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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

1.1 COLESTEROL  

En mamíferos 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 

rígido y planar, con una cola hidrofóbica, en uno de sus extremos y un grupo 

funcional 3- ß-hidroxilo en el otro. En cuanto a sus funciones regula la fluidez 

de la membrana, tal que torna más fluida la fase gel y más rígida la fase fluida. 

Modula el comportamiento de las proteínas de membrana e interviene en 

procesos de señalización celular. Además es el precursor biosintético de 

hormonas esteroideas, vitamina D y ácidos biliares. Se encuentran dos fuentes 

del colesterol celular, el exógeno proveniente de las lipoproteínas y el 

endógeno sintetizado de novo a nivel del retículo endoplasmático (RE), que 

está finamente regulado a través de un sistema sensor de esteroles 

INSIG/SCAP/SREBP. 

 

1.1.1 Vías de absorción del colesterol exógeno  

Se encuentran dos vías mediante las cuales las células pueden absorber el 

colesterol, una vía 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 Vía no selectiva: receptor LDL 

Esta vía se inicia primariamente cuando las lipoproteínas de baja densidad 

(LDL) contactan con su receptor en la superficie celular, son endocitadas en 

vesículas revestidas de clatrina y se dirigen a la vía endosomal/lisosomal 

(Ungewickell y col., 2007). A nivel de endosomas y lisosomas encontramos 

proteínas 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 disminución del pH, desde la membrana plasmática hacia los 
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endosomas, posibilita la fusión de endosomas con lisosomas y la disolución de 

las lipoproteínas (Mukherjee y Maxfield, 2004). 

1.1.1.2 Vía selectiva: receptor SR-B1 

El receptor SR-BI, se encarga de la captación selectiva de colesterol y ésteres 

de colesterol (CE) de partículas HDL principalmente. El flujo de colesterol vía 

receptor SR-BI, puede ser bidireccional dependiendo del gradiente de 

concentración. La expresión de este receptor difiere en los distintos tipos 

celulares y depende del estado metabólico de la célula. Se expresa en altas 

concentraciones en hepatocitos y células esteroidogénicas (glándula adrenal y 

gónadas), que requieren de colesterol y ésteres de colesterol para la síntesis 

de ácidos biliares y esteroides respectivamente. Pero también se encuentra en 

menor concentración, en células epiteliales, macrófagos y enterocitos (Connelly 

y Williams, 2003). 

  

A diferencia del receptor LDL, el SR-BI utiliza un mecanismo distinto a la 

endocitosis para la absorción de lípidos (Connelly y Williams, 2003). Se han 

postulado varios modelos de absorción, según Gu y col. (1998), el receptor SR-

BI provoca la hemifusión de la monocapa externa de la membrana plasmática, 

con la monocapa de fosfolípidos 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 plasmática, mediante el cual los lípidos no polares (colesterol, 

ésteres de colesterol y triglicéridos), pueden difundir a favor del gradiente de 

concentración. Este modelo es el más aceptado, debido a que las HDL, 

transfieren diferentes lípidos, en base a su polaridad, vía el receptor SR-BI. Los 

lípidos 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 fosfolípidos (Thuahnai y col., 2001; 

Connelly y Williams, 2003). El colesterol absorbido vía SR-BI puede ser 

almacenado en pooles activos de la membrana plasmática y los ésteres de 

colesterol deben ser hidrolizados para su posterior utilización. En células 

esteroidogénicas, los ésteres de colesterol son hidrolizados rápidamente cerca 

de la membrana plasmática, por una colesterol éster hidrolasa (CEH), la lipasa 

sensible a hormona (HSL) (Kraemer y col., 2002), luego el colesterol es 
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rápidamente dirigido hacia la membrana externa mitocondrial, para la síntesis 

de esteroides. 

 

1.1.2 Síntesis de colesterol 

La síntesis de colesterol en mamíferos, puede ser llevada a cabo en diferentes 

tipos celulares. Es un proceso biosintético complejo, que comienza con acetil 

CoA y 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 reacción limitante de la 

biosíntesis 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 síntesis de colesterol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1-1. Regulación coordinada de la síntesis y captación de colesterol (Ikoen, 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. Allí el SREBP es clivado y el extremo amino terminal se dirige al núcleo, 

donde funciona principalmente como factor de transcripción del gen de la HMG-CoA reductasa como 

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



 4 

1.1.3 Distribución intracelular de colesterol 

El mayor reservorio de colesterol celular, se encuentra en la membrana 

plasmática. 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). El CRE forma parte del sistema endocítico de membrana, 

conjuntamente con endosomas tempranos (o de reparto) y tardíos (o cuerpos 

multilamelares). Consiste en una extensa red de túbulos, que distribuye 

moléculas a distintos compartimentos, pero su función principal es reciclar 

componentes de membrana y distribuirlos nuevamente a la superficie celular 

(Saraste y Goud, 2007). El colesterol del CRE proviene tanto de vías 

endógenas como exógenas (Mukherjee y col., 1998). 

 

Ha sido propuesto que a nivel del Golgi, se forman los rafts ricos en colesterol, 

que son transportados desde el trans-Golgi hacia la periferia (Simons y Ikonen, 

1997; Ikonen, 2001).  

 

A pesar de que, la síntesis de novo de colesterol se produce en el RE, la 

concentración 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 regulación de la síntesis de colesterol y al sensor de esteroles, 

INSIGHT/SCAP/SREBP, a nivel de la membrana del RE.  

 

Con respecto a las mitocondrias, la concentración de colesterol es baja. En 

células esteroidogénicas, las mitocondrias se encargan de sintetizar esteroides, 

en el momento de síntesis, el colesterol es traslocado hacia la mitocondria 

(Rone, Fan y Papadopoulos, 2009).  

 

El colesterol intracelular en exceso es tóxico (Tabas, 1997; Warner y col., 

1995), pero es esterificado por la enzima acil- CoA: colesterol aciltransferasa 

(ACAT) del RE y almacenado en forma no tóxica en lipids droplets (LD) (Chang 

y col., 1997). 
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Dado que diversos mecanismos operan al mismo tiempo en la absorción, 

síntesis y distribución de colesterol, la combinación de estos mecanismos hace 

muy difícil el estudio y comprensión del metabolismo intracelular de colesterol. 

Actualmente se han realizado muchos avances a nivel de estos mecanismos, 

sin embargo todavía no se conocen con exactitud. 

 

1.1.4 Transporte intracelular de colesterol 

El colesterol se puede transportar intracelularmente por mecanismos 

vesiculares o nó 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 tráfico no vesicular, presumiblemente es llevado a cabo por 

proteínas transferidoras de lípidos o por contacto directo entre membranas. 

Este mecanismo juega un rol importante en el transporte de colesterol (Prinz, 

2007). Encontramos varias familias de proteínas trasferidoras de lípidos: 

Niemann Pick C (NPC), caveolinas, proteína de unión a oxisterol (OSBP), 

proteínas relacionadas a OSBP (ORP), proteína transferidora de esteroles 

(SCP-2), proteínas de la regulación aguda esteroidogénica (START).   

 

El colesterol sintetizado de novo deja rápidamente el RE, mediante 

mecanismos no vesiculares (Ikoen, 2008), en complejos con chaperonas y 

caveolina (Uittenbogaard y Smart, 1998) y es llevado directamente a la 

membrana plasmática donde, estará 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 podrían ocurrir en paralelo en la célula. El transporte de colesterol 
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intracelular, tanto vesicular como no vesicular, es un área de activa 

investigación, ya que sus mecanismos no se conocen completamente. 

 

1.1.5 Transporte extracelular de colesterol  

A nivel extracelular el colesterol puede ser transportado en lipoproteínas 

plasmáticas, desde hepatocitos y enterocitos, a partir de la síntesis endógena 

de lipoproteínas, o bien desde células periféricas hacia el hígado, para su 

catabolismo o síntesis de ácidos biliares.  

 

1.1.5.1 Lipoproteínas plasmáticas 

Las lipoproteínas son complejos supramoleculares, constituidos por lípidos y 

apolipoproteínas. Se pueden clasificar según su densidad en: quilomicrones 

(QM), lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteínas de densidad 

intermedia (IDL), lipoproteínas de baja densidad (LDL), lipoproteína (a) Lp(a) y 

lipoproteínas de alta densidad (HDL).  

 

1.1.5.1.1 Características generales  

Los QM se sintetizan en los enterocitos, con el fin de transportar los lípidos 

dietarios hacia el hígado. Están constituidos por un 90% de triglicéridos (TG). 

Son las lipoproteínas menos densas y más grandes. Se encuentran dos tipos, 

QM nacientes (QMn) y QM remanentes (QMr). Los quilomicrones nacientes 

(QMn) recién sintetizados tiene apoB-48, apoA-I, A-II, y A-IV. En el proceso de 

maduración en la circulación plasmática pierden las apoA y reciben apoC-I, C-II 

y E de las HDL. 

 

Las VLDL se sintetizan a nivel del hepatocito y cumplen la función de 

transportar los TG de síntesis endógena, además de redistribuir ácidos grasos 

y colesterol a todos los tejidos. Al igual que los QMn son lipoproteínas grandes 

y poco densas. Las apolipoproteínas principales son apo B-100, C-II, C-III y E. 

 

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

tamaño y mayor densidad que sus progenitoras. En relación a su contenido 
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lipídico, presentan aproximadamente la misma cantidad de colesterol y TG. 

Con respecto a las apolipoproteínas, las más importantes son la apoB-100 y 

apoE. Debido al contenido de colesterol y su tamaño pequeño, tienen un 

elevado potencial aterogénico.  

 

Las LDL se forman a partir del catabolismo parcial de las IDL. Son más densas 

y de menor tamaño que las IDL y la apo mayoritaria es la apoB-100. Cumplen 

la función principal de distribuir colesterol a todos los tejidos y debido al alto 

contenido de colesterol que transportan y a su tamaño, tienen también un alto 

potencial aterogénico.  

 

La Lp(a) presenta una estructura similar a la LDL, sólo que esta constituida por 

otra apolipoproteína la apo(a), unida covalentemente a la apo B-100. Al igual 

que las IDL y LDL, tiene un alto potencial aterogénico, pero todavía no se 

conoce muy bien su función.  

 

Las HDL se sintetizan a nivel de los hepatocitos, enterocitos o del catabolismo 

de otras lipoproteínas. Se pueden encontrar distintas clases de HDL. Son las 

lipoproteínas más densas y de menor tamaño. La apoA-I es el componente 

apolipoproteíco mayoritario, pero también presentan apoA-II, C y E. Una 

descripción más detallada sobre estructura, clasificación y metabolismo de las 

HDL y apoA-I, se realizará seguidamente en la sección 1.4 Aceptores 

extracelulares. 

 

1.1.5.1.2 Metabolismo de lipoproteínas   

Los QMn 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 ácidos grasos y glicerol. Los ácidos grasos ingresan a los tejidos, 

como el muscular y adiposo, y el glicerol se dirige al hígado, donde ingresará a 

la vía gluconeogénica o glucolítica, dependiendo de las condiciones 

metabólicas de la célula. Así los QMn pierden TG y se convierten en QMr, que 

serán tomados por el hígado y metabolizados. Las VLDL, sintetizadas en el 



 8 

hígado, presentan principalmente TG que son hidrolizados por LPL. A medida 

que disminuye la concentración de TG, la VLDL se convierte en IDL. La IDL por 

acción de la lipasa hepática (HL), que hidroliza TG, se convierte en LDL, la cual 

es tomada por las células como fuente de colesterol exógeno, principalmente 

vía receptor LDL.  

 

A nivel del plasma las lipoproteínas sufren remodelaciones continuamente, 

debido en parte, a la acción de enzimas que transfieren lípidos entre ellas, 

como las proteínas transferidoras de ésteres de colesterol (CETP) y de 

fosfolípidos (PLTP).  

 

El colesterol es removido de las células periféricas, por medio de otro tipo de 

lipoproteína, las HDL que participan activamente en el transporte reverso de 

colesterol (TRC), proceso mediante el cual las HDL llevan el colesterol hacia el 

hígado, para que sea metabolizado a ácidos biliares o excretado por las heces.  

 

1.1.5.1. Aterosclerosis 

La aterosclerosis es una enfermedad cardiovascular crónica, degenerativa y 

multifactorial. Es la primer causa de mortalidad en el mundo occidental (Singh y 

col., 2002). Se caracteriza por la acumulación de lípidos intra y 

extracelularmente, la infiltración de monocitos, proliferación de células 

musculares lisas y acumulación de elementos del tejido conectivo en la pared 

arterial y además por la formación de trombos (Singh y col., 2002). 

 

En base a numerosos estudios epidemiológicos se ha establecido una relación 

inversa entre el colesterol-HDL (c-HDL), el desarrollo de enfermedad 

cardiovascular y aterogénesis (Barter y col, 2007; Gordon y col., 1977). La 

relación entre el c-HDL y el riesgo de enfermedad cardiovascular, se ha 

atribuido principalmente al rol protagónico que cumplen las HDL en el TRC. 

Además las HDL presentan otras propiedades relacionados con la acción 

antiaterogénica, como antiinflamatorias, antitrombóticas y antioxidantes (Rye y 

col, 2009).  
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1.2 MEMBRANAS BIOLÓGICAS: DOMINIOS  

A nivel de la membrana se encuentran zonas especializadas, que cumplen 

diversas funciones y tienen una composición determinada. Estas zonas se 

denominan dominios. Según su solubilidad en detergentes no iónicos, 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 dinámicos (Edidin, 1993).  

1.2.1 Dominios “rafts” y “no rafts”  

Los lipids rafts son ensamblajes dinámicos de colesterol y esfingolípidos, que 

pueden incluir o excluir proteínas, formando microambientes específicos en la 

superficie celular. Estos dominios son importantes en la transducción de 

señales (Fielding y Fielding, 2003). Forman plataformas para receptores 

individuales, que se activan por la interacción 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 plasmática. Están involucrados en la señalización y transporte 

celular como así también en la homeostasis del colesterol. La organización y 

función de las caveolas esta controlada por las caveolinas y cavinas. Estas 

últimas son proteínas adaptadoras, que además controlan la función de las 

caveolinas (Chidlow y Sessa, 2010). Las caveolas se encuentran en distintos 

tipos celulares en cantidad variable. Son comunes en células epiteliales, 

adiposas y fibroblastos. Las caveolinas-1,-2 y -3 forman el esqueleto de la 

caveola. Estas proteínas están altamente integradas a la función de la caveola, 

pero también cumplen una función independiente. Se ha postulado que 

intervienen en el transporte de colesterol sintetizado de novo, vía no vesicular, 

desde RE hacia la membrana plasmática, en un complejo citosólico formado 

por chaperonas, proteínas de choque térmico y colesterol (Uittenbogaard y 

Smart, 1998).  
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En cuanto a las caveolas, su funcionamiento es controversial. Según 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 óptimas para el 

eflujo de colesterol, dado que los componentes de la membrana se encuentran 

menos empaquetados, condición necesaria para la microsolubilización de 

lípidos. Un soporte a esta hipótesis, es el hecho que el transportador ABCA1 se 

encuentre en dominios “no rafts” (solubles a detergentes), por lo tanto el 

ABCA1 no estaría asociado a las caveolas ni a la caveolina. Debido a ello se 

encuentra en discusión el papel que cumplen las caveolas y la caveolina, en el 

eflujo de colesterol hacia la apoA-I y dHDL de tamaño pequeño, vía 

transportador ABCA1 (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 hígado para ser metabolizado. El primer 

paso en el TRC es el eflujo de colesterol hacia aceptores extracelulares, como 

apoA-I y HDL. A nivel de células periféricas, el eflujo de colesterol hacia la 

apoA-I y HDL es el único mecanismo de remoción de colesterol, a diferencia de 

células esteroidogénicas, hepatocitos o enterocitos, donde el colesterol puede 

ser metabolizado a hormonas esteroideas, lipoproteínas nacientes y ácidos 

biliares. 

1.3.1 Vías de eflujo de colesterol  

El eflujo de colesterol puede ocurrir al menos por tres vías (fig.1-3) 1) difusión 

pasiva (Philiphs y col., 1987), 2) difusión facilitada, vía receptor SR-BI (Rothblat 

y col., 1999) y 3) transporte activo por medio de los transportadores ABCA1 y 

ABCG1 (Cavelier y col., 2006). La importancia de cada vía depende del aceptor 

extracelular, del tipo de célula y su estado metabólico (Rothblat y col., 1999).  
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Figura 1-3. Vías de Eflujo de colesterol en macrófagos (Rader, 2006 con modificaciones). El eflujo de FC 

hacia la apoA-I ocurre vía transportador ABCA1 y hacia las HDL maduras vía transportador ABCG1. El 

eflujo de colesterol hacia las dHDL puede ocurrir vía transportador ABCA1, en el caso de las  dHDL ≤ 78 

Å, o vía el transportador ABCG1 (Favari y col., 2009). Ambos transportadores están regulados por el 

receptor nuclear LXR/RXR, que se activa por oxiesteroles y ácido retinoico. El receptor SR-BI también 

puede mediar el flujo de FC hacia las dHDL y HDL maduras. 

 

1.3.1.1 Difusión pasiva  

Este proceso involucra la desorción de colesterol de la membrana, desde la 

interfase lípido-agua, y su difusión a favor del gradiente de concentración, a 

través de la fase acuosa hasta que colisiona y es adsorbido por el aceptor. La 

difusión acuosa puede verse favorecida, por la reducción del empaquetamiento 

de la membrana, debido a altas curvaturas, insaturaciones en la cadena acilo 

de fosfolípidos o una baja relación de esfingomielina/fosfatidilcolina (Yancey y 

col., 2003). Antiguamente se suponía que el eflujo de colesterol sólo se llevaba 

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

1.3.1.2 Difusión facilitada: vía 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 lipoproteínas. La 

expresión del receptor SR-BI es diferente en los distintos tipos celulares, y la 

carga de colesterol como el hidroxicolesterol y ácido retinoico, disminuyen su 

expresión (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 difusión acuosa y la menor 

parte al receptor SR-B1 (Adorni y col., 2007). Cuando la célula se carga con 

colesterol disminuye la expresión del ARNm del SR-BI como así también la 

cantidad de proteína (Yu y col., 2004) y se incrementa la expresión del ABCA1 

y ABCG1 (Chawla y col, 2001).  

 

1.3.2.3 Transporte activo: transportadores ABCA1 y ABCG1  

El eflujo de colesterol se puede producir por transporte activo, con gasto de 

ATP, en contra del gradiente de concentración, mediante los transportadores 

ABCA1 y ABCG1. Los transportadores ABC son proteínas integrales de 

membrana multipaso, que transfieren lípidos de la cara interna hacia la externa 

de la membrana plasmática (Oram y Vaughan, 2006). Están regulados por 

factores de transcripción heterodiméricos, entre otros, como el receptor X del 

hígado (LXR) y receptor del ácido retinoico (RXR) (Shiabata y Glass, 2010). 

Los ligandos de estos receptores son los oxiesteroles y el ácido retinoico, como 

el 22-R-Hidroxicolesterol (H-Col) y el 9-cis-ácido retinoico (AR). Estos factores 

de transcripción inducen la sobreexpresión de los transportadores ABCA1 y 

ABCG1 (Chawla y col, 2001) y disminuyen la expresión del SR-BI (Lorenzi y 

col., 2008). 

 

Como se mencionó anteriormente estudios realizados in vitro en células 

cargadas con colesterol, demostraron que el eflujo de colesterol hacia la apoA-I 

y dHDL se llevaría a cabo principalmente por medio de los transportadores 

ABCA1 y ABCG1, ambos transportadores trabajarían coordinadamente. 

Aproximadamente el ochenta por ciento del eflujo de colesterol es llevado a 

cabo por el ABCA1 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 macrófagos murinos cargados con colesterol, 

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

El ABCA1 es una proteína integral de membrana, multipaso, con seis dominios 

transmembrana, que presenta una región hidrofóbica y otra hidrofílica que da 

hacia la cara citosólica (Oram y Vaughan, 2006). Transporta a través de la 

membrana fosfolípidos, colesterol y otros compuestos lipofílicos. El ABCA1 es 

principalmente un transportador de fosfolípidos (Oram y Vaughan, 2006). Se 

localiza a nivel de la membrana celular, como también en membranas 

intracelulares del retículo endoplasmático y mitocondrias (Dean y col. ,2001). 

 

Los aceptores de colesterol preferidos por el ABCA1, son las apolipoproteínas 

pobres en lípidos con alto contenido en α-hélices, como la apoA-I, apoA-II y 

apoE. Recientemente se descubrió que además de las apolipoproteínas, las 

partículas rHDL 78 Å también interaccionan con el transportador ABCA1 

(Favari y col., 2009). A nivel del eflujo de colesterol el ABCA1, induce la 

formación de una protrusión en la membrana plasmática, gracias a su actividad 

translocasa de lípidos, que genera una tensión provocando la curvatura de la 

misma y facilitando de esta manera, la unión de la apoA-I y partículas dHDL de 

tamaño pequeño (Vedhachalam y col., 2007; Lin y Oram, 2000). La actividad 

traslocasa de lípidos del ABCA1, incrementa la fluidez de la membrana, 

desempaquetando la membrana y posibilitando de esta manera la curvatura de 

la misma y la consiguiente microsolubilización de lípidos (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 esfingolípidos y colesterol, 

pero el ABCA1 disrrumpe los dominios “rafts” y hace que el colesterol este más 

accesible, facilitando de esta manera la interacción de la apoA-I y el eflujo. 

Según Landry y col., (2006), Mendez y col., (2001) y Drobnik y col., (2002), el 

eflujo de lípidos ocurre a nivel de los microdominios “no rafts” de membrana y 

este hecho se relaciona con la localización del ABCA1 en dominios solubles a 

detergentes, “no rafts”. Entonces el ABCA1 sería capaz de reorganizar los 

microdominios de la membrana plasmática y precondiconar la células para que 

la apoA-I y dHDL adquieran lípidos (Landry y col., 2006). Por otro lado se 

requiere de una membrana dinámica y fluida, para la formación de HDL 

nacientes. 
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1.3.2.3.2 Transportador ABCG1  

La actividad traslocasa de lípidos del transportador ABCG1, al igual que el 

ABCA1, provoca la redistribución 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 lípidos hacia las dHDL, de tamaño mayor o igual a 96 

Å (Favari y col., 2009). Se ha postulado un trabajo coordinado y sinérgico entre 

el transportador ABCA1 y ABCG1 (Gelissen y col., 2006; Vaughan y Oram, 

2006). No se necesita la co-expresión de ambos transportadores en la misma 

célula, esto indica que las partículas nacientes pueden remover colesterol 

adicional, de sitios distantes en células que expresen el ABCG1 (Vaughan y 

Oram, 2006). La regulación de la expresión del ABCA1 y ABCG1 esta 

controlada por mecanismos similares .La expresión de ambos transportadores, 

se vé estimulada por la carga de colesterol o la inducción con hidroxicolesterol 

y ácido retinoico (fig. 1-3), este hecho soporta aún más el trabajo coordinado de 

ambos transportadores (Gelissen y col., 2006).  

 

1.4 ACEPTORES EXTRACELULARES  

1.4.1 apoA-I  

La apoA-I 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 apolipoproteínas intercambiables, conjuntamente con la apoA-II, 

IV, CI, CIII y E y la apolipofirina III de insecto. Los hepatocitos y enterocitos se 

encargan de sintetizar apoA-I, en la forma de preproapoA-I, que contiene una 

extensión del dominio N-terminal, constituida por un prepéptido de 18 

aminoácidos y un propétido de 6 aminoácidos (Gordon y col., 1983), luego 

mediante clivaje co-traduccional, se transforma en proapoA-I. 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 aminoácidos y pesa 28,1kDa. En 

cuanto a su estructura secundaria, esta formada por repeticiones en tándem, 

que se predicen α-hélices anfipáticas, comprometiendo entre 22 y 11 residuos, 

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

 

En la apoA-I se encuentran al menos tres tipos diferentes de hélices 

anfipáticas, diferenciándose por la distribución particular de sus cargas en la 

cara polar. En el extremo N-terminal, hay una hélice G*, similar a la de las 

proteínas globulares, con una distribución al azar de los residuos cargados. Se 

encuentran seis hélices anfipáticas tipo A (hélices 1, 2 y 5 a 8), que son típicas 

en las apoliporoteínas 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 además, dos pares de hélices tipo Y, 

un par en el centro (residuos 88-120, hélices 3 y 4) y otro en la región C-

terminal (residuos 209-241, hélices 9 y 10). Este tipo de hélice anfipática, 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 distribución de residuos cargados en las α-hélices 

anfipáticas tipo A y tipo Y. Los residuos hidrofóbicos 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-I presenta una gran flexibilidad conformacional que posibilita su 

existencia en una gran variedad de estados como libre, pobre en lípidos, unida 

a membranas o formando complejos lipoproteicos de diferente tamaño y 

morfología (discoidales o esféricos). Se han planteado diversos modelos 

conformacionales de la apoA-I en complejos discoidales, como el modelo cerco 

(Phillips y col., 1997), cinturón (Segrest y col, 1999), hebilla (Tricerri y col., 

2001) y doble cinturón, con dos configuraciones posibles 5/5 y 5/2 (Silva y col., 

2005). Actualmente el modelo conformacional más aceptado, es el doble 

cinturón, donde dos moléculas de apoA-I rodean a la bicapa de lípidos del 

disco de manera antiparalela (Segrest y col., 1999; Silva y col., 2005) como se 

muestra en la fig. 1-5. La conformación que adopta la apoA-I en complejos 

discoidales, se relaciona con diversas funciones, como su afinidad por 

membranas, eflujo de lípidos y activación de LCAT.  

 

 

 

 

 

 

 

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

donde dos moléculas de apoA-I rodean la bicapa lipídica de manera antiparalela, B) Modelo de hebilla en 

la configuración 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, estarían involucrados en 

la interacción con membranas, eflujo de lípidos y activación de diferentes 

enzimas como LCAT. En relación a los dominios de la apoA-I, no se conoce 

con exactitud la función que cumple cada dominio en diferentes procesos, 

como eflujo de lípidos, interacción con membranas, activación de diferentes 

vías de señalización entre otros. Sería interesante poder establecer una 

relación estructura-función de los distintos dominios de la apoA-I, a fin de poder 
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diseñar 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 

intervención en el eflujo de lípidos como Vedhachalam y col., (2004), mediante 

mutantes de deleción de la región N-terminal de la apoA-I, demostraron que el 

eflujo de colesterol y fosfolípidos se veía reducido en un 30%. Como así 

también plantearon que la mutante de deleción (∆123-166) de la región central 

de la apoA-I, no tiene efecto sobre el eflujo de lípidos en macrófagos J774 y 

fibroblastos. Por otro lado Gillote y col., (1999) diseñaron péptidos sintéticos, 

que recorrían toda la secuencia de la apoA-I y comprobaron que la región N-

terminal interviene en el eflujo de lípidos, como así también la región 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 

región C-terminal también era necesaria para el eflujo de colesterol y 

fosfolípidos, dado que una deleción de esta región reducía el eflujo de lípidos. 

Esto también fue sugerido por Gillote y col., (1999), en base a sus estudios con 

péptidos sintéticos. Por otro lado Panagotopulos y col. (2002) diseñaron 

mutantes de deleción de la región C-terminal y mutantes puntuales de la hélice 

10 y sugirieron que la región C-terminal era importante a nivel del eflujo de 

lípidos y unión con membranas en células RAW 264.7, como así también que 

se necesitaba una correcta distribución 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 lípidos, unión a membranas y activación de LCAT 
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(Philippe y Marcel, 2000). Diferentes evidencias de nuestro laboratorio 

demostraron que contrariamente al resto de las hélices de apoA-I, la región 

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 región homóloga de 

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

 

Mediante la utilización de un péptido sintético, con la secuencia de la región 

central de la apoA-I (residuos 77-120), se observó que esta promovía el eflujo 

de colesterol (Toledo y col., 2004) y disminuía el pool de colesterol accesible a 

ser esterificado por ACAT en células CHO-K1 (Gonzalez y col., 2008).  

 

Por otro lado, se sugirió que un modo de interacción similar podría ocurrir para 

la interacción entre HDL discoidales y membranas, que sería relevante para el 

intercambio de colesterol (y otros lípidos) 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 tamaño y contenido de 

colesterol de las dHDL. Es posible que estos factores modulen la formación del 

ramillete intermolecular o dominio de inserción activo, y por tanto la interacción 

e intercambio lipídico con la membrana.  

 

1.4.2 HDL  

Las HDL representan una población heterogénea de lipoproteínas de alta 

densidad (d=1,063-1,21 g/ml) de forma discoidal o esférica, cuyo componente 

apolipoproteíco mayoritario es la apoA-I (aproximadamente el 70%) (Rader, 

2006). Se encuentran subpoblaciones de HDL que difieren en sus propiedades 

fisicoquímicas como actividades biológicas (Barter y col., 2003).  

 

Las HDL discoidales (dHDL) o pre-β HDL juegan un rol fundamental al inicio del 

TRC. Están constituidas por una bicapa superficial de fosfolípidos y colesterol 

no esterificado, más las apolipoproteínas. Presentan dos o más moléculas de 

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

núcleo hidrofóbico con alto contenido en CE y TG (Kontush y col. ,2006).  

 

1.4.2.1 Clasificación  

Las HDL se pueden clasificar (fig.1-4.), según distintos patrones como A) la 

forma, B) la densidad, C) el diámetro, D) la composición en apolipoproteínas A-

I y A-II, E) la movilidad electroforética y F) el tamaño en orden descendente. 

 

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

(maduras). 

 

B) En función de la densidad se encuentran: HDL2 (d=1,063-1,125 g/ml; 60% 

lípidos y 40% proteínas) y HDL3 (d=1,125-1,210 g/ml; 45% lípidos y 55% 

proteínas). 

 

C) En base a su tamaño las HDL esféricas se pueden dividir en cinco 

subpoblaciones de partículas en un rango de 10,6 nm a 7,6 nm de diámetro.  

 

D) Según la composición en apolipoproteínas, se las clasifica en: LpA-I, LpA-II, 

LpA-I/LpA-II, γ-LpE y LpA-IV.  

 

E) Según su movilidad electroforética en: α-HDL (HDL esféricas y LpA-IV), pre 

β-HDL (HDL discoidales y apoA-I libre); y γ-HDL (γ-LpE). 

 

F) Según el tamaño en orden descendente: HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b y 

HDL3c. 
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Figura. 1-6. Heterogeneidad de las subpoblaciones de HDL (Rye y col., 2009 con modificaciones). 

Clasificación de las partículas según A) la forma, B) la densidad, C) el diámetro, D) la composición en 

apoA-I y A-II y E) la movilidad electroforética. 

 

1.4.2.2 Síntesis HDL  

La apoliporoteína mayoritaria de las HDL es la apoA-I, se sintetiza a nivel del 

hígado e intestino. Desde allí es secretada como apoA-I libre o pobre en 

lípidos, que adquiere rápidamente fosfolípidos y colesterol vía transportador 

ABCA1 (Oram y col., 2000). De esta manera se forman las HDL discoidales 

(nacientes). Las dHDL interaccionan con membranas, remueven fosfolípidos y 

colesterol vía los transportadores ABCA1 y ABCG1, en células cargadas con 

colesterol (Adorni y col., 2007). Las HDL discoidales de diferente composición y 

tamaño, presentan distintas capacidades de activación de la enzima LCAT, las 

dHDL de 78 Å muestran una menor capacidad de activación, en relación a las 

de 96 Å (de Beer y col., 2001). Con respecto a las dHDL de tamaño mayor, 130 
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y 170 Å, que contienen más de dos moléculas de apoA-I por disco, ha sido 

reportado que son mejores activadores de LCAT, en comparación con las 

dHDL de 96 Å (Cavigiolio y col., 2008). Por otro lado existiría una relación 

directa entre el tamaño de las dHDL, contenido de apoA-I y la activación de 

LCAT. La enzima LCAT se encarga de madurar las dHDL, esterifica el 

colesterol y forma un núcleo hidrofóbico dentro de la lipoproteína, convirtiendo 

las HDL discoidales en HDL esféricas. Además favorece la formación de un 

gradiente de concentración de colesterol desde la membrana plasmática u 

otras lipoproteínas, hacia las HDL esféricas.  

 

En la actualidad no se conoce completamente el mecanismo de interacción y 

eflujo de lípidos vía apoA-I y dHDL, como así tampoco los transportadores 

involucrados en este proceso. Múltiples investigaciones están dirigidas a tratar 

de dilucidar estos procesos, siendo que las rHDL, apoA-I, transportadores de 

membrana y LCAT son considerados moléculas dianas útiles para la aplicación 

de terapias farmacológicas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1-7. Síntesis HDL (Rader, 2006 con modificaciones). Los enterocitos y hepatocitos sintetizan apoA-

I, que es secretada en su forma pobre en lípidos e inmediatamente se carga de fosfolípidos y colesterol 

vía transportador ABCA1, formando las HDL nacientes. Las HDL nacientes adquieren más lípidos de 

células periféricas y de lipoproteínas y la enzima LCAT esterifica el colesterol convirtiéndolas en HDL 

maduras.  
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CAPÍTULO 2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  

 

La apoA-I cumple un rol muy importante en el TRC, es el componente 

mayoritario de las HDL que desempeñan diversas funciones en las distintas 

etapas del TRC. Resultados previos de este laboratorio permiten postular la 

hipótesis de que la región central de la apoA-I, formada por el par de hélices 

tipo Y, estaría involucrada en la interacción con la membrana celular, que sería 

importante para el eflujo de lípidos y la movilización de depósitos intracelulares 

de colesterol (como el disponible a ser esterificado por ACAT) hacia la 

membrana plasmática. Como la conformación del dominio central es 

influenciada por el tamaño y composición lipídica (contenido de colesterol) de 

las HDL, también se postula que esto podría modular la capacidad de 

interacción con la membrana celular y el consecuente eflujo lipídico.  

 

El objetivo general de este trabajo fue someter a prueba esta hipótesis y 

aportar información relevante para entender los mecanismos implicados en las 

etapas iniciales del TRC, como en la interacción de las HDL con membranas 

celulares y el eflujo celular de lípidos. 

 

Como objetivos específicos, nos propusimos: 

1) Reconstituir partículas discoidales HDL similares a las pre-β-HDL del 

plasma, de diferente composición y tamaño, mediante la técnica de diálisis 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 

fosfolípidos de dos líneas celulares diferentes: CHO-K1 (células de ovario de 

hámster chino) y RAW 264.7 (macrófagos murinos). 

2) Estudiar en comparación con apoA-I salvaje, la funcionalidad y las 

respuestas celulares a dos mutantes de deleción de un residuo de lisina en las 

regiones de hélices tipo Y: una con la deleción en la región central de la hélice 

4 (∆K107) y la segunda con la deleción en la posición homóloga de la hélice 10 

(∆K226). 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 podrían 

ayudar a la comprensión de los síntomas presentados por estos pacientes. Es 
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de esperar que estas mutaciones desplacen en ~100º la orientación relativa 

entre las caras hidrofílica e hidrofóbica de la hélice anfipática a ambos lados de 

la mutación, lo que puede afectar tanto la interacción con lípidos como con los 

receptores celulares. 
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CAPÍTULO 3. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

3.1 OBTENCIÓN DE APO A –I  

3.1.1 Obtención 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 llevó a densidad de 1,21 g/ml con BrNa. Luego se ultracentifugó a 55.000 

rpm durante 44 h a 10°C. Se recolectó la fracción s uperior que contenía las 

lipoproteínas (fig. 3-1). Luego mediante cromatografía en columna abierta 

(Sephacril S300), se separaron las diferentes lipoproteínas VLDL, LDL y HDL 

en ese orden. Se tomó la fracción de HDL, y se liberó de lípidos con guanidina 

HCL 6 M en agitación y a baño maría a 37ºC durante 3 h. Seguidamente se 

dializó la muestra con membranas de corte 12.000 d contra EDTA 5 mM. Luego 

se llevó a densidad 1,21 g/ml con BrNa y se ultracentrifugó a 50.000 rpm 

durante 24 h a 10°C. Se obtuvieron dos fracciones u na rica en apoA-II y otra en 

apoA-I. Se colectó la fracción rica en apoA-I y se dializó contra NH4CO3H 5 

mM. Seguidamente se liofilizó la muestra y se guardó a -80ºC. Con el fin de 

purificar la apoA-I de la muestra, se disolvió el liofilizado en buffer de elusión 

(Tris 10 mM, 1% β-mercapto etanol (BME), guanidina HCL 3 M, pH 8), a una 

concentración de proteína ~ de 50 mg/ml y se filtró por gel en columna 

(Superdex 200 10/30 HR). El BME mejora la separación de la apoA-II 

contaminante, ya que reduce el puente disulfuro y la convierte en su forma 

monomérica. Luego se colectaron las fracciones conteniendo apoA-I y se 

dializó contra buffer EDTA 0,01% pH 7,5. Finalmente se liofilizó la apoA-I y 

guardó a -80°C hasta su uso (Tricerri y col., 1998) . La proteína mostró más 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 Obtención de apoA-I de suero. El plasma fue sometido a ultracentrifugación a 55.000 rpm 

durante 44 h a 10ºC. Luego se colectó la fracción superior que contenía las lipoproteínas (HDL, LDL, 

VLDL) y se separaron mediante columna cromatográfica (Sephacril S300). La fracción que contenía las 

HDL, fue tratada con guanidina HCl 6 M con el fin de liberarla de lípidos y luego se ultracentrifugó a 

50.000 rpm durante 24 h a 10ºC. Se obtuvieron dos fracciones una rica en apoA-II y otra en apoA-I. La 

fracción rica en apoA-I se purificó mediante columna cromatográfica (Superdex 200 10/30 HR). 

Finalmente se colectó la apoA-I, liofilizó y guardó a -80ºC. 

 

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

El cADN de la pro-apoA-I, fue insertado en un vector de clonación plasmídico 

pET30, nos fue donado por la Dra. Ana Jonas (Urbana, IL, USA). El polilinker o 

sitio múltiple de clonado de este plásmido, incorpora directamente a la región 

traducida del gen, una secuencia de polihistidina, en la región N-terminal de la 

proteína, facilitando su posterior detección y purificación. En el pET30 original 

(fig. 3-2), la expresión de un sitio reconocido por enteroquinasa permite el 

clivaje y eliminación de la secuencia poli-His. Por motivos de practicidad y 

económicos, en nuestro laboratorio se ha introducido al cADN una mutación 

puntual (Glu por Asp) en la segunda posición de la secuencia de apoA-I (Prieto 

y col., 2012). Esto crea un enlace Asp-Pro lábil en medio ácido que permite 

eliminar la cola de polihistidina por tratamiento con ácido fórmico. 
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Figura 3-2. Descripción del plásmido pET 30 (Novagen) y del sitio múltiple de clonado. 

 

3.2 CONSTRUCCIÓN DE MUTANTES ∆∆∆∆K226 y ∆∆∆∆K107 

Para la mutagénesis sitio-dirigida (fig.3-3) se usó 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. Descripción de la técnica Mutagénesis sitio dirigido. 
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3.2.1Construcción de la mutante ∆∆∆∆K226 

3.2.1.1 Diseño de primers  

Los primers se diseñaron siguiendo el protocolo del kit y para su síntesis se usó 

el servicio de Macrogen (Corea). Las secuencias se detallan a continuación: 

Primers foward: 5´-GCTGGAGAGCTTCGTCAGCTTCCTGAGC-3´ 

Primera reverse: 5´-GCTCAGGAAGCTGACGAAGCTCTCCAGC-3´  

Tm=84,74°C 

 

Estos primers se usaron para las reacciones de PCR utilizando como molde al 

plásmido entero conteniendo el inserto de apoA-I tipo salvaje ya modificado 

para contener el sitio de clivaje para ácido fórmico. Seguidamente en la tabla 3-

1 se muestran los reactivos utilizados para la reacción de PCR. 

 

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

∆K226. El control se realizó sin Pfu polimerasa. 

  Enzima  Control 

H2O MilliQ 39 µl 40 µl 

Buffer (10X)   5 µl   5 µl 

Primers ∆K226   1 µl   1 µl 

Primers ∆K226   1 µl   1 µl 

dNTP(25 mM)   1 µl   1 µl 

Molde apoA-Isalvaje      2 µl   2 µl 

Pfu polimerasa   1 µl   0 µl 

Total 50 µl 50 µl 

 

3.2.1.2 Ciclos PCR  

Los ciclos de temperatura programados para la PCR Mutagénesis sitio dirigido, 

se muestran a continuación en la tabla 3-2. 

 

Tabla 3-2 Ciclos de temperatura, mutagénesis sitio dirigido construcción variante ∆K226. 

Segmento  Ciclos Temperatura  Tiempo 

1 1 95 ºC    30 s 

2 16 95 ºC   1 min 

    55 ºC   1 min 

    70 ºC 13 min 
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Para controlar la amplificación del producto de PCR se realizó un gel de 

agarosa al 0,8% (sección 3.5.2). 

" 

3.2.1.3 Precipitación con etanol 

Con el fin de purificar el ADN de contaminantes, se realiza la precipitación con 

etanol en frío. El etanol aísla el ADN provocando la precipitación del mismo 

libre de contaminantes, que se recupera por centrifugación. A la muestra se le 

agregaron 2,5 volumenes de etanol 96%, 0,1 volumenes de solución de acetato 

de sodio 3 M, pH 5,2 y se incubó a –20ºC durante 15-30 min. Después se 

centrifugó a 14.000 rpm durante 20 min, se descartó el sobrenadante y se lavó 

con alcohol al 70%. Nuevamente se centrifugó a 14.000 rpm durante 5 min, se 

lavó el pellet con alcohol 70% y luego se secó con vacío. 

 

3.2.1.4 Corte con DpnI 

A fin de digerir el molde de ADN (plásmido con el inserto sin la mutación), se 

trató al producto de PCR, con la enzima DpnI 10 U/µl durante 1 h a 37ºC. Esta 

nucleasa es específica para el ADN metilado (plásmido molde proveniente de 

bacterias), dejando intacto al ADN no metilado generado por la PCR que 

contiene la mutación. El producto de PCR tratado con DpnI fue utilizado para 

transformar bacterias Escherichia coli (E.coli) JM109 competentes, como se 

describe en la sección 3.3.3. 

 

3.2.2 Construcción Mutante ∆∆∆∆K107 

3.2.2.1 Diseño de primers  

Al cADN de esta mutante en pET30 (también donado por A. Jonas), se le 

introdujo el sitio de clivaje en medio ácido, 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 realización de la PCR, extracción y 

purificación del ADN plasmídico, como la transformación de bacterias JM109 y 
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BL21 de la mutante ∆K107, fueron similares a los descriptos para la mutante 

∆K226 en la sección 3.2.1. 

 

3.3 PROTOCOLOS GENERALES DE TRABAJO CON BACTERIAS  

Como hospedador bacteriano se utilizó E.coli, debido a que presenta varias 

ventajas con respecto a otros hospedadores: elevada velocidad de crecimiento, 

fácil manipulación genética, alta eficiencia en incorporación de ADN foráneo y 

bajo costo económico. En este trabajo se utilizaron dos cepas distintas de 

E.coli: BL21 hospedador de expresión y JM109 hospedador de expansión. Las 

cepas BL21 y JM109 presentan modificaciones genéticas, que las hace aptas 

para la expresión y expansión respectivamente. En el caso de la cepa BL21, no 

expresa ciertas proteasas, que podrían degradar la proteína recombinante 

durante la purificación, y además es fácilmente inducible con lactosa o 

isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG). En el caso de la cepa JM109, esta 

diseñada de manera tal que la tasa de recombinación sea mínima, 

confiriéndole una alta estabilidad a los plásmidos. 

 

3.3.1 Medios de cultivo  

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

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

3.3.2 Preparación de bacterias competentes (método de Hanahan) 

En células bacterianas, se puede inducir la competencia para la incorporación 

de los plásmidos. Esta consiste en crecer las células en medio LB, colectarlas 

durante el crecimiento exponencial y resuspenderlas en una solución fría de 

CaCl2. El tratamiento con CaCl2 es muy importante ya que  neutraliza las 

cargas de ADN y fosfolípidos, permitiendo la adsorción del ADN a la membrana 

plasmática de la bacteria, haciéndola de esta manera más permeable. En 

cuanto al procedimiento, se inocularon 100 ml de medio LB sin antibiótico, con 

las bacterias de interés. Se las dejo crecer en agitación a 22ºC, hasta llegar a 

una DO600nm aproximadamente de 0,55. Luego el inóculo fue incubado en hielo 

por 10 min, con el fin de disminuir la fluidez de la membrana, y se le agregó 32 
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ml de solución de competencia (MnCl2.4 H2O 1,088% p/v; CaCl2 2 H2O 0,22% 

p/v: KCl 1,865% p/v; Pipes 0,01 M). Luego las células bacterianas se 

recolectaron por centrifugación a 4.000 rpm por 10 min y fueron resuspendidas 

en 8 ml de solución de competencia con un 7% v/v DMSO y se las dejó en frío 

por 10 min. Luego fueron alicuotadas y congeladas a -80 ºC en stock de 

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

 

3.3.3 Transformación de bacterias competentes 

La transformación 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 plásmidos, estos quedan como elementos 

replicativos autónomos dentro de la célula. Para realizar la transformación, las 

bacterias tienen que estar en estado de competencia. La transformación de las 

bacterias competentes se lleva a cabo mediante choque térmico (Hanahan, 

1983). Se utilizaron 200 µl de bacterias competentes, las cuales fueron 

transformadas con 10 µl de plásmidos mediante shock térmico. Este consistió 

en incubarlas en hielo por 45 a 60 min luego transferirlas a un baño térmico a 

42°C durante 45 s exactos, con agitación constante.  Inmediatamente después    

ponerlas en hielo por 2 min y agregarles 800 µl de medio nutritivo enriquecido 

con glucosa (Soc). Finalmente se las incubó a 37°C por 1 h. La selección de las 

bacterias transformadas se realizó en base a su resistencia al antibiótico 

kanamicina, de esta manera se seleccionan los subclones. Se prepararon 

placas con medio LB-Agar con antibiótico kanamicina, se realizaron 

estriaciones en las placas y se las incubó a 37°C d urante 24 h. Luego se 

observó el crecimiento de bacterias  transformadas con el plásmido de interés 

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

 

3.3.4 Conservación de bacterias  

Con el fin de conservar las bacterias por largos períodos de tiempo a -80°C, se 

las almacenó 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 Minipreparación de Plásmidos 

Este método se utiliza para obtener ADN plasmídico en pequeña 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 cromosómico y las proteínas, liberándose el ADN 

plasmídico. Para la extracción del ADN plasmídico las células bacterianas 

fueron tratadas con tres soluciones distintas, una solución de resuspensión 

(Tris-HCl 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+2 y Mg+2, con el fin de 

que estos cofactores no estén disponibles para Dnasas, una solución de lisis 
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(NaOH 0,2 M; SDS 1%), donde el incremento del pH combinado con la acción 

del detergente SDS genera la desnaturalización de proteínas y de ADN 

cromosómico, provocando de esta manera la ruptura de la pared celular; y por 

último una solución de renaturalización (60 ml de acetato de potasio 5 M, 11,5 

ml de ácido acético, y 100 ml de agua destilada) donde el cambio de los iones 

de Na+ por K+ provoca la precipitación de los complejos formados por SDS-

proteínas y ADN cromosómico. Luego el sobrenadante es sometido a una 

mezcla de fenol:cloroformo (1:1 v/v) para precipitar el resto de las proteínas. 

Finalmente el ADN plasmídico se concentra y purifica mediante precipitaciones 

alcohólicas combinadas con la disminución de la temperatura. Luego el ADN se 

recupera, por sucesivas centrifugaciones a alta velocidad.  

 

Se partió 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 agregó 100 µl de 

solución de resuspensión. Luego se adicionaron 200 µl de la solución de lisis, 

se mezcló por inversión hasta disolver el pellet y se incubó 5 min a temperatura 

ambiente. Para finalizar con la extracción se agregaron 150 µl de la solución de 

renaturalización, se lo dejo en hielo durante 5 min, para favorecer la formación 

del precipitado, se centrifugó a 12.000 rpm durante 5 min. Al sobrenadante, con 

el ADN plasmídico, se le agregó 450 µl de fenol:cloroformo (1:1 v/v) y se 

centrifugó a 12.000 rpm durante 5 min. Luego se adicionaron 2,5 volumenes de 

etanol 96%, 0,1 volumenes de solución de acetato de sodio 3 M, pH 5,2 y se 

incubó a –20ºC durante 15-30 min. Después se realizaron dos centrifugaciones 

seriadas a 14.000 rpm durante 5 min y en cada una de ellas se lavó el pellet 

con alcohol al 70%. El pellet se resuspendió en 500 µl de buffer TE (Tris-HCl 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 incubó en hielo durante 30 min, se centrifugó a 

14.000 rpm durante 15 min y el pellet obtenido se lavó con etanol al 70%. Se 

centrifugó nuevamente a 14.000 rpm durante 5 min, se secó y resuspendió en 

20 µl de TE. El ADN plasmídico así obtenido se conservó a -20 ºC hasta su 

posterior uso (Sambrook, 1989). 

 

Cuando se necesitó ADN de pureza considerable, se extrajo y purificó el ADN 

plasmídico, con un kit comercial de Qiagen. El ADN plasmídico se cuantificó 
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por espectrofotometría 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 µg 

de ADN por ml. La pureza se determinó en base a la relación DO260nm/DO280nm. 

Se consideró un muy buen grado de pureza cuando esta relación fue superior a 

1,8. 

 

3.4.2 Secuenciación de ADN  

La secuenciación de ADN, se llevó a cabo en un servicio externo: Macrogen 

(Corea). Con el objetivo de controlar la presencia de las mutaciones de interés, 

se extrajo y purificó el ADN plasmídico utilizando el Kit de Qiagen, mediante el 

cual se obtiene ADN de pureza elevada. Se emplearon los oligonucleótidos 

universales S-tag y T7 terminator.  

Primers STag TM*5: 5- CGAACGCCAGCACATGGACA-3 

Primers T7 terminator:  5- GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3 

 

3.4.3 Expresión de Proteínas recombinantes  

Se utilizó un sistema de expresión universal, bacterias E.coli cepa BL21, con 

vectores de expresión pET30. Las modificaciones genéticas que presenta esta 

cepa, como se mencionó anteriormente, la hace adecuada para la expresión de 

proteínas recombinantes. A nivel del vector de expresión, 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 genómico 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 expresión del gen de interés, comienza 

la transcripción y traducción simultánea, la proteína recombinante producida, se 

acumula en su mayor parte en cuerpos de inclusión, que son agregados 

citoplasmáticos insolubles (Palmer y Wingfield, 2004). Estos se pueden aislar 

por centrifugación, y la recuperación de la proteína de interés suele requerir la 

desnaturalización con guanidina HCl, seguido de diálisis a pH óptimo para el 

plegamiento (Thomas y Baneyx, 1996). Las bacterias BL21 competentes 

transformadas con el plásmido de interés, fueron sembradas en medio LB con 

kanamicina, se las incubó a 37°C toda la noche con agitación. Luego se tomó 1 
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ml de medio de cultivo con las bacterias de interés, y se inoculó en 500 ml de 

medio LB nuevo con kanamicina. Se las puso a crecer a 37°C en agitación 

hasta que la D.O600nm llegará aproximadamente a 0,5. En ese momento se 

agregó IPTG 0,4 mM, y se incubó a 37°C durante por 2 h. Después se 

centrifugó el medio de cultivo con las bacterias a 5.000 rpm durante 5 min. El 

sobrenadante fue descartado y el pellet se resuspendió en buffer fosfato con 

guanidina HCl, se lo dejó en agitación al menos 4 h. Por último se centrifugó el 

lisado celular a 10.000 rpm y se retuvo el sobrenadante, que quedó listo para la 

purificación de las proteínas.  

 

3.4.4 Purificación de proteínas recombinantes  

La proteína recombinante presenta una cola de polihistidina, que posibilita su 

purificación mediante cromatografía de intercambio en metales inmovilizados 

(IMAC). Mediante esta técnica la cola de polihistidina, se adhiere a los metales, 

quedando la proteína retenida en la columna cromatográfica. Para su elusión 

se la somete a una solución con alto contenido de Imidazol, que compite con la 

cola de polihistidina, por la adhesión a los metales. 

 

3.4.5 Corte en medio ácido  

La proteína recombinante presenta un sitio de clivaje en medio ácido 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 proteína con 

ácido fórmico al 45%, combinado con incubación a 60°C durante 5 o 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 día. La muestra dializada que 

contiene la proteína cortada más la cola de polihistidina, se pasa nuevamente 

por la columna cromatográfica que retendrá a la cola poli-His libre así como 

restos de proteína no clivada. 
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3.5 TÉCNICAS ELECTROFORÉTICAS  

La electroforesis es un método mediante el cual se somete a las moléculas a 

un campo eléctrico y estas migran en base a su tamaño, 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 función de su tamaño y 

forma. El tamaño del poro del soporte se puede variar cambiando la 

concentración del polímero. 

 

3.5.1 Electroforesis en gel de Poliacrilamida  (PAGE)  

El gel de poliacrilamida se forma por polimerización de la acrilamida, por acción 

de un agente entrecuzador, la bis-acrilamida, en presencia de un iniciador 

TEMED (N, N, N, N’ -tetrametilnediamina) y se utiliza como catalizador el ión 

persulfato (S2O8
-), que se añade en forma de persulfato de amonio. Estos geles 

son transparentes, estables, insolubles en agua, y permiten la visualización de 

las bandas. Las electroforesis PAGE las podemos clasificar, según el estado de 

las proteínas 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 proteínas migran en función de su carga, tamaño y forma. Un gel en 

gradiente se prepara siguiendo una concentración creciente de arcilamida y 

bisacrilamida, y como consecuencia un gradiente decreciente en el tamaño del 

poro. Las ventajas que encontramos frente a un gel de concentración uniforme 

es que la proteína migra hasta alcanzar una zona donde el tamaño 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 tiñe con coomassie blue o con tinción de plata cuando las cantidades de 

proteínas 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 β-mercaptoetanol y SDS (Laemmli, 1970). La 

estructura tridimensional de la proteína se pierde, y las cadenas polipeptídicas 

migran individualmente. El SDS es un detergente iónico de acción 

desnaturalizarte que se une a las cadenas polipeptídicas desnaturalizadas. 

Ésta unión del SDS, bloquea la carga propia de la proteína y le confiere al 

complejo una carga neta negativa proporcional a su masa, haciendo que todas 

las proteínas unidas al SDS migren hacia el ánodo. Se prepararon geles de 

poliacrilamida con SDS a distinto porcentaje de acrilamida (12% o 16%) según 

las necesidades del estudio. Se tomaron 20 µl de muestra más buffer muestra 

(4X) y se calentaron durante 3 min. Luego se sembraron en el gel y se sometió 

a corrida electroforética a 120V durante 1 h. El gel se tiño con comassie blue y 

se decoloró con solución decolorante ácido acético:metanol:agua (1:4:5 v/v/v). 

 

3.5.2 Electroforesis en gel de agarosa  

La electroforesis en gel de agarosa es la más utilizada para analizar y 

caracterizar ácidos nucleicos. Permite separar fragmentos de ADN en base a 

su peso molecular. La presencia de ácidos nucleicos se detecta, mediante la 

utilización de colorantes fluorescentes como el bromuro de etidio o SYBR 

Green, que se intercalan entre las bases del ADN o ARN. Se preparó una 

solución de agarosa al 0,8% m/v en buffer TBE. La agarosa se solubilizó 

mediante calentamiento, en microondas por pulsos de 20 s. El contenido 

líquido se virtió en el soporte del gel horizontal y se colocó el peine adecuado a 

la cantidad de muestras. Se dejó gelificar y se sembraron 5 µl de muestra con 1 

µl de loading buffer más el estándar correspondiente. Se corrió a 100V en cuba 

electroforética horizontal, hasta que el frente de corrida recorrió el 80% de la 

longitud del gel. Para detectar la presencia de ácidos nucleicos se incubó el gel 

en bromuro de etidio (0,5 µg/ml) por 30 min o bien se agregó SYBR Green 

durante la solubilización 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 cámara 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 Bórico 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 extracción del ARN celular se efectuó a fin de poder realizar a posteriori una 

qRT-PCR con el objetivo de determinar la concentración de ARNm de ACAT-1. 

Las células RAW 264.7 fueron crecidas en placas de Petri hasta alcanzar 

confluencia celular. Luego se trató a las células con apoA-I y variantes de la 

misma: ∆K107 y ∆K226 a fin de determinar si se incrementaba la expresión del 

ARNm de ACAT-1. 

3.6.1 Extracción de ARN 

Durante todo el trabajo con ARN se utilizó agua libre de ARNasas con 

dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,01% v/v. 

3.6.1.1 Homogenización y precipitación 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 

transfirió a tubos Eppendorf. Se incubaron las muestras durante 5 min a 

temperatura ambiente, para permitir la disociación de los complejos 

nucleoproteicos. Después se agregaron 200 µl de cloroformo por ml de Trizol y 

se agitó vigorosamente por 15 s y se incubó nuevamente 5 min a temperatura 

ambiente. Con el fin de separar las fases se centrifugó a 12.000 rpm durante 15 

min. Se obtuvo una fase orgánica, la de cloroformo que contenía restos 

celulares, una interfase donde se encontraba el ADN y la fase acuosa con el 

ARN. Se transfirió la fase acuosa a Eppendorf estériles, se agregó 500 µl de 

alcohol isopropílico por ml de Trizol y se incubó por 10 min a temperatura 

ambiente. Finalmente se centrifugó a 12.000 rpm durante 10 min para precipitar 

al ARN. 
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3.6.1.2 Redisolución del ARN 

Se descartó el sobrenadante y se eliminaron los restos de contaminantes con 

etanol al 75% con DEPC por ml de trizol. Luego se mezcló por agitación con 

vortex y se centrifugó durante 5 min a 7.500 rpm. Nuevamente se descaró el 

sobrenadante y se resuspendió el pellet en 50 µl de agua con DEPC y luego se 

calentó durante 10 min a 55-60 ºC. Finalmente el ARN se alicuotó y guardó a -

70°C. La extracción del ARN se controló mediante ge l de agarosa al 0,8% con 

SYBR Green y se visualizó por transiluminador UV (Hoefer MacroVue UV-20). 

La concentración del ARN se determinó por Qbit utilizando los reactivos Quant-

iT™ ARN (Invitrogen). 

 

3.6.2 Cuantificación del ARNm ACAT-1 por qRT-PCR 

Con el fin de cuantificar el ARNm de ACAT-1 por qRT-PCR y como primer paso 

se sintetizó cADN a partir del ARN, obtenido de las células, usando la 

transcriptasa reversa.  

 

3.6.2.1 Síntesis de cADN  

A partir de 1 µg de ARN total se sintetizó el cADN, empleando el kit cADN 

iScript synthesis (BioRad). La reacción de transcripción reversa se realizó 

siguiendo las instrucciones del fabricante y contenía: 3,4 µl ARN, 4 µl reaction 

mix (5X), 2 µl de random primers, 10,6 µl de agua libre de RNAsas, en un 

volumen total de 20 µl. La mezcla de reacción se incubó en un ciclador PCR 

Express (Thermo-Hybaid) a 25ºC durante 5 min, para que se unan los random 

primers al ARN, luego a 42ºC durante 30 min, para la síntesis del cADN, y 

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

3.6.2.2 Amplificación  

Para la reacción de amplificación del cADN de ACAT-1 se utilizaron los 

siguientes primers: 

Foward = 5’ AGCAAGATGAAGCCCAGAAA 3’ 

Reverse = 5’ ATGCGGACTTTTCAATGAGG 3’ 

 



 40 

Se utilizó el Kit Brillant SYBR Green QPCR Mix (Stratagene) y se siguieron las 

instrucciones del fabricante. La reacción contenía un volumen final de 50 µl, 2 

µl cADN, 1 µl (1 uM) Primers Foward, 1 µl (1 µM) Primers Reverse, 1 µl dNTPs, 

5 µl buffer Pfu (Stratagene) y 1 µl Pfu polimerasa (Stratagene) y 39 µl de agua 

con DEPC. Como control positivo de expresión se utilizó β- actina. 

 

3.6.2.1 qRT-PCR Ciclos de temperatura 

A continuación 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 cuantificación del ARNm de ACAT-1. 

Segmento Ciclos Temperatura Tiempo 

1 1  50°C 10 min 

    95°C    5 min 

2 40 95°C     30 s 

   60°C     1 min 

    72°C     30 s 

 

3.7 PROTOCOLOS GENERALES DE TRABAJO CON PROTEÍNAS  

3.7.1 Determinación de la concentración proteica 

La apoA-I como las variantes de la misma, fueron cuantificadas por 

espectrofotometría a 280 nm, analizando el espectro de absorbancia en el UV 

200-400 nm. A partir de este espectro y conociendo los coeficientes de 

extinción de la apoA-I y variantes, se pudo determinar la concentración 

proteica. Para la determinación de proteínas totales se utilizó un método 

colorimétrico, el método de Lowry (1951). Para cada determinación proteica se 

realizó una curva de calibración, a partir de una solución patrón de 2 mg/ml de 

albúmina de suero bovino (BSA). 
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3.7.2 Identificación de ACAT-1 por western blot 

El tratamiento utilizado sobre las células RAW 264.7, fue el mismo aplicado en 

la remoción de colesterol que se describe en la sección 3.10.1. Las células 

RAW 264.7 fueron tratadas con apoA-I y sus variantes: ∆K107 y ∆K226, sólo 

que en este caso las monocapas celulares se destinaron al análisis proteico. 

3.7.2.1 Separación y Transferencia de proteínas  

Las monocapas celulares fueron raspadas y tratadas con buffer muestra para 

su separación proteica en gel de poliacrilamida con SDS (Laemmli, 1970). Las 

proteínas 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 realizó a 100V durante 1 h. 

 

3.7.2.2 Incubación con anticuerpo  

Después de la transferencia la membrana se bloqueó durante 1 h o toda la 

noche a 4ºC con solución de bloqueo. Seguidamente se incubó con el 

anticuerpo primario, anti-ACAT-1 (Santa Cruz), con una dilución de 1/200 en 

buffer de bloqueo, durante 1 h. a temperatura ambiente con agitación suave. 

Después se lavó la membrana con buffer Tris-Salino y se incubó con el 

anticuerpo secundario (anti-IgG rabbit), con una dilución de 1/1000 en buffer de 

bloqueo durante 2 h a temperatura ambiente con agitación suave. Para finalizar 

la membrana se reveló por electroquimioluminiscencia (ECL) y de esta manera 

se determinó la presencia de la proteína. La cuantificación se llevó a cabo por 

medio del programa ImageJ en relación a la β- actina usada como control. 

 

3.8 PROTOCOLOS GENERALES DE TRABAJO CON CÉLULAS  

Se trabajó con dos líneas celulares diferentes, células derivadas de ovario de 

hámster chino (CHO-K1), y macrófagos murinos (RAW 264.7). A medida que 

se avanzó en el trabajo de tesis se decidió continuar trabajando sólo con los 

macrófagos, ya que eran más adecuados para el trabajo planteado, por su 

intervención en la formación 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 línea celular derivada como subclon, de la línea 

parental CHO, iniciada a partir de una biopsia de ovario de hámster chino 

(Puck, 1957). La morfología de estas células es de tipo epitelial. Las células 

fueron crecidas en medio esencial mínimo (MEM de GIBCO), suplementado 

con 10% de suero fetal bovino (SFB de Bioser) y 1% antibiótico/antimicótico 

(100 U/ml penicilina G sódica; 100 µg/ml streptomicina sulfato) a 37°C en 

estufa gaseada con 5% de CO2. Las células CHO-K1 tienen una elevada tasa 

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

  

3.8.1.2 Células RAW 264.7 

Las células RAW 264.7, macrófagos murinos, son una línea celular establecida 

a partir de un tumor inducido por el virus Abelson, de la leucemia murina. Las 

células fueron cultivadas en medio esencial mínimo modificado (DMEM de 

GIBCO), suplementado con 10% de SFB, usando la misma mezcla de 

antibiótico/antimicótico y condiciones de incubación empleadas con células 

CHO-K1. Las células RAW 264.7 también presentan una alta tasa de 

crecimiento por lo que el medio se cambió 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 

enzimático con el fin de romper las uniones entre células y aquellas entre 

células y la superficie de crecimiento. Este tratamiento se hace con una 

combinación de tripsina y EDTA. Luego se recolectan las células, se realiza un 

ensayo de viabilidad celular con tripan blue (sección 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/l; KCl 0,2 g/l; Na2HPO4 1,44 g/l; 

KH2PO4 0,24 g/l) estéril. Luego se agregó 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 incubó 

a 37°C durante 2 min para acelerar el proceso. Se o bservó el estado de la 

monocapa mediante microscopio óptico invertido y se neutralizó la tripsina con 

7 ml de medio de cultivo con 10% SFB. Se homogeneizaron las células y se 

transfirió una alícuota en una relación 1/10, a una nueva placa estéril con 

medio de cultivo fresco.  

 

3.8.1.4 Criopreservación de células en nitrógeno lí quido 

Con el objetivo de conservar líneas celulares por largos períodos de tiempo, se 

las almacenó en nitrógeno líquido. Las monocapas fueron lavadas con PBS y 

se desprendieron las células con tripsina. Luego se neutralizó con medio de 

cultivo con 10% de SFB. La solución celular fue homogeneizada, y se transfirió 

el volumen a tubos Falcón estériles. Se centrifugó por 10 min a 2.000 rpm, se 

descartó el sobrenadante y el precipitado celular se lavó con PBS estéril. El 

pellet celular se resuspendió en solución de congelación (90% SFB y 10% 

DMSO) (Helgason, 2005) y se transfirió casi todo el volumen a criotubos 

(GIBCO) de 2 ml. Se tomó una alícuota para realizar el test de viabilidad celular 

con trypan blue, previo al congelamiento (sección 3.8.2.1). Finalmente los 

criotubos se enfriaron por 24 h a -20°C y luego fue ron transferidos al tanque de 

nitrógeno líquido, para su conservación.  

 

3.8.1.5 Detección de contaminantes: Micoplasmas 

Se realizaron controles de rutina, en colaboración con el Dpto. de Patología 

(Facultad de Ciencias Médicas, UNLP) para la detección de Micoplasmas. El 

ensayo consitó en teñir 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 agregó solución de fijación 

(metanol:ácido acético 3:1 v/v) sin remover el medio y se lo dejó reposar 2 min. 

Seguidamente se retiró el medio de cultivo y se agregó nuevamente solución 

de fijación y se dejó reposar 5-10 min. Después se removió la solución de 
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fijación y se dejo secar. Finalmente se agregó 0,05 µg/ml de reactivo de 

Hoesch y se incubó por 10 min a temperatura ambiente. Las monocapas fueron 

lavadas varias veces con agua destilada. Se adicionó solución de montaje y se 

observó al microscopio de fluorescencia. 

 

3.8.2 Ensayos de viabilidad celular 

3.8.2.1 Método de exclusión con Trypan Blue 

Este método se basa en la captación del azul tripan por células no viables, las 

cuales se observarán de color azul y las células viables, que no lo captan, se 

verán refringentes. El recuento de células se realiza en cámara de Neubauer y 

se determina el % de células vivas sobre el total de células. Se tomó una 

alícuota de suspensión celular de 90 µl y se agregó 30 µl de azul tripan al 0,2% 

en buffer PBS, se dejó reposar 1 min y se realizó el recuento en cámara de 

Neubauer. 

 

3.8.2.2 Test 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 metabólicamente activas 

pueden endocitar al MTT, y reducirlo a nivel mitocondrial en formazán, 

insoluble y de color púrpura. La salida del MTT formazán de la célula se revela 

por la presencia de cristales de formazán en la superficie de la membrana 

celular. 

 

3.8.2.2.1 Efecto citotóxico del colesterol  

Con el fin de determinar si ciertas concentraciones de colesterol eran tóxicas 

para las células, se decidió realizar el test de MTT. Se sembraron 2,5 x 105
  

células RAW 264.7 en placas de 24 pocillos, se dejó crecer hasta confluencia. 

Luego las células fueron incubadas por 24 h con diferentes concentraciones de 

colesterol en medio DMEN sin SFB, en una atmósfera humidificada con 5% 

CO2 y un 95% O2 a 37°C. Después del tratamiento de 24 h, el medio fue 
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sustraído y se adicionó el MTT, a una concentración final de 0,5 mg/ml, durante 

3 h a 37°C. El MTT fue retirado y cada pocillo se l avó con PBS y se adicionó 

dimetil sulfóxido (DMSO) para solubilizar los cristales de MTT formazán. La 

absorbancia fue medida a una longitud de onda de 560 nm con la substracción 

del background a 640 nm. Para la medición se utilizó el DTX 880 multilector 

Beckman-Coulter.  

 

3.8.2.2.2 Efecto citoprotector apoA-I y variantes  

En una placa de 96 pocillos se sembraron 7 x 104 células RAW 264.7 

resuspendidas en 100 µl de DMEM con 10% de SFB y se las incubó hasta 

alcanzar confluencia. Luego de la incubación se retiró el medio de cultivo por 

inversión sobre papel y se agregó medio de cultivo sin SFB, con 0,5 mM de 8-

bromoadenosina-3,5-monofosfato cíclico (Br-AMPc) y 2 mg/ml albúmina sérica 

libre de ácidos grasos, y concentraciones variables de colesterol (entre 0 y 500 

µg/ml), en ausencia o presencia de 30 µg/ml de apoA-I sérica (apoA-Is), apoA-I 

recombinante (apoA-Ir) y mutantes de apoA-I: ∆K107 y ∆K226. Después de 24 

h de tratamiento se eliminó el medio de cultivo y se adicionó el MTT a una 

concentración final de 0,5 mg/ml y se incubó durante 3 h. Finalizada la 

incubación se retiró el MTT y se lavó con 100 µl de PBS. Seguidamente se 

agregaron 100 µl de DMSO (solvente orgánico), para solubilizar el formazán. 

Se dejó actuar durante 10 min a temperatura ambiente con agitación y se 

realizaron las mediciones de absorbancia como se explicó arriba (sección 

3.8.2.2.1). 

 

3.9 PARTÍCULAS rHDL  

3.9.1 Reconstitución de partículas discoidales: rHD L 

Con el fin de obtener partículas discoidales, parecidas a las pre-β HDL del 

plasma, que se encuentran en muy baja concentración, se reconstituyeron 

dHDL por el método de diálisis con colato (Matz y Jonas, 1982; Jonas, 1986; 

Durbin y Jonas, 1997). A partir de POPC (1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina), 

apoA-I y colato, se realizó la reconstitución de dHDL de diferente tamaño y 

composición de colesterol. La relación molar utilizada fue la siguiente: 95/1/150 
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y 40/1/65 de POPC/apoA-I/colato de sodio para las partículas de 96 Å y 78 Å 

respectivamente. Las partículas de 120 Å se obtuvieron de la mezcla de 

reconstitución de las rHDL de 96 Å. En el caso de las dHDL conteniendo 

colesterol, éste se adicionó en una relación molar de 4:1 (POPC:col.). Se 

utilizaron soluciones madre de POPC y colesterol en cloroformo. Éstas fueron 

evaporadas con N2, hasta eliminar el solvente. Luego se agregaron 500 µl de 

buffer TBS (Tris 10 mM, ClNa 150 mM) a un pH 8,0, con el fin de humectar la 

muestra y se dejó reposar durante 5 min en hielo, seguido de agitación con 

vortex. Se añadió el colato y se dejó reposar durante 60 min en hielo. Después 

se agregó la apoA-I bajo N2, y se mezcló por rotación, incubándola durante 30 a 

60 min en hielo. Luego la muestra fue dializada contra buffer TBS con el fin de 

remover el colato, realizándose al menos tres cambios de buffer en el día. 

Después de dializar, las muestras fueron purificadas mediante cromatografía 

de exclusión molecular, usando dos columnas en tándem (Superosa 6 + 

Superdex 200 de Pharmacia). El control de pureza de las dHDL se realizó por 

medio de electroforesis en gel de poliacrialamida en gradiente 8-25%, en 

condiciones no desnaturalizantes. Para determinar el peso molecular se 

utilizaron estándares comerciales (Pharmacia). La concentración de las 

partículas reconstituidas fue determinada por absorbancia a 280 nm, usando el 

coeficiente de extinción 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 detección de antígenos de 

superficie celular, y se basa en la especificidad antígeno- anticuerpo. En este 

caso uno de los reactantes, el antígeno (Ag), se encuentra inmovilizado en la 

fase sólida y el reactante soluble, el anticuerpo (Ac), se une específicamente a 

éste. Este tipo de ELISA se denomina heterogéneo y consta de tres etapas: la 

inmovilización del reactante en la fase sólida; la incubación de la muestra, de 

modo que ésta reaccione con el reactante inmovilizado, y por último la 

amplificación de la señal, por medio de un conjugado enzimático, que al 

reaccionar con el sustrato, OPD (O-fenilendiamina dihidroclorhídrico) o ABTS 
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(ácido 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) desarrolla color, el cual se 

mide espectrofotométricamente. Se sembraron aproximadamente 7 x10 4 y 2 

x10 5células RAW 264.7 en placas de 96 y 24 pocillos respectivamente, con 

medio DMEM conteniendo SFB y se las dejó crecer durante 24 h. Las células 

fueron activadas con 2,5 µg/ml 22-R-hidroxicolesterol (H-Col) y 0,75 µg/ml 9-

cis-ácido retinoico (AR) o con 0,5 mM de Br-AMPc durante 24 h en medio sin 

SFB. Después se agregaron las partículas rHDL a una concentración de 48 

µg/ml en DMEM sin SFB, y fueron incubadas durante 1 h a 37 o 4 ºC. Luego 

los pocillos se lavaron con PBS y se agregó la solución de bloqueo (buffer PBS 

con 1% albúmina sérica) durante 1 h. El anticuerpo policlonal anti-apoA-I fue 

agregado en una dilución de 1:1000 y se incubó por 1 h. Entre incubación de 

anticuerpo y anticuerpo, se lavó sucesivamente con PBS. El anticuerpo 

secundario anti-rabbit IgG asociado a peroxidasa, fue incubado a una dilución 

de 1:1500 durante 1 h. Por último se lavó con PBS y se agregó 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 reacción se frenó 

con H2SO4 4N.y la lectura se hizo a 492 nm, en cambio cuando se utilizó como 

sustrato el ABTS, la lectura se hizo a 405 nm (Crowther, 2009; Price, 1990). 

 

3.10 ENSAYOS DE REMOCIÓN DE LÍPIDOS  

3.10.1 Ensayo de Remoción de Colesterol  

Con el fin de determinar el comportamiento de las partículas rHDL y variantes 

de apoA-I sobre el metabolismo del colesterol, se realizó 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 2x105 y 3x105 células RAW 

264.7. Una vez alcanza la confluencia esperada, las monocapas se lavaron con 

buffer salino (PBS) y se añadió una solución de carga que contenía: 50 µg/ml 

de colesterol, y 0,05 µCi/ml de [14C] colesterol, en medio sin SFB 

complementado con 2 mg/ml de albúmina de suero bovina (BSA) libre de 

ácidos grasos, se incubó durante 24 h a 37°C. Termi nada la incubación se 

lavaron las monocapas nuevamente con PBS y se adicionó una solución para 
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equilibrar los pooles de colesterol intracelulares. Esta solución de equilibrado 

estaba compuesta por medio de cultivo sin SFB, 1 mg/ml de albúmina sérica 

libre de ácidos grasos, y en el caso de las células RAW 264.7, que necesitan 

activación, se añadió 0,5 mM de Br-AMPc y se las incubó durante 8 h a 37°C. 

Finalizado el equilibrado se lavaron las monocapas con PBS, y se adicionaron 

las HDL reconstituídas o las variantes de apoA-I, en medio de cultivo sin SFB. 

En el caso de las RAW 264.7, se las activó nuevamente con 0,5 mM de Br-

AMPc y se las incubó durante 12 h. Luego el medio fue colectado y las 

monocapas se trataron separadamente. La radioactividad se determinó 

mediante contador de centelleo líquido y el porcentaje de eflujo de colesterol se 

calculó como el porcentaje relativo de radioactividad en el medio en relación al 

total de radiactividad detectado en las células y en el medio. La extracción 

lipídica se realizó mediante el método Bligh & Dyer (sección 3.11.1) y las 

fracciones lipídicas fueron separadas por cromatografía en capa fina (TLC) 

(sección 3.11.2). 

  

3.10.2 Ensayo de Remoción de Fosfolípidos   

El procedimiento llevado a cabo fue similar a la remoción de colesterol (sección 

3.10.1); sólo que la carga se realizó con 0,5 µci/ml de [14C] fosforilcolina o [14C] 

colina. El tratamiento con las partículas rHDL o variantes de apoA-I fue 

realizado a 12 h y el porcentaje de eflujo de fosfolípidos se determinó de la 

misma manera que para la remoción de colesterol (sección 3.10.1). 

 

3.11 ANÁLISIS DE LÍPIDOS  

3.11.1 Extracción de lípidos  

Con el fin de determinar el porcentaje de eflujo de lípidos y analizar la 

composición lipídica, primeramente se extrajeron los lípidos 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 

cónico. Luego se centrifugó por 5 min para precipitar restos celulares y se 

transfirió el sobrenadante a un tubo limpio. Ambos tubos se trataron 
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nuevamente con Bligh & Dyer, seguido de centrifugación por 5 min y se 

recolectó el sobrenadante. Se agregó 1 ml de agua y 1 ml de cloroformo para 

particionar y se centrifugó durante 5 min. Se descartó la fase superior (acuosa) 

y se retuvo la fase inferior (orgánica). Luego se evaporó el solvente y se 

resuspendió en 500 µl de Bligh & Dyer (metanol:cloroformo 2:1 v/v). Se tomó 

una alícuota para determinar la radioactividad en el contador de centelleo 

líquido y el resto se utilizó para determinar las especies lipídicas. 

 

3.11.2 Cromatografía en capa fina (TLC)  

Luego de la extracción lipídica, parte del extracto se utilizó para determinar los 

lípidos presentes. Se realizó una TLC, para separar las distintas fracciones de 

lípidos 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 móvil. En el caso de los lípidos polares la mezcla de solventes 

utilizada fue: cloroformo:metanol:ácido acético:agua 50:37,5:3,5:2 v/v/v/v, y se 

usaron estándares de fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina (SM). En el caso de 

los lípidos no polares, la mezcla de solventes utilizada fue: hexano:éter 

etílico:ácido acético 40:10:0,5 v/v/v, y se usaron como estándar colesterol (col.) 

y ésteres de colesterol (CE). Los solventes utilizados fueron todos de calidad 

analítica. Las placas se revelaron rutinariamente con I2, salvo cuando se 

necesitó determinar la relación de radioactividad entre especies lipídicas se 

utilizó software Imagen Quant del Storm.  

 

3.12 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS DE RESULTADOS  

Los análisis estadísticos se realizaron mediante test t de Student o ANOVA, 

según el diseño 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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CAPÍTULO 4. COMPORTAMIENTO DE LAS dHDL DE 

DIFERENTE TAMAÑO Y COMPOSICIÓN EN EL EFLUJO 

LIPÍDICO CELULAR 

 

4.1 ANTECEDENTES  

4.1.1 Visión actual del TRC. Rol de las dHDL  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 4-1. Diagrama de los principales eventos del TRC (Khera y Rader, 2010 con modificaciones). 

Luego de ser secretada por el hígado, apoA-I adquiere fosfolípidos (PL) y algo de colesterol no 

esterificado (FC) del mismo hígado o de células periféricas incluidos los macrófagos, por la actividad de 

ABCA1 generándose dHDL nacientes. Parte de apoA-I no lipidada es eliminada por riñón. Los ésteres de 

colesterol (CE) intracelulares son hidrolizados y el FC resultante es movilizado a la membrana celular. Las 

proteínas ABCG1 y SR-BI promueven la salida de FC a HDL preformadas pero no a apoA-I libre. Por 

acción de LCAT, las dHDL son convertidas en HDL esféricas con un núcleo de CE. La proteína 

transferidora de fosfolípidos (PLTP) provee fosfatidilcolina (PC) para la reacción de LCAT transfiriéndolos 

desde LDL o VLDL. A través de la proteína 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 hígado vía el receptor de LDL (LDLR). En el hepatocito, SR-BI media la captación selectiva de CE y 

FC de las HDL. Este proceso, además de las actividades de lipasa hepática (HL) y lipasa endotelial (EL), 

liberan apoA-I que queda disponible para reiniciar la captación de lípidos celulares mediada por ABCA1. 

El colesterol captado por hígado es excretado en bilis como FC o sales biliares vía transportadores 

ABCG5 y ABCG8, pero en parte puede ser reciclado en el TRC vía ABCA1, o ser ensamblado en VLDL y 

resecretado a la circulación. 
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La figura 4.1 resume los principales eventos del TRC. Tanto apoA-I libre (o 

pobre en lípidos) como las dHDL son intermediarios claves en este proceso. 

Las dHDL son inicialmente generadas por la acción del ABCA1, mientras que 

ABCG1 y SR-BI contribuyen a su posterior enriquecimiento en colesterol. Ya en 

circulación, las dHDL son sustrato de LCAT y precursoras de las HDL esféricas 

mayoritarias en circulación, cuya remodelación por diferentes mecanismos 

conduce a la regeneración de apoA-I libre o pobre en lípidos que reinicia el 

ciclo. 

 

La captación de lípidos celulares por apoA-I y dHDL es muy dependiente del 

tipo celular así como su estado metabólico, carga de colesterol y nivel de 

expresión de transportadores y receptores celulares. En células RAW 264.7 y 

CHO-K1, el nivel de expresión basal del ABCA1, ABCG1 y SR-BI es bajo 

(Favari y col., 2009). La expresión de ABCA1 y ABCG1 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 más 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 podría depender de su tamaño, 

composición, número y conformación de apoA-I en las partículas. Debido a su 

heterogeneidad y baja concentración, las dHDL son difíciles de obtener a partir 

del plasma humano. Por tanto, la mayoría del conocimiento actual sobre las 

propiedades y funcionalidad de las dHDL proviene de estudios con dHDL 

reconstituidas (rHDL) por distintos métodos como la diálisis 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 tamaño 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 exposición de un dominio central de la molécula de apoA-I (Tricerri y col., 

1998). 

 

Estos cambios conformacionales también podrían resultar en una diferente 

afinidad por transportadores y receptores celulares determinando una diferente 

capacidad para movilizar lípidos celulares. Tanto el contenido lipídico como la 

cantidad de apoA-I por disco, son determinantes de la conformación de apoA-I 

en los complejos lipoproteicos (Cavigiolio y col., 2008). Recientemente se ha 

reportado (Favari y col., 2009) que las rHDL de 78 Å promueven el eflujo de 

colesterol celular vía ABCA1 y ABCG1 pero no vía SR-BI. Aquellas rHDL de 

tamaño ≥ 96 Å y las HDL esféricas, en cambio, promueven la remoción del 

colesterol celular a través de ABCG1 y SR-BI, pero no vía ABCA1 (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 Å presenta una menor 

habilidad para activar LCAT en comparación con las rHDL de 96 Å (Tricerri y 

col., 2002). Según Cavigiolio y col. (2008), las rHDL de 96 Å son buenos 

sustratos de LCAT, pero las rHDL que contienen más de dos moléculas por 

partícula como las rHDL de 134 y 170 Å son aún 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 partículas rHDL de distinto tamaño y composición (de 78, 96 y 

120 Å sin y con colesterol) con el objetivo de evaluar su comportamiento a nivel 

del eflujo de colesterol y fosfolípidos, como así también su capacidad para 

unirse a la membrana celular en dos tipos celulares diferentes: macrófagos 

murinos, RAW 264.7 y células de tipo epitelial, CHO-K1.  

 

La elección de estas dos líneas celulares radica en que los macrófagos (RAW 

264.7) intervienen en la formación de las placas ateromatosas, acumulan 
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ésteres de colesterol y se convierten en células espumosas, siendo uno de los 

partícipes más importantes de la formación 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 formación de la placa ateromatosa. Es sabido que la 

mayor parte de colesterol removido en el transporte reverso proviene 

principalmente de células periféricas, de ahí radica la importancia de estudiar la 

capacidad de unión a membranas y el eflujo lipídico con ambas líneas 

celulares. 

 

4.3 RESULTADOS  

4.3.1 Comportamiento de las dHDL en células CHO-K1   

4.3.1.1 Capacidad de unión a membrana  

Por medio del ensayo de ELISA que permite la detección de antígenos de 

superficie celular en base a la afinidad antígeno- anticuerpo, se determinó la 

unión a membranas de apoA-I y partículas rHDL de distinto tamaño y 

composición: 78, 96 y 120 Å con y sin colesterol en células CHO-K1, con el fin 

de obtener mayor información 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 realizó el ensayo de 

ELISA sobre células. Las células fueron estimuladas con hidroxicolesterol (H-

Col) y acido retinoico (AR) durante 24 h a 37 ºC con el fin de incrementar la 

expresión de los transportadores ABC (ABCA1 y ABCG1) que intervienen en el 

eflujo de lípidos. Seguidamente las células fueron incubadas con 48 µg/ml 

apoA-I y rHDL de distinto tamaño y composición: 78, 96 y 120 Å con y sin 

colesterol durante 1 h a 37ºC. 
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Figura 4-2. Capacidad de unión a membranas en células CHO-K1. Las células fueron activadas con 2,5 

µg/ml H-Col y 0,75 µg/ml AR durante 24 h en medio MEM sin suero fetal bovino (SFB) a 37ºC e 

incubadas con 48 µg/ml de apoA-I y rHDL 78, 96 y 120 Å con y sin colesterol durante 1 h. a la misma 

temperatura, antes de realizar el ensayo de ELISA. Como controles negativos y positivos  se utilizó MEM 

sin y con un 30% de SFB respectivamente. Nivel de significancia del test t de Student en comparación 

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 tamaño y 

composición, como la apoA-I libre de lípidos se unieron a la membrana celular 

dando diferencias significativas respecto del control. Salvo algunas diferencias 

menores, este comportamiento fue prácticamente independiente del tamaño 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 vía transportador ABCA1 y ABCG1 

(Adorni y col., 2007; Lund-Katz y Phillips, 2010). Se ha propuesto que la apoA-I 

como las dHDL de tamaño pequeño (78 Å), interaccionan con el transportador 
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ABCA1 y que las de mayor tamaño (96 y 120 Å) lo harían con el ABCG1 

(Favari y col.2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-3. Eflujo de Colesterol en células CHO-K1. Las células fueron cargadas durante 24 h con 50 

µg/ml de colesterol y 0,05 µCi/ml de [14C] colesterol en medio MEM sin SFB, complementado con 2 mg/ml 

de BSA. Luego se agregó una solución de equilibrado en medio DMEM sin SFB, con 1 mg/ml de BSA y 

se incubó por 8 h. Finalizada la incubación se agregaron las diferentes rHDL y la apoA-I a una 

concentración de 12 µg/ml en medio MEM sin SFB durante 12 h. Los datos estadísticos se analizaron 

mediante test t de Student, con niveles de significancia en comparación 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 partículas rHDL, 

removieron colesterol significativamente. Las rHDL de 78 y 96 Å mostraron un 

mayor porcentaje de eflujo de colesterol, en comparación con la apoA-I y rHDL 

de 120 Å. Se observó una tendencia a medida que se incrementa el tamaño de 

las rHDL disminuye el porcentaje de eflujo de colesterol, independientemente 

del contenido de colesterol en las partículas. 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 Distribución 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 depósitos intracelulares de colesterol esterificado, se analizaron 

los lípidos de las monocapas celulares, determinando la relación de 

radioactividad asociada a las fracciones de colesterol libre y colesterol 

esterificado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-4. Influencia del tratamiento con apoA-I o rHDL sobre la relación de radioactividad entre las 

fracciones de colesterol esterificado y colesterol libre en células CHO-K1. Las células fueron cargadas 

durante 24 h con 50 µg/ml de colesterol y 0,05 µCi/ml [14C] colesterol en medio MEM sin SFB, 

complementado con 2 mg/ml de BSA. Luego se agregó una solución de equilibrado en medio MEM sin 

SFB con 1 mg/ml de BSA  y se incubó por 8 h. Finalizada la incubación se agregaron las diferentes rHDL 

y la apoA-I a una concentración de 12 µg/ml en medio MEM durante 12 h. Luego se extrajeron los lípidos 

de las monocapas celulares mediante Bligh & Dyer y se separaron por TLC. Seguidamente se estableció 

la relación CE/col. mediante el Image Quant (Storm). Los datos estadísticos se analizaron mediante el 

test t de Student, que arrojó 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 tamaño, mantuvieron constante la relación CE/col. y 

no mostraron diferencias significativas con respecto al control. Por otro lado, la 

apoA-I disminuyó significativamente la relación de radioactividad en CE/col. en 
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comparación con el control y además se observó una tendencia en las rHDL sin 

colesterol a disminuir la relación de radioactividad en CE/col. a medida que se 

incrementaba su tamaño, haciéndose significativa esta disminución para las 

rHDL de 120 Å. 

 

4.3.1.4 Eflujo de fosfolípidos de colina 

El siguiente experimento se realizó con el objetivo de determinar el 

comportamiento de las rHDL y apoA-I a nivel del eflujo de fosfolípidos. Las 

células fueron cargadas con 50 µg/ml  de colesterol y 0,5 µCi [14 C] fosforilcolina 

durante 24 h. Luego se realizó un equilibrado, con el fin de equilibrar los pooles 

de colesterol, durante 8 h y finalmente se incubaron las células con 12 µg/ml de 

partículas rHDL o apoA-I por 12 h.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-5. Eflujo de fosfolípidos en células CHO-K1. Las células fueron cargadas con colesterol 50 µg/ml 

y 0,5 µCi de [14C]-fosforilcolina en medio MEM sin SFB, complementado con 2 mg/ml de BSA durante 24 

h. Luego se agregó una solución de equilibrado en medio MEM sin SFB con 1 mg/ml de BSA y se incubó 

8 h. Finaliza la incubación se agregó apoA-I o las rHDL, a una concentración de 12 µg/ml en medio MEM 

sin suero y se incubó durante 12 h. Niveles de significancia de la diferencia con el control, según 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 Å removieron 

significativamente fosfolípidos de colina. Además la apoA-I removió el mayor 
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porcentaje de fosfolípidos. Las rHDL de 96 y 120 Å en cambio, fueron inactivas 

en este proceso y no removieron fosfolípidos de manera significativa.   

 

4.3.1.5 Distribución de radioactividad entre fosfat idilcolina (PC) y 

esfingomielina (SM) 

Para determinar qué especies de fosfolípidos de colina eran removidos 

preferencialmente por la apoA-I y rHDL, se extrajeron los lípidos 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 

fosfolipídicas fueron cuantificadas mediante el Image Quant (Storm) y la 

relación entre fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina (SM) fue establecida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-6. Efecto de apoA-I y las rHDL sobre la distribución de la radioactividad entre fosfatidilcolina y 

esfingomielina en células CHO-K1. Las células fueron cargadas durante 24 h con 50 µg/ml de colesterol y 

0,5 µCi [14C]-fosforilcolina en medio MEM sin SFB, complementado con 2 mg/ml de BSA. Seguidamente 

se incubaron con una solución de equilibrado durante 8h y luego se agregó la apoA-I o las rHDL con y sin 

colesterol, a una concentración de 12 µg/ml en medio MEM sin SFB. Los lípidos celulares fueron 

extraídos mediante la técnica Bligh & Dyer y se separaron los fosfolípidos de colina mediante TLC. 

Seguidamente se estableció la relación de radiactividad PC/SM mediante el Image Quant (Storm). 

Niveles de significancia, según 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 sólo se detectó radioactividad en la fracción de 

PC, mientras que en el caso de los lípidos celulares, la radiactividad se 

distribuyó entre PC y SM de acuerdo a las relaciones indicadas en la figura 4-6. 

Se observó que la apoA-I como rHDL de 78 Å sin col., removieron 

preferencialmente fosfatidilcolina en relación a esfingomielina. Estos datos se 

correlacionan con la mayor capacidad de remover fosfolípidos de colina. Con 

respecto a las rHDL de 96 y 120 Å, no remocionan significativamente 

fosfolípidos de colina, ni modificaron la distribución de radioactividad entre PC y 

SM. 

 

4.3.2 Comportamiento de dHDL en células RAW 264.7 

4.3.2.1 Capacidad de unión a la membrana celular  

En el caso de las células RAW 264.7, el ensayo de ELISA para determinar la 

capacidad de unión a la membrana celular fue realizado a dos temperaturas 

(37 y 4ºC). Se ha propuesto que tanto apoA-I como las HDL pueden ser 

endocitadas en varios tipos de células, y este proceso es inhibido a bajas 

temperaturas. Así, las medidas 37 y 4ºC podrían ayudar a distinguir entre la 

unión a la membrana y la endocitosis. Además, los ensayos de ELISA se 

realizaron sobre células pretratadas de dos maneras diferentes: a) con la 

combinación de hidroxicolesterol (H-Col) y ácido 9-cis-retinoico (AR) que 

presumiblemente resulta en la inducción de los transportadores ABCA1 y 

ABCG1, y b) con 8-bromoadenosina-3-5-monofosfato cíclico (Br-AMPc), un 

análogo permeable del AMPc que presumiblemente induce la expresión y 

activación del ABCA1. 

 

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

Las células fueron crecidas hasta alcanzar una confluencia del 80- 90 %  y las 

monocapas fueron tratadas con H-Col y AR durante 24 h. Luego se retiró el 

medio de cultivo y se agregaron 48 µg/ml de apoA-I o rHDL de 78, 96 y 120 Å 

con y sin col. y finalmente se las incubó durante 1 h. a 37ºC antes de realizar el 

ensayo de ELISA. El H-Col y AR son ligandos de los receptores LXR y RXR, 

estos receptores forman heterodímeros y funcionan como factores de 
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transcripción que estimulan el eflujo de lípidos y la expresión de los 

transportadores ABCA1 y ABCG1 (Rader, 2006; Shiabata y Glass, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-7. Unión de apoA-I y diferentes rHDL a la membrana de células RAW 264.7 a 37ºC. Las células 

fueron activadas durante 24 h con 2,5 µg/ml de H-Col y 0,75 µg/ml de AR a 37ºC en medio DMEM sin 

SFB e incubadas con 48 µg/ml de apoA-I y rHDL 78, 96 y 120 Å con y sin colesterol por 1 hora a la 

misma temperatura, antes de realizar el ensayo de ELISA. Como controles negativos y positivos se utilizó 

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 observó que todas las partículas de 

diferente tamaño y composición, 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 Å con y sin col., se comportaron de la 

misma manera y su capacidad de unión a la membrana celular fue similar al de 

la apoA-I. En este tipo de partícula la unión a la superficie celular fue 

independiente del contenido de colesterol. En el caso de las partículas de 96 y 

120 Å sin col., se comportaron de manera similar y se diferenciaron 

significativamente de sus pares con colesterol, mostrando una mayor 

capacidad de unión a membrana. El colesterol en estas partículas disminuyó la 
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capacidad de unión. Las rHDL de 96 A sin colesterol presentaron la mayor 

capacidad de unión a la membrana celular.   

 

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

El tratamiento de las células RAW 264.7 fue similar al descripto arriba, sólo que 

la temperatura de incubación con apoA-I o las rHDL fue de 4ºC para disminuir 

la fluidez de la membrana y evitar la internalización por endocitosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-8. Capacidad de apoA-I y las diferentes rHDL para unirse a la membrana de células RAW 264.7 

a 4 ºC. Las células fueron crecidas y pretratadas con H-Col y AR a 37ºC como en el caso anterior, pero 

incubadas con 48 ug/ml de apoA-I o rHDL 78, 96 y 120 Å con y sin colesterol durante 1 hora a 4 ºC antes 

de realizar el ensayo de ELISA. DMEM sin y con 30% de SFB se usó como control negativo y positivo, 

respectivamente. Niveles de significación respecto del control negativo según 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 partículas, así como la apoA-I libre de 

lípidos se unieron significativamente a la membrana celular, pero con menor 

eficiencia que a 37ºC. Al disminuir la temperatura de incubación, se observó 

principalmente una disminución significativa en la capacidad de unión a nivel 

rHDL 96 Å sin col., que a 37ºC mostraban la mayor capacidad de unión a 

membranas. En el caso de las partículas lipoproteicas de mayor tamaño (96 y 
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120 Å), se mantuvo la tendencia a una unión menos eficiente para las rHDL 

que contienen colesterol. 

 

4.3.2.1.3 Determinaciones de unión a la membrana ce lular a 37ºC en 

células pretratadas con Br-AMPc 

El pretratamiento de células RAW 264.7 con 0,5 mM Br-AMPc llevó a un 

incremento en la capacidad de unión a la membrana por parte de la apoA-I y de 

las partículas rHDL de diferente tamaño y composición, en comparación con el 

pretratamiento con H-col y AR, como se observa en la fig.4-9. Todas las 

partículas rHDL como la apoA-I se unieron significativamente a la membrana. 

La apoA-I mostró la mayor capacidad de unión a membrana. Se observa una 

tendencia a aumentar la eficiencia de unión a la membrana al aumentar el 

tamaño de las rHDL, y en especial en el caso de las rHDL de mayor tamaño 

(96 y 120 Å) la presencia de colesterol disminuyó la eficiencia de unión a la 

membrana celular, similarmente a lo ocurrido en el tratamiento con H-Col y AR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-9. Capacidad de apoA-I y las diferentes rHDL para unirse a la membrana de células RAW 264.7 

a 37 ºC. Las células fueron crecidas y pretratadas con 0,5 mM Br-AMPc a 37ºC e incubadas con 48 ug/ml 

de apoA-I o rHDL 78, 96 y 120 Å con y sin colesterol durante 1 hora a la misma temperatura, antes de 

realizar el ensayo de ELISA. Se utilizó 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.  



 63 

 Control SFB 30% apoA-Is rHDL 78 rHDL 96 rHDL 120 

D
.O

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

Control
SFB 30%
apoA-Is
rHDL sin col
rHDL con col

***

*** ***

*** ***

***
*** ***

4.3.2.1.4 Determinaciones de unión a la membrana ce lular a 4ºC en células 

pretratadas con Br-AMPc 

La disminución de la temperatura a 4ºC afectó la capacidad de unión de la 

apoA-I y rHDL de distinto tamaño y composición, si bien se asociaron 

significativamente a membranas se observó una disminución en su afinidad a 

membranas en comparación con el tratamiento a 37ºC con Br-AMPc. La 

disminución de la fluidez de la membrana afectó la interacción de las apoA-I y 

de las rHDL. A diferencia de lo que ocurrió a 37°C,  se observa una tendencia a 

disminuir la capacidad de unión a medida que aumenta el tamaño de las rHDL; 

y en el caso de las rHDL de 78 y 96 Å se mantiene la tendencia a disminuir la 

capacidad de unión por la presencia previa de colesterol en las partículas 

lipoproteicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-10. Capacidad de apoA-I y las diferentes rHDL para unirse a la membrana de células RAW 

264.7 a 4 ºC. 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-I o rHDL 78, 96 y 120 Å con y sin colesterol durante 1 

hora a 4 ºC antes de realizar el ensayo de ELISA. DMEM sin y con 30% de SFB, se utilizó como control 

negativo y positivo, respectivamente. Los datos se analizaron según test t de Student con los siguientes 

niveles de significación, 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 µg/ml de colesterol, y 0,05 µCi/ml [14C] 

colesterol durante 24 h, luego se las equilibró y activó con 2,5 µg/ml H-Col y 

0,75 µg/ml AR. Finalizado el equilibrado se trataron a las células con 12 µg/ml 

de rHDL de 78, 96, y 120 Å con y sin colesterol. 

 

Todas las rHDL removieron significativamente colesterol con respecto al 

control. Pero la apoA-I frente a la activación con H-Col y AR, no presentó 

diferencias significativas respecto del colesterol. En estas condiciones, ni el 

tamaño ni el contenido de colesterol de las rHDL afectaron mayormente su 

capacidad de promover eflujo de colesterol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 µg/ml de colesterol y 0,05 µCi/ml [14C] colesterol en medio DMEM sin SFB 

suplementado con 2 mg/ml BSA. Luego se agregó una solución de equilibrado, con 1 mg/ml de BSA y se 

pretataron con H-Col y AR durante 8h. Finalizada la incubación se agregaron las diferentes rHDL y apoA-

I a una concentración de 12 µg/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 describió anteriormente, las células fueron cargadas con 50 µg/ml de 

colesterol, y 0,05 µCi/ml [14C] colesterol durante 24 h, luego se las equilibró y 

activó con 0,5 mM de Br-AMPc. Finalizado el equilibrado se trataron a las 

células con 12 µg/ml  de rHDL de 78, 96, y 120 Å con y sin colesterol. Todas 

las partículas testeadas como así también la apoA-I removieron colesterol 

significativamente, aumentando notoriamente las diferencias con el control en 

comparación con el pretratamiento con H-Col + AR. La rHDL de 96 Å sin 

colesterol mostró la mayor capacidad de eflujo de colesterol, la que fue 

decrecida por la incorporación de colesterol en la partícula lipoproteica. Esta 

influencia del colesterol en las partículas lipoproteicas se observa en menor 

grado en las rHDL de 78 Å, pero desaparece e incluso se invierte en el caso de 

las de 120 Å. En cuanto a la influencia del tamaño de las partículas 

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 

incrementó al pasar de las rHDL de 78 a 96 Å, y volvió a decrecer para las de 

120 Å. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-12. Eflujo de Colesterol en células RAW 264.7 pretratadas con Br-AMPc. Las células fueron 

cargadas durante 24 h con 50 µg/ml de colesterol y 0,05 µCi/ml [14C] colesterol en medio DMEM sin SFB 

complementado con 2 mg/ml de BSA. Luego se agregó una solución de equilibrado en medio DMEM sin 

SFB, con 1 mg/ml de BSA y 0,5 mM Br-AMPc, y se incubó 8 h. Finalizada la incubación se agregaron la 

apoA-I y rHDL a una concentración de 12 µg/ml en medio DMEM sin SFB, con 0,5 mM Br-AMPc y se 

incubó durante 12 h. Niveles de significancia: * P<0,05; ** P<0,01 y *** P<0,001. 
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4.3.2.3 Distribución de radioactividad entre colest erol libre y esterificado  

Con el fin de evaluar el comportamiento de la apoA-I y rHDL sobre los 

depósitos celulares de CE y el pool de colesterol libre (col.) se extrajeron los 

lípidos celulares y se realizó la separación de lípidos neutros, TLC. 

Seguidamente se estableció la relación de radioactividad entre las fracciones 

lipídicas de ésteres de colesterol y colesterol mediante el Image Quant (Storm). 

A nivel de las rHDL de mayor tamaño (96 y 120 Å) se observó una tendencia a 

incrementar la relación CE/col, independientemente del contenido de colesterol, 

siendo significativa para las rHDL de 96 Å con col. Por otro lado la apoA-I como 

la rHDL de 78 Å, se comportaron de la misma manera que el control, no se vio 

una variación significativa en la relación CE/col. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-13. Influencia del tratamiento con apoA-I o rHDL sobre la relación 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 µg/ml de colesterol y 0,05 µCi/ml [14C] colesterol en medio DMEM sin SFB, 

complementado con 2 mg/ml de BSA. Seguidamente se agregó una solución de equilibrado durante 8 h. 

Luego se incubaron las células con las rHDL o apoA-I a una concentración de 12 µg/ml por 12 h. 

Finalmente se extrajeron los lípidos de las monocapas celulares mediante Bligh & Dyer y se separaron 

mediante TLC y se estableció la relación CE/col. mediante el Image Quant (Storm). Los datos 

estadísticos 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 fosfolípidos de colina 

A fin de determinar el comportamiento de las partículas sobre el eflujo de 

fosfolípidos en células RAW 264.7, se cargaron previamente las células con 0,5 

µCi [14 C] fosforilcolina ,50 µg/ml de colesterol durante 24 h., luego se las 

equilibró y activó con 0,5 mM de Br-AMPc. Finalizado el equilibrado las células 

fueron incubadas con 12 µg/ml de rHDL de 78, 96, y 120 Å con y sin colesterol. 

La apoA-I mostró el mayor porcentaje de eflujo de fosfolípidos de colina, 

seguido por la rHDL de 78 Å. Casi todas las rHDL de mayor tamaño (96 y 120 

Å) removieron significativamente fosfolípidos, con la excepción de la rHDL de 

96 Å sin col. Se observó una tendencia de que las rHDL con colesterol 

removieron un porcentaje mayor de fosfolípidos, en comparación con sus pares 

sin colesterol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-14. Eflujo de fosfolípidos en células RAW 264.7. Las células fueron cargadas con colesterol 50 

µg/ml y 0,5 µCi [14 C] fosforilcolina en medio DMEM sin SFB, complementado con 2 mg/ml de BSA 

durante 24 h. Luego se agregó una solución de equilibrado, con 1 mg/ml de BSA y 0,5 mM Br-AMPc, y se 

incubó 8 h. Finalizada  la incubación se agregaron las rHDL de 78, 96 y 120 Å con y sin colesterol, a una 

concentración de 12 µg/ml en medio DMEM sin SFB con 0,5 mM Br-AMPc durante 12 h. Los datos 

estadísticos se analizaron mediante test t de Student, con niveles de significancia en comparación con el 

control de: * P<0,05; ** P<0,01 y *** P<0,001. 
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4.3.2.5 Distribución de radioactividad entre fosfat idilcolina (PC) y 

esfingomielina (SM) 

Con el objetivo de determinar las especies de fosfolípidos de colina que fueron 

removidos por la apoA-I y rHDL de distinto tamaño y composición, se extrajeron 

los lípidos celulares por medio de técnica de Bligh & Dyer y se separaron por 

TLC. Luego se estableció la relación de radioactividad entre PC y SM mediante 

el Image Quant (Storm). Se observó que la apoA-I como todas las rHDL,  

tendieron a disminuir la relación de radioactividad en PC/SM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-15. Relación de radioactividad entre las fracciones de PC y SM en células RAW 264.7. Las 

células fueron cargadas durante 24 h con 50 µg/ml de colesterol y 0,5 µCi [14 C] fosforilcolina en medio 

DMEM sin SFB complementado con 2 mg/ml de BSA. Luego se agregó la solución de equilibrado durante 

8h. Seguidamente se probaron las diferentes rHDL y apoA-I a una concentración de 12 µg/ml en medio 

DMEM sin SFB con 0,5 mM de Br-AMPc l. Los lípidos celulares fueron extraídos mediante la técnica 

Bligh & Dyer y se separaron los fosfolípidos de colina mediante TLC. Finalmente se estableció la relación 

de radioactividad entre las fracciones de PC y SM mediante el Image Quant (Storm). Los datos 

estadísticos 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 DISCUSIÓN  

4.4.1 Capacidad de unión a membrana  

Los ensayos de unión a membrana llevados a cabo en células CHO-K1 y RAW 

264.7 se realizaron con el fin de relacionar la capacidad de unión con el eflujo 

de lípidos. Todas las partículas rHDL como así también la apoA-I se unieron 

significativamente a membranas en ambos tipos celulares. En células CHO-K1 

estimuladas con H-Col y AR, se observó un comportamiento similar por parte 

de la apoA-I y rHDL de distinto tamaño y composición. En células RAW 264.7 

pretratadas con H-Col y AR, se observó un comportamiento diferente por parte 

de la apoA-I y rHDL, la capacidad de unión se vio incrementada en 

comparación 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 

expresión de los transportadores ABCA1 y ABCG1. 

 

En células RAW 264.7 las rHDL de 78 Å, independientemente de su contenido 

de colesterol, se comportaron de manera similar a la apoA-I. La capacidad de 

unión en estas partículas, no se vio afectada por el colesterol; esto puede ser 

debido a su interacción con el transportador ABCA1 (Favari y col., 2009), que 

cumple la función principal de transferir fosfolípidos hacia la apoA-I o dHDL de 

tamaño pequeño (Oram y Vaughan, 2006), y la presencia de colesterol en las 

partículas no afectaría la interacción con el transportador. En el caso de las 

rHDL de 96 y 120 Å la interacción con membranas, fue dependiente de la 

composición. Las partículas reconstituidas sin colesterol, mostraron una mayor 

capacidad de unión a membrana, en comparación con sus pares con 

colesterol, quizás esta diferencia pueda deberse a la interacción con el 

transportador ABCG1 que cumple como función principal transferir colesterol 

(Oram y Vaughan, 2006) y los mejores aceptores son partículas dHDL 

cargadas con fosfolípidos (Wang y col., 2001; Smith y col., 2004). Por otro lado 

la rHDL de 96 Å sin colesterol, mostró la mayor capacidad de unión a 

membranas en células RAW 264.7, inducidas con H-Col y AR, la conformación 

que adopta la apoA-I en estas partículas y la mayor expresión del transportador 

ABCG1, podrían 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 comparación con las pretratadas con H-Col y AR. 

Al mismo tiempo el eflujo de colesterol mediado por apoA-I y rHDL fue tres 

veces mayor que el producido con H-Col y AR. Este incremento en la 

capacidad de unión y eflujo de colesterol, por parte de la apoA-I, como así 

también de las partículas, puede ser debido a la activación e inducción de la 

expresión del transportador ABCA1 (Suzuki y col., 2004; Cavelier y col., 2006) 

por parte del Br-AMPc, que activa la vía de señalización AMPc-PKA en células 

RAW 264.7 (See y col., 2002; Oram y col., 2000), además de incrementar la 

fluidez de la membrana, gracias a su actividad flipasa de fosfolípidos y 

colesterol (Oram y Vaughan, 2006). El AMPc activa la proteína quinasa A 

(PKA), que fosforila el transportador ABCA1, aumentando su afinidad por apoA-

I, además de estimular la sobreexpresión del transportador (Suzuki y col., 2004; 

Cavelier y col., 2006). Por otro lado la apoA-I estabiliza al ABCA1 evitando su 

degradación por calpaína (Lund-Katz y col., 2010). Como mencionamos el 

ABCA1 incrementa la fluidez de la membrana, generando un empaquetamiento 

más débil, debido a su actividad flipasa de fosfolípidos y colesterol. El aumento 

de la fluidez posibilita la generación de una curvatura o protrusión en la 

membrana plasmática que permite la lipidación inicial de la apoA-I con la 

consiguiente formación de HDL discoidales (Vedhachalam y col., 2007; Lin y 

col.; 2000). El transportador ABCA1 trabaja sinérgicamente con el 

transportador ABCG1 (Gelissen y col., 2006; Vaughan y Oram, 2006), siendo 

que la apoA-I como las dHDL pequeñas a medida que se cargan 

principalmente de fosfolípidos, pierden afinidad por el transportador ABCA1 y 

aumentan su afinidad por el transportador ABCG1, que media el eflujo 

principalmente de colesterol. El incremento en la fluidez de la membrana 

activaría al transportador ABCG1 que necesita al igual que el ABCA1 un 

empaquetamiento de membrana más débil para poder interactuar y transferir 

principalmente colesterol a las dHDL. Por otro lado la disminución de la 

temperatura de incubación de 37 a 4ºC en ambos pretratamientos con H-Col y 

AR, y con Br-AMPc disminuyó la fluidez de la membrana y afectó la interacción 

de la apoA-I 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 microsolubilización de lípidos.  
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4.4.2 Eflujo de colesterol  

A nivel del eflujo de colesterol en células CHO-K1, la apoA-I como las rHDL 

removieron significativamente colesterol. La apoA-I como la rHDL de 120 Å sin 

col., mostraron el menor porcentaje de remoción en comparación con el resto 

de las partículas, esto puede ser debido a la necesidad inicial de la apoA-I, de 

lipidarse principalmente con fosfolípidos, vía el transportador ABCA1 (Wang y 

col., 2001). 

 

En el caso de las dHDL a medida que crecen en tamaño por la captación de 

fosfolípidos 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 partícula 

dHDL alcanza su máximo 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-I adopta 

diferentes conformaciones en las dHDL, lo que determina su afinidad por 

transportadores y receptores de membranas, como así también la efectividad 

en el eflujo de colesterol y fosfolípidos (Cavigiolio y col., 2008). Como se 

observó en células CHO-K1 las rHDL de mayor tamaño (120 Å), mostraron el 

menor porcentaje de eflujo de colesterol al igual que las rHDL de 120 Å 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 remoción de 

colesterol sólo en pretratamientos con Br-AMPc, dado que con H-Col y AR la 

remoción de colesterol no fue significativa. Sin embargo la apoA-I como las 

rHDL, se unieron significativamente a membranas en ambos tratamientos. 

Probablemente la inducción con H-Col y AR, condujo a un aumento en la 

expresión de los transportadores involucrados en el eflujo de colesterol, pero 

este incremento solamente no fue suficiente en este tipo celular, para estimular 

el eflujo vía apoA-I, más allá del eflujo basal. En el pretratamiento con Br-AMPc 

se observó 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 activación del 
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ABCA1 vía señalización AMPc-PKA en células RAW 264.7, además de 

sobreexpresarlo (Suzuki y col., 2004; Cavelier y col., 2006). 

 

En células CHO-K1 las rHDL de 78 y 96 Å sin colesterol mostraron la mayor 

eficacia en la remoción de colesterol, pero en células RAW 264.7 no se ha 

observado una gran influencia del tamaño y contenido de colesterol en la 

remoción de colesterol. Sin embargo en el pretratamiento con Br-AMPc se 

observó un incremento en la remoción de colesterol en los discos de 96 Å sin 

colesterol en comparación con los discos con colesterol. Estas partículas son 

las más grandes conteniendo dos apo A-I por disco. Existe cierta controversia 

en la literatura con respecto a la remoción de colesterol por parte de las 

partículas rHDL de distinto tamaño. Algunos autores reportan que las partículas 

más pequeñas (~78 Å) son las más activas (Jonas y col., 1994), otros reportan 

que las más grandes (~120 Å) son las más eficientes (Agnani y Marcel, 1993). 

Esta contradicción puede ser debida a los diferentes tipos de células utilizadas 

en los distintos estudios, a la diferencia de expresión de los transportadores y 

también podría reflejar distintas habilidades de las rHDL de acceder a regiones 

específicas de la membrana, dónde se encuentran los distintos transportadores 

que intervienen en el eflujo de colesterol. 

 

4.4.3 Distribución de radioactividad entre colester ol libre y esterificado 

En células CHO-K1 se observó que la apoA-I disminuyó significativamente la 

relación CE/col. y que las rHDL sin colesterol tendieron a disminuir la relación. 

Por otro lado en células RAW 264.7 se observó que la apoA-I y las rHDL 78 Å, 

no modificaron el radio CE/col. y las rHDL de mayor tamaño (96 y 120 Å) 

tendieron a incrementarlo, siendo significativo para las rHDL de 96 Å con 

colesterol. Un comportamiento diferente se observó en las dos líneas celulares. 

Mientras que las rHDL sin colesterol incrementaron la esterificación 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 macrófagos 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 líneas de macrófagos (J774) tienen un elevado radio 

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

 

4.4.4 Eflujo de Fosfolípidos de colina 

En ambos tipos celulares se encontró que la apoA-I como la rHDL 78 Å fueron 

buenos aceptores de fosfolípidos de colina, preferentemente de fosfatidilcolina. 

La efectividad de la apoA-I en este proceso puede deberse a la necesidad 

inicial de lipidarse con fosfolípidos y en menor medida con colesterol como se 

mencionó. Por otro lado las rHDL de mayor tamaño (96 y 120 Å) sólo fueron 

eficaces en la remoción de fosfolípidos en células RAW 264.7, observándose 

un porcentaje de eflujo menor, en comparación con la apoA-I y rHDL de 78 Å. 

Las rHDL de 96 y 120 Å interaccionan con el transportador ABCG1 (Faviari y 

col., 2009), que como función principal carga las dHDL con colesterol, pero 

también puede transferir en menor proporción fosfolípidos (Oram y Vaughan, 

2006). Además se observó que las rHDL de 78 y 120 Å fueron más eficaces en 

la remoción de fosfolípidos que la rHDL de 96 Å, este hecho puede deberse a 

que pueden alargar su tamaño admitiendo más fosfolípidos que las de 96 Å, 

que tienen una capacidad limitada de crecimiento debido a la cantidad de 

apoA-I por disco. 

 

Por otro lado se observó en células RAW 264.7 una tendencia, las rHDL con 

colesterol removieron un mayor porcentaje de fosfolípidos de colina, en 

comparación con sus pares sin colesterol, esto puede ser debido, a que la 

presencia de colesterol en las partículas, facilitaría la microsolubilización de 

fosfolípidos en este tipo celular.  

 

En ambos tipos celulares el fosfolípido de colina preferido por apoA-I y rHDL 

fue la fosfatidilcolina. Existe cierta controversia en la literatura en cuanto a la 

preferencia de fosfolípidos removidos por la apoA-I y rHDL. Según Kobayashi y 

col. (2006), los transportadores ABCA1 y ABCG1 transfieren una variedad de 

especies fosfolipídicas, dentro de los fosfolípidos de colina prefieren la 

fosfatidilcolina y esfingomielina respectivamente, dato que se correlaciona con 

los obtenidos a nivel de la apoA-I y rHDL de 78 Å, pero es contradictorio a nivel 

de las rHDL de mayor tamaño (96 y 120 Å). En cambio Sano y col., (2007) 
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demostraron que el transportador ABCG1 no sólo transfiere esfingomielina sino 

también fosfatidilcolina, dato que sí se correlaciona con los observados a nivel 

del eflujo de fosfatidilcolina mediado por las rHDL de 96 y 120 Å. 
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CAPÍTULO 5. VARIANTES DE APOA-I, ∆K107 Y ∆K226 

IMPLICANCIAS EN LA REMOCIÓN DE LÍPIDOS 

 

5.1 ANTECEDENTES DEL TEMA 

5.1.1 El dominio central de apoA-I 

Como se mencionó en la Introducción general, la mayoría de las α-hélices 

anfipáticas de apoA-I presentan una distribución de cargas en su cara polar 

(tipo A) que es característica en todas las apolipoproteínas intercambiables. 

Esta distribución de cargas jugaría un rol importante en la interacción con 

superficies lipídicas (Mishra y col., 1994). Hay otras dos regiones, cada una un 

par de α-hélices anfipáticas (hélices 3-4 y 9-10) con una distribución de cargas 

particular (tipo Y) que sólo ocurren en apoA-I estando ausentes en las otras 

apolipoproteínas. Se postuló en este grupo de trabajo (Prieto y Garda, 2011), 

que al menos en la región central (par de hélices 3-4) esta distribución de 

cargas serviría para estabilizar a un ramillete intermolecular con la región 

homóloga de otra molécula de apoA-I, que se inserta profundamente en 

membranas fosfolipídicas (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 observó con un péptido sintético (Toledo y col, 2004). Mas aún, se 

postuló que este dominio estaría involucrado en la movilización de depósitos 

intracelulares de colesterol, y como lo indicaron experimentos con una mutante 

de deleción puntual en este dominio (∆K107) y con una mutante en la que el 

par de hélices 3-4 fue intercambiado con el 9-10, para esta función se 

necesitaría un registro correcto de la hélice que es alterado por la deleción, 

pero no una secuencia específica mientras se mantenga la distribución 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 endógenas como 

exógenas. Ha sido demostrado que el exceso de colesterol por encima de las 

concentraciones fisiológicas induce toxicidad celular (Warner y col., 1995). 

Entre los diferentes efectos tóxicos que puede producir el colesterol: se 

encuentran: la activación de vías de señalización apoptóticas, alteración de 

membranas (Tabas, 1997; Warner y col., 1995) y formación de cristales de 

colesterol, entre otros. A nivel de la activación de diferentes vías apoptóticas, 

en macrófagos cargados de colesterol libre, se mostraron evidencias de la 

liberación del citocromo c de la mitocondria y la activación de la caspasa-9, en 

adición a la activación de la vía apoptótica Fas (Tabas, 2002). Con respecto a 

la alteración de membranas, debido al incremento en la concentración de 

colesterol a nivel de la membrana, se produce un aumento en la rigidez de la 

misma, impidiendo el correcto funcionamiento de proteínas claves 

(Tabas,1997). Finalmente en relación a la formación de cristales de colesterol, 

en macrófagos sobrecargados, se observa la formación de cristales 

intracelulares, que pueden romper físicamente diferentes estructuras celulares 

(Kellner-Weibel y col., 1999). 

  

Entre los mecanismos que utiliza la célula para evitar la acumulación de 

colesterol libre intracelular, se encuentran la activación de diferentes vías de 

eflujo celular (difusión 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 regulación fina de la 

síntesis de novo de colesterol, la producción de ácidos biliares y hormonas 

esteroideas en hepatocitos y células esteroidogénicas respectivamente. Estos 

son algunos de los mecanismos, mediante los cuales la célula evita la 

acumulación de colesterol libre citotóxico.  

 

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 expresión y funciones fisiológicas únicas. La 

ACAT-2 se expresa únicamente en enterocitos y hepatocitos y participa en el 

ensamblaje de lipoproteínas, mientras que ACAT-1 se expresa en casi todos 

los tipos celulares y es la forma principal en macrófagos 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 mayoría 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 producción de ésteres de colesterol para ser incorporados en 

lipoproteínas plasmáticas (Chang y col.,2009). 

 

Por otro lado la acción de ACAT-1, es opuesta a la enzima colesterol ester 

hidrolasa (CEH), que mediante hidrólisis 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 función en macrófagos RAW 264.7 (Escary y col., 1998; 

Tazoe y col., 2008). La actividad de esta enzima se encuentra regulada 

hormonalmente, las hormonas glucagón, catecolaminas y adrenocorticotropa 

(ACTH) estimulan su actividad. Además se encuentra regulada positivamente 

por fosforilación, vía 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 rápidamente debe ser 

removido o reesterificado por ACAT-1. 
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Figura. 5-1. Homeostasis del colesterol esterificado en macrófagos (Sekiya y col., 2010, con 

modificaciones). Las lipoproteínas son captadas por los receptores y direccionadas hacia los lisosomas, 

donde los CE son hidrolizados a colesterol libre (FC) y ácidos grasos por la lipasa ácida 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 acción de ACAT es opuesta a la hidrólisis de CE. Entre las 

principales lipasas que hidrolizan CE en macrófagos, 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 vía transportadores ABC. 

 

5.1.3 Variantes naturales de la apoA-I 

Existen unas 61 variantes naturales de apoA-I. Aproximadamente la mitad, 

están asociadas a concentraciones bajas de c-HDL. La apoA-I Helsinky, 

variante natural de la apoA-I, afecta su región central presentando una deleción 

de lisina en la posición 107. Los pacientes portadores de esta mutación 

presentan un metabolismo anormal de HDL (Tilly-Kiesi y col., 1995), elevado 

catabolismo de apoA-I (Tilly-Kiesi y col., 1997) y baja estabilidad. Además se la 

relaciona con patologías 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-I esta involucrado en la 

activación de LCAT. En el caso de la apoA-I Helsinky, existen ciertas 
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controversias en cuanto a la activación de LCAT. Según Philippe y Marcel, 

(2000), la ∆K107 no es efectiva en la activación. Esta como otras mutaciones 

puede tener efectos en la conformación del dominio central de la apoA-I e 

indirectamente afectar la habilidad de la apoA-I de activar LCAT. Por otro lado, 

Huang (2001), demostró que la ∆K107 presenta la misma capacidad de la 

apoA-I salvaje para activar LCAT y remover colesterol de fibroblastos y que 

presenta baja afinidad de unión a lípidos. Con respecto a la conformación de la 

∆K107, según Ramella y col., (2012) la región N-terminal de la ∆K107, 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 ∆K107 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-I se encuentra 

involucrado en el eflujo de lípidos, homeostasis del colesterol y efecto 

citoprotector en células RAW 264.7 se realizaron los siguientes experimentos: 

1) construcción, expresión y purificación de mutantes de deleción de lisina en la 

posición 107 (∆K107) y 226 (∆K226) de la apoA-I recombinante (apoA-Ir), que 

se espera tengan cambiado el registro de las hélices, 2) análisis del 

comportamiento de las variantes a nivel del eflujo de colesterol y fosfolípidos de 

colina, 3) determinación de la presencia de ACAT-1 ,4) toxicidad del colesterol 

y 5) efecto citoprotector de apoA-I y variantes. 

 

 
 
 
 
 
 
 



 80 

5.3 RESULTADOS  

5.3.1 Obtención y expresión de ∆K107 y ∆K226 

La fig. 5-2 ilustra la posición de las mutaciones ∆K107 y ∆K226 en las hélices 4 

y 10, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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, así como el punto de clivaje con 

ácido fórmico, en amarillo, generado por el cambio de E por D en el segundo residuo. Así, las secuencias 

finales de estas proteínas comienzan a partir del tercer residuo. 
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Las mutaciones fueron realizadas como se indicó en Materiales y Métodos. 

Una vez que se obtuvieron las secuencias correctas, con las deleciones de 

lisina en la posición 107 o 226 de la apoA-Ir, se transformaron bacterias E.coli 

BL21, cepa especial para la expresión de proteínas recombinantes (sección 

3.4.3, materiales y métodos). Luego se realizó un ensayo de expresión a 

pequeña escala, mediante la inducción de las bacterias con IPTG, a fin de 

probar la expresión de las proteínas recombinantes ∆K107 y ∆K226. La colonia 

que tuvo un mejor nivel de expresión (fig. 5-3) fue seleccionada para hacer un 

stock de glicerol que se guardó a -80 C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-3. Análisis SDS-Page en gel al 16%. Expresión a pequeña escala, bajo la inducción con IPTG de 

la proteína recombinante ∆K226 en bacterias BL21 E.coli. En calles 1, 3,5 y 7 se observa la expresión 

proteica de bacterias que no fueron  inducidas con IPTG. En las calles 2, 4, 6 y 8 las que sí fueron 

inducidas con IPTG.  

 

5.3.2 Purificación apoA-Ir, ∆K107 y ∆K226 

Después de la expresión en bacterias BL21, la apoA-I fusionada a la cola de 

polihistidina, se purificó por columna de níquel (sección 3.4.4, materiales y 

métodos) y se clivó con ácido fórmico al 45% (sección 3.4.5, materiales y 

métodos). En la figura 5-4 se muestra la última etapa de purificación de la 

apoA-Ir. Se observa que la preparación final (calle 4), presenta un muy buen 

grado de pureza. En la fracción eluída con 0,5 M imidazol (calle 5), queda el 

resto de la proteína no clivada y el péptido polihistidina. 
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En la figura 5-5 se muestra el análisis de la etapa final de purificación de las 

mutantes ∆K107 y ∆K226, luego de clivar las proteínas fusionadas a la cola de 

polihistidina. Las fracciones 5 y 9 corresponden a las preparaciones finales que 

muestran un muy buen grado de pureza. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-4. Análisis SDS PAGE en gel al 16% de las fracciones eluídas al cargar una columna de níquel 

con una preparación de apoA-I recombinante clivada con ácido fórmico 45%. Las calles 2 y 3 

corresponden a estándares de apoA-I con y sin cola de polihistidina respectivamente. La calle 1 es la 

fracción no retenida. Las calles 4 y 5 son las fracciones eluídas con 10 mM y 0,5 M de imidazol 

respectivamente. 

 

 
Figura 5-5. Análisis por SDS-PAGE en gel al 16% de las fracciones eluídas de una columna con níquel 

inmovilizado de las preparaciones de ∆K226 (calles 4 a 6) y de ∆K107 (calles 8 a 10), luego del clivaje con 

ácido fórmico 45%. Las calles 1 y 7 corresponden a estándares 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 5 y 9 son las fracciones eluídas con 10 mM imidazol, y las calles 6 y 10 las 

fracciones eluídas con 0,5 M imidazol. 
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5.3.3 Eflujo de lípidos en células RAW 264.7 

5.3.3.1 Eflujo de colesterol mediado por apoA-Ir, ∆K107 y ∆K226  

La apoA-Ir como así también las mutantes de deleción de lisina, ∆K107 y 

∆K226, a la concentración testeadas de 30 µg/ml, remocionaron activamente 

colesterol con respecto al control. Las mutantes de deleción de lisina como la 

apoA-Ir se comportaron de manera similar a nivel del eflujo de colesterol.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 5-6. Eflujo de colesterol en células RAW 264.7 mediado por apoA-Ir y variantes: ∆K107 y ∆K226. 

Las células fueron cargadas con colesterol 50 µg/ml y 0,05 µCi [14 C] colesterol en medio DMEM sin SFB, 

complementado con 2 mg/ml de BSA, durante 24 h. Luego se agregó una solución de equilibrado, con 1 

mg/ml de BSA y 0,5 mM Br-AMPc y se incubó 8 h. Finalizada la incubación se agregaron las proteínas a 

una concentración de 30 µg/ml en medio DMEM sin SFB, con 0,5 mM Br-AMPc durante 12 h. Los datos 

estadísticos se analizaron mediante test t de Student, con niveles de significancia en comparación con el 

control de: * P<0,05; ** P<0,01 y *** P<0,001. 
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5.3.3.2 Eflujo de fosfolípidos mediado por apoA-Ir,  ∆K107 y ∆K226  

 

La apoA-Ir como así también la ∆K226, removieron activamente fosfolípidos de 

colina. La ∆K226, fue más efectiva que la apoA-Ir en el eflujo de fosfolípidos. 

Por otro lado la mutante ∆K107, no se mostró efectiva en este proceso en 

tratamientos de 12 h. 

El eflujo de fosfolípidos de colina parecería ser dependiente de la correcta 

distribución de cargas a nivel de la región central, siendo que la deleción en la 

posición 107 afectó este proceso. Por otro lado la ∆K226 mostró la mayor 

eficacia a nivel del eflujo de fosfolípidos de colina, la deleción incrementó la 

función de la apoA-I a nivel de este proceso.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-7. Eflujo de fosfolípidos de colina en células RAW 264.7 mediado por apoA-Ir y mutantes ∆K107 

y ∆K226. Las células fueron cargadas con 50 ug/ml y 0,5 µCi de [14C] colina en medio DMEM sin SFB 

suplementado con 2 mg/ml de BSA durante 24 h. Luego se agregó una solución de equilibrado, con 1 

mg/ml de BSA y 0,5 mM Br-AMPc, y se incubó 8 h. Finaliza la incubación se agregó apoA-Ir, ∆K107 y 

∆K226 a una concentración de 30 ug/ml en medio DMEM sin suero con 0,5 mM Br-AMPc y se incubó 

durante 12 h. Los análisis estadísticos 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-I y las variantes ∆K107 y ∆K226 eran 

capaces de modificar los niveles de ACAT-1 en células RAW 264.7, estas 

fueron incubadas con las proteínas como se indicó en Materiales y Métodos, 

determinando los niveles de ACAT-1 por western blotting. 

 

Como se observa en la fig. 5-8, sólo la mutante ∆K107 incrementó la 

concentración de ACTA-1 en macrófagos RAW 264.7, activados con Br-AMPc.  

 
 

 
Figura 5-8. Determinación de la presencia de ACAT-1 por western blot. Las células RAW 264.7 fueron 

cargadas con 50 µg/ml de colesterol y activadas con Br-AMPc. Luego se incubó con apoA-Ir, ∆K107 y 

∆K226. Los niveles celulares de ACAT-1 y β-actina se estimaron por western blotting con anticuerpos 

específicos revelando por ECL. Las Calles 1 y 5 se corresponden con el control sin proteínas, las calles 2 

y 6 se corresponden a apoA-Ir, las calles 3 y 8 a ∆K107, la calle 4 al St. Rainbow, 5 y 9 a ∆K226. 

 

Por otro lado, se analizó la distribución de radioactividad entre las fracciones de 

colesterol y ésteres de colesterol luego de administrar colesterol radiomarcado 

con [14C]. Para ello se extrajeron los lípidos de las monocapas celulares 

mediante la técnica de Bligh & Dyer (Bligh, 1959), se separaron por TLC y se 

cuantificó mediante el Image Quant del Storm. Se observó que la distribución 

de radioactividad entre las fracciones de colesterol libre y ésteres de colesterol, 

no se modificó con respecto al control por el tratamiento con apoA-Ir o las 

mutantes ∆K107 y ∆K226. Así, a pesar de que el nivel celular de la proteína 

ACAT-1 es incrementado por el tratamiento con ∆K107, esto no resulta en una 

mayor esterificación del colesterol agregado exógenamente. 
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5.3.4.1 Cuantificación ARNm ACAT-1  

A partir de los resultados obtenidos se decidió cuantificar la cantidad de ARNm 

ACAT-1, mediante qRT-PCR, con el objetivo de determinar si el aumento en la 

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

 

Se observó que el gen de ACAT-1 no se sobreexpresaba en ninguna de las 

condiciones testeadas, en relación al control de β-actina (fig. 5-9). Por lo tanto 

el tratamiento con ∆K107 incrementó la concentración proteica de ACAT-1, 

pero no estimuló la sobreexpresión del gen y tampoco se observó un aumento 

en la concentración intracelular de ésteres de colesterol. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-9 Expresión relativa de ACAT-1 en células RAW 264.7. Se utilizó el método de ∆CT para 

determinar los cambios en los niveles de expresión y se normalizó en relación a la expresión de β-Actina. 

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

 

5.3.5 Citotoxicidad del colesterol  

Para determinar el efecto de la carga de colesterol en células RAW 264.7, se 

realizó 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 formazán (insoluble y de color púrpura).  
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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 µg/ml en células RAW 264.7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 µg/ml de colesterol en DMEM durante 24 h. Se utilizó como 

control positivo de muerte celular: etanol al 7% y control negativo células en DMEM solamente. Los 

análisis estadísticos 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-I y sus variantes, ∆K107 y ∆K226, tienen algún 

efecto protector a nivel celular, se realizó el ensayo del MTT, con diferentes 

concentraciones de colesterol, en ausencia y presencia de las proteínas. Las 

concentraciones de colesterol utilizadas fueron: 0, 50, 70, 90, 110, 130, 200, 

300 y 500 µg/ml en medio DMEM, combinadas con 30 µg/ml de apoA-I o 

variantes ∆K107 y ∆K226. Por comparación, también se ensayó la apoA-I 

purificada de suero humano (apoA-Is). 

 

 

DMEM Ctrol + 20 ug/ml 50 ug/ml 60 ug/ml

%
 V

ia
bi

lid
ad

 c
el

ul
ar

0

20

40

60

80

100

120

DMEM
Etanol 7%
Colesterol

     *



 88 

Concentración de colesterol (µg/ml)

0 100 200 300 400 500

D
.O

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

apoA-Is 
K107
apoA-Ir
K226
sin apo

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 proteínas se determinó el efecto 

citoprotector de apoA-I y variantes ∆K107 y ∆K226 en DMEM. Los análisis estadísticos se realizaron 

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

siguientes:  

 

Concentración de colesterol (µg/ml) 
Proteína 

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 

∆K107 P<0,001  n.s n.s P<0,001  P<0,001  P<0,001  P<0,001  P<0,001  

∆K226 n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s 

n.s = no significativo 

                                                                                                                                                                                      

Se observó que la apoA-Is como la apoA-Ir y ∆K107 mostraron un poder 

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

más efectiva en este proceso, seguido por ∆K107 y apoA-Ir que se 

comportaron de manera parecida. Contrariamente, la variante ∆K226, no 

mostró este efecto y se comportó como sí en el medio no hubiera apoA-I ni 

variantes. 



 89 

Cuando las células fueron sometidas a una carga externa de colesterol se 

observó que a concentraciones bajas de colesterol (50 y 70 µg/ml), sólo la 

apoA-Is mostró eficaz capacidad protectora mitocondrial y se comportó de 

manera diferente al resto de las proteínas. A concentraciones medias (90 y 110 

µg/ml) la ∆K107 mostró capacidad protectora mitocondrial y se comportó de la 

misma manera que la apoA-Is. A altas concentraciones de colesterol (130, 200 

y 300 µg/ml), la ∆K107 como la apoA-Is se mostraron eficaces en este proceso. 

Siendo la ∆K107 la que presentó mayor eficacia a 130 y 200 µg/ml de 

colesterol, a 300 µg/ml de colesterol se comportaron de la misma manera. Por 

otro lado la apoA-Ir mostró capacidad protectora a 130 µg/ml de colesterol. Con 

respecto a la ∆K226 no presentó capacidad protectora mitocondrial frente a una 

carga externa de colesterol en las condiciones ensayadas. 

 

Finalmente a una concentración muy alta de colesterol (500 µg/ml), ninguna de 

las proteínas testeadas, fueron eficaces en promover la protección mitocondrial 

en células RAW 264.7.  

 

5.4 DISCUSIÓN  

5.4.1 Eflujo de lípidos en células RAW 264.7 

5.4.1.1 Eflujo de colesterol  

La apoA-Ir como las mutantes de deleción de lisina, ∆K107 y ∆K226, se 

comportaron de manera similar a nivel del eflujo de colesterol de células RAW 

264.7. Para el caso de ∆K107, esto concuerda con lo previamente observado 

en células CHO-K1 (Gonzalez y col., 2008). 

 

Es de prever que una deleción en una hélice anfipática genere un cambio en su 

registro de manera que a ambos lados de la deleción se produzca una rotación 

de unos 100º en su orientación (Garda, 2007). Este cambio en la orientación de 

las caras hidrofílica e hidrofóbica puede alterar las propiedades de interactuar 

con superficies lipídicas o con otras proteínas como diferentes receptores 

celulares. 
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Así, la modificación del registro de la hélice 4 en la región 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 fosfolípidos de colina 

La apoA-Ir como la ∆K226, mutante de deleción de lisina de la región C-

terminal, fueron eficaces en el eflujo de fosfolípidos de colina, además la ∆K226 

mostró la mayor eficacia en este proceso (en tratamientos a 12 h). Un cambio 

en el registro de la hélice a nivel de la región C-terminal de la apoA-I, 

incrementó el eflujo de fosfolípidos, podría considerarse a la ∆K226 como una 

mutación con ganancia de función a nivel de la remoción de fosfolípidos de 

colina. 

 

Contrariamente la ∆K107 se mostró inefectiva en el eflujo de fosfolípidos de 

colina, en tratamientos a 12 h, indicando que el cambio en el registro de la 

hélice Y central afectó la funcionalidad de la apoA-I. Sin embargo, en 

experimentos más reciente de este laboratorio en los que las células fueron 

radiomarcadas con [14C] fosforilcolina y el eflujo de fosfolípidos de colina se 

midió a 18 h, se observó que en estas condiciones la mutante ∆K107 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 ∆K107 resultó en un 

dramático incremento en el nivel celular de ACAT-1. Esto fue observado para 

diferentes niveles de carga de colesterol vehiculizado con albúmina o con LDL, 

y parece ser independiente del tipo celular ya que también fue detectado con 

macrófagos THP1 y células CHO-K1 (Toledo y col, 2013). 

 

Ya que la activación de ACAT-1 es un evento clave en la transformación de 

macrófagos 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 ∆K107. Sin embargo, a pesar del dramático 
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incremento en el nivel de la proteína ACAT-1, no se detectó una acumulación 

de ésteres de colesterol ni una redistribución del colesterol radiomarcado entre 

las fracciones de colesterol libre y esterificado. Sólo un pequeño incremento en 

la relación de radioactividad entre las fracciones de ésteres de colesterol y 

colesterol fue detectado en células RAW 264.7 cargadas con colesterol vía LDL 

(Toledo y col, 2013), pero estos pequeños cambios no se correlacionaron con 

el dramático incremento en el nivel celular de ACAT-1 detectado por western 

blotting. Así, es probable que ACAT-1 se acumule en la célula en un estado 

inactivo o en un compartimiento celular inaccesible al colesterol agregado 

exógenamente. Otra posibilidad es la activación paralela de una enzima que 

hidrolice los ésteres de colesterol como la lipasa sensible a hormonas (HSL). 

Mediciones en ausencia de análogos de AMPc, que activan a HSL, sólo 

resultaron en un leve incremento en la esterificación de colesterol 

radiomarcado exógeno, mientras que el nivel de ACAT fue incrementado más 

de 10 veces (Toledo y col, 2013). 

 

También se demostró aquí que el nivel del ARNm de ACAT-1 no es modificado 

por ∆K107. Así, la acumulación de la proteína ACAT-1 sólo puede ser 

explicada por un aumento en la velocidad de la traducción (con niveles 

constantes de ARNm) o por una disminución en la velocidad de degradación de 

la proteína. 

 

Al respecto, se reportó que la fracción HDL2 inhibe la actividad de ACAT en 

macrófagos como consecuencia de su traslocación a un compartimiento 

inactivo. HDL2 incrementa la velocidad de síntesis y recambio de ACAT sin 

modificar el nivel total de la enzima (Li y Pownall, 2000). Los autores proponen 

que HDL2 se comporta como un iniciador de una vía de transducción de 

señales que conduce a la traslocación e inhibición de ACAT. Es probable que 

esta acción de HDL2 se deba a su apolipoproteína mayoritaria apoA-I. En ese 

caso, la deleción de la lisina 107 podría resultar en una señalización alterada 

que conduce a la acumulación de ACAT observada en este trabajo. 
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5.4.3 Efecto protector apoA-I y variantes ∆K107 y ∆K226 

La apoA-Is como la apoA-Ir y la variante ∆K107 mostraron capacidad 

protectora mitocondrial frente a concentraciones tóxicas de colesterol. 

Curiosamente cuando las células no fueron cargadas con colesterol se observó 

que la apoA-Is como la apoA-Ir y ∆K107 mostraron un poder protector celular. 

Ramella y col. (2012), demostraron que tanto la apoA-Ir como la ∆K107 en 

células RAW 264.7 no inducían la producción de especies reactivas de oxígeno 

(ROS), no así otras variantes de la apoA-I, como la apoA-I Iowa (Gly26Arg). 

Quizás debido a este efecto, se observa un nivel de protección incluso sin una 

carga de colesterol externa. 

 

Por otro lado a nivel de la apoA-Is se observó una mayor capacidad protectora 

a concentraciones bajas de colesterol (50 y 70 µg/ml), siendo que a 

concentraciones medianas (90 y 110 µg/ml) y altas (130 y 200 µg/ml) la ∆K107 

fue la de mayor eficacia. Esto podría ser debido a un cambio conformacional en 

la ∆K107 que favorezca alguna de las vías de distribución y almacenamiento de 

colesterol. Podría ser que el incremento en la concentración de ACAT-1, 

observado con la ∆K107, favorezca este efecto y se acentué aún más con 

cargas importantes de colesterol. De modo tal que la presencia de ACAT-1 

entre otros factores podría favorecer el efecto citoprotector de ∆K107. 

 

Finalmente la ∆K226 no mostró un efecto citoprotector. Podría suponerse que 

la región C-terminal de la apoA-I estaría 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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CAPÍTULO.6 CONCLUSIONES GENERALES 

 

6.1 COMPORTAMIENTO DE LAS dHDL DE DIFERENTE TAMAÑO Y 

COMPOSICIÓN 

 

- En células CHO-K1 pre-tratadas con H-Col + AR, apoA-I y las rHDL se unen 

con similar eficiencia a la membrana celular, con relativa independencia del 

tamaño y contenido de colesterol de las partículas lipoproteicas. 

  

- En el caso de las células RAW 264.7, la eficiencia de unión 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 unión es mayor a 37°C que a 4°C; y el 

pre-tratamiento con Br-AMPc resultó en una mayor unión de apoA-I y las rHDL 

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

 

- El pre-tratamiento de células RAW 264.7 con Br-AMPc también resultó en un 

mayor eflujo de colesterol celular mediado por apoA-I y rHDL en comparación 

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

 

- Salvo en los casos del pre-tratamiento de células RAW 264.7 con Br-AMPc 

que incrementó tanto la unión a la membrana como el eflujo de colesterol, y la 

presencia de colesterol en las rHDL que en la mayoría de los casos produjo 

una disminución en ambos fenómenos, no existe una absoluta correlación entre 

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

 

- En células CHO-K1, el tratamiento con apoA-I y algunas rHDL como las de 

120 Å sin colesterol resultó en una disminución de la relación de radioactividad 

en la fracción de ésteres de colesterol respecto a colesterol, indicando una 

menor esterificación del colesterol. En el caso de las células RAW 264.7, en 

cambio, esta relación no fue modificada por apoA-I y la mayoría de las rHDL, e 

incluso fue incrementada para el caso de las de 96 Å con colesterol. 
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- Sólo apoA-I y las rHDL de menor tamaño (78 Å) sin colesterol promovieron 

eflujo de fosfatidilcolina de células CHO-K1. Salvo las rHDL de 96 Å sin 

colesterol, las otras rHDL promovieron el eflujo de estos fosfolípidos 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 tendió a incrementar 

el eflujo de fosfatidilcolina. El eflujo de estos fosfolípidos tendió a disminuir la 

relación de radioactividad en PC/SM. 

 

6.2 VARIANTES DE APOA-I, ∆K107 y ∆K226. IMPLICANCIAS EN LA 

REMOCIÓN DE LÍPIDOS 

 

- Las variantes ∆K107 y ∆K226 fueron tan activas como la apoA-Ir para 

promover eflujo de colesterol de macrófagos RAW 264.7 pre-tratados con Br-

AMPc. 

 

- La variante ∆K226 presentó una mayor eficiencia que apoA-Ir para promover 

el eflujo de fosfolípidos de colina de estos macrófagos. En cambio, la deleción 

en ∆K107 produjo una disminución en la eficiencia de remoción de fosfolípidos 

de colina en las condiciones probadas. 

 

- El tratamiento de las células RAW 264.7 con la mutante ∆K107 resultó en un 

dramático incremento en el contenido celular de la proteína ACAT-1. Esto no 

fue acompañado por un incremento del correspondiente ARNm, indicando que 

podría deberse a una incrementada velocidad de traducción o a una deficiente 

degradación de la proteína. 

 

- El dramático incremento en el contenido celular de ACAT-1 producido por 

∆K107 tampoco fue acompañado por una mayor esterificación de colesterol 

radiomarcado agregado exógenamente. 

 

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

compartimento que es inaccesible al colesterol agregado exógenamente. 
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- Futuros estudios son necesarios para determinar si este efecto de ∆K107 es o 

nó relevante para el incrementado riesgo aterogénico que presentan los 

pacientes portadores de esta mutación. 

 

- La mutante ∆K226 contrariamente a la ∆K107 y apoA-I salvaje, no mostró un 

efecto citoprotector frente a concentraciones citotóxicas de colesterol en las 

condiciones ensayadas. 
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