma restricción impuesta por la 

inserción del ramillete intermolecular de los pares de hélices 3-4 para la configuración 

de apo A-I en los discos generados por micelización pueda ocurrir para la generación de 

HDL discoidales por la interacción de apoA-I con la membrana celulares. Así, es muy 

probable que las HDL naturales también posean esta configuración única que permite la 

formación del dominio de inserción activo en los discos HDL. 

La figura V-5 muestra que el ramillete intermolecular de las hélices Y centrales 

podría formarse tanto en la configuración de hebilla cabeza-cabeza como en el doble 

cinturón 2/5. Esto permitiría su inserción en membranas y explicaría varios hechos ya 

observados en la interacción de HDL discoidales con membranas como: 1) que esta 

región se encuentre relativamente "despegada" del borde del disco, pero que sea la única 

accesible al reactivo 125I-TID/PC incorporado en vesículas (Corsico et al., 2001), 2) la 

similar afinidad por membranas que presentan las HDL discoidales y el péptido AI 77-

120, y 3) la preferencia (o mayor afinidad) de las HDL discoidales por membranas ricas 

en colesterol y su desorción de las mismas, así como la inducción de pérdida de 

contenido acuoso de vesículas por las partículas discoidales (Tricerri et al., 1998), 

(Toledo et al., 2000) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otro lado, también se estudió en este trabajo la movilidad y ordenamiento de 

la fase lipídica de las HDL reconstituídas con DMPC en comparación con vesículas 

multilamelares de este fosfolípido, usando EPR con marcadores lipídicos a diferentes 

profundidades de la bicapa lipídica. Se observó un efecto de la apoA-I bastante similar 

 

Figura V-5. Posibles 
modos de  formación 
del ramillete 
intermolecular de las 
hélices Y centrales de 
apoA-I en HDL 
discoidales con 2 
moléculas de apo A-I. 
A) de acuerdo con la 
configuración del 
doble cinturón 2/5, y 
B) de acuerdo con la 
conficuración de la 
hebilla cabeza-cabeza 
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al producido por sustancias que se intercalan en la bicapa lipídica como el colesterol, 

disminuyendo el ordenamiento de las cadenas hidrocarbonadas en el estado gel, e 

incrementándolo en el estado fluido. Jonas y colaboradores (Jonas et al., 1987) también 

observaron que apoA-I en las HDL discoidales produce un aumento en el grado de 

empaquetamiento en el estado fluido midiendo polarización de fluorescencia con 

difenilhexatrieno (DPH), y el corrimiento de la emisión de la sonda PRODAN. 

De acuerdo con los modelos de los complejos discoidales, la apoA-I se dispone 

en el borde del disco con las hélices anfipáticas “protegiendo” a las cadenas 

hidrocarbonadas de su exposición al medio acuoso, por lo que es razonable asumir una 

intercalación de la misma entre las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolípidos. Aún 

con la proteína en el borde del disco, un gran porcentaje de los lípidos sería 

directamente afectado, por lo que el efecto resultante sería similar al producido por la 

intercalación. Estos discos contienen alrededor de 120 moléculas de DMPC (60 en cada 

monocapa) y dos moléculas de apoA-I. Asumiendo un empaquetamiento hexagonal, 

unas 24 moléculas de DMPC (40%) se localizarán en el borde de cada hemicapa 

interactuando directamente con las caras hidrofóbicas de las hélices de apoA-I. Los 

grupos hidrofóbicos de los aminoácidos de la cara no polar de las hélices quedarían 

intercalados entre las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolípidos localizados en el 

borde restringiendo su movilidad en el estado fluido e impidiendo su empaquetamiento 

ordenado en la fase gel. Si la influencia de la proteína se extendiera al segundo anillo de 

lípidos más cercanos, el porcentaje de lípidos afectados alcanzaría al 70%. 

Esta interacción de las caras hidrofóbicas de las hélices con las cadenas 

hidrocarbonadas de los fosfolípidos del borde del disco debería ser muy ajustada para 

evitar la entrada de agua o la exposición al agua de restos hidrofóbicos. El resultado de 

la misma es que en el estado fluido, el cinturón de hélices de apoA-I “aprieta" a la 

región de las cadenas hidrocarbonadas restringiendo su movilidad, dejando 

relativamente "suelta" a la región de los grupos polares. Por debajo de 24 oC, el cinturón 

de apoA-I actuaría de modo inverso, impidiendo el estrecho empaquetamiento de las 

cadenas hidrocarbonadas pero sin afectar mayormente al ordenamiento en la región de 

los grupos polares. Esto podría deberse a que la intercalación de los restos de 

aminoácidos hidrofóbicos entre las cadenas hidrocarbonadas de los lípidos del borde 

dificulta su empaquetamiento. Además, si el cinturón proteico es relativamente rígido 

también podría dificultar la contracción y compactación de los lípidos en la fase gel. En 

ausencia de alguna restricción impuesta por la proteína, la superficie del disco lipídico 
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se reduciría de unos 54 a unos 30 nm2 al pasar del estado fluido al estado gel (se asume 

0,7 y 0,5 nm2/molécula en estado fluido y gel respectivamente). Puede estimarse que el 

diámetro del disco lipídico se reduciría cerca del 20% en ese proceso. En presencia de 

un cinturón de hélices rígido, el disco lipídico no podría contraerse libremente ya que su 

separación del cinturón es energéticamente desfavorable y dejaría un espacio libre para 

la entrada de agua, por lo que los lípidos no podrían adquirir el estado altamente 

compactado y ordenado de la fase gel que presentan en las vesículas de DMPC pura. 

Así, la influencia de un cinturón proteico rígido sobre las propiedades de los lípidos del 

disco puede ser muy similar a la producida por compuestos que se intercalan en la 

bicapa lipídica como el colesterol. 

Es de notar que la transición de fase de la DMPC en los discos es menos abrupta 

que en vesículas multilamelares, pero no desaparece completamente como ocurre en 

vesículas con muy alto contenido de colesterol. En realidad, los cambios en los 

parámetros de orden en relación a las vesículas de DMPC pura no son tan grandes como 

podría esperarse de las consideraciones anteriores ya que no superan el 20%, por lo que 

aún debería ocurrir un cambio importante en el área ocupada por la DMPC en los discos 

durante la transición. Por la gran flexibilidad conformacional que presentan las 

apolipoproteínas intercambiables como apoA-I, es razonable suponer que el "cinturón" 

de hélices en el borde del disco no sea totalmente rígido y que pueda adaptarse al menos 

parcialmente al cambio de la superficie de la bicapa lipídica. Aunque no hay datos al 

respecto, se podría especular sobre dos posibles modos de adaptación: a) La reducción 

de superficie ocupada por los lípidos podría ocurrir sin cambios en el perímetro si un 

disco circular se transforma en uno de forma oval, y b) De mantenerse la forma circular, 

el cinturón proteico podría adaptarse a los cambios de perímetro cambiando el número 

de hélices en contacto con el borde del disco como ha sido propuesto para HDL 

discoidales con diferente cantidad de lípidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 



162 

5. Conclusión General 

 

Los datos obtenidos en este trabajo soportan la hipótesis central planteada 

originalmente de que el par de hélices Y central (3-4) de apoA-I constituye un dominio 

con independencia estructural y funcional del resto de la molécula de apoA-I, y nos 

permiten concluir y postular que: 

- Este dominio participa en la unión de apoA-I (y de HDL discoidales) a membranas 

teniendo preferencia o mayor afinidad por membranas ricas en colesterol. 

- La unión de este par de hélices a la membrana se produce por la inserción con el eje 

mayor de las hélices perpendicular a la superficie de la membrana y ocurriría sin 

grandes cambios en la estructura secundaria. 

- Esta inserción no genera cambios apreciables en la dinámica y ordenamiento de los 

lípidos de la membrana, pero resultaría en la exclusión del colesterol del entorno del 

dominio, en la facilitación de la desorción del colesterol de la membrana y en 

consecuencia la transferencia a otros aceptores. 

- El dominio de inserción "activo" sería un ramillete intermolecular formado por los dos 

pares de hélices 3-4 de un dímero de apoA-I, interactuando entre sí por las caras 

hidrofílicas de las hélices. 

- En los dímeros de apoA-I en solución acuosa, este ramillete tendría la configuración 

inversa, es decir con las hélices interactuando entre sí mediante las caras hidrofóbicas. 

- En las HDL discoidales, la interacción de las hélices de apoA-I con el borde del disco 

lipídico afecta a la dinámica y ordenamiento de los lípidos de manera diferencial, 

dependiendo de la profundidad en la bicapa lipídica, así como también del estado de 

fase de los lípidos. 

- En las HDL discoidales de 2 moléculas de apoA-I reconstituídas con detergentes 

coexistirían al menos dos configuraciones de la apoA-I: Una de ellas con los 2 pares de 

hélices 3-4 en estrecho contacto entre sí, lo que permitiría la formación del ramillete 

intermolecular. 

- Las HDL formadas por la reacción directa con vesículas fosfolipídicas en la transición 

de fase presentarían exclusivamente la configuración anterior que permitiría que se 

forme el ramillete intermolecular de las hélices 3-4 y consecuentemente el dominio de 

inserción activo. 
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Los datos obtenidos en estos estudios pueden tener una gran implicancia 

biológica y fisiológica ya que apoyan la idea de que la interacción de apoA-I con 

distintos entornos celulares pueda promover conformaciones específicas que regulen la 

exportación de lípidos y su función como factor protector antiaterosclerótico. En 

especial la postulación del ramillete intermolecular de las hélices Y centrales permite 

especular sobre que la afinidad de las HDL por la membrana pueda ser regulada por 

variables como el tamaño o el contenido de colesterol de los discos a través de la 

modulación de la formación del dominio de inserción "activo". 
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