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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 COLESTEROL

En mamiferos el colesterol es un componente importante de las membranas
celulares. Constituye conjuntamente con todos los elementos de la membrana,
la barrera semipermeable de la célula. Esta constituido por un anillo esteroideo
rigido y planar, con una cola hidrofobica, en uno de sus extremos y un grupo
funcional 3- 3-hidroxilo en el otro. En cuanto a sus funciones regula la fluidez
de la membrana, tal que torna mas fluida la fase gel y mas rigida la fase fluida.
Modula el comportamiento de las proteinas de membrana e interviene en
procesos de sefalizacion celular. Ademas es el precursor biosintético de
hormonas esteroideas, vitamina D y &cidos biliares. Se encuentran dos fuentes
del colesterol celular, el exdégeno proveniente de las lipoproteinas y el
endogeno sintetizado de novo a nivel del reticulo endoplasméatico (RE), que
estd finamente regulado a través de un sistema sensor de esteroles
INSIG/SCAP/SREBP.

1.1.1 Vias de absorcion del colesterol exégeno

Se encuentran dos vias mediante las cuales las células pueden absorber el
colesterol, una via no selectiva, por medio del receptor LDL (LDLR) y otra

selectiva a través del receptor SR-BI (Rone, Fan y Papadopoulos, 2009).

1.1.1.1 Via no selectiva: receptor LDL

Esta via se inicia primariamente cuando las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) contactan con su receptor en la superficie celular, son endocitadas en
vesiculas revestidas de clatrina y se dirigen a la via endosomal/lisosomal
(Ungewickell y col., 2007). A nivel de endosomas y lisosomas encontramos
proteinas transferidoras de colesterol como la Niemann Pick C1 (NPC1),
Niemann Pick C2 (NPC2) y MLN64, que permiten la salida del colesterol. Por
otro lado la disminucién del pH, desde la membrana plasmatica hacia los



endosomas, posibilita la fusion de endosomas con lisosomas y la disolucion de

las lipoproteinas (Mukherjee y Maxfield, 2004).

1.1.1.2 Via selectiva: receptor SR-B1

El receptor SR-BI, se encarga de la captacion selectiva de colesterol y ésteres
de colesterol (CE) de particulas HDL principalmente. El flujo de colesterol via
receptor SR-Bl, puede ser bidireccional dependiendo del gradiente de
concentracion. La expresion de este receptor difiere en los distintos tipos
celulares y depende del estado metabdlico de la célula. Se expresa en altas
concentraciones en hepatocitos y células esteroidogénicas (glandula adrenal y
gonadas), que requieren de colesterol y ésteres de colesterol para la sintesis
de &cidos biliares y esteroides respectivamente. Pero también se encuentra en
menor concentracion, en células epiteliales, macrofagos y enterocitos (Connelly
y Williams, 2003).

A diferencia del receptor LDL, el SR-BI utiliza un mecanismo distinto a la
endocitosis para la absorcion de lipidos (Connelly y Williams, 2003). Se han
postulado varios modelos de absorcién, segun Gu y col. (1998), el receptor SR-
Bl provoca la hemifusion de la monocapa externa de la membrana plasmatica,
con la monocapa de fosfolipidos de las HDL. Por el contrario Rodrigueza y col.
(1999), postulan que el SR-BI forma un canal no acuoso entre las HDL y la
membrana plasmatica, mediante el cual los lipidos no polares (colesterol,
ésteres de colesterol y triglicéridos), pueden difundir a favor del gradiente de
concentracion. Este modelo es el mas aceptado, debido a que las HDL,
transfieren diferentes lipidos, en base a su polaridad, via el receptor SR-BI. Los
lipidos de mayor velocidad de transferencia, son moléculas no polares, como
colesterol, ésteres de colesterol y triglicéridos. Los de menor velocidad de
transferencia son moléculas polares como fosfolipidos (Thuahnai y col., 2001,
Connelly y Williams, 2003). El colesterol absorbido via SR-Bl puede ser
almacenado en pooles activos de la membrana plasmatica y los ésteres de
colesterol deben ser hidrolizados para su posterior utilizacion. En células
esteroidogénicas, los ésteres de colesterol son hidrolizados rapidamente cerca
de la membrana plasmatica, por una colesterol éster hidrolasa (CEH), la lipasa

sensible a hormona (HSL) (Kraemer y col.,, 2002), luego el colesterol es



rapidamente dirigido hacia la membrana externa mitocondrial, para la sintesis

de esteroides.

1.1.2 Sintesis de colesterol

La sintesis de colesterol en mamiferos, puede ser llevada a cabo en diferentes
tipos celulares. Es un proceso biosintético complejo, que comienza con acetil
CoA vy requiere de al menos 27 enzimas, para formar cuatro intermediarios
claves, mevalonato, farnesil fosfato, escualeno, lanosterol y finalmente
colesterol (Urbani y Simoni, 1990). La enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-
Coenzima A reductasa (HMG-CoA) (fig.1-1), cataliza la reaccion limitante de la
biosintesis de colesterol. El colesterol LDL (Brown y Goldstein, 1980) y ciertas
drogas, como las estatinas (Clunn y col., 2010), disminuyen la actividad de la
HMG-CoA reductasa, inhibiendo la sintesis de colesterol.
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Figura 1-1. Regulacion coordinada de la sintesis y captacion de colesterol (lkoen, 2008 con
modificaciones). A nivel del RE se encuentra el sistema sensor de esteroles INSIG/SCAP/SREBP que en
su estado inactivo, esta anclado al RE, el SREBP (sterol regulatory element binding protein) permanece
asociado a SCAP (SREBP cleavage-activating protein). Cuando los niveles intracelulares de colesterol
principalmente aumentan, este y otros esteroles se unen a SCAP e INSIG impidiendo que el complejo se
disocie. Cuando disminuye el nivel de colesterol intracelular, el complejo se disocia del RE y
SCAP/SREBP migran al Golgi. Alli el SREBP es clivado y el extremo amino terminal se dirige al nucleo,
donde funciona principalmente como factor de transcripcion del gen de la HMG-CoA reductasa como

también del receptor de LDL (Hua y col. 1993).



1.1.3 Distribucion intracelular de colesterol

El mayor reservorio de colesterol celular, se encuentra en la membrana
plasmatica. Inicialmente se localiza en las caveolas (Liscum y Munn, 1999) y
luego se distribuye a diferentes dominios de membrana o bien a aceptores
extracelulares (Fielding y Fielding, 1996; Uittenbogaard y Smart, 1998). Altas
concentraciones se observan a nivel del trans- Golgi y compartimiento de
reciclado endosomal (CRE) (Liscum y Munn, 1999; Mukherjee y col., 1998; Hao
y col.,, 2002). EI CRE forma parte del sistema endocitico de membrana,
conjuntamente con endosomas tempranos (o de reparto) y tardios (o cuerpos
multilamelares). Consiste en una extensa red de tubulos, que distribuye
moléculas a distintos compartimentos, pero su funcién principal es reciclar
componentes de membrana y distribuirlos nuevamente a la superficie celular
(Saraste y Goud, 2007). El colesterol del CRE proviene tanto de vias

endodgenas como exdgenas (Mukherjee y col., 1998).

Ha sido propuesto que a nivel del Golgi, se forman los rafts ricos en colesterol,
gue son transportados desde el trans-Golgi hacia la periferia (Simons y lkonen,
1997; lkonen, 2001).

A pesar de que, la sintesis de novo de colesterol se produce en el RE, la
concentracion de colesterol es baja en este compartimento subcelular, entre el
0,5 al 1% del colesterol celular total (Lange y col., 1999). Esto puede ser
debido, a la fina regulacion de la sintesis de colesterol y al sensor de esteroles,
INSIGHT/SCAP/SREBP, a nivel de la membrana del RE.

Con respecto a las mitocondrias, la concentracion de colesterol es baja. En
células esteroidogénicas, las mitocondrias se encargan de sintetizar esteroides,
en el momento de sintesis, el colesterol es traslocado hacia la mitocondria
(Rone, Fan y Papadopoulos, 2009).

El colesterol intracelular en exceso es toxico (Tabas, 1997; Warner y col.,
1995), pero es esterificado por la enzima acil- CoA: colesterol aciltransferasa
(ACAT) del RE y almacenado en forma no toxica en lipids droplets (LD) (Chang
y col., 1997).



Dado que diversos mecanismos operan al mismo tiempo en la absorcion,
sintesis y distribucion de colesterol, la combinacién de estos mecanismos hace
muy dificil el estudio y comprension del metabolismo intracelular de colesterol.
Actualmente se han realizado muchos avances a nivel de estos mecanismos,

sin embargo todavia no se conocen con exactitud.

1.1.4 Transporte intracelular de colesterol

El colesterol se puede transportar intracelularmente por mecanismos

vesiculares o no vesicular (Maxfield y col., 2005; Hao y col., 2002).

1.1.4.1 Mecanismos vesiculares

Los mecanismos vesiculares se refieren al transporte de componentes de
membrana entre compartimentos subcelulares a lo largo del citoesqueleto, con
gasto de ATP (Mobius y col., 2003; Ikonen, 2008).

1.1.4.2 Mecanismos no vesiculares

El mecanismo de trafico no vesicular, presumiblemente es llevado a cabo por
proteinas transferidoras de lipidos o por contacto directo entre membranas.
Este mecanismo juega un rol importante en el transporte de colesterol (Prinz,
2007). Encontramos varias familias de proteinas trasferidoras de lipidos:
Niemann Pick C (NPC), caveolinas, proteina de unién a oxisterol (OSBP),
proteinas relacionadas a OSBP (ORP), proteina transferidora de esteroles
(SCP-2), proteinas de la regulacién aguda esteroidogénica (START).

El colesterol sintetizado de novo deja rdpidamente el RE, mediante
mecanismos no vesiculares (lkoen, 2008), en complejos con chaperonas y
caveolina (Uittenbogaard y Smart, 1998) y es llevado directamente a la
membrana plasmatica donde, estara disponible a aceptores extracelulares
(Lusa, 2003); o bien mediante mecanismos vesiculares, atraviesa el Golgi
donde se distribuye en los rafts (Maxfield y Wustner, 2002). Estos dos

mecanismos podrian ocurrir en paralelo en la célula. El transporte de colesterol



intracelular, tanto vesicular como no vesicular, es un area de activa

investigacién, ya que sus mecanismos no se conocen completamente.

1.1.5 Transporte extracelular de colesterol

A nivel extracelular el colesterol puede ser transportado en lipoproteinas
plasmaticas, desde hepatocitos y enterocitos, a partir de la sintesis endogena
de lipoproteinas, o bien desde células periféricas hacia el higado, para su

catabolismo o sintesis de acidos biliares.

1.1.5.1 Lipoproteinas plasmaticas

Las lipoproteinas son complejos supramoleculares, constituidos por lipidos y
apolipoproteinas. Se pueden clasificar segun su densidad en: quilomicrones
(QM), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad
intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteina (a) Lp(a) y
lipoproteinas de alta densidad (HDL).

1.1.5.1.1 Caracteristicas generales

Los QM se sintetizan en los enterocitos, con el fin de transportar los lipidos
dietarios hacia el higado. Estan constituidos por un 90% de triglicéridos (TG).
Son las lipoproteinas menos densas y mas grandes. Se encuentran dos tipos,
QM nacientes (QM;) y QM remanentes (QM;). Los quilomicrones nacientes
(QM,) recién sintetizados tiene apoB-48, apoA-I, A-ll, y A-IV. En el proceso de
maduracion en la circulacion plasmética pierden las apoA y reciben apoC-I, C-lI
y E de las HDL.

Las VLDL se sintetizan a nivel del hepatocito y cumplen la funcién de
transportar los TG de sintesis enddgena, ademas de redistribuir acidos grasos
y colesterol a todos los tejidos. Al igual que los QM, son lipoproteinas grandes

y poco densas. Las apolipoproteinas principales son apo B-100, C-II, C-lll y E.

Las IDL son el producto del catabolismo parcial de las VLDL. Son de menor

tamafio y mayor densidad que sus progenitoras. En relaciébn a su contenido



lipidico, presentan aproximadamente la misma cantidad de colesterol y TG.
Con respecto a las apolipoproteinas, las mas importantes son la apoB-100 y
apoE. Debido al contenido de colesterol y su tamafio pequefio, tienen un

elevado potencial aterogénico.

Las LDL se forman a partir del catabolismo parcial de las IDL. Son mas densas
y de menor tamafio que las IDL y la apo mayoritaria es la apoB-100. Cumplen
la funcion principal de distribuir colesterol a todos los tejidos y debido al alto
contenido de colesterol que transportan y a su tamafo, tienen también un alto

potencial aterogénico.

La Lp(a) presenta una estructura similar a la LDL, s6lo que esta constituida por
otra apolipoproteina la apo(a), unida covalentemente a la apo B-100. Al igual
que las IDL y LDL, tiene un alto potencial aterogénico, pero todavia no se

conoce muy bien su funcion.

Las HDL se sintetizan a nivel de los hepatocitos, enterocitos o del catabolismo
de otras lipoproteinas. Se pueden encontrar distintas clases de HDL. Son las
lipoproteinas mas densas y de menor tamafio. La apoA-l es el componente
apolipoproteico mayoritario, pero también presentan apoA-ll, C y E. Una
descripcion mas detallada sobre estructura, clasificacion y metabolismo de las
HDL y apoA-l, se realizard seguidamente en la seccion 1.4 Aceptores

extracelulares.

1.1.5.1.2 Metabolismo de lipoproteinas

Los QM, interaccionan a nivel de los tejidos, con la lipoprotein lipasa (LPL) que
se encuentra en la superficie del endotelio vascular. La LPL hidroliza TG,
liberando &cidos grasos y glicerol. Los acidos grasos ingresan a los tejidos,
como el muscular y adiposo, y el glicerol se dirige al higado, donde ingresara a
la via gluconeogénica o glucolitica, dependiendo de las condiciones
metabdlicas de la célula. Asi los QM, pierden TG y se convierten en QM,, que

seran tomados por el higado y metabolizados. Las VLDL, sintetizadas en el



higado, presentan principalmente TG que son hidrolizados por LPL. A medida
gue disminuye la concentracion de TG, la VLDL se convierte en IDL. La IDL por
accion de la lipasa hepatica (HL), que hidroliza TG, se convierte en LDL, la cual
es tomada por las células como fuente de colesterol exdgeno, principalmente

via receptor LDL.

A nivel del plasma las lipoproteinas sufren remodelaciones continuamente,
debido en parte, a la accion de enzimas que transfieren lipidos entre ellas,
como las proteinas transferidoras de ésteres de colesterol (CETP) y de
fosfolipidos (PLTP).

El colesterol es removido de las células periféricas, por medio de otro tipo de
lipoproteina, las HDL que participan activamente en el transporte reverso de
colesterol (TRC), proceso mediante el cual las HDL llevan el colesterol hacia el

higado, para que sea metabolizado a 4cidos biliares o excretado por las heces.

1.1.5.1. Aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad cardiovascular cronica, degenerativa y
multifactorial. Es la primer causa de mortalidad en el mundo occidental (Singh y
col., 2002). Se caracteriza por la acumulacion de lipidos intra vy
extracelularmente, la infiltracion de monocitos, proliferacion de células
musculares lisas y acumulacion de elementos del tejido conectivo en la pared

arterial y ademas por la formacion de trombos (Singh y col., 2002).

En base a numerosos estudios epidemioldgicos se ha establecido una relacion
inversa entre el colesterol-HDL (c-HDL), el desarrollo de enfermedad
cardiovascular y aterogénesis (Barter y col, 2007; Gordon y col., 1977). La
relacion entre el c-HDL y el riesgo de enfermedad cardiovascular, se ha
atribuido principalmente al rol protagénico que cumplen las HDL en el TRC.
Ademas las HDL presentan otras propiedades relacionados con la accion
antiaterogénica, como antiinflamatorias, antitromboticas y antioxidantes (Rye y
col, 2009).



1.2 MEMBRANAS BIOLOGICAS: DOMINIOS

A nivel de la membrana se encuentran zonas especializadas, que cumplen
diversas funciones y tienen una composicion determinada. Estas zonas se
denominan dominios. Segun su solubilidad en detergentes no iénicos, se puede
hablar de dominios “rafts” (insolubles en detergentes) y “no rafts” (solubles en
detergentes). La existencia de estos dominios ha sido controvertida, debido a la

dificultad de visualizarlos in vivo ya que son muy dindmicos (Edidin, 1993).

1.2.1 Dominios “rafts” y “no rafts”

Los lipids rafts son ensamblajes dinamicos de colesterol y esfingolipidos, que
pueden incluir o excluir proteinas, formando microambientes especificos en la
superficie celular. Estos dominios son importantes en la transduccion de
sefales (Fielding y Fielding, 2003). Forman plataformas para receptores
individuales, que se activan por la interaccion del ligando con el receptor

(Simons y Toomre, 2000).

1.2.1.1 Caveolas

Las caveolas son lipids rafts especializados, que forman invaginaciones en la
membrana plasmatica. Estan involucrados en la sefalizacion y transporte
celular como asi también en la homeostasis del colesterol. La organizacion y
funcién de las caveolas esta controlada por las caveolinas y cavinas. Estas
dltimas son proteinas adaptadoras, que ademas controlan la funcion de las
caveolinas (Chidlow y Sessa, 2010). Las caveolas se encuentran en distintos
tipos celulares en cantidad variable. Son comunes en células epiteliales,
adiposas vy fibroblastos. Las caveolinas-1,-2 y -3 forman el esqueleto de la
caveola. Estas proteinas estan altamente integradas a la funcion de la caveola,
pero también cumplen una funcidn independiente. Se ha postulado que
intervienen en el transporte de colesterol sintetizado de novo, via no vesicular,
desde RE hacia la membrana plasmatica, en un complejo citosélico formado
por chaperonas, proteinas de choque térmico y colesterol (Uittenbogaard y
Smart, 1998).



En cuanto a las caveolas, su funcionamiento es controversial. Segun Fielding
(2003), el eflujo de colesterol ocurre a nivel de las caveolas, pero Mendez y col.
(2001) consideran a los dominios “no rafts” como regiones Optimas para el
eflujo de colesterol, dado que los componentes de la membrana se encuentran
menos empagquetados, condicion necesaria para la microsolubilizacion de
lipidos. Un soporte a esta hipétesis, es el hecho que el transportador ABCAL se
encuentre en dominios “no rafts” (solubles a detergentes), por lo tanto el
ABCA1 no estaria asociado a las caveolas ni a la caveolina. Debido a ello se
encuentra en discusion el papel que cumplen las caveolas y la caveolina, en el
eflujo de colesterol hacia la apoA-l y dHDL de tamafio pequefio, via
transportador ABCAL (Favari y col., 2009).

1.3 TRANSPORTE REVERSO DE COLESTEROL (TRC)

El TRC, es el mecanismo mediante el cual las HDL remueven el colesterol de
células periféricas y lo transportan al higado para ser metabolizado. El primer
paso en el TRC es el eflujo de colesterol hacia aceptores extracelulares, como
apoA-l y HDL. A nivel de células periféricas, el eflujo de colesterol hacia la
apoA-l y HDL es el tnico mecanismo de remocion de colesterol, a diferencia de
células esteroidogénicas, hepatocitos o enterocitos, donde el colesterol puede
ser metabolizado a hormonas esteroideas, lipoproteinas nacientes y acidos
biliares.

1.3.1 Vias de eflujo de colesterol

El eflujo de colesterol puede ocurrir al menos por tres vias (fig.1-3) 1) difusion
pasiva (Philiphs y col., 1987), 2) difusion facilitada, via receptor SR-BI (Rothblat
y col., 1999) y 3) transporte activo por medio de los transportadores ABCAl y
ABCGL1 (Cavelier y col., 2006). La importancia de cada via depende del aceptor
extracelular, del tipo de célula y su estado metabdlico (Rothblat y col., 1999).
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Figura 1-3. Vias de Eflujo de colesterol en macréfagos (Rader, 2006 con modificaciones). El eflujo de FC
hacia la apoA-I ocurre via transportador ABCA1 y hacia las HDL maduras via transportador ABCG1. El
eflujo de colesterol hacia las dHDL puede ocurrir via transportador ABCAL, en el caso de las dHDL < 78
A, o via el transportador ABCG1 (Favari y col., 2009). Ambos transportadores estan regulados por el
receptor nuclear LXR/RXR, que se activa por oxiesteroles y acido retinoico. El receptor SR-BI también
puede mediar el flujo de FC hacia las dHDL y HDL maduras.

1.3.1.1 Difusién pasiva

Este proceso involucra la desorcion de colesterol de la membrana, desde la
interfase lipido-agua, y su difusion a favor del gradiente de concentracion, a
través de la fase acuosa hasta que colisiona y es adsorbido por el aceptor. La
difusion acuosa puede verse favorecida, por la reduccion del empaquetamiento
de la membrana, debido a altas curvaturas, insaturaciones en la cadena acilo
de fosfolipidos o una baja relacion de esfingomielina/fosfatidilcolina (Yancey y
col., 2003). Antiguamente se suponia que el eflujo de colesterol sélo se llevaba

a cabo por este mecanismo, ya que no se conocian los transportadores.

1.3.1.2 Difusion facilitada: via receptor SR-BI

El receptor SR-BI, es un receptor multiligando perteneciente a la Familia CD36.
Tiene la capacidad de interactuar con HDL y LDL, y mediar el flujo bidireccional
de colesterol y ésteres de colesterol entre la célula y las lipoproteinas. La
expresion del receptor SR-BI es diferente en los distintos tipos celulares, y la
carga de colesterol como el hidroxicolesterol y acido retinoico, disminuyen su

expresion (Ji y col., 2011; Yu y col.,, 2004). En células no cargadas con
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colesterol, la mayor parte de eflujo es atribuido a la difusién acuosa y la menor
parte al receptor SR-B1 (Adorni y col., 2007). Cuando la célula se carga con
colesterol disminuye la expresion del ARNm del SR-BI como asi también la
cantidad de proteina (Yu y col., 2004) y se incrementa la expresion del ABCAl
y ABCGL1 (Chawlay col, 2001).

1.3.2.3 Transporte activo: transportadores ABCAl y ABCG1

El eflujo de colesterol se puede producir por transporte activo, con gasto de
ATP, en contra del gradiente de concentracion, mediante los transportadores
ABCAl y ABCG1. Los transportadores ABC son proteinas integrales de
membrana multipaso, que transfieren lipidos de la cara interna hacia la externa
de la membrana plasmatica (Oram y Vaughan, 2006). Estan regulados por
factores de transcripcion heterodiméricos, entre otros, como el receptor X del
higado (LXR) y receptor del acido retinoico (RXR) (Shiabata y Glass, 2010).
Los ligandos de estos receptores son los oxiesteroles y el cido retinoico, como
el 22-R-Hidroxicolesterol (H-Col) y el 9-cis-acido retinoico (AR). Estos factores
de transcripcion inducen la sobreexpresion de los transportadores ABCAL y
ABCG1 (Chawla y col, 2001) y disminuyen la expresion del SR-BI (Lorenzi y
col., 2008).

Como se menciond anteriormente estudios realizados in vitro en células
cargadas con colesterol, demostraron que el eflujo de colesterol hacia la apoA-I
y dHDL se llevaria a cabo principalmente por medio de los transportadores
ABCAl1 y ABCG1, ambos transportadores trabajarian coordinadamente.
Aproximadamente el ochenta por ciento del eflujo de colesterol es llevado a
cabo por el ABCAL y el veinte por ciento restante, por el ABCG1 (Adorni y col.,
2007). Estos resultados se correlacionan con los obtenidos por Wang y col.,
(2007) en ensayos in vivo en macrofagos murinos cargados con colesterol,

donde el SR-BI no fue eficiente en el eflujo de colesterol.
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1.3.2.3.1 Transportador ABCA1

El ABCAL es una proteina integral de membrana, multipaso, con seis dominios
transmembrana, que presenta una region hidrofobica y otra hidrofilica que da
hacia la cara citosélica (Oram y Vaughan, 2006). Transporta a través de la
membrana fosfolipidos, colesterol y otros compuestos lipofilicos. EI ABCAL es
principalmente un transportador de fosfolipidos (Oram y Vaughan, 2006). Se
localiza a nivel de la membrana celular, como también en membranas

intracelulares del reticulo endoplasmatico y mitocondrias (Dean y col. ,2001).

Los aceptores de colesterol preferidos por el ABCA1L, son las apolipoproteinas
pobres en lipidos con alto contenido en a-hélices, como la apoA-I, apoA-Il y
apoE. Recientemente se descubri6 que ademas de las apolipoproteinas, las
particulas rHDL 78 A también interaccionan con el transportador ABCAL
(Favari y col., 2009). A nivel del eflujo de colesterol el ABCA1, induce la
formacion de una protrusion en la membrana plasmatica, gracias a su actividad
translocasa de lipidos, que genera una tension provocando la curvatura de la
misma y facilitando de esta manera, la unién de la apoA-I y particulas dHDL de
tamafo pequefio (Vedhachalam y col., 2007; Lin y Oram, 2000). La actividad
traslocasa de lipidos del ABCA1, incrementa la fluidez de la membrana,
desempaquetando la membrana y posibilitando de esta manera la curvatura de
la misma y la consiguiente microsolubilizacién de lipidos (Nandi y col., 2009).
Existe cierta controversia con respecto a este mecanismo dado que algunos
autores como Fielding y Fielding, (2003) sugieren que el eflujo de colesterol
ocurre en dominios “rafts” de la membrana, ricos en esfingolipidos y colesterol,
pero el ABCAL disrrumpe los dominios “rafts” y hace que el colesterol este mas
accesible, facilitando de esta manera la interaccion de la apoA-l y el eflujo.
Segun Landry y col., (2006), Mendez y col., (2001) y Drobnik y col., (2002), el
eflujo de lipidos ocurre a nivel de los microdominios “no rafts” de membrana y
este hecho se relaciona con la localizacion del ABCAL1 en dominios solubles a
detergentes, “no rafts”. Entonces el ABCAL seria capaz de reorganizar los
microdominios de la membrana plasmatica y precondiconar la células para que
la apoA-1 y dHDL adquieran lipidos (Landry y col., 2006). Por otro lado se
requiere de una membrana dindmica y fluida, para la formacion de HDL

nacientes.
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1.3.2.3.2 Transportador ABCG1

La actividad traslocasa de lipidos del transportador ABCG1, al igual que el
ABCA1, provoca la redistribucion de colesterol a nivel de la membrana
(Vaughan y Oram, 2005) siendo este principalmente un transportador de
colesterol (Oram y Vaughan, 2006; Gelissen y col., 2006). Este transportador
interviene en el eflujo de lipidos hacia las dHDL, de tamafio mayor o igual a 96
A (Favari y col., 2009). Se ha postulado un trabajo coordinado y sinérgico entre
el transportador ABCAl1 y ABCG1 (Gelissen y col., 2006; Vaughan y Oram,
2006). No se necesita la co-expresion de ambos transportadores en la misma
célula, esto indica que las particulas nacientes pueden remover colesterol
adicional, de sitios distantes en células que expresen el ABCG1 (Vaughan y
Oram, 2006). La regulacion de la expresion del ABCAl y ABCG1 esta
controlada por mecanismos similares .La expresién de ambos transportadores,
se vé estimulada por la carga de colesterol o la induccion con hidroxicolesterol
y acido retinoico (fig. 1-3), este hecho soporta aun mas el trabajo coordinado de

ambos transportadores (Gelissen y col., 2006).

1.4 ACEPTORES EXTRACELULARES

1.4.1 apoA-I|

La apoA-lI es el componente proteico mayoritario de las HDL, cumple un rol
clave en el TRC, proceso antiaterogénico de gran importancia. Pertenece al
grupo de las apolipoproteinas intercambiables, conjuntamente con la apoA-Il,
IV, CI, Clll y E y la apolipofirina Il de insecto. Los hepatocitos y enterocitos se
encargan de sintetizar apoA-l, en la forma de preproapoA-l, que contiene una
extension del dominio N-terminal, constituida por un prepéptido de 18
aminoacidos y un propétido de 6 aminoacidos (Gordon y col., 1983), luego
mediante clivaje co-traduccional, se transforma en proapoA-l. En humanos la
proapoA-I, se convierte en su forma madura extracelularmente (Bojanovski y
col., 1985).
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1.4.1.1 Estructura de la apoA-I

La apoA-I madura, esta constituida por 243 aminoacidos y pesa 28,1kDa. En
cuanto a su estructura secundaria, esta formada por repeticiones en tandem,
gue se predicen a-hélices anfipaticas, comprometiendo entre 22 y 11 residuos,

separados en su mayor parte por prolina (Segresty col., 1992).

En la apoA-l se encuentran al menos tres tipos diferentes de hélices
anfipaticas, diferenciandose por la distribucién particular de sus cargas en la
cara polar. En el extremo N-terminal, hay una hélice G*, similar a la de las
proteinas globulares, con una distribucion al azar de los residuos cargados. Se
encuentran seis hélices anfipaticas tipo A (hélices 1, 2 y 5 a 8), que son tipicas
en las apoliporoteinas intercambiables, y que presentan un agrupamiento de
cargas positivas en la interfase polar/no polar y de cargas negativas en el
centro de la cara polar. ApoA-I presenta ademas, dos pares de hélices tipo Y,
un par en el centro (residuos 88-120, hélices 3 y 4) y otro en la region C-
terminal (residuos 209-241, hélices 9 y 10). Este tipo de hélice anfipatica, se
caracteriza por presentar tres agrupamientos de cargas positivas, que se
asemejan a la letra Y, con los residuos no polares entre los brazos y residuos

negativos entre los brazos y la base de la Y.

Figura 1-4. Diagramas de ruedas indicando la distribucién de residuos cargados en las a-hélices
anfipaticas tipo A y tipo Y. Los residuos hidrofébicos se indican en gris y los residuos polares sin carga en

blanco.
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1.4.1.2 Flexibilidad conformacional de la apoA-I

La apoA-1 presenta una gran flexibilidad conformacional que posibilita su
existencia en una gran variedad de estados como libre, pobre en lipidos, unida
a membranas o formando complejos lipoproteicos de diferente tamafio y
morfologia (discoidales o esféricos). Se han planteado diversos modelos
conformacionales de la apoA-l en complejos discoidales, como el modelo cerco
(Phillips y col., 1997), cinturén (Segrest y col, 1999), hebilla (Tricerri y col.,
2001) y doble cinturén, con dos configuraciones posibles 5/5 y 5/2 (Silva y col.,
2005). Actualmente el modelo conformacional mas aceptado, es el doble
cinturén, donde dos moléculas de apoA-l rodean a la bicapa de lipidos del
disco de manera antiparalela (Segrest y col., 1999; Silva y col., 2005) como se
muestra en la fig. 1-5. La conformacion que adopta la apoA-l1 en complejos
discoidales, se relaciona con diversas funciones, como su afinidad por

membranas, eflujo de lipidos y activacion de LCAT.

B
Figura 1-5. A) Modelo de doble cinturén en la configuracion LL5/5 (Segrest y col., 1999; Silva y col., 2005)

donde dos moléculas de apoA-I rodean la bicapa lipidica de manera antiparalela, B) Modelo de hebilla en
la configuracion cabeza-cabeza (Tricerri y col., 2001).

1.4.1.3 Dominios de la apoA-I

Se ha postulado que diferentes dominios de la apoA-I, estarian involucrados en
la interaccion con membranas, eflujo de lipidos y activacion de diferentes
enzimas como LCAT. En relacién a los dominios de la apoA-I, no se conoce
con exactitud la funciébn que cumple cada dominio en diferentes procesos,
como eflujo de lipidos, interaccion con membranas, activaciéon de diferentes
vias de sefalizacion entre otros. Seria interesante poder establecer una

relacion estructura-funcion de los distintos dominios de la apoA-I, a fin de poder
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disefiar diferentes moléculas terapéuticas, para tratar enfermedades como la

aterosclerosis.

1.4.1.3.1 Dominio N-terminal

Con respecto al dominio N-terminal, varios autores han sugerido su
intervencion en el eflujo de lipidos como Vedhachalam y col., (2004), mediante
mutantes de delecion de la regidon N-terminal de la apoA-I, demostraron que el
eflujo de colesterol y fosfolipidos se veia reducido en un 30%. Como asi
también plantearon que la mutante de delecion (A123-166) de la regidn central
de la apoA-I, no tiene efecto sobre el eflujo de lipidos en macrofagos J774 y
fibroblastos. Por otro lado Gillote y col., (1999) disefiaron péptidos sintéticos,
que recorrian toda la secuencia de la apoA-l1 y comprobaron que la region N-
terminal interviene en el eflujo de lipidos, como asi también la regién C-
terminal, con un porcentaje de eflujo del 50 y 70% respectivamente en

fibroblastos humanos.

1.4.1.3.2 Dominio C-terminal

Vendhachalam y col, (2004), en su estudio con mutantes demostraron que la
region C-terminal también era necesaria para el eflujo de colesterol y
fosfolipidos, dado que una delecion de esta region reducia el eflujo de lipidos.
Esto también fue sugerido por Gillote y col., (1999), en base a sus estudios con
péptidos sintéticos. Por otro lado Panagotopulos y col. (2002) disefiaron
mutantes de delecion de la region C-terminal y mutantes puntuales de la hélice
10 y sugirieron que la region C-terminal era importante a nivel del eflujo de
lipidos y unidn con membranas en células RAW 264.7, como asi también que
se necesitaba una correcta distribucion de las cargas en las hélices para este

proceso.

1.4.1.3.3 Dominio Central

También existen muchas evidencias de que el dominio central de la apoA-I

interviene en el eflujo de lipidos, union a membranas y activacion de LCAT

17



(Philippe y Marcel, 2000). Diferentes evidencias de nuestro laboratorio
demostraron que contrariamente al resto de las hélices de apoA-l, la regién
correspondiente al par de hélices Y centrales se inserta profundamente en la
membrana con el eje de la hélice perpendicular a la superficie, muy
probablemente formando un ramillete intermolecular con la region homadloga de

otra molécula de apoA-I (Corsico y col., 2001; Prieto y Garda, 2011).

Mediante la utilizacion de un péptido sintético, con la secuencia de la region
central de la apoA-I (residuos 77-120), se observo que esta promovia el eflujo
de colesterol (Toledo y col., 2004) y disminuia el pool de colesterol accesible a
ser esterificado por ACAT en células CHO-K1 (Gonzalez y col., 2008).

Por otro lado, se sugirié que un modo de interaccion similar podria ocurrir para
la interaccion entre HDL discoidales y membranas, que seria relevante para el
intercambio de colesterol (y otros lipidos) entre las mismas (Garda, 2007). La
capacidad de interactuar (Tricerri y col., 1998) e intercambiar colesterol (Toledo
y col., 2000) con membranas es dependiente del tamafio y contenido de
colesterol de las dHDL. Es posible que estos factores modulen la formacién del
ramillete intermolecular o dominio de insercion activo, y por tanto la interaccion

e intercambio lipidico con la membrana.

1.4.2 HDL

Las HDL representan una poblacion heterogénea de lipoproteinas de alta
densidad (d=1,063-1,21 g/ml) de forma discoidal o esférica, cuyo componente
apolipoproteico mayoritario es la apoA-l (aproximadamente el 70%) (Rader,
2006). Se encuentran subpoblaciones de HDL que difieren en sus propiedades

fisicoquimicas como actividades biolégicas (Barter y col., 2003).

Las HDL discoidales (dHDL) o pre-B HDL juegan un rol fundamental al inicio del
TRC. Estan constituidas por una bicapa superficial de fosfolipidos y colesterol
no esterificado, mas las apolipoproteinas. Presentan dos o mas moléculas de

apoA-l por disco (Rye y col.,, 2009). Las HDL esféricas predominan en el
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plasma humano y estan formadas por una monocapa de fosfolipidos y un

nudcleo hidrofébico con alto contenido en CE y TG (Kontush y col. ,2006).

1.4.2.1 Clasificacion

Las HDL se pueden clasificar (fig.1-4.), segun distintos patrones como A) la
forma, B) la densidad, C) el diametro, D) la composicion en apolipoproteinas A-

'y A-1l, E) la movilidad electroforética y F) el tamafio en orden descendente.

A) Segun su forma se encuentran HDL discoidales (nacientes) y HDL esféricas

(maduras).
B) En funcién de la densidad se encuentran: HDL, (d=1,063-1,125 g/ml; 60%
lipidos y 40% proteinas) y HDL3; (d=1,125-1,210 g/ml; 45% lipidos y 55%

proteinas).

C) En base a su tamafio las HDL esféricas se pueden dividir en cinco
subpoblaciones de particulas en un rango de 10,6 nm a 7,6 nm de diametro.

D) Segun la composicion en apolipoproteinas, se las clasifica en: LpA-I, LpA-II,
LpA-I/LpA-Il, y-LpE y LpA-IV.

E) Segun su movilidad electroforética en: a-HDL (HDL esféricas y LpA-1V), pre
B-HDL (HDL discoidales y apoA-I libre); y y-HDL (y-LpE).

F) Segun el tamafio en orden descendente: HDL,,, HDL,, HDL3,, HDLzp y
HDL 3.
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Figura. 1-6. Heterogeneidad de las subpoblaciones de HDL (Rye y col.,, 2009 con modificaciones).
Clasificacién de las particulas segun A) la forma, B) la densidad, C) el diametro, D) la composicion en

apoA-l y A-Il y E) la movilidad electroforética.

1.4.2.2 Sintesis HDL

La apoliporoteina mayoritaria de las HDL es la apoA-I, se sintetiza a nivel del
higado e intestino. Desde alli es secretada como apoA-l libre o pobre en
lipidos, que adquiere rapidamente fosfolipidos y colesterol via transportador
ABCA1 (Oram y col., 2000). De esta manera se forman las HDL discoidales
(nacientes). Las dHDL interaccionan con membranas, remueven fosfolipidos y
colesterol via los transportadores ABCA1 y ABCGL1, en células cargadas con
colesterol (Adorni y col., 2007). Las HDL discoidales de diferente compaosicion y
tamafo, presentan distintas capacidades de activacion de la enzima LCAT, las
dHDL de 78 A muestran una menor capacidad de activacion, en relacion a las

de 96 A (de Beer y col., 2001). Con respecto a las dHDL de tamafio mayor, 130
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y 170 A, que contienen méas de dos moléculas de apoA-l por disco, ha sido
reportado que son mejores activadores de LCAT, en comparacion con las
dHDL de 96 A (Cavigiolio y col., 2008). Por otro lado existiria una relacién
directa entre el tamafo de las dHDL, contenido de apoA-l y la activacién de
LCAT. La enzima LCAT se encarga de madurar las dHDL, esterifica el
colesterol y forma un ndcleo hidrofobico dentro de la lipoproteina, convirtiendo
las HDL discoidales en HDL esféricas. Ademas favorece la formacion de un
gradiente de concentracion de colesterol desde la membrana plasmatica u
otras lipoproteinas, hacia las HDL esféricas.

En la actualidad no se conoce completamente el mecanismo de interaccion y
eflujo de lipidos via apoA-l y dHDL, como asi tampoco los transportadores
involucrados en este proceso. Multiples investigaciones estan dirigidas a tratar
de dilucidar estos procesos, siendo que las rHDL, apoA-I, transportadores de
membrana y LCAT son considerados moléculas dianas utiles para la aplicacion

de terapias farmacolégicas.
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Figura 1-7. Sintesis HDL (Rader, 2006 con modificaciones). Los enterocitos y hepatocitos sintetizan apoA-
I, que es secretada en su forma pobre en lipidos e inmediatamente se carga de fosfolipidos y colesterol
via transportador ABCA1, formando las HDL nacientes. Las HDL nacientes adquieren mas lipidos de
células periféricas y de lipoproteinas y la enzima LCAT esterifica el colesterol convirtiéndolas en HDL
maduras.
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CAPITULO 2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La apoA-l cumple un rol muy importante en el TRC, es el componente
mayoritario de las HDL que desempeian diversas funciones en las distintas
etapas del TRC. Resultados previos de este laboratorio permiten postular la
hipotesis de que la region central de la apoA-I, formada por el par de hélices
tipo Y, estaria involucrada en la interaccion con la membrana celular, que seria
importante para el eflujo de lipidos y la movilizacion de depdsitos intracelulares
de colesterol (como el disponible a ser esterificado por ACAT) hacia la
membrana plasmatica. Como la conformacién del dominio central es
influenciada por el tamafio y composicién lipidica (contenido de colesterol) de
las HDL, también se postula que esto podria modular la capacidad de

interaccion con la membrana celular y el consecuente eflujo lipidico.

El objetivo general de este trabajo fue someter a prueba esta hipétesis y
aportar informacién relevante para entender los mecanismos implicados en las
etapas iniciales del TRC, como en la interaccién de las HDL con membranas

celulares y el eflujo celular de lipidos.

Como objetivos especificos, nos propusimos:

1) Reconstituir particulas discoidales HDL similares a las pre-p-HDL del
plasma, de diferente composicién y tamafio, mediante la técnica de dialisis con
el detergente colato. Estas fueron comparadas en cuanto a su capacidad de
unirse a la membrana celular, y de promover el eflujo de colesterol y
fosfolipidos de dos lineas celulares diferentes: CHO-K1 (células de ovario de
hamster chino) y RAW 264.7 (macrofagos murinos).

2) Estudiar en comparacion con apoA-l salvaje, la funcionalidad y las
respuestas celulares a dos mutantes de delecion de un residuo de lisina en las
regiones de hélices tipo Y: una con la delecién en la region central de la hélice
4 (AK107) y la segunda con la delecion en la posicion homologa de la hélice 10
(AK226). La primera de estas mutantes es una variante natural cuyos
portadores presentan un metabolismo alterado de las HDL e incrementado
riesgo aterogénico, por lo que los resultados de estos estudios también podrian

ayudar a la comprension de los sintomas presentados por estos pacientes. Es
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de esperar que estas mutaciones desplacen en ~100° la orientacion relativa
entre las caras hidrofilica e hidrofébica de la hélice anfipatica a ambos lados de
la mutacion, lo que puede afectar tanto la interaccion con lipidos como con los

receptores celulares.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1 OBTENCION DE APO A -l

3.1.1 Obtencion de apoA-I de suero humano

La apoA-I fue obtenida a partir de plasma humano (donado por el Banco de
sangre del Instituto de Hemoterapia de La Plata). El plasma fue descongelado y
se llevo a densidad de 1,21 g/ml con BrNa. Luego se ultracentifugé a 55.000
rom durante 44 h a 10C. Se recolectd la fraccidn s uperior que contenia las
lipoproteinas (fig. 3-1). Luego mediante cromatografia en columna abierta
(Sephacril S300), se separaron las diferentes lipoproteinas VLDL, LDL y HDL
en ese orden. Se tomo la fraccion de HDL, y se liberd de lipidos con guanidina
HCL 6 M en agitacion y a bafio maria a 37°C durante 3 h. Seguidamente se
dializ6 la muestra con membranas de corte 12.000 d contra EDTA 5 mM. Luego
se llevo a densidad 1,21 g/ml con BrNa y se ultracentrifug6 a 50.000 rpm
durante 24 h a 10<C. Se obtuvieron dos fracciones u na rica en apoA-Il y otra en
apoA-l. Se colect6 la fraccion rica en apoA-l y se dializé contra NH4;CO3H 5
mM. Seguidamente se liofiliz6 la muestra y se guardé a -80°C. Con el fin de
purificar la apoA-l de la muestra, se disolvio el liofilizado en buffer de elusién
(Tris 10 mM, 1% B-mercapto etanol (BME), guanidina HCL 3 M, pH 8), a una
concentracion de proteina ~ de 50 mg/ml y se filtr6 por gel en columna
(Superdex 200 10/30 HR). EI BME mejora la separacion de la apoA-ll
contaminante, ya que reduce el puente disulfuro y la convierte en su forma
monomerica. Luego se colectaron las fracciones conteniendo apoA-l1 y se
dializé contra buffer EDTA 0,01% pH 7,5. Finalmente se liofilizé la apoA-1 y
guardo a -80C hasta su uso (Tricerri y col., 1998) . La proteina mostré6 mas de
un 95 % de pureza, estimado por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%

en presencia de SDS.
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Figura 3-1 Obtencion de apoA-l de suero. El plasma fue sometido a ultracentrifugacion a 55.000 rpm
durante 44 h a 10°C. Luego se colectd la fraccion superior que contenia las lipoproteinas (HDL, LDL,
VLDL) y se separaron mediante columna cromatografica (Sephacril S300). La fraccién que contenia las
HDL, fue tratada con guanidina HCI 6 M con el fin de liberarla de lipidos y luego se ultracentrifugé a
50.000 rpm durante 24 h a 10°C. Se obtuvieron dos fracciones una rica en apoA-ll y otra en apoA-Il. La
fraccion rica en apoA-l1 se purificé mediante columna cromatografica (Superdex 200 10/30 HR).

Finalmente se colectd la apoA-l, liofilizd y guardé a -80°C.

3.1.2 Obtencion de apoA-I salvaje a partir de bacte rias

El cADN de la pro-apoA-I, fue insertado en un vector de clonacion plasmidico
pPET30, nos fue donado por la Dra. Ana Jonas (Urbana, IL, USA). El polilinker o
sitio multiple de clonado de este plasmido, incorpora directamente a la region
traducida del gen, una secuencia de polihistidina, en la region N-terminal de la
proteina, facilitando su posterior deteccion y purificacion. En el pET30 original
(fig. 3-2), la expresién de un sitio reconocido por enteroquinasa permite el
clivaje y eliminacién de la secuencia poli-His. Por motivos de practicidad y
economicos, en nuestro laboratorio se ha introducido al CADN una mutacion
puntual (Glu por Asp) en la segunda posicion de la secuencia de apoA-I (Prieto
y col., 2012). Esto crea un enlace Asp-Pro labil en medio acido que permite

eliminar la cola de polihistidina por tratamiento con &cido férmico.
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Figura 3-2. Descripcién del plasmido pET 30 (Novagen) y del sitio multiple de clonado.

3.2 CONSTRUCCION DE MUTANTES AK226 y AK107

Para la mutagénesis sitio-dirigida (fig.3-3) se usé el kit Quick-Change de
Stratagen como se ha descripto en trabajos previos del grupo Gonzalez y col.,
2008 y Prieto y col., 2012.
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Figura 3-3. Descripcion de la técnica Mutagénesis sitio dirigido.
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3.2.1Construccién de la mutante AK226

3.2.1.1 Disefio de primers

Los primers se disefiaron siguiendo el protocolo del kit y para su sintesis se us6
el servicio de Macrogen (Corea). Las secuencias se detallan a continuacion:
Primers foward: 5-GCTGGAGAGCTTCGTCAGCTTCCTGAGC-3’

Primera reverse: 5-GCTCAGGAAGCTGACGAAGCTCTCCAGC-3’
Tm=84,74T

Estos primers se usaron para las reacciones de PCR utilizando como molde al
plasmido entero conteniendo el inserto de apoA-I tipo salvaje ya modificado
para contener el sitio de clivaje para acido férmico. Seguidamente en la tabla 3-
1 se muestran los reactivos utilizados para la reaccion de PCR.

Tabla 3-1. Reactivos utilizados para PCR mutagénesis sitio dirigido construccién mutante

AK226. El control se realizé sin Pfu polimerasa.

39 ul 40 ul
5ul 5ul
1l 1l
1l 1l
1l 1l
2 ul 2ul
1pl 0 pl

50 pl 50 pl

3.2.1.2 Ciclos PCR
Los ciclos de temperatura programados para la PCR Mutagénesis sitio dirigido,
se muestran a continuacion en la tabla 3-2.

Tabla 3-2 Ciclos de temperatura, mutagénesis sitio dirigido construccion variante AK226.
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Para controlar la amplificacion del producto de PCR se realizé un gel de

agarosa al 0,8% (seccién 3.5.2).

3.2.1.3 Precipitacion con etanol

Con el fin de purificar el ADN de contaminantes, se realiza la precipitacion con
etanol en frio. El etanol aisla el ADN provocando la precipitacion del mismo
libre de contaminantes, que se recupera por centrifugacion. A la muestra se le
agregaron 2,5 volumenes de etanol 96%, 0,1 volumenes de solucidén de acetato
de sodio 3 M, pH 5,2 y se incub6 a —20°C durante 15-30 min. Después se
centrifugd a 14.000 rpm durante 20 min, se descarto el sobrenadante y se lavd
con alcohol al 70%. Nuevamente se centrifug6é a 14.000 rpm durante 5 min, se
lavé el pellet con alcohol 70% y luego se sec6 con vacio.

3.2.1.4 Corte con Dpnl

A fin de digerir el molde de ADN (plasmido con el inserto sin la mutacién), se
trato al producto de PCR, con la enzima Dpnl 10 U/ul durante 1 h a 37°C. Esta
nucleasa es especifica para el ADN metilado (plasmido molde proveniente de
bacterias), dejando intacto al ADN no metilado generado por la PCR que
contiene la mutacion. El producto de PCR tratado con Dpnl fue utilizado para
transformar bacterias Escherichia coli (E.coli) JM109 competentes, como se

describe en la secciéon 3.3.3.

3.2.2 Construccién Mutante AK107

3.2.2.1 Disefio de primers

Al cADN de esta mutante en pET30 (también donado por A. Jonas), se le
introdujo el sitio de clivaje en medio acido, por mutagénesis sitio-dirigida con el
kit Quick-Change de Stratagene utilizando los siguientes primers:

Primer Foward: 5-GGCAGCAAGATGATCCCCCCCAGAGCCCC-3

Primer Reverse: 5-GGGGCTCTGGGGGGGATCATCTTGCTGCC-3"

Todos los procedimientos seguidos para la realizacion de la PCR, extraccion y

purificacion del ADN plasmidico, como la transformacion de bacterias JM109 y
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BL21 de la mutante AK107, fueron similares a los descriptos para la mutante

AK226 en la seccién 3.2.1.

3.3 PROTOCOLOS GENERALES DE TRABAJO CON BACTERIAS

Como hospedador bacteriano se utilizé E.coli, debido a que presenta varias
ventajas con respecto a otros hospedadores: elevada velocidad de crecimiento,
facil manipulacién genética, alta eficiencia en incorporacion de ADN foraneo y
bajo costo econdmico. En este trabajo se utilizaron dos cepas distintas de
E.coli: BL21 hospedador de expresion y JM109 hospedador de expansion. Las
cepas BL21 y JM109 presentan modificaciones genéticas, que las hace aptas
para la expresion y expansion respectivamente. En el caso de la cepa BL21, no
expresa ciertas proteasas, que podrian degradar la proteina recombinante
durante la purificacion, y ademas es facilmente inducible con lactosa o
isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). En el caso de la cepa JM109, esta
disefiada de manera tal que la tasa de recombinacibn sea minima,

confiriéndole una alta estabilidad a los plasmidos.

3.3.1 Medios de cultivo

Las bacterias se cultivaron en medio Luria- Bertani (LB) como medio liquido y

como medio solido, LB con un 1,5% p/v de agar (LB agar).

3.3.2 Preparacion de bacterias competentes (método de Hanahan)

En células bacterianas, se puede inducir la competencia para la incorporacion
de los plasmidos. Esta consiste en crecer las células en medio LB, colectarlas
durante el crecimiento exponencial y resuspenderlas en una solucién fria de
CaCl,. El tratamiento con CaCl, es muy importante ya que neutraliza las
cargas de ADN y fosfolipidos, permitiendo la adsorcion del ADN a la membrana
plasmatica de la bacteria, haciéndola de esta manera més permeable. En
cuanto al procedimiento, se inocularon 100 ml de medio LB sin antibiético, con
las bacterias de interés. Se las dejo crecer en agitacion a 22°C, hasta llegar a
una DOgoonm aproximadamente de 0,55. Luego el indculo fue incubado en hielo

por 10 min, con el fin de disminuir la fluidez de la membrana, y se le agregd 32
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ml de solucion de competencia (MnCl,.4 H,O 1,088% p/v; CaCl, 2 H,O 0,22%
p/v: KCI 1,865% pl/v; Pipes 0,01 M). Luego las células bacterianas se
recolectaron por centrifugaciéon a 4.000 rpm por 10 min y fueron resuspendidas
en 8 ml de solucién de competencia con un 7% v/v DMSO y se las dejo en frio
por 10 min. Luego fueron alicuotadas y congeladas a -80 °C en stock de

glicerol al 15%, como se explica en la seccion 3.3.4.

3.3.3 Transformacion de bacterias competentes

La transformacion es uno de los mecanismos mediante el cual las bacterias
intercambian el material genético entre individuos de la misma especie e
incluso entre distintas especies. Adquieren el ADN proveniente del medio
extracelular y en el caso de los plasmidos, estos quedan como elementos
replicativos autonomos dentro de la célula. Para realizar la transformacion, las
bacterias tienen que estar en estado de competencia. La transformacion de las
bacterias competentes se lleva a cabo mediante choque térmico (Hanahan,
1983). Se utilizaron 200 pl de bacterias competentes, las cuales fueron
transformadas con 10 pl de plasmidos mediante shock térmico. Este consistio
en incubarlas en hielo por 45 a 60 min luego transferirlas a un bafio térmico a
42<C durante 45 s exactos, con agitacion constante. Inmediatamente después
ponerlas en hielo por 2 min y agregarles 800 pl de medio nutritivo enriquecido
con glucosa (Soc). Finalmente se las incub6 a 37C por 1 h. La seleccion de las
bacterias transformadas se realizO en base a su resistencia al antibiético
kanamicina, de esta manera se seleccionan los subclones. Se prepararon
placas con medio LB-Agar con antibiético kanamicina, se realizaron
estriaciones en las placas y se las incubé a 37C durante 24 h. Luego se
observod el crecimiento de bacterias transformadas con el plasmido de interés

que presenta resistencia a la kanamicina (fig. 3-4).
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Figura 3-4. Transformacion de bacterias competentes.

3.3.4 Conservacion de bacterias

Con el fin de conservar las bacterias por largos periodos de tiempo a -80C, se
las almacend en un stock de glicerol, que contiene medio de cultivo con

bacterias y un 15% de glicerol.

3.4 PROTOCOLOS GENERALES DE TRABAJO CON ADN

3.4.1 Minipreparacion de Plasmidos

Este método se utiliza para obtener ADN plasmidico en pequefia cantidad (en
el orden de los microgramos) y se basa en la lisis alcalina en presencia de
dodecil sulfato de sodio (SDS), de esta manera se rompe la pared celular, se
desnaturaliza el ADN cromosémico y las proteinas, liberandose el ADN
plasmidico. Para la extraccion del ADN plasmidico las células bacterianas
fueron tratadas con tres soluciones distintas, una solucién de resuspension
(Tris-HCI 0, 25 mM; EDTA 10 mM, pH 8, 0) mediante la cual se resuspenden
las bacterias a un pH 8 y se quelan ciertos iones de Ca*>y Mg*?, con el fin de

que estos cofactores no estén disponibles para Dnasas, una solucién de lisis
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(NaOH 0,2 M; SDS 1%), donde el incremento del pH combinado con la accion
del detergente SDS genera la desnaturalizacion de proteinas y de ADN
cromosomico, provocando de esta manera la ruptura de la pared celular; y por
altimo una solucién de renaturalizacion (60 ml de acetato de potasio 5 M, 11,5
ml de &cido aceético, y 100 ml de agua destilada) donde el cambio de los iones
de Na* por K* provoca la precipitacion de los complejos formados por SDS-
proteinas y ADN cromosomico. Luego el sobrenadante es sometido a una
mezcla de fenol:cloroformo (1:1 v/v) para precipitar el resto de las proteinas.
Finalmente el ADN plasmidico se concentra y purifica mediante precipitaciones
alcohdlicas combinadas con la disminucion de la temperatura. Luego el ADN se

recupera, por sucesivas centrifugaciones a alta velocidad.

Se partio de 1,2 ml de medio de cultivo con las bacterias de interés, que fueron
centrifugadas a 12.000 rpm durante 1 min. Al pellet se le agregé 100 pul de
solucion de resuspension. Luego se adicionaron 200 ul de la solucién de lisis,
se mezcld por inversion hasta disolver el pellet y se incubd 5 min a temperatura
ambiente. Para finalizar con la extraccion se agregaron 150 ul de la solucion de
renaturalizacion, se lo dejo en hielo durante 5 min, para favorecer la formacién
del precipitado, se centrifug6 a 12.000 rpm durante 5 min. Al sobrenadante, con
el ADN plasmidico, se le agregd 450 ul de fenol:cloroformo (1:1 v/v) y se
centrifugd a 12.000 rpm durante 5 min. Luego se adicionaron 2,5 volumenes de
etanol 96%, 0,1 volumenes de solucion de acetato de sodio 3 M, pH 5,2 y se
incubd a —20°C durante 15-30 min. Después se realizaron dos centrifugaciones
seriadas a 14.000 rpm durante 5 min y en cada una de ellas se lavo el pellet
con alcohol al 70%. El pellet se resuspendié en 500 ul de buffer TE (Tris-HCI 10
mM; EDTA 0,1 mM, pH 8,0) y en un mismo volumen de polietilenglicol (PEG) al
13% en NaCl 1,6 M, luego se incubd en hielo durante 30 min, se centrifugd a
14.000 rpm durante 15 min y el pellet obtenido se lavé con etanol al 70%. Se
centrifugd nuevamente a 14.000 rpm durante 5 min, se seco y resuspendi6 en
20 pl de TE. ElI ADN plasmidico asi obtenido se conservo a -20 °C hasta su

posterior uso (Sambrook, 1989).

Cuando se necesitd ADN de pureza considerable, se extrajo y purificé el ADN

plasmidico, con un kit comercial de Qiagen. EI ADN plasmidico se cuantificd
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por espectrofotometria midiendo absorbancia a 260 nm o por medio del Qbit.
Esta técnica tiene en cuenta que una unidad de DO. a 260 nm equivale a 50 ug
de ADN por ml. La pureza se determind en base a la relacion DO2gonm/DO2g0nm.
Se consideré un muy buen grado de pureza cuando esta relacion fue superior a
1,8.

3.4.2 Secuenciacién de ADN

La secuenciacion de ADN, se llevé a cabo en un servicio externo: Macrogen
(Corea). Con el objetivo de controlar la presencia de las mutaciones de interés,
se extrajo y purifico el ADN plasmidico utilizando el Kit de Qiagen, mediante el
cual se obtiene ADN de pureza elevada. Se emplearon los oligonucledtidos
universales S-tag y T7 terminator.

Primers STag TM*5: 5- CGAACGCCAGCACATGGACA-3

Primers T7 terminator: 5- GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3

3.4.3 Expresion de Proteinas recombinantes

Se utilizé un sistema de expresion universal, bacterias E.coli cepa BL21, con
vectores de expresion pET30. Las modificaciones genéticas que presenta esta
cepa, como se mencion6 anteriormente, la hace adecuada para la expresion de
proteinas recombinantes. A nivel del vector de expresion, el inserto de cADN se
encuentra bajo el control del promotor T7, que depende de la ARN polimerasa
T7, cuyo gen se encuentra inserto en el ADN gendmico de la bacteria. A su vez
la ARN pol T7 se encuentra bajo el control del promotor lac, que puede ser
inducido por IPTG. Una vez inducida la expresion del gen de interés, comienza
la transcripcion y traduccion simultanea, la proteina recombinante producida, se
acumula en su mayor parte en cuerpos de inclusiéon, que son agregados
citoplasmaticos insolubles (Palmer y Wingfield, 2004). Estos se pueden aislar
por centrifugacion, y la recuperacion de la proteina de interés suele requerir la
desnaturalizacion con guanidina HCI, seguido de dialisis a pH éptimo para el
plegamiento (Thomas y Baneyx, 1996). Las bacterias BL21 competentes
transformadas con el plasmido de interés, fueron sembradas en medio LB con

kanamicina, se las incub6 a 37 toda la noche con agitaciéon. Luego se tomoé 1
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ml de medio de cultivo con las bacterias de interés, y se inocul6 en 500 ml de
medio LB nuevo con kanamicina. Se las puso a crecer a 37C en agitacion
hasta que la D.Ogoonm llegara aproximadamente a 0,5. En ese momento se
agrego IPTG 0,4 mM, y se incubd a 37T durante por 2 h. Después se
centrifugd el medio de cultivo con las bacterias a 5.000 rpm durante 5 min. El
sobrenadante fue descartado y el pellet se resuspendié en buffer fosfato con
guanidina HCI, se lo dejé en agitacion al menos 4 h. Por ultimo se centrifugd el
lisado celular a 10.000 rpm y se retuvo el sobrenadante, que quedo listo para la

purificacion de las proteinas.

3.4.4 Purificacion de proteinas recombinantes

La proteina recombinante presenta una cola de polihistidina, que posibilita su
purificacion mediante cromatografia de intercambio en metales inmovilizados
(IMAC). Mediante esta técnica la cola de polihistidina, se adhiere a los metales,
quedando la proteina retenida en la columna cromatografica. Para su elusion
se la somete a una solucion con alto contenido de Imidazol, que compite con la

cola de polihistidina, por la adhesion a los metales.

3.4.5 Corte en medio acido

La proteina recombinante presenta un sitio de clivaje en medio acido para la
cola de polihistidina. Este sitio de clivaje fue insertado en el cADN de la apoA-I
salvaje por el Dr. Prieto. La técnica consiste en cortar la cola de la proteina con
acido férmico al 45%, combinado con incubacién a 60C durante 5 0 6 h. Luego
se neutraliza con NaOH y se dializa durante toda la noche contra buffer fosfato,
y se realizan tres cambios de buffer fosfato en el dia. La muestra dializada que
contiene la proteina cortada mas la cola de polihistidina, se pasa nuevamente
por la columna cromatografica que retendra a la cola poli-His libre asi como

restos de proteina no clivada.
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3.5 TECNICAS ELECTROFORETICAS

La electroforesis es un método mediante el cual se somete a las moléculas a
un campo eléctrico y estas migran en base a su tamario, forma, carga eléctrica
y viscosidad del medio a través de un soporte, que puede ser de celulosa,
agarosa, poliacrilamida entre otros. El soporte se comporta como un tamiz
molecular, y permite separar moléculas cargadas en funcion de su tamafio y
forma. El tamafio del poro del soporte se puede variar cambiando la

concentracion del polimero.

3.5.1 Electroforesis en gel de Poliacrilamida  (PAGE)

El gel de poliacrilamida se forma por polimerizacion de la acrilamida, por accion
de un agente entrecuzador, la bis-acrilamida, en presencia de un iniciador
TEMED (N, N, N, N’ -tetrametilnediamina) y se utiliza como catalizador el i6n
persulfato (S20g), que se afiade en forma de persulfato de amonio. Estos geles
son transparentes, estables, insolubles en agua, y permiten la visualizacién de
las bandas. Las electroforesis PAGE las podemos clasificar, segun el estado de
las proteinas a lo largo de la corrida, en condiciones nativas o

desnaturalizantes.

3.5.1.1 Electroforesis PAGE en condiciones nativas

Geles en gradiente de 4-12%

Las proteinas migran en funcién de su carga, tamafo y forma. Un gel en
gradiente se prepara siguiendo una concentracion creciente de arcilamida y
bisacrilamida, y como consecuencia un gradiente decreciente en el tamafo del
poro. Las ventajas que encontramos frente a un gel de concentracion uniforme
es gue la proteina migra hasta alcanzar una zona donde el tamafio del poro le
impide seguir, de esta manera se resuelven mejor las bandas, ya que las
concentra, y el rango de pesos moleculares que puede resolver es superior. El
gel se tifie con coomassie blue o con tincidn de plata cuando las cantidades de

proteinas son bajas.
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3.5.1.2 Electroforesis PAGE en condiciones desnatur  alizantes con SDS

Las muestras se desnaturalizan por calor en presencia de agentes
desnaturalizantes como [(-mercaptoetanol y SDS (Laemmli, 1970). La
estructura tridimensional de la proteina se pierde, y las cadenas polipeptidicas
migran individualmente. EI SDS es un detergente i6nico de accion
desnaturalizarte que se une a las cadenas polipeptidicas desnaturalizadas.
Esta union del SDS, bloquea la carga propia de la proteina y le confiere al
complejo una carga neta negativa proporcional a su masa, haciendo que todas
las proteinas unidas al SDS migren hacia el anodo. Se prepararon geles de
poliacrilamida con SDS a distinto porcentaje de acrilamida (12% o 16%) segun
las necesidades del estudio. Se tomaron 20 ul de muestra mas buffer muestra
(4X) y se calentaron durante 3 min. Luego se sembraron en el gel y se sometid
a corrida electroforética a 120V durante 1 h. El gel se tifio con comassie blue y

se decoloré con solucion decolorante acido acético:metanol:agua (1:4:5 v/viv).

3.5.2 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa es la mas utlizada para analizar y
caracterizar acidos nucleicos. Permite separar fragmentos de ADN en base a
su peso molecular. La presencia de acidos nucleicos se detecta, mediante la
utilizacion de colorantes fluorescentes como el bromuro de etidio o SYBR
Green, que se intercalan entre las bases del ADN o ARN. Se prepar6é una
solucién de agarosa al 0,8% m/v en buffer TBE. La agarosa se solubilizo
mediante calentamiento, en microondas por pulsos de 20 s. El contenido
liquido se virtio en el soporte del gel horizontal y se coloco el peine adecuado a
la cantidad de muestras. Se dejo gelificar y se sembraron 5 ul de muestra con 1
ul de loading buffer mas el estandar correspondiente. Se corrié a 100V en cuba
electroforética horizontal, hasta que el frente de corrida recorrid el 80% de la
longitud del gel. Para detectar la presencia de acidos nucleicos se incubo el gel
en bromuro de etidio (0,5 pg/ml) por 30 min o bien se agregé SYBR Green
durante la solubilizacion de la agarosa. Las bandas de ADN se observaron a
través de un transiluminador UV (Hoefer MacroVue UV-20). Los geles se
fotografiaron utilizando una camara de fotos digital KD120 (Kodak) y se

analizaron con el software Kodak Digital Science 1D (Kodak).
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Soluciones
Buffer TBE: Tris 50 mM; Acido Bérico 50 mM; EDTA 1 mM
Loading Buffer: 6X NaOH 300 mM, 6 mM EDTA, 18% p/v ficol, 0.15% p/v verde

de bromo cresol, y 0.25% p/v xileno cianol.

3.6 PROTOCOLOS GENERALES DE TRABAJO CON ARN

La extraccion del ARN celular se efectud a fin de poder realizar a posteriori una
gRT-PCR con el objetivo de determinar la concentracion de ARNm de ACAT-1.
Las células RAW 264.7 fueron crecidas en placas de Petri hasta alcanzar
confluencia celular. Luego se traté a las células con apoA-I y variantes de la
misma: AK107 y AK226 a fin de determinar si se incrementaba la expresion del
ARNmM de ACAT-1.

3.6.1 Extraccion de ARN

Durante todo el trabajo con ARN se utiliz6 agua libre de ARNasas con
dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,01% v/v.

3.6.1.1 Homogenizacién y precipitacion del ARN

Las monocapas celulares fueron lisadas y homogeneizadas con 1 ml de Trizol
(Invitrogen), que mantiene la integridad del ARN pero rompe y disuelve el resto
de los componentes celulares (Chomczynski, 1987), luego el volumen se
transfirid a tubos Eppendorf. Se incubaron las muestras durante 5 min a
temperatura ambiente, para permitir la disociacion de los complejos
nucleoproteicos. Después se agregaron 200 pl de cloroformo por ml de Trizol y
se agité vigorosamente por 15 s y se incubé nuevamente 5 min a temperatura
ambiente. Con el fin de separar las fases se centrifugd a 12.000 rpm durante 15
min. Se obtuvo una fase organica, la de cloroformo que contenia restos
celulares, una interfase donde se encontraba el ADN vy la fase acuosa con el
ARN. Se transfirid la fase acuosa a Eppendorf estériles, se agrego 500 ul de
alcohol isopropilico por ml de Trizol y se incubé por 10 min a temperatura
ambiente. Finalmente se centrifugd a 12.000 rpm durante 10 min para precipitar
al ARN.
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3.6.1.2 Redisolucion del ARN

Se descarto el sobrenadante y se eliminaron los restos de contaminantes con
etanol al 75% con DEPC por ml de trizol. Luego se mezclé por agitacion con
vortex y se centrifugd durante 5 min a 7.500 rpm. Nuevamente se descaro el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 50 pl de agua con DEPC y luego se
calento durante 10 min a 55-60 °C. Finalmente el ARN se alicuoté y guardo a -
70C. La extraccion del ARN se controlé mediante ge | de agarosa al 0,8% con
SYBR Green y se visualizd por transiluminador UV (Hoefer MacroVue UV-20).
La concentracion del ARN se determiné por Qbit utilizando los reactivos Quant-
iT™ ARN (Invitrogen).

3.6.2 Cuantificacion del ARNm ACAT-1 por gRT-PCR

Con el fin de cuantificar el ARNm de ACAT-1 por gRT-PCR y como primer paso
se sintetizO cADN a partir del ARN, obtenido de las células, usando la

transcriptasa reversa.

3.6.2.1 Sintesis de cADN

A partir de 1 pg de ARN total se sintetizé el cADN, empleando el kit CADN
iScript synthesis (BioRad). La reaccion de transcripcion reversa se realizo
siguiendo las instrucciones del fabricante y contenia: 3,4 pl ARN, 4 pul reaction
mix (5X), 2 pl de random primers, 10,6 pl de agua libre de RNAsas, en un
volumen total de 20 pl. La mezcla de reaccién se incubd en un ciclador PCR
Express (Thermo-Hybaid) a 25°C durante 5 min, para que se unan los random
primers al ARN, luego a 42°C durante 30 min, para la sintesis del cADN, y

finalmente a 85°C por 5 min, con el objetivo de inactivar la transcriptasa reversa.

3.6.2.2 Amplificacion

Para la reaccion de amplificacion del cADN de ACAT-1 se utilizaron los
siguientes primers:

Foward = 5 AGCAAGATGAAGCCCAGAAA 3

Reverse =5 ATGCGGACTTTTCAATGAGG 3
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Se utilizé el Kit Brillant SYBR Green QPCR Mix (Stratagene) y se siguieron las
instrucciones del fabricante. La reaccion contenia un volumen final de 50 pl, 2
pl cADN, 1 pl (2 uM) Primers Foward, 1 pl (1 uM) Primers Reverse, 1 ul dNTPs,
5 ul buffer Pfu (Stratagene) y 1 ul Pfu polimerasa (Stratagene) y 39 ul de agua

con DEPC. Como control positivo de expresion se utilizé B- actina.

3.6.2.1 qRT-PCR Ciclos de temperatura

A continuacion en la tabla 3-3 se muestran los ciclos de temperatura que fueron

utilizados para la qRT-PCR.

Tabla 3-3. Ciclos de temperatura qRT-PCR, para la cuantificacién del ARNm de ACAT-1.

Segmento Ciclos Temperatura Tiempo
1| 50C 10 min
95<C 5 min
40| 95C 30s
60C 1 min
72T 30s

3.7 PROTOCOLOS GENERALES DE TRABAJO CON PROTEINAS

3.7.1 Determinacién de la concentracion proteica

La apoA-l como las variantes de la misma, fueron cuantificadas por
espectrofotometria a 280 nm, analizando el espectro de absorbancia en el UV
200-400 nm. A partir de este espectro y conociendo los coeficientes de
extincion de la apoA-l y variantes, se pudo determinar la concentracion
proteica. Para la determinacion de proteinas totales se utilizd un método
colorimétrico, el método de Lowry (1951). Para cada determinacion proteica se
realizd una curva de calibracion, a partir de una solucion patron de 2 mg/ml de

albumina de suero bovino (BSA).
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3.7.2 ldentificacion de ACAT-1 por western blot

El tratamiento utilizado sobre las células RAW 264.7, fue el mismo aplicado en
la remocion de colesterol que se describe en la seccion 3.10.1. Las células
RAW 264.7 fueron tratadas con apoA-l y sus variantes: AK107 y AK226, solo

gue en este caso las monocapas celulares se destinaron al analisis proteico.

3.7.2.1 Separacion y Transferencia de proteinas

Las monocapas celulares fueron raspadas y tratadas con buffer muestra para
Su separacion proteica en gel de poliacrilamida con SDS (Laemmli, 1970). Las
proteinas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa. Antes de la transferencia, la membrana, el gel y los papeles de
filtro se humedecieron en buffer de transferencia durante 10 min. La

transferencia se realizé a 100V durante 1 h.

3.7.2.2 Incubacion con anticuerpo

Después de la transferencia la membrana se bloqued durante 1 h o toda la
noche a 4°C con solucién de bloqueo. Seguidamente se incubd con el
anticuerpo primario, anti-ACAT-1 (Santa Cruz), con una dilucion de 1/200 en
buffer de bloqueo, durante 1 h. a temperatura ambiente con agitacion suave.
Después se lavd la membrana con buffer Tris-Salino y se incubd con el
anticuerpo secundario (anti-lgG rabbit), con una dilucion de 1/1000 en buffer de
bloqueo durante 2 h a temperatura ambiente con agitacion suave. Para finalizar
la membrana se revel6 por electroquimioluminiscencia (ECL) y de esta manera
se determiné la presencia de la proteina. La cuantificacion se llevo a cabo por

medio del programa ImageJ en relacion a la p- actina usada como control.

3.8 PROTOCOLOS GENERALES DE TRABAJO CON CELULAS

Se trabajo con dos lineas celulares diferentes, células derivadas de ovario de
hamster chino (CHO-K1), y macrofagos murinos (RAW 264.7). A medida que
se avanzo en el trabajo de tesis se decidié continuar trabajando solo con los
macrofagos, ya que eran mas adecuados para el trabajo planteado, por su

intervencién en la formacion de la placa ateromatosa.
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3.8.1 Mantenimiento de células en cultivo

3.8.1.1 Células CHO-K1

Las células CHO-K1 son una linea celular derivada como subclon, de la linea
parental CHO, iniciada a partir de una biopsia de ovario de hamster chino
(Puck, 1957). La morfologia de estas células es de tipo epitelial. Las células
fueron crecidas en medio esencial minimo (MEM de GIBCO), suplementado
con 10% de suero fetal bovino (SFB de Bioser) y 1% antibiotico/antimicético
(100 U/ml penicilina G sdédica; 100 pg/ml streptomicina sulfato) a 37C en
estufa gaseada con 5% de CO,. Las células CHO-K1 tienen una elevada tasa

de crecimiento celular, por lo que el medio se renovo cada 48 h.

3.8.1.2 Células RAW 264.7

Las células RAW 264.7, macréfagos murinos, son una linea celular establecida
a partir de un tumor inducido por el virus Abelson, de la leucemia murina. Las
células fueron cultivadas en medio esencial minimo modificado (DMEM de
GIBCO), suplementado con 10% de SFB, usando la misma mezcla de
antibiotico/antimicotico y condiciones de incubacion empleadas con células
CHO-K1. Las células RAW 264.7 también presentan una alta tasa de
crecimiento por lo que el medio se cambi6 al igual que en células CHO-K1 cada
48 h.

3.8.1.3 Subcultivo de células

Cuando las células alcanzan alrededor del 80% de confluencia se realiza el
subcultivo o repique de las mismas, que consiste en efectuar un tratamiento
enzimatico con el fin de romper las uniones entre células y aquellas entre
células y la superficie de crecimiento. Este tratamiento se hace con una
combinacion de tripsina y EDTA. Luego se recolectan las células, se realiza un
ensayo de viabilidad celular con tripan blue (secciéon 3.8.2.1), y se siembran
nuevamente en una placa estéril dentro del flujo laminar. Se lavaron las
monocapas celulares con buffer PBS (NaCl 8 g/I; KCI 0,2 g/l; Na;HPO,4 1,44 g,
KH,PO,4 0,24 g/l) estéril. Luego se agrego a cada placa 1 ml de tripsina (PAA
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Switzerland) (tripsina 0,05% - EDTA 0,02% en PBS) a cada placa, y se incubd
a 37T durante 2 min para acelerar el proceso. Se observo el estado de la
monocapa mediante microscopio Optico invertido y se neutralizo la tripsina con
7 ml de medio de cultivo con 10% SFB. Se homogeneizaron las células y se
transfirid una alicuota en una relacion 1/10, a una nueva placa estéril con

medio de cultivo fresco.

3.8.1.4 Criopreservacion de células en nitrégeno li  quido

Con el objetivo de conservar lineas celulares por largos periodos de tiempo, se
las almaceno en nitrégeno liquido. Las monocapas fueron lavadas con PBS y
se desprendieron las células con tripsina. Luego se neutraliz6 con medio de
cultivo con 10% de SFB. La solucién celular fue homogeneizada, y se transfirié
el volumen a tubos Falcén estériles. Se centrifug6é por 10 min a 2.000 rpm, se
descarto el sobrenadante y el precipitado celular se lavd con PBS estéril. El
pellet celular se resuspendié en solucion de congelacion (90% SFB y 10%
DMSO) (Helgason, 2005) y se transfirié casi todo el volumen a criotubos
(GIBCO) de 2 ml. Se tomo6 una alicuota para realizar el test de viabilidad celular
con trypan blue, previo al congelamiento (seccion 3.8.2.1). Finalmente los
criotubos se enfriaron por 24 h a -20C y luego fue ron transferidos al tanque de

nitrdgeno liquido, para su conservacion.

3.8.1.5 Deteccion de contaminantes: Micoplasmas

Se realizaron controles de rutina, en colaboracién con el Dpto. de Patologia
(Facultad de Ciencias Médicas, UNLP) para la deteccion de Micoplasmas. El
ensayo consitd en tefiir las monocapas celulares con el reactivo de Hoesch
(fluorocromo que se une al ADN), y posteriormente observar mediante
microscopio de fluorescencia, la presencia o ausencia de micoplasmas. Se
sembraron células sobre cubre objetos estériles dentro de una placa de Petri y
se los dejo crecer durante 24 h. Luego se agreg0 solucion de fijacion
(metanol:acido acético 3:1 v/v) sin remover el medio y se lo dejo reposar 2 min.
Seguidamente se retird el medio de cultivo y se agregd nuevamente solucion

de fijaciébn y se dejo reposar 5-10 min. Después se removid la solucién de
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fijacion y se dejo secar. Finalmente se agregoé 0,05 pg/ml de reactivo de
Hoesch y se incubd por 10 min a temperatura ambiente. Las monocapas fueron
lavadas varias veces con agua destilada. Se adicion6 solucién de montaje y se

observé al microscopio de fluorescencia.

3.8.2 Ensayos de viabilidad celular

3.8.2.1 Método de exclusién con Trypan Blue

Este método se basa en la captacion del azul tripan por células no viables, las
cuales se observaran de color azul y las células viables, que no lo captan, se
veran refringentes. El recuento de células se realiza en camara de Neubauer y
se determina el % de células vivas sobre el total de células. Se tom6 una
alicuota de suspension celular de 90 ul y se agregé 30 pl de azul tripan al 0,2%
en buffer PBS, se dejo reposar 1 min y se realizd el recuento en camara de

Neubauer.

3.8.22Test MTT

El ensayo del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio) es usado ampliamente para evaluar la citotoxicidad de distintas
moléculas y drogas en cultivos celulares. Las células metabdlicamente activas
pueden endocitar al MTT, y reducirlo a nivel mitocondrial en formazan,
insoluble y de color purpura. La salida del MTT formazan de la célula se revela
por la presencia de cristales de formazan en la superficie de la membrana

celular.

3.8.2.2.1 Efecto citotdxico del colesterol

Con el fin de determinar si ciertas concentraciones de colesterol eran toxicas
para las células, se decidié realizar el test de MTT. Se sembraron 2,5 x 10°
células RAW 264.7 en placas de 24 pocillos, se dejo crecer hasta confluencia.
Luego las células fueron incubadas por 24 h con diferentes concentraciones de
colesterol en medio DMEN sin SFB, en una atmodsfera humidificada con 5%
CO, y un 95% O, a 37<C. Después del tratamiento de 24 h, el medio fue
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sustraido y se adicion6 el MTT, a una concentracion final de 0,5 mg/ml, durante
3 h a 37C. ElI MTT fue retirado y cada pocillo se lavé con PBS y se adicioné
dimetil sulféxido (DMSO) para solubilizar los cristales de MTT formazan. La
absorbancia fue medida a una longitud de onda de 560 nm con la substraccion
del background a 640 nm. Para la medicion se utilizd el DTX 880 multilector

Beckman-Coulter.

3.8.2.2.2 Efecto citoprotector apoA-l y variantes

En una placa de 96 pocillos se sembraron 7 x 10* células RAW 264.7
resuspendidas en 100 pl de DMEM con 10% de SFB y se las incubd hasta
alcanzar confluencia. Luego de la incubaciéon se retiré el medio de cultivo por
inversidén sobre papel y se agregé medio de cultivo sin SFB, con 0,5 mM de 8-
bromoadenosina-3,5-monofosfato ciclico (Br-AMPc) y 2 mg/ml albumina sérica
libre de acidos grasos, y concentraciones variables de colesterol (entre 0 y 500
pg/ml), en ausencia o presencia de 30 pg/ml de apoA-I sérica (apoA-Is), apoA-I
recombinante (apoA-Ir) y mutantes de apoA-I: AK107 y AK226. Después de 24
h de tratamiento se eliminé el medio de cultivo y se adicioné el MTT a una
concentracion final de 0,5 mg/ml y se incub6é durante 3 h. Finalizada la
incubacion se retird el MTT y se lavdé con 100 pl de PBS. Seguidamente se
agregaron 100 pl de DMSO (solvente organico), para solubilizar el formazan.
Se dejé actuar durante 10 min a temperatura ambiente con agitacion y se
realizaron las mediciones de absorbancia como se explicé arriba (seccion
3.8.2.2.1).

3.9 PARTICULAS rHDL

3.9.1 Reconstitucion de particulas discoidales: rHD L

Con el fin de obtener particulas discoidales, parecidas a las pre-f HDL del
plasma, que se encuentran en muy baja concentracion, se reconstituyeron
dHDL por el método de dialisis con colato (Matz y Jonas, 1982; Jonas, 1986;
Durbin y Jonas, 1997). A partir de POPC (1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina),
apoA-l y colato, se realizé la reconstitucion de dHDL de diferente tamafio y
composicién de colesterol. La relacion molar utilizada fue la siguiente: 95/1/150
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y 40/1/65 de POPC/apoA-l/colato de sodio para las particulas de 96 A y 78 A
respectivamente. Las particulas de 120 A se obtuvieron de la mezcla de
reconstitucion de las rHDL de 96 A. En el caso de las dHDL conteniendo
colesterol, éste se adiciondé en una relacion molar de 4:1 (POPC:col.). Se
utilizaron soluciones madre de POPC y colesterol en cloroformo. Estas fueron
evaporadas con Ny, hasta eliminar el solvente. Luego se agregaron 500 ul de
buffer TBS (Tris 10 mM, CINa 150 mM) a un pH 8,0, con el fin de humectar la
muestra y se dejo reposar durante 5 min en hielo, seguido de agitacion con
vortex. Se afadio el colato y se dejo reposar durante 60 min en hielo. Después
se agrego la apoA-1 bajo N, y se mezcld por rotacion, incubandola durante 30 a
60 min en hielo. Luego la muestra fue dializada contra buffer TBS con el fin de
remover el colato, realizandose al menos tres cambios de buffer en el dia.
Después de dializar, las muestras fueron purificadas mediante cromatografia
de exclusion molecular, usando dos columnas en tandem (Superosa 6 +
Superdex 200 de Pharmacia). El control de pureza de las dHDL se realizd por
medio de electroforesis en gel de poliacrialamida en gradiente 8-25%, en
condiciones no desnaturalizantes. Para determinar el peso molecular se
utilizaron estandares comerciales (Pharmacia). La concentracion de las
particulas reconstituidas fue determinada por absorbancia a 280 nm, usando el

coeficiente de extincion molar de la apoA-I.

3.9.2 Afinidad de rHDL por membranas

3.9.2.1 ELISA sobre células

El ensayo de ELISA sobre células, permite la deteccibn de antigenos de
superficie celular, y se basa en la especificidad antigeno- anticuerpo. En este
caso uno de los reactantes, el antigeno (Ag), se encuentra inmovilizado en la
fase solida y el reactante soluble, el anticuerpo (Ac), se une especificamente a
éste. Este tipo de ELISA se denomina heterogéneo y consta de tres etapas: la
inmovilizacion del reactante en la fase soélida; la incubacion de la muestra, de
modo que ésta reaccione con el reactante inmovilizado, y por ultimo la
amplificacion de la sefal, por medio de un conjugado enzimatico, que al

reaccionar con el sustrato, OPD (O-fenilendiamina dihidroclorhidrico) o ABTS
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(acido 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) desarrolla color, el cual se
mide espectrofotométricamente. Se sembraron aproximadamente 7 x10 *y 2
x10 °células RAW 264.7 en placas de 96 y 24 pocillos respectivamente, con
medio DMEM conteniendo SFB y se las dejé crecer durante 24 h. Las células
fueron activadas con 2,5 pg/ml 22-R-hidroxicolesterol (H-Col) y 0,75 pg/ml 9-
cis-acido retinoico (AR) o con 0,5 mM de Br-AMPc durante 24 h en medio sin
SFB. Después se agregaron las particulas rHDL a una concentracion de 48
png/ml en DMEM sin SFB, y fueron incubadas durante 1 h a 37 o0 4 °C. Luego
los pocillos se lavaron con PBS y se agrego la solucion de bloqueo (buffer PBS
con 1% albumina sérica) durante 1 h. El anticuerpo policlonal anti-apoA-I fue
agregado en una dilucién de 1:1000 y se incubd por 1 h. Entre incubacion de
anticuerpo y anticuerpo, se lavé sucesivamente con PBS. El anticuerpo
secundario anti-rabbit IgG asociado a peroxidasa, fue incubado a una dilucion
de 1:1500 durante 1 h. Por ultimo se lavdé con PBS y se agregd el sustrato
ABTS u OPD, con el fin de realizar la lectura espectrofotométrica, en DTX 880
multilector Beckman-Coulter. En el caso de usarse OPD, la reaccion se freno
con H,SO,4 4N.y la lectura se hizo a 492 nm, en cambio cuando se utilizé como
sustrato el ABTS, la lectura se hizo a 405 nm (Crowther, 2009; Price, 1990).

3.10 ENSAYOS DE REMOCION DE LIPIDOS

3.10.1 Ensayo de Remocion de Colesterol

Con el fin de determinar el comportamiento de las particulas rHDL y variantes
de apoA-l sobre el metabolismo del colesterol, se realizd el siguiente
experimento: las células RAW 264.7 fueron cultivadas en placas de 6 pocillos,
con medio de cultivo DMEM con 10% SFB, hasta alcanzar una confluencia del
80-90%. Se sembraron aproximadamente entre 2x10° y 3x10° células RAW
264.7. Una vez alcanza la confluencia esperada, las monocapas se lavaron con
buffer salino (PBS) y se afiadié una solucion de carga que contenia: 50 pug/ml
de colesterol, y 0,05 upCi/ml de [**C] colesterol, en medio sin SFB
complementado con 2 mg/ml de albumina de suero bovina (BSA) libre de
acidos grasos, se incubd durante 24 h a 37C. Terminada la incubacion se

lavaron las monocapas nuevamente con PBS y se adicion6 una solucion para
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equilibrar los pooles de colesterol intracelulares. Esta solucion de equilibrado
estaba compuesta por medio de cultivo sin SFB, 1 mg/ml de albumina sérica
libre de &cidos grasos, y en el caso de las células RAW 264.7, que necesitan
activacion, se afiadié 0,5 mM de Br-AMPc y se las incub6 durante 8 h a 37<.
Finalizado el equilibrado se lavaron las monocapas con PBS, y se adicionaron
las HDL reconstituidas o las variantes de apoA-l, en medio de cultivo sin SFB.
En el caso de las RAW 264.7, se las activd nuevamente con 0,5 mM de Br-
AMPc y se las incub6 durante 12 h. Luego el medio fue colectado y las
monocapas se trataron separadamente. La radioactividad se determind
mediante contador de centelleo liquido y el porcentaje de eflujo de colesterol se
calculé como el porcentaje relativo de radioactividad en el medio en relacién al
total de radiactividad detectado en las células y en el medio. La extraccion
lipidica se realiz6 mediante el método Bligh & Dyer (seccion 3.11.1) y las
fracciones lipidicas fueron separadas por cromatografia en capa fina (TLC)
(seccion 3.11.2).

3.10.2 Ensayo de Remocion de Fosfolipidos

El procedimiento llevado a cabo fue similar a la remocion de colesterol (seccion
3.10.1); sélo que la carga se realizé con 0,5 pci/ml de [**C] fosforilcolina o [*C]
colina. El tratamiento con las particulas rHDL o variantes de apoA-l fue
realizado a 12 h y el porcentaje de eflujo de fosfolipidos se determind de la

misma manera que para la remocion de colesterol (seccion 3.10.1).

3.11 ANALISIS DE LIPIDOS

3.11.1 Extraccion de lipidos

Con el fin de determinar el porcentaje de eflujo de lipidos y analizar la
composicién lipidica, primeramente se extrajeron los lipidos de las monocapas
celulares mediante la técnica de Bligh & Dyer (Bligh y Dyer, 1959). Las
monocapas celulares fueron lavadas con PBS y luego resuspendidas en una
mezcla de metanol.cloroformo:agua (2:1:0,5 v/v/v) y transferidas a un tubo
conico. Luego se centrifugd por 5 min para precipitar restos celulares y se
transfiri6 el sobrenadante a un tubo limpio. Ambos tubos se trataron
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nuevamente con Bligh & Dyer, seguido de centrifugacion por 5 min y se
recolect6 el sobrenadante. Se agregd 1 ml de agua y 1 ml de cloroformo para
particionar y se centrifugd durante 5 min. Se descarto la fase superior (acuosa)
y se retuvo la fase inferior (organica). Luego se evaporo el solvente y se
resuspendid en 500 ul de Bligh & Dyer (metanol:cloroformo 2:1 v/v). Se tomo
una alicuota para determinar la radioactividad en el contador de centelleo
liquido y el resto se utilizé para determinar las especies lipidicas.

3.11.2 Cromatografia en capa fina (TLC)

Luego de la extraccion lipidica, parte del extracto se utilizé para determinar los
lipidos presentes. Se realiz6 una TLC, para separar las distintas fracciones de
lipidos polares y otra, para los no polares. Para ello se utilizaron placas de
silica gel G-60 (Merck, Germany) como fase estacionaria y una mezcla de solventes
como fase movil. En el caso de los lipidos polares la mezcla de solventes
utilizada fue: cloroformo:metanol:acido acético:agua 50:37,5:3,5:2 v/viviv, y se
usaron estandares de fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina (SM). En el caso de
los lipidos no polares, la mezcla de solventes utilizada fue: hexano:éter
etilico:acido acético 40:10:0,5 v/vl/v, y se usaron como estandar colesterol (col.)
y ésteres de colesterol (CE). Los solventes utilizados fueron todos de calidad
analitica. Las placas se revelaron rutinariamente con Il,, salvo cuando se
necesité determinar la relacién de radioactividad entre especies lipidicas se

utilizé software Imagen Quant del Storm.

3.12 ANALISIS ESTADISTICOS DE RESULTADOS

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante test t de Student o ANOVA,
segun el disefio experimental, seguido de test de TUKEY. Los datos cumplieron
los supuestos de ANOVA, homogeneidad de varianza (test de Levene's) y
normalidad (test de Kolmogorov-Smirnov). Los resultados se expresaron como

la media £ SE de tres experimentos independientes.
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CAPITULO 4. COMPORTAMIENTO DE LAS dHDL DE
DIFERENTE TAMANO Y COMPOSICION EN EL EFLUJO
LIPIDICO CELULAR

4.1 ANTECEDENTES

4.1.1 Vision actual del TRC. Rol de las dHDL

Higado & Intesting

Iniesting

t

Bllls

t

Figura 4-1. Diagrama de los principales eventos del TRC (Khera y Rader, 2010 con modificaciones).
Luego de ser secretada por el higado, apoA-l adquiere fosfolipidos (PL) y algo de colesterol no
esterificado (FC) del mismo higado o de células periféricas incluidos los macréfagos, por la actividad de
ABCA1 generandose dHDL nacientes. Parte de apoA-I no lipidada es eliminada por rifién. Los ésteres de
colesterol (CE) intracelulares son hidrolizados y el FC resultante es movilizado a la membrana celular. Las
proteinas ABCG1 y SR-BI promueven la salida de FC a HDL preformadas pero no a apoA-I libre. Por
accion de LCAT, las dHDL son convertidas en HDL esféricas con un nucleo de CE. La proteina
transferidora de fosfolipidos (PLTP) provee fosfatidilcolina (PC) para la reaccion de LCAT transfiriéndolos
desde LDL o VLDL. A través de la proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP), y en
intercambio por triacilgliceroles (TG), los CE de HDL son transferidos a VLDL o LDL, las que son captadas
en higado via el receptor de LDL (LDLR). En el hepatocito, SR-BI media la captacion selectiva de CE y
FC de las HDL. Este proceso, ademas de las actividades de lipasa hepatica (HL) y lipasa endotelial (EL),
liberan apoA-I que queda disponible para reiniciar la captacion de lipidos celulares mediada por ABCAL.
El colesterol captado por higado es excretado en bilis como FC o sales biliares via transportadores
ABCG5 y ABCGS8, pero en parte puede ser reciclado en el TRC via ABCAL, o ser ensamblado en VLDL y

resecretado a la circulacion.
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La figura 4.1 resume los principales eventos del TRC. Tanto apoA-I libre (o
pobre en lipidos) como las dHDL son intermediarios claves en este proceso.
Las dHDL son inicialmente generadas por la accién del ABCAL, mientras que
ABCG1 y SR-BI contribuyen a su posterior enriquecimiento en colesterol. Ya en
circulacion, las dHDL son sustrato de LCAT y precursoras de las HDL esféricas
mayoritarias en circulacion, cuya remodelacion por diferentes mecanismos
conduce a la regeneracion de apoA-l libre o pobre en lipidos que reinicia el

ciclo.

La captacion de lipidos celulares por apoA-1 y dHDL es muy dependiente del
tipo celular asi como su estado metabdlico, carga de colesterol y nivel de
expresion de transportadores y receptores celulares. En células RAW 264.7 y
CHO-K1, el nivel de expresion basal del ABCA1l, ABCG1l y SR-BI es bajo
(Favari y col., 2009). La expresion de ABCA1 y ABCGL1 puede ser estimulada
con H-Col y AR o cargando las células con colesterol, pero ocurre lo opuesto
con el SR-BI (Lorenzi y col.,, 2008; Ji y col., 2011; Yu y col., 2004). En la
actualidad estos mecanismos moleculares son pobremente conocidos y
seguramente a medida que pase el tiempo y se enriquezca el conocimiento se
encontraran mas transportadores y diferentes mecanismos involucrados en el

transporte reverso de colesterol mediado por las HDL.

4.1.2 Propiedades y funcionalidad de las dHDL
Distintas evidencias indican que las propiedades y el comportamiento de las

dHDL en las distintas etapas del TRC podria depender de su tamafio,
composicién, numero y conformacion de apoA-I en las particulas. Debido a su
heterogeneidad y baja concentracion, las dHDL son dificiles de obtener a partir
del plasma humano. Por tanto, la mayoria del conocimiento actual sobre las
propiedades y funcionalidad de las dHDL proviene de estudios con dHDL
reconstituidas (rHDL) por distintos métodos como la dialisis de micelas mixtas

con el detergente colato.

Diferentes estudios indicaron que la capacidad para interactuar e intercambiar

colesterol con membranas artificiales disminuye al incrementar el tamafio y
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contenido de colesterol de las rHDL (Tricerri y col., 1998; Toledo y col., 2000).
Esto fue atribuido a cambios conformacionales que resultan en un menor grado
de exposicion de un dominio central de la molécula de apoA-I (Tricerri y col.,
1998).

Estos cambios conformacionales también podrian resultar en una diferente
afinidad por transportadores y receptores celulares determinando una diferente
capacidad para movilizar lipidos celulares. Tanto el contenido lipidico como la
cantidad de apoA-I por disco, son determinantes de la conformacion de apoA-I
en los complejos lipoproteicos (Cavigiolio y col., 2008). Recientemente se ha
reportado (Favari y col., 2009) que las rHDL de 78 A promueven el eflujo de
colesterol celular via ABCA1 y ABCG1 pero no via SR-BI. Aquellas rHDL de
tamafio = 96 A y las HDL esféricas, en cambio, promueven la remocion del
colesterol celular a través de ABCG1 y SR-BI, pero no via ABCAl (Favari y
col., 2009; Lorenzi y col., 2008).

Se ha postulado que esta variabilidad o flexibilidad conformacional también
afecta la afinidad por enzimas como LCAT. Las rHDL 78 A presenta una menor
habilidad para activar LCAT en comparacion con las rHDL de 96 A (Tricerri y
col., 2002). Segun Cavigiolio y col. (2008), las rHDL de 96 A son buenos
sustratos de LCAT, pero las rHDL que contienen mas de dos moléculas por

particula como las rHDL de 134 y 170 A son alin mejores sustratos de LCAT.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Para tratar de reconstruir in vitro lo que ocurre a nivel del inicio del TRC, se
reconstituyeron particulas rHDL de distinto tamafio y composicion (de 78, 96 y
120 A sin y con colesterol) con el objetivo de evaluar su comportamiento a nivel
del eflujo de colesterol y fosfolipidos, como asi también su capacidad para
unirse a la membrana celular en dos tipos celulares diferentes: macréfagos
murinos, RAW 264.7 y células de tipo epitelial, CHO-K1.

La eleccion de estas dos lineas celulares radica en que los macréfagos (RAW

264.7) intervienen en la formacion de las placas ateromatosas, acumulan
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ésteres de colesterol y se convierten en células espumosas, siendo uno de los
participes mas importantes de la formacion de la placa ateromatosa. En cambio
las células CHO-K1 se utilizaron como modelo de otro tipo de célula periférica,
que no interviene en la formacién de la placa ateromatosa. Es sabido que la
mayor parte de colesterol removido en el transporte reverso proviene
principalmente de células periféricas, de ahi radica la importancia de estudiar la
capacidad de union a membranas y el eflujo lipidico con ambas lineas

celulares.

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Comportamiento de las dHDL en células CHO-K1

4.3.1.1 Capacidad de unién a membrana

Por medio del ensayo de ELISA que permite la deteccidon de antigenos de
superficie celular en base a la afinidad antigeno- anticuerpo, se determiné la
unibn a membranas de apoA-l y particulas rHDL de distinto tamafo y
composicion: 78, 96 y 120 A con y sin colesterol en células CHO-K1, con el fin
de obtener mayor informacion con respecto al comportamiento de las dHDL en
el TRC en diferentes tipos celulares. Las monocapas celulares fueron crecidas
hasta alcanzar una confluencia del 80-90%, luego se realizO el ensayo de
ELISA sobre células. Las células fueron estimuladas con hidroxicolesterol (H-
Col) y acido retinoico (AR) durante 24 h a 37 °C con el fin de incrementar la
expresion de los transportadores ABC (ABCA1 y ABCG1) que intervienen en el
eflujo de lipidos. Seguidamente las células fueron incubadas con 48 pg/ml
apoA-l y rHDL de distinto tamafio y composicion: 78, 96 y 120 A con y sin
colesterol durante 1 h a 37°C.
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Figura 4-2. Capacidad de unién a membranas en células CHO-K1. Las células fueron activadas con 2,5
pg/ml H-Col y 0,75 pg/ml AR durante 24 h en medio MEM sin suero fetal bovino (SFB) a 37°C e
incubadas con 48 pg/ml de apoA-l'y rHDL 78, 96 y 120 A con y sin colesterol durante 1 h. a la misma
temperatura, antes de realizar el ensayo de ELISA. Como controles negativos y positivos se utiliz6 MEM
sin y con un 30% de SFB respectivamente. Nivel de significancia del test t de Student en comparacion
con el control negativo:* P<0,05, ** P<0,01 y *** P<0,001.

Como se observa en la fig 4-2, tanto las rHDL de distinto tamafio y
composicién, como la apoA-I libre de lipidos se unieron a la membrana celular
dando diferencias significativas respecto del control. Salvo algunas diferencias
menores, este comportamiento fue practicamente independiente del tamafio y

contenido de colesterol de las dHDL.

4.3.1.2 Eflujo de colesterol

En células cargadas con colesterol o estimuladas con H-Col y AR el eflujo de
colesterol se lleva a cabo principalmente via transportador ABCA1 y ABCG1
(Adorni y col., 2007; Lund-Katz y Phillips, 2010). Se ha propuesto que la apoA-I

como las dHDL de tamafio pequefio (78 A), interaccionan con el transportador
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ABCA1 y que las de mayor tamafio (96 y 120 A) lo harian con el ABCG1
(Favari y col.2009).
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Figura 4-3. Eflujo de Colesterol en células CHO-K1. Las células fueron cargadas durante 24 h con 50
pg/ml de colesterol y 0,05 pCi/ml de [14C] colesterol en medio MEM sin SFB, complementado con 2 mg/ml
de BSA. Luego se agreg6 una solucion de equilibrado en medio DMEM sin SFB, con 1 mg/ml de BSA y
se incubdé por 8 h. Finalizada la incubacion se agregaron las diferentes rHDL y la apoA-lI a una
concentracion de 12 pg/ml en medio MEM sin SFB durante 12 h. Los datos estadisticos se analizaron
mediante test t de Student, con niveles de significancia en comparacion con el control de: * P<0,05; **
P<0,01 y *** P<0,001.

En la fig. 4-3 se observa que la apoA-I como el resto de las particulas rHDL,
removieron colesterol significativamente. Las rHDL de 78 y 96 A mostraron un
mayor porcentaje de eflujo de colesterol, en comparacion con la apoA-I y rHDL
de 120 A. Se observo una tendencia a medida que se incrementa el tamafio de
las rHDL disminuye el porcentaje de eflujo de colesterol, independientemente
del contenido de colesterol en las particulas. La presencia previa de colesterol
en las rHDL tiende a hacerlas menos efectivas para remover colesterol de

estas células.
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4.3.1.3 Distribucién de radioactividad entre colest  erol libre y esterificado

Con el fin de explorar si el eflujo de colesterol promovido por apoA-I o las rHDL
moviliza a los depdsitos intracelulares de colesterol esterificado, se analizaron
los lipidos de las monocapas celulares, determinando la relacion de
radioactividad asociada a las fracciones de colesterol libre y colesterol

esterificado.
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Figura 4-4. Influencia del tratamiento con apoA-l o rHDL sobre la relacion de radioactividad entre las
fracciones de colesterol esterificado y colesterol libre en células CHO-K1. Las células fueron cargadas
durante 24 h con 50 pg/ml de colesterol y 0,05 pCi/ml [14C] colesterol en medio MEM sin SFB,
complementado con 2 mg/ml de BSA. Luego se agreg6 una solucion de equilibrado en medio MEM sin
SFB con 1 mg/ml de BSA vy se incub6 por 8 h. Finalizada la incubacién se agregaron las diferentes rHDL
y la apoA-l a una concentracion de 12 pg/ml en medio MEM durante 12 h. Luego se extrajeron los lipidos
de las monocapas celulares mediante Bligh & Dyer y se separaron por TLC. Seguidamente se establecié
la relacién CE/col. mediante el Image Quant (Storm). Los datos estadisticos se analizaron mediante el
test t de Student, que arrojo los siguientes niveles de significancia respecto del control: * P<0,05; **
P<0,01 y *** P<0,001.

Como puede observarse en la fig. 4-4, las rHDL con colesterol,
independientemente del tamafio, mantuvieron constante la relacion CE/col. y
no mostraron diferencias significativas con respecto al control. Por otro lado, la

apoA-I disminuyd significativamente la relacion de radioactividad en CE/col. en
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comparacion con el control y ademas se observo una tendencia en las rHDL sin
colesterol a disminuir la relacion de radioactividad en CE/col. a medida que se
incrementaba su tamafio, haciéndose significativa esta disminucién para las
rHDL de 120 A.

4.3.1.4 Eflujo de fosfolipidos de colina

El siguiente experimento se realiz6 con el objetivo de determinar el
comportamiento de las rHDL y apoA-l a nivel del eflujo de fosfolipidos. Las
células fueron cargadas con 50 pg/ml de colesterol y 0,5 uCi [** C] fosforilcolina
durante 24 h. Luego se realizé un equilibrado, con el fin de equilibrar los pooles
de colesterol, durante 8 h y finalmente se incubaron las células con 12 ug/ml de
particulas rHDL o apoA-I por 12 h.
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Figura 4-5. Eflujo de fosfolipidos en células CHO-K1. Las células fueron cargadas con colesterol 50 pg/mi
y 0,5 pCi de [14C]-fosf0rilcolina en medio MEM sin SFB, complementado con 2 mg/ml de BSA durante 24
h. Luego se agreg6 una solucién de equilibrado en medio MEM sin SFB con 1 mg/ml de BSA y se incub6
8 h. Finaliza la incubacioén se agreg6 apoA-I o las rHDL, a una concentracion de 12 pug/ml en medio MEM
sin suero y se incub6 durante 12 h. Niveles de significancia de la diferencia con el control, segun el test t
de Student: * P<0,05; ** P<0,01 y *** P<0,001.

Como se observa en la fig. 4-5 tanto la apoA-I como las rHDL 78 A removieron

significativamente fosfolipidos de colina. Ademas la apoA-I removié el mayor
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porcentaje de fosfolipidos. Las rHDL de 96 y 120 A en cambio, fueron inactivas

en este proceso y no removieron fosfolipidos de manera significativa.

4.3.1.5 Distribucion de radioactividad entre fosfat idilcolina (PC) vy
esfingomielina (SM)

Para determinar qué especies de fosfolipidos de colina eran removidos
preferencialmente por la apoA-lI y rHDL, se extrajeron los lipidos tanto del
medio como de las monocapas celulares mediante la técnica de Bligh & Dyer y
se separaron por TLC. Seguidamente la radioactividad en las especies
fosfolipidicas fueron cuantificadas mediante el Image Quant (Storm) y la

relacion entre fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina (SM) fue establecida.
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Figura 4-6. Efecto de apoA-l y las rHDL sobre la distribucion de la radioactividad entre fosfatidilcolina y
esfingomielina en células CHO-K1. Las células fueron cargadas durante 24 h con 50 pg/ml de colesterol y
0,5 uCi [14C]-fosf0rilcolina en medio MEM sin SFB, complementado con 2 mg/ml de BSA. Seguidamente
se incubaron con una solucién de equilibrado durante 8h y luego se agregé la apoA-I o las rHDL con y sin
colesterol, a una concentracion de 12 pg/ml en medio MEM sin SFB. Los lipidos celulares fueron
extraidos mediante la técnica Bligh & Dyer y se separaron los fosfolipidos de colina mediante TLC.
Seguidamente se estableci6 la relacion de radiactividad PC/SM mediante el Image Quant (Storm).
Niveles de significancia, segun el test t de Student: * P<0,05; ** P<0,01 y *** P<0,001.
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En el caso del medio de cultivo solo se detect6 radioactividad en la fraccion de
PC, mientras que en el caso de los lipidos celulares, la radiactividad se
distribuyé entre PC y SM de acuerdo a las relaciones indicadas en la figura 4-6.
Se observd que la apoA-l como rHDL de 78 A sin col., removieron
preferencialmente fosfatidilcolina en relacion a esfingomielina. Estos datos se
correlacionan con la mayor capacidad de remover fosfolipidos de colina. Con
respecto a las rHDL de 96 y 120 A, no remocionan significativamente
fosfolipidos de colina, ni modificaron la distribucion de radioactividad entre PC y
SM.

4.3.2 Comportamiento de dHDL en células RAW 264.7

4.3.2.1 Capacidad de unién a la membrana celular

En el caso de las células RAW 264.7, el ensayo de ELISA para determinar la
capacidad de unién a la membrana celular fue realizado a dos temperaturas
(37 y 4°C). Se ha propuesto que tanto apoA-l como las HDL pueden ser
endocitadas en varios tipos de células, y este proceso es inhibido a bajas
temperaturas. Asi, las medidas 37 y 4°C podrian ayudar a distinguir entre la
union a la membrana y la endocitosis. Ademas, los ensayos de ELISA se
realizaron sobre células pretratadas de dos maneras diferentes: a) con la
combinacion de hidroxicolesterol (H-Col) y éacido 9-cis-retinoico (AR) que
presumiblemente resulta en la induccion de los transportadores ABCA1l y
ABCG1, y b) con 8-bromoadenosina-3-5-monofosfato ciclico (Br-AMPc), un
analogo permeable del AMPc que presumiblemente induce la expresion y
activacion del ABCAL.

4.3.2.1.1 Determinaciones a 37°C sobre células indu cidas con H-Col y AR

Las células fueron crecidas hasta alcanzar una confluencia del 80- 90 % vy las
monocapas fueron tratadas con H-Col y AR durante 24 h. Luego se retir0 el
medio de cultivo y se agregaron 48 pg/ml de apoA-1 o rHDL de 78, 96 y 120 A
con y sin col. y finalmente se las incub6 durante 1 h. a 37°C antes de realizar el
ensayo de ELISA. El H-Col y AR son ligandos de los receptores LXR y RXR,

estos receptores forman heterodimeros y funcionan como factores de
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transcripcion que estimulan el eflujo de lipidos y la expresion de los
transportadores ABCAL1 y ABCG1 (Rader, 2006; Shiabata y Glass, 2010).
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Figura 4-7. Union de apoA-l y diferentes rHDL a la membrana de células RAW 264.7 a 37°C. Las células
fueron activadas durante 24 h con 2,5 pg/ml de H-Col y 0,75 pg/ml de AR a 37°C en medio DMEM sin
SFB e incubadas con 48 pg/ml de apoA-l y rHDL 78, 96 y 120 A con y sin colesterol por 1 hora a la
misma temperatura, antes de realizar el ensayo de ELISA. Como controles negativos y positivos se utilizd
DMEM sin y con 30% de SFB respectivamente. Los datos se analizaron con test t de Student, con los

siguientes nivel de significancia respecto del control negativo: * P<0,05, ** P<0,01 y *** P<0,001.

Como puede verse en la fig. 4-7, se observd que todas las particulas de
diferente tamafio y composicién, al igual que la apoA-I no lipidada se unieron
eficazmente a la membrana celular dando diferencias significativas respecto del
control. En el caso de las rHDL de 78 A con y sin col., se comportaron de la
misma manera y su capacidad de union a la membrana celular fue similar al de
la apoA-l. En este tipo de particula la uniébn a la superficie celular fue
independiente del contenido de colesterol. En el caso de las particulas de 96 y
120 A sin col., se comportaron de manera similar y se diferenciaron
significativamente de sus pares con colesterol, mostrando una mayor

capacidad de uniébn a membrana. El colesterol en estas particulas disminuyo la
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capacidad de union. Las rHDL de 96 A sin colesterol presentaron la mayor

capacidad de unién a la membrana celular.

4.3.2.1.2 Determinaciones a 4°C sobre células pretr atadas con H-Col y AR

El tratamiento de las células RAW 264.7 fue similar al descripto arriba, sélo que
la temperatura de incubacién con apoA-l o las rHDL fue de 4°C para disminuir

la fluidez de la membrana y evitar la internalizacion por endocitosis.
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Figura 4-8. Capacidad de apoA-1 y las diferentes rHDL para unirse a la membrana de células RAW 264.7
a 4 °C. Las células fueron crecidas y pretratadas con H-Col y AR a 37°C como en el caso anterior, pero
incubadas con 48 ug/ml de apoA-l o rtHDL 78, 96 y 120 A con y sin colesterol durante 1 hora a 4 °C antes
de realizar el ensayo de ELISA. DMEM sin y con 30% de SFB se usé como control negativo y positivo,
respectivamente. Niveles de significacion respecto del control negativo segun el test t de Student: *
P<0,05; ** P<0,01 y *** P<0,001.

En la fig. 4-8 se observa que todas las particulas, asi como la apoA-I libre de
lipidos se unieron significativamente a la membrana celular, pero con menor
eficiencia que a 37°C. Al disminuir la temperatura de incubacion, se observé
principalmente una disminucion significativa en la capacidad de unioén a nivel
rHDL 96 A sin col., que a 37°C mostraban la mayor capacidad de unién a

membranas. En el caso de las particulas lipoproteicas de mayor tamafio (96 y
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120 A), se mantuvo la tendencia a una uniéon menos eficiente para las rHDL

gue contienen colesterol.

4.3.2.1.3 Determinaciones de unidon a la membrana ce lular a 37°C en
células pretratadas con Br-AMPc

El pretratamiento de células RAW 264.7 con 0,5 mM Br-AMPc llevé a un
incremento en la capacidad de union a la membrana por parte de la apoA-l y de
las particulas rHDL de diferente tamafio y composicién, en comparacion con el
pretratamiento con H-col y AR, como se observa en la fig.4-9. Todas las
particulas rHDL como la apoA-I se unieron significativamente a la membrana.
La apoA-lI mostro la mayor capacidad de uniébn a membrana. Se observa una
tendencia a aumentar la eficiencia de union a la membrana al aumentar el
tamafo de las rHDL, y en especial en el caso de las rHDL de mayor tamafio
(96 y 120 A) la presencia de colesterol disminuy6 la eficiencia de unién a la

membrana celular, similarmente a lo ocurrido en el tratamiento con H-Col y AR.
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Figura 4-9. Capacidad de apoA-l y las diferentes rHDL para unirse a la membrana de células RAW 264.7
a 37 °C. Las células fueron crecidas y pretratadas con 0,5 mM Br-AMPc a 37°C e incubadas con 48 ug/ml
de apoA-l o rHDL 78, 96 y 120 A con vy sin colesterol durante 1 hora a la misma temperatura, antes de
realizar el ensayo de ELISA. Se utilizo DMEM sin y con 30% de SFB, como control negativo y positivo
respectivamente. Los datos se analizaron con test t de Student, con los siguientes nivel de significancia
respecto del control negativo: * P<0,05, ** P<0,01 y *** P<0,001.
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4.3.2.1.4 Determinaciones de union a la membrana ce lular a 4°C en células

pretratadas con Br-AMPc

La disminucion de la temperatura a 4°C afecto la capacidad de union de la
apoA-l y rHDL de distinto tamafio y composicién, si bien se asociaron
significativamente a membranas se observd una disminucién en su afinidad a
membranas en comparacion con el tratamiento a 37°C con Br-AMPc. La
disminucién de la fluidez de la membrana afecté la interaccion de las apoA-l y
de las rHDL. A diferencia de lo que ocurrié a 37, se observa una tendencia a
disminuir la capacidad de uniéon a medida que aumenta el tamafio de las rHDL;
y en el caso de las rHDL de 78 y 96 A se mantiene la tendencia a disminuir la
capacidad de union por la presencia previa de colesterol en las particulas

lipoproteicas.
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Figura 4-10. Capacidad de apoA-l y las diferentes rHDL para unirse a la membrana de células RAW
264.7 a 4 °C. Las células fueron crecidas y pretratadas con 0,5 mM Br-AMPc al igual que en el caso
anterior, pero incubadas con 48 ug/ml de apoA-l o rHDL 78, 96 y 120 A con y sin colesterol durante 1
hora a 4 °C antes de realizar el ensayo de ELISA. DMEM sin y con 30% de SFB, se utiliz6 como control
negativo y positivo, respectivamente. Los datos se analizaron segun test t de Student con los siguientes

niveles de significacion, respecto del control negativo * P<0,05; ** P<0,01 y *** P<0,001.
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4.3.2.2 Eflujo de colesterol

4.3.2.2.1 Pretratamiento con H-Col y AR

Las células fueron cargadas con 50 pg/ml de colesterol, y 0,05 pCi/ml [*C]
colesterol durante 24 h, luego se las equilibré y activdé con 2,5 ug/ml H-Col y
0,75 pug/ml AR. Finalizado el equilibrado se trataron a las células con 12 pg/ml
de rHDL de 78, 96, y 120 A con y sin colesterol.

Todas las rHDL removieron significativamente colesterol con respecto al
control. Pero la apoA-lI frente a la activacion con H-Col y AR, no presenté
diferencias significativas respecto del colesterol. En estas condiciones, ni el
tamafo ni el contenido de colesterol de las rHDL afectaron mayormente su

capacidad de promover eflujo de colesterol.
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Figura 4-11. Eflujo de Colesterol en células RAW 264.7 pretratadas con H-Col y AR. Las células fueron
cargadas durante 24 h con 50 pg/ml de colesterol y 0,05 pCi/ml [14C] colesterol en medio DMEM sin SFB
suplementado con 2 mg/ml BSA. Luego se agreg6 una solucién de equilibrado, con 1 mg/ml de BSAy se
pretataron con H-Col y AR durante 8h. Finalizada la incubacién se agregaron las diferentes rHDL y apoA-
I a una concentracion de 12 pg/ml en medio DMEM sin SFB con H-Col y AR. Los datos se analizaron
mediante test t de Student con un nivel de significancia con respecto al control de: * P<0,05, ** P<0,01 y
** P<0,001.
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4.3.2.2.2 Pretratamiento con Br-AMPc

Como se describié anteriormente, las células fueron cargadas con 50 pg/ml de
colesterol, y 0,05 puCi/ml [**C] colesterol durante 24 h, luego se las equilibré y
activo con 0,5 mM de Br-AMPc. Finalizado el equilibrado se trataron a las
células con 12 pug/ml de rHDL de 78, 96, y 120 A con y sin colesterol. Todas
las particulas testeadas como asi también la apoA-l1 removieron colesterol
significativamente, aumentando notoriamente las diferencias con el control en
comparacion con el pretratamiento con H-Col + AR. La rHDL de 96 A sin
colesterol mostr6 la mayor capacidad de eflujo de colesterol, la que fue
decrecida por la incorporacion de colesterol en la particula lipoproteica. Esta
influencia del colesterol en las particulas lipoproteicas se observa en menor
grado en las rHDL de 78 A, pero desaparece e incluso se invierte en el caso de
las de 120 A. En cuanto a la influencia del tamafio de las particulas
lipoproteicas, no tuvo efecto alguno en el caso de las rHDL con colesterol. En el
caso de las rHDL sin colesterol, en cambio, el eflujo de colesterol se
incremento al pasar de las rHDL de 78 a 96 A, y volvié a decrecer para las de
120 A.
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Figura 4-12. Eflujo de Colesterol en células RAW 264.7 pretratadas con Br-AMPc. Las células fueron
cargadas durante 24 h con 50 pg/ml de colesterol y 0,05 pCi/ml [14C] colesterol en medio DMEM sin SFB
complementado con 2 mg/ml de BSA. Luego se agreg6 una solucion de equilibrado en medio DMEM sin
SFB, con 1 mg/ml de BSA y 0,5 mM Br-AMPc, y se incub6 8 h. Finalizada la incubacién se agregaron la
apoA-l y rHDL a una concentracion de 12 pug/ml en medio DMEM sin SFB, con 0,5 mM Br-AMPc y se
incubé durante 12 h. Niveles de significancia: * P<0,05; ** P<0,01 y *** P<0,001.

65



4.3.2.3 Distribucién de radioactividad entre colest  erol libre y esterificado

Con el fin de evaluar el comportamiento de la apoA-l y rHDL sobre los
depdsitos celulares de CE y el pool de colesterol libre (col.) se extrajeron los
lipidos celulares y se realizé la separacion de lipidos neutros, TLC.
Seguidamente se establecio la relacion de radioactividad entre las fracciones
lipidicas de ésteres de colesterol y colesterol mediante el Image Quant (Storm).
A nivel de las rHDL de mayor tamario (96 y 120 A) se observo una tendencia a
incrementar la relacion CE/col, independientemente del contenido de colesterol,
siendo significativa para las rHDL de 96 A con col. Por otro lado la apoA-l como
la rHDL de 78 A, se comportaron de la misma manera que el control, no se vio

una variacion significativa en la relacion CE/col.
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Figura 4-13. Influencia del tratamiento con apoA-l o rHDL sobre la relacion de radioactividad entre las
fracciones de colesterol esterificado y colesterol libre en células RAW 264.7. Las células fueron cargadas
durante 24 h con 50 pg/ml de colesterol y 0,05 pCi/mi [14C] colesterol en medio DMEM sin SFB,
complementado con 2 mg/ml de BSA. Seguidamente se agreg6 una solucion de equilibrado durante 8 h.
Luego se incubaron las células con las rHDL o apoA-lI a una concentracion de 12 pg/ml por 12 h.
Finalmente se extrajeron los lipidos de las monocapas celulares mediante Bligh & Dyer y se separaron
mediante TLC y se establecié la relacion CE/col. mediante el Image Quant (Storm). Los datos
estadisticos se analizaron mediante el test t de Student, con los siguientes niveles de significancia
respecto del control: * P<0,05; ** P<0,01 y *** P<0,001.
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4.3.2.4 Eflujo de fosfolipidos de colina

A fin de determinar el comportamiento de las particulas sobre el eflujo de
fosfolipidos en células RAW 264.7, se cargaron previamente las células con 0,5
uCi [* CJ] fosforilcolina ,50 pg/ml de colesterol durante 24 h., luego se las
equilibré y activé con 0,5 mM de Br-AMPc. Finalizado el equilibrado las células
fueron incubadas con 12 pg/ml de rHDL de 78, 96, y 120 A con y sin colesterol.
La apoA-l mostro el mayor porcentaje de eflujo de fosfolipidos de colina,
seguido por la rHDL de 78 A. Casi todas las rHDL de mayor tamafio (96 y 120
A) removieron significativamente fosfolipidos, con la excepcion de la rHDL de
96 A sin col. Se observo una tendencia de que las rHDL con colesterol
removieron un porcentaje mayor de fosfolipidos, en comparacion con sus pares

sin colesterol.
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Figura 4-14. Eflujo de fosfolipidos en células RAW 264.7. Las células fueron cargadas con colesterol 50
pog/ml y 0,5 pCi [14 C] fosforilcolina en medio DMEM sin SFB, complementado con 2 mg/ml de BSA
durante 24 h. Luego se agreg6 una solucion de equilibrado, con 1 mg/ml de BSAy 0,5 mM Br-AMPc, y se
incubd 8 h. Finalizada la incubacion se agregaron las rHDL de 78, 96 y 120 A con y sin colesterol, a una
concentracion de 12 pg/ml en medio DMEM sin SFB con 0,5 mM Br-AMPc durante 12 h. Los datos
estadisticos se analizaron mediante test t de Student, con niveles de significancia en comparacion con el
control de: * P<0,05; ** P<0,01 y *** P<0,001.
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4.3.2.5 Distribucion de radioactividad entre fosfat idilcolina (PC) vy
esfingomielina (SM)

Con el objetivo de determinar las especies de fosfolipidos de colina que fueron
removidos por la apoA-l y rHDL de distinto tamafio y composicién, se extrajeron
los lipidos celulares por medio de técnica de Bligh & Dyer y se separaron por
TLC. Luego se establecio la relacion de radioactividad entre PC y SM mediante
el Image Quant (Storm). Se observo que la apoA-I como todas las rHDL,

tendieron a disminuir la relaciéon de radioactividad en PC/SM.
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Figura 4-15. Relacion de radioactividad entre las fracciones de PC y SM en células RAW 264.7. Las
células fueron cargadas durante 24 h con 50 pug/ml de colesterol y 0,5 pCi [14 C] fosforilcolina en medio
DMEM sin SFB complementado con 2 mg/ml de BSA. Luego se agrego la solucion de equilibrado durante
8h. Seguidamente se probaron las diferentes rHDL y apoA-l a una concentracion de 12 pg/ml en medio
DMEM sin SFB con 0,5 mM de Br-AMPc I. Los lipidos celulares fueron extraidos mediante la técnica
Bligh & Dyer y se separaron los fosfolipidos de colina mediante TLC. Finalmente se establecio la relacion
de radioactividad entre las fracciones de PC y SM mediante el Image Quant (Storm). Los datos
estadisticos se analizaron mediante test t de Student, con niveles de significancia de las diferencias con
respecto al control de: * P<0,05; ** P<0,01 y *** P<0,001.
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4.4 DISCUSION

4.4.1 Capacidad de unién a membrana

Los ensayos de unién a membrana llevados a cabo en células CHO-K1 y RAW
264.7 se realizaron con el fin de relacionar la capacidad de union con el eflujo
de lipidos. Todas las particulas rHDL como asi también la apoA-l se unieron
significativamente a membranas en ambos tipos celulares. En células CHO-K1
estimuladas con H-Col y AR, se observo un comportamiento similar por parte
de la apoA-l y rHDL de distinto tamafio y composicion. En células RAW 264.7
pretratadas con H-Col y AR, se observd un comportamiento diferente por parte
de la apoA-l y rHDL, la capacidad de union se vio incrementada en
comparacion con CHO-K1.

Los diferentes mecanismos encontrados entre ambas células pueden deberse
al metabolismo particular de cada tipo celular y a los distintos niveles de

expresion de los transportadores ABCAL1 y ABCGL1.

En células RAW 264.7 las rHDL de 78 A, independientemente de su contenido
de colesterol, se comportaron de manera similar a la apoA-l. La capacidad de
unidn en estas particulas, no se vio afectada por el colesterol; esto puede ser
debido a su interaccion con el transportador ABCA1 (Favari y col., 2009), que
cumple la funcién principal de transferir fosfolipidos hacia la apoA-I o dHDL de
tamafo pequefio (Oram y Vaughan, 2006), y la presencia de colesterol en las
particulas no afectaria la interaccion con el transportador. En el caso de las
rHDL de 96 y 120 A la interaccion con membranas, fue dependiente de la
composicién. Las particulas reconstituidas sin colesterol, mostraron una mayor
capacidad de unibn a membrana, en comparacion con sus pares con
colesterol, quizas esta diferencia pueda deberse a la interaccion con el
transportador ABCG1 que cumple como funcién principal transferir colesterol
(Oram y Vaughan, 2006) y los mejores aceptores son particulas dHDL
cargadas con fosfolipidos (Wang y col., 2001; Smith y col., 2004). Por otro lado
la rHDL de 96 A sin colesterol, mostr6 la mayor capacidad de unién a
membranas en células RAW 264.7, inducidas con H-Col y AR, la conformacién
que adopta la apoA-I en estas particulas y la mayor expresion del transportador

ABCG1, podrian ser los responsables de tal afinidad.
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Por otro lado las células RAW 264.7 pretratadas con Br-AMPc unieron apoA-I| y
rHDL con mayor eficacia en comparacion con las pretratadas con H-Col y AR.
Al mismo tiempo el eflujo de colesterol mediado por apoA-lI y rHDL fue tres
veces mayor que el producido con H-Col y AR. Este incremento en la
capacidad de union y eflujo de colesterol, por parte de la apoA-l, como asi
también de las particulas, puede ser debido a la activacion e induccién de la
expresion del transportador ABCAL (Suzuki y col., 2004; Cavelier y col., 2006)
por parte del Br-AMPc, que activa la via de sefalizacion AMPc-PKA en células
RAW 264.7 (See y col., 2002; Oram y col., 2000), ademas de incrementar la
fluidez de la membrana, gracias a su actividad flipasa de fosfolipidos y
colesterol (Oram y Vaughan, 2006). EI AMPc activa la proteina quinasa A
(PKA), que fosforila el transportador ABCA1, aumentando su afinidad por apoA-
I, ademas de estimular la sobreexpresion del transportador (Suzuki y col., 2004;
Cavelier y col., 2006). Por otro lado la apoA-I estabiliza al ABCAL evitando su
degradacion por calpaina (Lund-Katz y col.,, 2010). Como mencionamos el
ABCA1 incrementa la fluidez de la membrana, generando un empaquetamiento
mas débil, debido a su actividad flipasa de fosfolipidos y colesterol. El aumento
de la fluidez posibilita la generacibn de una curvatura o protrusién en la
membrana plasmética que permite la lipidacion inicial de la apoA-l con la
consiguiente formacion de HDL discoidales (Vedhachalam y col., 2007; Lin y
col.; 2000). EI transportador ABCA1l trabaja sinérgicamente con el
transportador ABCG1 (Gelissen y col., 2006; Vaughan y Oram, 2006), siendo
gue la apoA-l como las dHDL pequefias a medida que se cargan
principalmente de fosfolipidos, pierden afinidad por el transportador ABCALl y
aumentan su afinidad por el transportador ABCG1, que media el eflujo
principalmente de colesterol. El incremento en la fluidez de la membrana
activaria al transportador ABCG1 que necesita al igual que el ABCAl un
empaquetamiento de membrana mas débil para poder interactuar y transferir
principalmente colesterol a las dHDL. Por otro lado la disminucion de la
temperatura de incubacion de 37 a 4°C en ambos pretratamientos con H-Col y
AR, y con Br-AMPc disminuyo la fluidez de la membrana y afectd la interaccion
de la apoA-l y de las rHDL. El aumento de fluidez de membrana incrementa la
afinidad entre el transportador y la apoA-I (Nandi y col., 2009) y es necesario

para la microsolubilizacién de lipidos.
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4.4.2 Eflujo de colesterol

A nivel del eflujo de colesterol en células CHO-K1, la apoA-lI como las rHDL
removieron significativamente colesterol. La apoA-I como la rHDL de 120 A sin
col., mostraron el menor porcentaje de remocion en comparacion con el resto
de las particulas, esto puede ser debido a la necesidad inicial de la apoA-I, de
lipidarse principalmente con fosfolipidos, via el transportador ABCA1 (Wang y
col., 2001).

En el caso de las dHDL a medida que crecen en tamafio por la captacion de
fosfolipidos y colesterol (Fielding y col.,, 2000), pierden afinidad por el
transportador ABCA1, e incrementan su afinidad por el transportador ABCG1,
ambos transportadores trabajan de manera coordinada. Cuando la particula
dHDL alcanza su maximo crecimiento, disminuye la afinidad por el
transportador ABCG1 y se disocia de la membrana, volviéndose un buen
sustrato de la enzima LCAT (Cavigiolio y col. 2008). La apoA-l1 adopta
diferentes conformaciones en las dHDL, lo que determina su afinidad por
transportadores y receptores de membranas, como asi también la efectividad
en el eflujo de colesterol y fosfolipidos (Cavigiolio y col.,, 2008). Como se
observé en células CHO-K1 las rHDL de mayor tamafio (120 A), mostraron el
menor porcentaje de eflujo de colesterol al igual que las rHDL de 120 A sin

colesterol en células RAW 264.7 estimuladas con Br-AMPc.

Por otro lado en células RAW 264.7 la apoA-I fue efectiva en la remocion de
colesterol s6lo en pretratamientos con Br-AMPc, dado que con H-Col y AR la
remocion de colesterol no fue significativa. Sin embargo la apoA-I como las
rHDL, se unieron significativamente a membranas en ambos tratamientos.
Probablemente la inducciéon con H-Col y AR, condujo a un aumento en la
expresion de los transportadores involucrados en el eflujo de colesterol, pero
este incremento solamente no fue suficiente en este tipo celular, para estimular
el eflujo via apoA-I, mas alla del eflujo basal. En el pretratamiento con Br-AMPc
se observo un incremento significativo en el eflujo de colesterol mediado por la

apoA-I, esto puede ser debido a que el Br-AMPc conduce a la activacion del
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ABCA1l via sefalizacion AMPc-PKA en células RAW 264.7, ademas de
sobreexpresarlo (Suzuki y col., 2004; Cavelier y col., 2006).

En células CHO-K1 las rHDL de 78 y 96 A sin colesterol mostraron la mayor
eficacia en la remocidén de colesterol, pero en células RAW 264.7 no se ha
observado una gran influencia del tamafo y contenido de colesterol en la
remocion de colesterol. Sin embargo en el pretratamiento con Br-AMPc se
observo un incremento en la remocion de colesterol en los discos de 96 A sin
colesterol en comparacion con los discos con colesterol. Estas particulas son
las mas grandes conteniendo dos apo A-l por disco. Existe cierta controversia
en la literatura con respecto a la remocién de colesterol por parte de las
particulas rHDL de distinto tamafio. Algunos autores reportan que las particulas
mas pequefias (~78 A) son las mas activas (Jonas y col., 1994), otros reportan
que las mas grandes (~120 A) son las mas eficientes (Agnani y Marcel, 1993).
Esta contradiccion puede ser debida a los diferentes tipos de células utilizadas
en los distintos estudios, a la diferencia de expresion de los transportadores y
también podria reflejar distintas habilidades de las rHDL de acceder a regiones
especificas de la membrana, donde se encuentran los distintos transportadores

que intervienen en el eflujo de colesterol.

4.4.3 Distribucion de radioactividad entre colester ol libre y esterificado

En células CHO-K1 se observé que la apoA-I disminuyd significativamente la
relacion CE/col. y que las rHDL sin colesterol tendieron a disminuir la relacion.
Por otro lado en células RAW 264.7 se observé que la apoA-1y las rHDL 78 A,
no modificaron el radio CE/col. y las rHDL de mayor tamafio (96 y 120 A)
tendieron a incrementarlo, siendo significativo para las rHDL de 96 A con
colesterol. Un comportamiento diferente se observo en las dos lineas celulares.
Mientras que las rHDL sin colesterol incrementaron la esterificacion de
colesterol en células RAW 264.7, las mismas rHDL diminuyeron el colesterol
esterificado en células CHO-K1. Este comportamiento puede ser debido al
metabolismo particular de cada tipo celular. Los macrofagos esta adaptado a
almacenar grandes cantidades de ésteres de colesterol en lipids droplets y

transformarse en células espumosas. Por otro lado Kiss y col.,, (2005)
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observaron que algunas lineas de macréfagos (J774) tienen un elevado radio

CEl/col. y este se correlaciona directamente con un elevado eflujo de colesterol.

4.4.4 Eflujo de Fosfolipidos de colina

En ambos tipos celulares se encontré que la apoA-1 como la rHDL 78 A fueron
buenos aceptores de fosfolipidos de colina, preferentemente de fosfatidilcolina.
La efectividad de la apoA-I en este proceso puede deberse a la necesidad
inicial de lipidarse con fosfolipidos y en menor medida con colesterol como se
menciono. Por otro lado las rHDL de mayor tamafio (96 y 120 A) solo fueron
eficaces en la remocién de fosfolipidos en células RAW 264.7, observandose
un porcentaje de eflujo menor, en comparacion con la apoA-l y rHDL de 78 A.
Las rHDL de 96 y 120 A interaccionan con el transportador ABCG1 (Faviari y
col., 2009), que como funcién principal carga las dHDL con colesterol, pero
también puede transferir en menor proporcion fosfolipidos (Oram y Vaughan,
2006). Ademas se observé que las rHDL de 78 y 120 A fueron més eficaces en
la remocién de fosfolipidos que la rHDL de 96 A, este hecho puede deberse a
que pueden alargar su tamafio admitiendo mas fosfolipidos que las de 96 A,
gue tienen una capacidad limitada de crecimiento debido a la cantidad de
apoA-I por disco.

Por otro lado se observo en células RAW 264.7 una tendencia, las rHDL con
colesterol removieron un mayor porcentaje de fosfolipidos de colina, en
comparacién con sus pares sin colesterol, esto puede ser debido, a que la
presencia de colesterol en las particulas, facilitaria la microsolubilizacion de

fosfolipidos en este tipo celular.

En ambos tipos celulares el fosfolipido de colina preferido por apoA-l1 y rHDL
fue la fosfatidilcolina. Existe cierta controversia en la literatura en cuanto a la
preferencia de fosfolipidos removidos por la apoA-1 y rHDL. Segun Kobayashi y
col. (2006), los transportadores ABCA1 y ABCGL transfieren una variedad de
especies fosfolipidicas, dentro de los fosfolipidos de colina prefieren la
fosfatidilcolina y esfingomielina respectivamente, dato que se correlaciona con
los obtenidos a nivel de la apoA-l1 y rHDL de 78 A, pero es contradictorio a nivel
de las rHDL de mayor tamafio (96 y 120 A). En cambio Sano y col., (2007)
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demostraron que el transportador ABCG1 no solo transfiere esfingomielina sino
también fosfatidilcolina, dato que si se correlaciona con los observados a nivel
del eflujo de fosfatidilcolina mediado por las rHDL de 96 y 120 A.
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CAPITULO 5. VARIANTES DE APOA-I, AK107 Y AK226
IMPLICANCIAS EN LA REMOCION DE LIPIDOS

5.1 ANTECEDENTES DEL TEMA

5.1.1 El dominio central de apoA-I

Como se menciond en la Introduccién general, la mayoria de las a-hélices
anfipaticas de apoA-I presentan una distribucion de cargas en su cara polar
(tipo A) que es caracteristica en todas las apolipoproteinas intercambiables.
Esta distribucion de cargas jugaria un rol importante en la interaccion con
superficies lipidicas (Mishra y col., 1994). Hay otras dos regiones, cada una un
par de a-hélices anfipaticas (hélices 3-4 y 9-10) con una distribucion de cargas
particular (tipo Y) que soOlo ocurren en apoA-I estando ausentes en las otras
apolipoproteinas. Se postulé en este grupo de trabajo (Prieto y Garda, 2011),
qgue al menos en la regién central (par de hélices 3-4) esta distribucion de
cargas serviria para estabilizar a un ramillete intermolecular con la region
homologa de otra molécula de apoA-l, que se inserta profundamente en
membranas fosfolipidicas (Corsico y col., 2001) contrariamente al resto de las
hélices que interaccionan superficialmente con membranas. Este par de hélices
parece funcionar como un dominio estructural y funcionalmente independiente,
como se observo con un péptido sintético (Toledo y col, 2004). Mas aun, se
postuld que este dominio estaria involucrado en la movilizacion de depdsitos
intracelulares de colesterol, y como lo indicaron experimentos con una mutante
de delecion puntual en este dominio (AK107) y con una mutante en la que el
par de hélices 3-4 fue intercambiado con el 9-10, para esta funcion se
necesitaria un registro correcto de la hélice que es alterado por la delecion,
pero no una secuencia especifica mientras se mantenga la distribucion de

cargas tipo Y (Gonzalez y col., 2008).
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5.1.2 Homeostasis y toxicidad del colesterol

La célula tiene diferentes maneras de distribuir, almacenar, procesar y liberar el
colesterol intracelular, que puede provenir de fuentes enddgenas como
exdégenas. Ha sido demostrado que el exceso de colesterol por encima de las
concentraciones fisiolégicas induce toxicidad celular (Warner y col., 1995).
Entre los diferentes efectos téxicos que puede producir el colesterol: se
encuentran: la activacion de vias de sefalizacion apoptoéticas, alteracion de
membranas (Tabas, 1997; Warner y col., 1995) y formacion de cristales de
colesterol, entre otros. A nivel de la activacién de diferentes vias apoptéticas,
en macrofagos cargados de colesterol libre, se mostraron evidencias de la
liberacion del citocromo c¢ de la mitocondria y la activacion de la caspasa-9, en
adicién a la activacion de la via apoptoética Fas (Tabas, 2002). Con respecto a
la alteracion de membranas, debido al incremento en la concentracion de
colesterol a nivel de la membrana, se produce un aumento en la rigidez de la
misma, impidiendo el correcto funcionamiento de proteinas claves
(Tabas,1997). Finalmente en relacion a la formacion de cristales de colesterol,
en macrofagos sobrecargados, se observa la formacion de cristales
intracelulares, que pueden romper fisicamente diferentes estructuras celulares
(Kellner-Weibel y col., 1999).

Entre los mecanismos que utiliza la célula para evitar la acumulacion de
colesterol libre intracelular, se encuentran la activacion de diferentes vias de
eflujo celular (difusion pasiva, facilitada y transporte activo), el almacenamiento
del colesterol como ésteres de colesterol en lipids droplets, por la actividad de
la enzima acil-CoA: colesterol aciltransferasa (ACAT), la regulacion fina de la
sintesis de novo de colesterol, la produccion de acidos biliares y hormonas
esteroideas en hepatocitos y células esteroidogénicas respectivamente. Estos
son algunos de los mecanismos, mediante los cuales la célula evita la

acumulacion de colesterol libre citotdxico.

La enzima ACAT se localiza en el RE, es la encargada de esterificar el
colesterol libre y almacenarlo en forma de ésteres de colesterol en lipids
droplets (fig. 5-1). Esta finamente regulada por el colesterol y los oxiesteroles,
los que funcionan como moduladores positivos de su actividad (Chang y col.,
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2009). Dos isoformas de ACAT han sido identificadas, ACAT-1 y ACAT-2 cada
una con diferentes patrones de expresion y funciones fisiolégicas Unicas. La
ACAT-2 se expresa Unicamente en enterocitos y hepatocitos y participa en el
ensamblaje de lipoproteinas, mientras que ACAT-1 se expresa en casi todos
los tipos celulares y es la forma principal en macréfagos y células

esteroidogénicas (Akopian y Medh, 2006).

La ACAT juega un rol importante en la homeostasis del colesterol. ACAT-1 que
se expresa en la mayoria de las células, distribuye el colesterol celular entre
pooles de colesterol libre y esterificado y a nivel de enterocitos y hepatocitos
ACAT-2 regula la produccion de ésteres de colesterol para ser incorporados en

lipoproteinas plasmaticas (Chang y col.,2009).

Por otro lado la accion de ACAT-1, es opuesta a la enzima colesterol ester
hidrolasa (CEH), que mediante hidrélisis de los ésteres de colesterol, genera
colesterol libre. El colesterol libre es la fuente preferida para el eflujo de

colesterol, en presencia de aceptores extracelulares (Gosh, 2011).

Entre las CEH, la enzima lipasa sensible a hormonas (HSL) es la candidata
principal a cumplir esta funcion en macréfagos RAW 264.7 (Escary y col., 1998;
Tazoe y col., 2008). La actividad de esta enzima se encuentra regulada
hormonalmente, las hormonas glucagoén, catecolaminas y adrenocorticotropa
(ACTH) estimulan su actividad. Ademas se encuentra regulada positivamente
por fosforilacion, via AMPc/PKA (Kraemer y Shen, 2002).

La PKA fosforila a HSL (fig. 5-1), de manera tal que se activa e hidroliza los

ésteres de colesterol, produciendo colesterol libre, que rapidamente debe ser

removido o reesterificado por ACAT-1.
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Figura. 5-1. Homeostasis del colesterol esterificado en macréfagos (Sekiya y col., 2010, con
modificaciones). Las lipoproteinas son captadas por los receptores y direccionadas hacia los lisosomas,
donde los CE son hidrolizados a colesterol libre (FC) y acidos grasos por la lipasa acida lisosomal (LAL).
El exceso de FC es reesterificado por Acil-CoA: colesterol aciltransferasa 1 (ACAT-1) y almacenado en
lipids droplets (LD) en el citoplasma. La accion de ACAT es opuesta a la hidrélisis de CE. Entre las
principales lipasas que hidrolizan CE en macrofagos, se encuentran: la lipasa sensible a hormona (HSL) y
la colesterol ester hidrolasa 1 (NCEH1). El FC resultante puede ser reesterificado por ACAT-1 o removido

por aceptores extracelulares via transportadores ABC.

5.1.3 Variantes naturales de la apoA-I

Existen unas 61 variantes naturales de apoA-lI. Aproximadamente la mitad,
estan asociadas a concentraciones bajas de c-HDL. La apoA-l1 Helsinky,
variante natural de la apoA-I, afecta su region central presentando una delecion
de lisina en la posicion 107. Los pacientes portadores de esta mutacion
presentan un metabolismo anormal de HDL (Tilly-Kiesi y col., 1995), elevado
catabolismo de apoA-I (Tilly-Kiesi y col., 1997) y baja estabilidad. Ademas se la
relaciona con patologias como la amiloidosis (Amarzguioui y col., 1998) y

enfermedad coronaria (Tilly-Kiesi y col., 1997).

Se ha postulado que el dominio central de la apoA-l esta involucrado en la
activacion de LCAT. En el caso de la apoA-l Helsinky, existen ciertas
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controversias en cuanto a la activacion de LCAT. Segun Philippe y Marcel,
(2000), la AK107 no es efectiva en la activacion. Esta como otras mutaciones
puede tener efectos en la conformacion del dominio central de la apoA-l e
indirectamente afectar la habilidad de la apoA-I de activar LCAT. Por otro lado,
Huang (2001), demostré que la AK107 presenta la misma capacidad de la
apoA-l salvaje para activar LCAT y remover colesterol de fibroblastos y que
presenta baja afinidad de union a lipidos. Con respecto a la conformacion de la
AK107, segun Ramellay col., (2012) la regién N-terminal de la AK107, presenta

diferencias conformacionales sutiles con respecto a la apoA-I salvaje.

A nivel de la homeostasis del colesterol, datos de nuestro laboratorio, han
demostrado que la AK107 es incapaz de movilizar el colesterol sintetizado de
novo y aquel disponible a ser esterificado por ACAT, en células CHO-K1
(Gonzalez y col.2008).

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Con el fin de determinar si el domino central de la apoA-lI se encuentra
involucrado en el eflujo de lipidos, homeostasis del colesterol y efecto
citoprotector en células RAW 264.7 se realizaron los siguientes experimentos:
1) construccién, expresion y purificacion de mutantes de delecion de lisina en la
posicion 107 (AK107) y 226 (AK226) de la apoA-l recombinante (apoA-Ir), que
se espera tengan cambiado el registro de las hélices, 2) andlisis del
comportamiento de las variantes a nivel del eflujo de colesterol y fosfolipidos de
colina, 3) determinacion de la presencia de ACAT-1 ,4) toxicidad del colesterol
y 5) efecto citoprotector de apoA-1 y variantes.
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Obtencion y expresion de  AK107 y AK226

La fig. 5-2 ilustra la posicion de las mutaciones AK107 y AK226 en las hélices 4
y 10, respectivamente.

Clivaje con acido férmico

| 6T Ganice coc cac Agc cee TGG GAT CGA GTG AAG GAC CTG GCC ACT

D ED P P Q S P W D R V K D L A T

17
vV Y V D Vv L K D S G R D Y v S Q

33 [l GAA GGC TCC GCC TTG GGA AAA CAG CTA AACICTAVAAGICTCICTTIGAC
F E N L K L L D

G S A L G K Q L

49 AAC TGG GAC AGC GTG ACC TCC ACC TTC AGC AAG CTG CGC GAA CAG CTC
N W D S \Y% T N T F S K L R E Q L

65 GGC CCT GTG ACC CAG GAG TTC TGG GAT AAC CTG GAA AAG GAG ACA GAG

81 GGC CTG AGG CAG GAG ATG AGC AAG GAT CTG GAG GAG GTG AAG GCC AAG
M S K D L

G L R Q E E E V K A K
97 GIG CAG CCC
vV Q P Y L D D F Q K Q E E M

113 GAG CTC TAC CGC CAG AAG GTG GAG CCG
>
AK107
129 GGC GCG CGC CAG AAG CTG CAC GAG CTG CAA GAG AAG CTG AGC CCA CTG
145 GGC GAG GAG ATG CGC GAC CGC GCG CGC GCC CAT GTG GAC GCG CTG CGC
161 ACG CAT CTG GCC CCC TAC AGC GAC GAG CTG CGC CAG CGC TTG GCC GCG
P
177 CGC CTT GAG GCT CTC AAG GAG AAC GGC GGC GCC AGA CTG GCC GAG TAC
N G G A R L
193 CAC GCC AAG GCC ACC GAG CAT CTG AGC ACG CTC AGC GAG AAG GCC AAG
209 CCC GCG CTC GAG GAC CTC CGC CAA GGC CTG CTG CCC GTG CTG GAG AGC
P

225

240 AAC ACC CAG
N

Figura 5-2. Secuencia de apoA-I humana madura. Se muestran en color las hélices predichas (Segrest y
col., 1992) en rojo hélices G*, en turquesa hélices Y en verde hélice A, asi como el punto de clivaje con
acido férmico, en amarillo, generado por el cambio de E por D en el segundo residuo. Asi, las secuencias
finales de estas proteinas comienzan a partir del tercer residuo.

80



Las mutaciones fueron realizadas como se indicO en Materiales y Métodos.
Una vez que se obtuvieron las secuencias correctas, con las deleciones de
lisina en la posicion 107 o 226 de la apoA-Ir, se transformaron bacterias E.coli
BL21, cepa especial para la expresion de proteinas recombinantes (seccién
3.4.3, materiales y métodos). Luego se realizé6 un ensayo de expresion a
pequefia escala, mediante la induccion de las bacterias con IPTG, a fin de
probar la expresion de las proteinas recombinantes AK107 y AK226. La colonia
gue tuvo un mejor nivel de expresion (fig. 5-3) fue seleccionada para hacer un
stock de glicerol que se guardé a -80 C.

1 2 3 4 ~ 6 & b
R e . - L I
5 . - ’ﬁ
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expresada
- AK226
' -
-

Figura 5-3. Andlisis SDS-Page en gel al 16%. Expresién a pequefia escala, bajo la induccion con IPTG de
la proteina recombinante AK226 en bacterias BL21 E.coli. En calles 1, 3,5 y 7 se observa la expresion
proteica de bacterias que no fueron inducidas con IPTG. En las calles 2, 4, 6 y 8 las que si fueron
inducidas con IPTG.

5.3.2 Purificacion apoA-Ir, AK107 y AK226

Después de la expresion en bacterias BL21, la apoA-I fusionada a la cola de
polihistidina, se purificO por columna de niquel (seccion 3.4.4, materiales y
métodos) y se clivé con acido féormico al 45% (seccion 3.4.5, materiales y
métodos). En la figura 5-4 se muestra la Ultima etapa de purificacion de la
apoA-Ir. Se observa que la preparacion final (calle 4), presenta un muy buen
grado de pureza. En la fraccion eluida con 0,5 M imidazol (calle 5), queda el
resto de la proteina no clivada y el péptido polihistidina.
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En la figura 5-5 se muestra el analisis de la etapa final de purificacion de las
mutantes AK107 y AK226, luego de clivar las proteinas fusionadas a la cola de
polihistidina. Las fracciones 5 y 9 corresponden a las preparaciones finales que

muestran un muy buen grado de pureza.

1 2 3 4 5
e ———
- -
> apoA-I,
e
> colade
polihistidina

Figura 5-4. Andlisis SDS PAGE en gel al 16% de las fracciones eluidas al cargar una columna de niquel
con una preparacién de apoA-l recombinante clivada con &cido férmico 45%. Las calles 2 y 3
corresponden a estandares de apoA-l con y sin cola de polihistidina respectivamente. La calle 1 es la
fraccion no retenida. Las calles 4 y 5 son las fracciones eluidas con 10 mM y 0,5 M de imidazol

respectivamente.

v %
St. apoA-I St. apoA-I
con cola v L4
AK226 AK107

Figura 5-5. Analisis por SDS-PAGE en gel al 16% de las fracciones eluidas de una columna con niquel
inmovilizado de las preparaciones de AK226 (calles 4 a 6) y de AK107 (calles 8 a 10), luego del clivaje con
acido formico 45%. Las calles 1 y 7 corresponden a estandares de apoA-I con cola de polihistidina y las
calles 2 y 3 a apoA-I sin cola de polihistidina. Las calles 4 y 8 corresponden a las fracciones no retenidas
por la columna. Las calles 5y 9 son las fracciones eluidas con 10 mM imidazol, y las calles 6 y 10 las

fracciones eluidas con 0,5 M imidazol.
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5.3.3 Eflujo de lipidos en células RAW 264.7

5.3.3.1 Eflujo de colesterol mediado por apoA-Ir,  AK107 y AK226

La apoA-Ir como asi también las mutantes de delecion de lisina, AK107 y
AK226, a la concentracion testeadas de 30 pg/ml, remocionaron activamente
colesterol con respecto al control. Las mutantes de delecion de lisina como la

apoA-Ir se comportaron de manera similar a nivel del eflujo de colesterol.
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Figura 5-6. Eflujo de colesterol en células RAW 264.7 mediado por apoA-Ir y variantes: AK107 y AK226.
Las células fueron cargadas con colesterol 50 pg/mly 0,05 pCi [14 C] colesterol en medio DMEM sin SFB,
complementado con 2 mg/ml de BSA, durante 24 h. Luego se agregé una solucién de equilibrado, con 1
mg/ml de BSA y 0,5 mM Br-AMPc y se incubd 8 h. Finalizada la incubacién se agregaron las proteinas a
una concentracién de 30 pg/ml en medio DMEM sin SFB, con 0,5 mM Br-AMPc durante 12 h. Los datos
estadisticos se analizaron mediante test t de Student, con niveles de significancia en comparacion con el
control de: * P<0,05; ** P<0,01 y *** P<0,001.
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5.3.3.2 Eflujo de fosfolipidos mediado por apoA-Ir, AK107 y AK226

La apoA-Ir como asi también la AK226, removieron activamente fosfolipidos de
colina. La AK226, fue mas efectiva que la apoA-Ir en el eflujo de fosfolipidos.
Por otro lado la mutante AK107, no se mostré efectiva en este proceso en
tratamientos de 12 h.

El eflujo de fosfolipidos de colina pareceria ser dependiente de la correcta
distribucion de cargas a nivel de la region central, siendo que la delecién en la
posicion 107 afectd este proceso. Por otro lado la AK226 mostré la mayor
eficacia a nivel del eflujo de fosfolipidos de colina, la delecidon incremento la

funcién de la apoA-I a nivel de este proceso.
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Figura 5-7. Eflujo de fosfolipidos de colina en células RAW 264.7 mediado por apoA-Ir y mutantes AK107
y AK226. Las células fueron cargadas con 50 ug/mly 0,5 uCi de [14C] colina en medio DMEM sin SFB
suplementado con 2 mg/ml de BSA durante 24 h. Luego se agregé una solucién de equilibrado, con 1
mg/ml de BSA y 0,5 mM Br-AMPc, y se incubé 8 h. Finaliza la incubacién se agregd apoA-Ir, AK107 y
AK226 a una concentracion de 30 ug/ml en medio DMEM sin suero con 0,5 mM Br-AMPc y se incubd
durante 12 h. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el test t de Student, con niveles de

significancia con respecto del control de: * P<0,05; ** P<0,01 y *** P<0,001.
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5.3.4 Nivel celular de ACAT-1

Con el fin de determinar si la apoA-l y las variantes AK107 y AK226 eran
capaces de modificar los niveles de ACAT-1 en células RAW 264.7, estas
fueron incubadas con las proteinas como se indic6 en Materiales y Métodos,
determinando los niveles de ACAT-1 por western blotting.

Como se observa en la fig. 5-8, s6lo la mutante AK107 incrementd la

concentracion de ACTA-1 en macréfagos RAW 264.7, activados con Br-AMPc.

1 2 k! 4 ] 6 7 8 9
g ‘ ACAT-1
e e CUEED  SEEy s SRR B-Actina
e e

Figura 5-8. Determinacion de la presencia de ACAT-1 por western blot. Las células RAW 264.7 fueron
cargadas con 50 pg/ml de colesterol y activadas con Br-AMPc. Luego se incubd con apoA-Ir, AK107 y
AK226. Los niveles celulares de ACAT-1 y B-actina se estimaron por western blotting con anticuerpos
especificos revelando por ECL. Las Calles 1 y 5 se corresponden con el control sin proteinas, las calles 2
y 6 se corresponden a apoA-Ir, las calles 3 y 8 a AK107, la calle 4 al St. Rainbow, 5y 9 a AK226.

Por otro lado, se analizo la distribucion de radioactividad entre las fracciones de
colesterol y ésteres de colesterol luego de administrar colesterol radiomarcado
con [*C]. Para ello se extrajeron los lipidos de las monocapas celulares
mediante la técnica de Bligh & Dyer (Bligh, 1959), se separaron por TLC y se
cuantifico mediante el Image Quant del Storm. Se observo que la distribucion
de radioactividad entre las fracciones de colesterol libre y ésteres de colesterol,
no se modificé con respecto al control por el tratamiento con apoA-Ir o las
mutantes AK107 y AK226. Asi, a pesar de que el nivel celular de la proteina
ACAT-1 es incrementado por el tratamiento con AK107, esto no resulta en una

mayor esterificacion del colesterol agregado exdgenamente.
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5.3.4.1 Cuantificacion ARNm ACAT-1

A partir de los resultados obtenidos se decidio cuantificar la cantidad de ARNm
ACAT-1, mediante gRT-PCR, con el objetivo de determinar si el aumento en la

concentracion proteica de ACAT-1 se debe al aumento de su ARNm.

Se observé que el gen de ACAT-1 no se sobreexpresaba en ninguna de las
condiciones testeadas, en relacion al control de B-actina (fig. 5-9). Por lo tanto
el tratamiento con AK107 incrementd la concentracion proteica de ACAT-1,
pero no estimuld la sobreexpresion del gen y tampoco se observé un aumento

en la concentracion intracelular de ésteres de colesterol.
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Figura 5-9 Expresion relativa de ACAT-1 en células RAW 264.7. Se utiliz6 el método de ACT para
determinar los cambios en los niveles de expresién y se normalizé en relacién a la expresién de $-Actina.

Las células fueron cargadas con 50 pg/ml de colesterol y tratadas con apoA-Ir, A K107 y A K226.

5.3.5 Citotoxicidad del colesterol

Para determinar el efecto de la carga de colesterol en células RAW 264.7, se
realizd un ensayo de viabilidad celular por medio del test del MTT. Este ensayo
mide la funcionalidad mitocondrial, dado que la enzima succinato

deshidrogenada reduce el MTT a formazan (insoluble y de color purpura).
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Como se observa en la fig. 5-10 se vio una tendencia de disminuir la
funcionalidad mitocondrial a concentraciones crecientes de colesterol, siendo

significativa a 60 pg/ml en células RAW 264.7.
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Figura 5-10. Ensayo de citotoxicidad del colesterol en células RAW 264.7, mediante el test de MTT. Las
células fueron incubadas con 20, 50 y 60 pg/ml de colesterol en DMEM durante 24 h. Se utiliz6 como
control positivo de muerte celular: etanol al 7% y control negativo células en DMEM solamente. Los
analisis estadisticos se realizaron mediante el test t de Student con niveles de significancia con respecto
al control de: * P<0,05; ** P<0,01 y *** P<0,001.

5.3.5.1 Efecto citoprotector apoA-I y variantes

Para determinar si la apoA-l y sus variantes, AK107 y AK226, tienen algun
efecto protector a nivel celular, se realiz6 el ensayo del MTT, con diferentes
concentraciones de colesterol, en ausencia y presencia de las proteinas. Las
concentraciones de colesterol utilizadas fueron: 0, 50, 70, 90, 110, 130, 200,
300 y 500 pg/ml en medio DMEM, combinadas con 30 pg/ml de apoA-l o
variantes AK107 y AK226. Por comparacion, también se ensay0 la apoA-I|
purificada de suero humano (apoA-Is).
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Figura 5-11. Efecto citoprotector apoA-I y variantes en células RAW 264.7. Mediante el test del MTT con

diferentes concentraciones de colesterol en presencia o ausencia de las proteinas se determiné el efecto

citoprotector de apoA-l y variantes AK107 y AK226 en DMEM. Los andlisis estadisticos se realizaron

mediante ANOVA. Los niveles de significancia respecto del control sin apoA-l ni variantes fueron los

siguientes:
3 Concentracion de colesterol (ug/ml)

Proteina

0 50 70 90 110 130 200 300
apoA-Is P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 P<0,05
apoA-Ir P<0,001 n.s n.s n.s n.s P<0,01 n.s n.s
AK107 P<0,001 n.s n.s P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001
AK226 n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s

n.s = no significativo

Se observo que la apoA-Is como la apoA-Ir y AK107 mostraron un poder

protector mitocondrial, sin una carga externa de colesterol. Siendo la apoA-Is la

mas efectiva en este proceso, seguido por AK107 y apoA-Ir que se

comportaron de manera parecida. Contrariamente, la variante AK226, no

mostrd este efecto y se comporté como si en el medio no hubiera apoA-I ni

variantes.
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Cuando las células fueron sometidas a una carga externa de colesterol se
observé que a concentraciones bajas de colesterol (50 y 70 pg/ml), solo la
apoA-Is mostrd eficaz capacidad protectora mitocondrial y se comporté de
manera diferente al resto de las proteinas. A concentraciones medias (90 y 110
png/ml) la AK107 mostré capacidad protectora mitocondrial y se comporto de la
misma manera que la apoA-Is. A altas concentraciones de colesterol (130, 200
y 300 pg/ml), la AK107 como la apoA-Is se mostraron eficaces en este proceso.
Siendo la AK107 la que presentd mayor eficacia a 130 y 200 pg/ml de
colesterol, a 300 pg/ml de colesterol se comportaron de la misma manera. Por
otro lado la apoA-Ir mostré capacidad protectora a 130 pug/ml de colesterol. Con
respecto a la AK226 no present6 capacidad protectora mitocondrial frente a una

carga externa de colesterol en las condiciones ensayadas.

Finalmente a una concentracion muy alta de colesterol (500 pg/ml), ninguna de
las proteinas testeadas, fueron eficaces en promover la proteccion mitocondrial
en células RAW 264.7.

5.4 DISCUSION
5.4.1 Eflujo de lipidos en células RAW 264.7

5.4.1.1 Eflujo de colesterol

La apoA-Ir como las mutantes de delecion de lisina, AK107 y AK226, se
comportaron de manera similar a nivel del eflujo de colesterol de células RAW
264.7. Para el caso de AK107, esto concuerda con lo previamente observado
en células CHO-K1 (Gonzalez y col., 2008).

Es de prever que una delecion en una hélice anfipatica genere un cambio en su
registro de manera que a ambos lados de la delecion se produzca una rotacion
de unos 100° en su orientacién (Garda, 2007). Este cambio en la orientacion de
las caras hidrofilica e hidrofobica puede alterar las propiedades de interactuar
con superficies lipidicas o con otras proteinas como diferentes receptores

celulares.
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Asi, la modificacion del registro de la hélice 4 en la region central como la
hélice 10 en el extremo C, no alteran el comportamiento de la apoA-I a nivel del
eflujo de colesterol de células RAW 264.7 o CHO-K1.

5.4.1.2 Eflujo de fosfolipidos de colina

La apoA-Ir como la AK226, mutante de delecion de lisina de la regiéon C-
terminal, fueron eficaces en el eflujo de fosfolipidos de colina, ademas la AK226
mostrd la mayor eficacia en este proceso (en tratamientos a 12 h). Un cambio
en el registro de la hélice a nivel de la region C-terminal de la apoA-l,
incrementod el eflujo de fosfolipidos, podria considerarse a la AK226 como una
mutacion con ganancia de funcion a nivel de la remocion de fosfolipidos de

colina.

Contrariamente la AK107 se mostro inefectiva en el eflujo de fosfolipidos de
colina, en tratamientos a 12 h, indicando que el cambio en el registro de la
hélice Y central afecté la funcionalidad de la apoA-l. Sin embargo, en
experimentos mas reciente de este laboratorio en los que las células fueron
radiomarcadas con [**C] fosforilcolina y el eflujo de fosfolipidos de colina se
midio a 18 h, se observo que en estas condiciones la mutante AK107 fue tan

activa como apoA-Ir (Toledo y col., 2013).

5.4.2 Nivel celular de ACAT-1

El tratamiento de células RAW 264.7 con la mutante AK107 resultd en un
dramatico incremento en el nivel celular de ACAT-1. Esto fue observado para
diferentes niveles de carga de colesterol vehiculizado con albumina o con LDL,
y parece ser independiente del tipo celular ya que también fue detectado con
macrofagos THP1 y células CHO-K1 (Toledo y col, 2013).

Ya que la activacion de ACAT-1 es un evento clave en la transformacion de
macrofagos en células espumosas, es posible que este aumento en el nivel de
ACAT-1 pueda estar relacionado con el incrementado riesgo aterogénico de los
pacientes portadores de AK107. Sin embargo, a pesar del dramatico
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incremento en el nivel de la proteina ACAT-1, no se detecté una acumulacion
de ésteres de colesterol ni una redistribucion del colesterol radiomarcado entre
las fracciones de colesterol libre y esterificado. S6lo un pequefio incremento en
la relacion de radioactividad entre las fracciones de ésteres de colesterol y
colesterol fue detectado en células RAW 264.7 cargadas con colesterol via LDL
(Toledo y col, 2013), pero estos pequefios cambios no se correlacionaron con
el draméatico incremento en el nivel celular de ACAT-1 detectado por western
blotting. Asi, es probable que ACAT-1 se acumule en la célula en un estado
inactivo o en un compartimiento celular inaccesible al colesterol agregado
exdgenamente. Otra posibilidad es la activacion paralela de una enzima que
hidrolice los ésteres de colesterol como la lipasa sensible a hormonas (HSL).
Mediciones en ausencia de analogos de AMPc, que activan a HSL, solo
resultaron en un leve incremento en la esterificacion de colesterol
radiomarcado exdgeno, mientras que el nivel de ACAT fue incrementado mas
de 10 veces (Toledo y col, 2013).

También se demostrd aqui que el nivel del ARNm de ACAT-1 no es modificado
por AK107. Asi, la acumulacion de la proteina ACAT-1 séOlo puede ser
explicada por un aumento en la velocidad de la traduccidon (con niveles
constantes de ARNm) o por una disminucion en la velocidad de degradacion de

la proteina.

Al respecto, se reportd que la fraccion HDL, inhibe la actividad de ACAT en
macrofagos como consecuencia de su traslocacion a un compartimiento
inactivo. HDL, incrementa la velocidad de sintesis y recambio de ACAT sin
modificar el nivel total de la enzima (Li y Pownall, 2000). Los autores proponen
que HDL, se comporta como un iniciador de una via de transduccion de
sefales que conduce a la traslocacion e inhibicion de ACAT. Es probable que
esta accion de HDL; se deba a su apolipoproteina mayoritaria apoA-I. En ese
caso, la delecidon de la lisina 107 podria resultar en una sefalizacion alterada

que conduce a la acumulacion de ACAT observada en este trabajo.
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5.4.3 Efecto protector apoA-l y variantes  AK107 y AK226

La apoA-Is como la apoA-Ir y la variante AK107 mostraron capacidad
protectora mitocondrial frente a concentraciones toxicas de colesterol.
Curiosamente cuando las células no fueron cargadas con colesterol se observé
gue la apoA-Is como la apoA-Ir y AK107 mostraron un poder protector celular.
Ramella y col. (2012), demostraron que tanto la apoA-Ir como la AK107 en
células RAW 264.7 no inducian la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), no asi otras variantes de la apoA-l, como la apoA-I lowa (Gly26Arg).
Quizas debido a este efecto, se observa un nivel de proteccién incluso sin una

carga de colesterol externa.

Por otro lado a nivel de la apoA-Is se observé una mayor capacidad protectora
a concentraciones bajas de colesterol (50 y 70 pg/ml), siendo que a
concentraciones medianas (90 y 110 pg/ml) y altas (130 y 200 pg/ml) la AK107
fue la de mayor eficacia. Esto podria ser debido a un cambio conformacional en
la AK107 que favorezca alguna de las vias de distribucién y almacenamiento de
colesterol. Podria ser que el incremento en la concentracion de ACAT-1,
observado con la AK107, favorezca este efecto y se acentué aun mas con
cargas importantes de colesterol. De modo tal que la presencia de ACAT-1

entre otros factores podria favorecer el efecto citoprotector de AK107.

Finalmente la AK226 no mostro un efecto citoprotector. Podria suponerse que
la region C-terminal de la apoA-I estaria relacionada con el efecto protector de
la apoA-I, dado que tanto la apoA-Isérica como la recombinante fueron eficaces
en este proceso.
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CAPITULO 6.
CONCLUSIONES




CAPITULO.6 CONCLUSIONES GENERALES

6.1 COMPORTAMIENTO DE LAS dHDL DE DIFERENTE TAMANO Y
COMPOSICION

- En células CHO-K1 pre-tratadas con H-Col + AR, apoA-l y las rHDL se unen
con similar eficiencia a la membrana celular, con relativa independencia del

tamafo y contenido de colesterol de las particulas lipoproteicas.

- En el caso de las células RAW 264.7, la eficiencia de unién a la membrana
celular es dependiente de la temperatura y del pre-tratamiento de las células
(H-Col +AR o Br-AMPc). La eficiencia de union es mayor a 37C que a4<T; y el

pre-tratamiento con Br-AMPCc resultdé en una mayor unién de apoA-1 y las rHDL

a la membrana celular en comparacion con el pre-tratamiento con H-Col + AR.

- El pre-tratamiento de células RAW 264.7 con Br-AMPc también resulté en un
mayor eflujo de colesterol celular mediado por apoA-1 y rHDL en comparacion

con el pre-tratamiento con H-Col +AR.

- Salvo en los casos del pre-tratamiento de células RAW 264.7 con Br-AMPc
qgue incrementd tanto la union a la membrana como el eflujo de colesterol, y la
presencia de colesterol en las rHDL que en la mayoria de los casos produjo
una disminucidon en ambos fen6menos, no existe una absoluta correlacion entre

la union a la membrana celular con el eflujo de colesterol.

- En células CHO-K1, el tratamiento con apoA-l y algunas rHDL como las de
120 A sin colesterol resultd en una disminucion de la relacion de radioactividad
en la fraccién de ésteres de colesterol respecto a colesterol, indicando una
menor esterificacion del colesterol. En el caso de las células RAW 264.7, en
cambio, esta relacion no fue modificada por apoA-1 y la mayoria de las rHDL, e

incluso fue incrementada para el caso de las de 96 A con colesterol.
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- S6lo apoA-l y las rHDL de menor tamafio (78 A) sin colesterol promovieron
eflujo de fosfatidilcolina de células CHO-K1. Salvo las rHDL de 96 A sin
colesterol, las otras rHDL promovieron el eflujo de estos fosfolipidos de células
RAW 264.7 pre-tratadas con Br-AMPc, aunque con menos eficiencia que la
apoA-I no lipidada. La presencia de colesterol en las rHDL tendid a incrementar
el eflujo de fosfatidilcolina. El eflujo de estos fosfolipidos tendié a disminuir la
relacion de radioactividad en PC/SM.

6.2 VARIANTES DE APOA-I, AK107 y AK226. IMPLICANCIAS EN LA
REMOCION DE LIPIDOS

- Las variantes AK107 y AK226 fueron tan activas como la apoA-Ir para
promover eflujo de colesterol de macréfagos RAW 264.7 pre-tratados con Br-
AMPc.

- La variante AK226 presentd una mayor eficiencia que apoA-Ir para promover
el eflujo de fosfolipidos de colina de estos macrofagos. En cambio, la delecién
en AK107 produjo una disminucion en la eficiencia de remocion de fosfolipidos

de colina en las condiciones probadas.

- El tratamiento de las células RAW 264.7 con la mutante AK107 resulté en un
dramatico incremento en el contenido celular de la proteina ACAT-1. Esto no
fue acompafado por un incremento del correspondiente ARNm, indicando que
podria deberse a una incrementada velocidad de traduccién o a una deficiente
degradacion de la proteina.

- El dramatico incremento en el contenido celular de ACAT-1 producido por
AK107 tampoco fue acompafiado por una mayor esterificacion de colesterol

radiomarcado agregado exdgenamente.

- Esto sugiere que ACAT-1 podria acumularse en una forma inactiva, o en un

compartimento que es inaccesible al colesterol agregado exdgenamente.

94



- Futuros estudios son necesarios para determinar si este efecto de AK107 es o
nd relevante para el incrementado riesgo aterogénico que presentan los

pacientes portadores de esta mutacion.
- La mutante AK226 contrariamente a la AK107 y apoA-I salvaje, no mostré un

efecto citoprotector frente a concentraciones citotoxicas de colesterol en las
condiciones ensayadas.
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